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ABSTRAK

Pengembangan green teknologi dapat dilakukan dengan penggunaan enzim. Salah satu
contoh penggunaan enzim adalah pada proses biobleaching. Enzim lakase berperan
dalam proses degradasi lignoselulosa. Lakase merupakan enzim yang dapat
menghilangkan lignin pada proses pulping di industri pulp dan kertas. Selama ini industri
pulp dan kertas menggunakan metode konvesional dalam menghilangkan lignin. Salah
satu contoh bahan kimia yang digunakan untuk menghilangkan lignin adalah klorin.
Pengunaan klorin menjadikan biaya proses lebih mahal dan tidak ramah lingkungan.
Lakase juga digunakan untuk mendelignifikasi sisa lignin setelah proses pulping. Dalam
industri pulp dan kertas perlu adanya pengembangan dengan meningkatkan efisiensinya
dalam menghidrolisis lignoselulosa, sehingga akses enzim ke dinding sel polisakarida
juga akan meningkat. Salah satu caranya adalah dengan menambahkan modular pengikat
karbohidrat atau CBM (carbohydrate binding module). Carbohydrate binding module 36
(CBM36) adalah merupakan modul non katalitik yang menjadi bagian enzim B-D-
xilosidase Gbtxyl43B. Pada penelitian ini dilakukan fusi gen penyandi chm36 B-D-
xilosidase (GbtXy43B) dengan gen penyandi lakase Icc2 dari Pleurotus
salmoneostramineus, karakteristik protein fusi CBM36-LCC2 yang diekspresikan di E.
coli serta menentukan aktivitas lakase LCC2 sebelum dan setelah difusikan dengan
CBM36. Fusi dilakukan dengan metode amplifikasi menggunakan overlapping,
kemudian gen fusi dikloning dan diekspresikan di pET32a dan dianalisis sifat-sifat
biokimianya diantaranya massa molekul, pH optimal, suhu optimal, stabilitas pH dan
termostabilitas. Aktivitas enzim lakase LCC2 ditentukan dengan menggunakan substrat
2,2'-azino-bis (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS). Fusi gen penyandi chm36 -
D-xilosidase (GbtXy43B) dengan gen penyandi lakase [lcc2 dari Pleurotus
salmoneostramineus telah berhasil dilakukan dengan ukuran gen chm36lcc2 7907 bp.
Analisis prorein didapatkan berat molekul protein CBM36-LCC2 sebesar 73 kDa.
Aktivitas enzim lakase setelah fusi (CBM36-LCC2) mengalami peningkatan dengan
aktivitas sebesar 44,2778 U/mL dibandingkan dengan enzim lakase sebelum fusi (LCC2)
sebesar 24,9444 U/mL. Enzim lakase CBM36-LCC2 mempunyai pH optimal 6 dan suhu
optimal 60°C. Enzim ini juga stabil pada pH 5 — 7 dan stabil pada suhu 60°C selama 125
menit. Enzim lakase CBM36-LCC2 stabil selama 125 menit dan pada pH 5 — 7.

Kata kunci : Carbohydrate Binding module 36, Lakase, Pleurotus salmoneostramineus,
B-D-xilosidase (GbtXy43B)
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ABSTRACT

Research on the biobleaching and pulping industry has been developing in recent years.
One of the enzymes is the laccase. Laccase degrades and removes lignin in the pulping
process, it is also used to delignify lignin residue after the pulping process. Degradation
of lignin used a conventional method in pulping and paper industry, using chlorine as a
reagent. Chlorine can damage the environment and need high cost. Increasing efficiency
of laccase in hydrolyzing lignocellulose is necessary to increase the access of enzymes to
the polysaccharide cell wall. One way is to add a carbohydrate-binding module or CBM
(carbohydrate-binding module) to the laccase enzyme to increase its biocatalyst
properties. The gene encoding p-D-xylosidase (GbtXy43B) from the xylanolytic gene
group from Geobacillus thermoleovorans IT-08 has been successfully expressed,
purified, and characterized, in addition, it was also found that the GbtXyl43B protein
contains carbohydrate-Binding module 36 (CBM36). In this study, the fusion of the gene
encoding cbm36 [-D-xylosidase (GbtXy43B) with the gene encoding the laccase lcc2
from Pleurotus salmoneostramineus was carried out. Characteristics of the cbm36-lcc2
fusion protein is expressed in E. coli and determined the activity of laccase LCC2 before
and after fusion with cbmCBM36. Fusion was performed by amplification using the
overlapping method, then the fusion gene was cloned and expressed in pET32a.
Molecular weight analysis was performed using SDS PAGE. The activity of the LCC2
laccase enzyme was determined using the ABTS method. The fusion of the gene encoding
cbm B-D-xylosidase (GbtXy43B) with the gene encoding the laccase lcc2 from Pleurotus
salmoneostramineus has been successfully carried out with a gene size of cbm36-lcc2
7907 bp. Protein analysis showed that the molecular weight of the protein CBM36-LCC2
was 73 kDa. The activity of the laccase enzyme after fusion increased with an activity of
44.2778 U/mL compared to the laccase enzyme before fusion of 24.9444 U/mL. The
optimum pH of laccase enzyme cbm36lcc2 is 6 and an optimum temperature of is 60°C.
This enzyme is also stable at pH 5-7 and at 60°C for 125 minutes.

Key words: Carbohydrate Binding module 36, Laccase, Pleurotus salmoneostramineus,
[-D-xylosidase (GbtXy43B)
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