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Faqih, Muhamad, 2022, Transformasi, Ekspresi Gen Penyandi B-Xilosidase
Asal Thermoanaerobacterium xylanolyticum L.x-11 pada Escherichia coli BL.21
(DE3), dan Karakterisasi Biokimianya, skripsi ini dibawah bimbingan Ali
Rohman, S.Si., M.Si., Ph.D dan Prof. Dr. Ni Nyoman Tri Puspaningsih, M.Si.,.
Departemen Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga,

Surabaya.

ABSTRAK

Enzim B-xilosidase merupakan biokatalis berperan dalam penguraian xilan,
salah satu penyusun biomassa lignoselulosa. Kebutuhan akan biokatalis yang dapat
bekerja pada kondisi ekstrem sangat diperlukan dalam industri pengolahan
biomassa lignoselulosa. Penelitian yang dilakukan adalah transformasi, ekspresi
gen penyandi PB-xilosidase asal Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11
(Txy-Xyl) pada Escherichia coli BL21 (DE3), dan karakterisasi aktivitas optimum
dan stabilitas pH dan suhu. Gen penyandi Txy-Xyl dalam plasmid pET-15b
ditransformasikan ke dalam E. coli BL21 (DE3) dengan metode kejutan panas.
Txy-Xyl diekspresikan, kemudian dimurnikan dengan kromatografi afinitas Ni*".
Karakterisasi kondisi optimum dan stabilitas pH dan suhu Txy-Xyl dilakukan
dengan uji aktivitas terhadap substrat p-nitrofenil-pf-D-xilopiranosida. Txy-Xyl
berhasil ditransformasikan ke dalam E. coli BL21 (DE3) dan diekspresikan.
Txy-Xyl murni diperoleh ditandai dengan munculnya pita SDS-PAGE pada ukuran
sekitar 58 kDa. Txy-Xyl menunjukkan aktivitas optimum pada pH 5,5 dan suhu
65°C. Txy-Xyl stabil pada suhu 55°C dengan pH 6,5 selama 120 menit dan pada
pH 3-9 suhu 4°C selama 18 jam. Berdasarkan hasil tersebut, maka transformasi,
ekspresi gen penyandi B-xilosidase asal Thermoanaerobacterium xylanolyticum
LX-11 (Txy-Xyl) pada Escherichia coli BL21 (DE3), dan karakterisasi aktivitas
optimum dan stabilitas pH dan suhu telah berhasil dilakukan.

Kata kunci: p-xilosidase, Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11, Enzim
termofil, Aktivitas optimum, Stabilitas
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Faqih, Muhamad, 2022, Transformation, Expression of The Gene Encoding
p-Xylosidase From Thermoanaerobacterium xylanolyticum 1X-11 in
Escherichia coli BL21 (DE3), and Its Biochemical Characterization, this final
project is under guidance of Ali Rohman, S.Si., M.Si., Ph.D and Prof. Dr. Ni
Nyoman Tri Puspaningsih, M.Si.,. Department of Chemistry, Faculty of

Science and Technology, Universitas Airlangga, Surabaya.

ABSTRACT

The pB-xylosidase enzyme is a biocatalyst that plays a role in the
decomposition of xylan, one of the constituents of lignocellulosic biomass. The
need for a biocatalyst that can work in extreme conditions is very necessary for the
lignocellulosic biomass processing industry. The research carried out was
transformation, and expression of the gene encoding [-xylosidase from
Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11 (Txy-Xyl) in Escherichia coli BL21
(DE3), and characterization of optimum conditions and stability of pH and
temperature. The gene encoding Txy-Xyl in the pET-15b plasmid was transformed
into E. coli BL21 (DE3) by heat shock method. Txy-Xyl was expressed, then
purified by Ni*" affinity chromatography. Characterization of the optimum
conditions and stability of pH and temperature of Txy-Xyl was performed by testing
the activity on p-nitrophenyl-B-D-xylopiranoside as substrate. Txy-Xyl was
successfully transformed into E. coli BL21 (DE3) and expressed. The pure Txy-Xyl
obtained was characterized by the appearance of the SDS-PAGE band at a size of
about 58 kDa. Txy-Xyl showed optimum activity at pH 5.5 and temperature 65°C.
Txy-Xyl is stable at 55°C with pH 6.5 for 120 minutes and at pH 3-9 at 4°C for 18
hours.

Keywords: p-xylosidase, Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11, Stability,
Optimum activity, Thermophilic Enzyme

viil

SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN..... MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LEMBAR PERNYATAAN ORISINALITAS

Yang bertanda tangan di bawah ini, saya:

Nama : Muhamad Faqih
NIM : 081811533044
Program Studi : S1 Kimia

Fakultas : Sains dan Teknologi
Jenjang : Sarjana (S1)

Menyatakan bahwa tidak melakukan plagiat dalam penulisan skripsi saya yang
berjudul:

“Transformasi, Ekspresi Gen Penyandi B-Xilosidase Asal

Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11 pada Escherichia coli BL21

(DE3), dan Karakterisasi Biokimianya™

Apabila suatu saat nanti terbukti melakukan tindakan plagiat, maka saya akan

menerima sanksi yang ditetapkan.

Demikian surat pernyataan ini saya buat dengan sebenar-benamya.

Surabaya, 03 Juli 2022

TEN

NIM. 081811533044

X
SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN.....

MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI
LEMBAR JUDUL ...coiiiiiiiiiiieiceee ettt eneas i
LEMBAR PERNYATAAN ..ottt et il
LEMBAR PENGESAHAN .....ooiiiiiiiie ettt il
LEMBAR PEDOMAN PENGGUNAAN SKRIPSI.......ccoeoiiieierieieieieieee v
KATA PENGANTAR ..ottt \
ABSTRAK ..ttt vii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt st be st seeneenseeneeneas viii
LEMBAR PERNYATAAN ORISINALITAS ....oooiiiieeieeeeeee e X
DAFTAR TSI ..ottt ettt ettt e sae e seena s X
DAFTAR TABEL ...ttt Xii
DAFTAR GAMBAR ..ottt Xiii
DAFTAR LAMPIRAN .....ooitiiiiteecteeeseee ettt sttt Xiv
BAB I PENDAHULUAN .....ooitiiiit ettt st 1
1.1. Latar Belakang Permasalahan...............ccccoociieiieniieiiieieeciece e 1
1.2. Rumusan Masalah ............cccooiiiiiiii e 2
1.3, Tujuan Penelitian .........cccoccveeeiiiiiiiiieeieeee ettt 3
1.4. Manfaat Penelitian ............ccoooieiiiiiiieiieie et 3
BAB II TINJAUAN PUSTAKA ..ottt 4
2.1. Escherichia coli BL21 (DE3).....ccoioiiiiieiieeeceeeeeece e 4
B G 1 - s SRRSO 5
2.3. Enzim XilanolitiK .......cccoooieriiieiiiieieeceeee e 7
2., TRY XYLttt ettt nneeennes 8
2.5. SDS-PAGE ... e 10
2.6. Kromatografi AfiNitas..........cccceeeeiieiieiiieiiecie e 11
2.4. Pengaruh Suhu dan pH terhadap Aktivitas Enzim...........ccccoovevieninennee 12
BAB Il METODE PENELITIAN......cotiiiiiieitetee e 15
3.1. Tempat dan Waktu penelitian ............ccoecveriereiieriierieeieesie e 15
3.2, Sampel Penelitian..........ccoooiiiiieiiiiiece e 15
3.3 Bahan dan Alat Penelitian...........cccoooevieieniiiieiiiesceeccee e 15
3.4. Diagram alir penelitian............ccccveeeiieiieriieiieciece e 16
3.5. Prosedur Penelitian..........ccccoiuieiiiiiiii e 17
X

SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN..... MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN ..ottt 22
4.1. Transformasi dan Ekspresi TXY-Xyl...c.ooovviviiiiriiiiiiiieiiecieecie e 22
4.2. Penentuan pH dan Suhu Optimum TXy-Xyl......coccoeiiiiiiiiiiiiieeee 27
4.3. Penentuan Stabilitas pH dan Suhu Txy-Xyl......ccooooiiiiiiiniiiee 31

BAB V KESIMPULAN DAN SARAN .....coiiiiiiieeeeeeeeeeee e 36
5.1 KESTMPUIAN <.t 36
5.2 SATANL.c..eiiiiiiiiiitcee e et 36

DAFTAR PUSTAKA ...ttt 37

LAMPIRAN ...ttt ettt ettt 42

xi
SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN.....  MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL
Nomor Judul Tabel Halaman
2.1 Variasi Sruktur xilan beserta Sumber di Alam 6
22 Taksonomi Bakteri Thermoanaerobacterium 9

xylanolyticum LX-11
4.1 Perbandingan Analisis ProtParam dan Karakteristik Suhu 35
Txy-Xyl, serta Beberapa B-Xilosidase dari Berbagai

Macam Mikroorganisme Lainnya

Xii

SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN..... MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR
Nomor Judul Gambar Halaman
2.1 Struktur Xilan 5
2.2 Enzim Xilanolitik dalam Penguraian Xilan 8
23 Kurva Pengaruh Suhu terhadap Enzim 13
2.4 Kurva Pengaruh pH terhadap Enzim 14
4.1 Peta Plasmid 22

4.2 Hasil Transformasi pET-15b-Txy-Xyl dalam 23
Escherichia coli BL21 (DE3)

43 Hasil Analisis SDS-PAGE Ekspresi Txy-Xyl 24
4.4 Struktur Imidazol dan Histidin 25
4.5 Spektra Hasil Pemurnian Kromatografi Afinitas Ni** 26
4.6 Hasil Analisis SDS-PAGE Pemurnian Txy-Xyl 27
4.7 Reaksi Hidrolisis Substrat pNP-X oleh Txy-Xyl 28
4.8 Kurva pH Optimum Txy-Xyl 29
4.9 Kurva Suhu Optimum Txy-Xyl 30
4.10 Kurva Stabilitas pH Txy-Xyl 31
4.11 [lustrasi Proses Unfolding dan Refolding Protein 32
4.12 Kurva Stabilitas Suhu dari Txy-Xyl 33

Xiii

SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN..... MUHAMAD FAQIH



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR LAMPIRAN
Nomor Judul
1 Pembuatan Media dan Reagensia

Sekuens Asam Amino Txy-Xyl dan Analisis Protparam
Kurva Standar p-Nitrofenol

Uji Aktivitas Txy-Xyl terhadap Substrat pNP-X

pH Optimum Aktivitas Txy-Xyl

Suhu Optimum Aktivitas Txy-Xyl

Stabilitas pH Txy-Xyl

Stabilitas Suhu Txy-Xyl

0 N N R W

X1V

SKRIPSI TRANSFORMASI, EKSPRESI GEN..... MUHAMAD FAQIH



