VOLUME 6 NOMOR1 JUNI 2019 ISSN 2548 - 611X

JURNAL

BIOTEKNOLOGI & BIOSAINS INDONESIA

Homepage Jurnal: http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI

PRODUKSI LIPASE DARI ISOLAT KAPANG HASIL MUTASI UNTUK
TRANSESTERIFIKASI

Lipase Production by Mutant Fungal Isolates for Transesterification

Galih Cendana Nabilasani?, Trismilah?*, Dadang Suhendar?, Nisa Rachmania Mubarik?®
Program Studi Bioteknologi, Sekolah Pascasarjana Institut Pertanian Bogor, Bogor 16680
2| aboratorium Pengembangan Teknologi Industri Agro dan Biomedika, BPPT, Tangerang Selatan 15314
3Departemen Biologi, FMIPA, Institut Pertanian Bogor, Bogor 16680
*Email: trismilah@bppt.go.id

ABSTRACT

Lipase is used amongst others in biodiesel production, namely in the transesterification
reaction. Kernel B (KB) was a fungus isolated from the waste of palm kernel and seed. The
fungus produced lipase that catalysed the transesterification reaction with a lower activity
compared to that of AK Amano commercial lipase. The purpose of this study was to obtain
mutant fungi with higher transesterification activities than the wild type (KB). The mutation
process was carried out using ultraviolet (UV) light, ethyl methane sulfonate (EMS), and N-
methyl-N"nitro-N-nitrosoguanidine (NMNG) on KB fungus. The mutations using UV light
produced 11 isolates, of which isolate m4.1KB1 produced a higher transesterification activity
(0.172 U-mg1) compared to the wild type. Mutant m5.7KB, which was generated from mutant
m4.1KB1 treated using EMS, had its transesterification activity decreased to only 0.051 U-mg-™.
Mutant m6.0,3KB2, which was resulted through NMNG treatment, experienced an increase in
transesterification activity which was 91.2% higher than that of KB.

Keywords: ethyl methane sulfonate, lipase, mutant fungi, N-methyl-N*nitro-N-
nitrosoguanidine, ultraviolet

ABSTRAK

Lipase dimanfaatkan salah satunya dalam produksi biodiesel, yaitu dalam reaksi
transesterifikasi. Kernel B (KB) merupakan kapang yang diisolasi dari limbah inti dan biji
kelapa sawit, yang menghasilkan lipase sebagai katalis dalam reaksi transesterifikasi. Namun
aktivitas transesterifikasi yang dihasilkan oleh lipase dari KB lebih rendah dibandingkan
dengan lipase komersial AK Amano. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan mutan kapang
dengan aktivitas transesterifikasi yang lebih tinggi dibandingkan tipe liarnya (KB). Proses
mutasi dilakukan dengan menggunakan sinar ultraviolet (UV), ethyl methane sulfonate (EMS),
dan N-methyl-N*-nitro-N-nitrosoguanidine (NMNG) terhadap kapang KB. Mutasi KB dengan
menggunakan sinar UV menghasilkkan 11 isolat, dimana isolat dengan kode ma41KB:
menghasilkan aktivitas transesterifikasi yang lebih tinggi dibandingkan tipe liar, yaitu 0,172
U-mg?l. Mutan ms;KB, yang dihasilkan dari mutan m41KB:i dengan perlakuan EMS,

mengalami penurunan aktivitas transesterifikasi hingga hanya sebesar 0,051 U-mg-1. Mutan
me.0,3KB2 hasil perlakuan NMNG mengalami peningkatan aktivitas transesterifikasi sebesar
91,2% lebih tinggi dari KB.

Kata Kunci: ethyl methane sulfonate, kapang mutan, lipase, N-methyl-N™-nitro-N-
nitrosoguanidine, ultraviolet
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PENDAHULUAN

Lipase memiliki kemampuan dalam
mengkatalisis  berbagai  reaksi, yaitu
hidrolisis, esterifikasi, transesterifikasi, dan
aminolisis. Kemampuan lipase dalam
mengkatalisis  berbagai  jenis  reaksi
disebabkan oleh stereokimia lipase yang
kompleks karena adanya protein “backbone”
yang fleksibel (Ozturk 2001). Lipase adalah
salah satu biokatalisator yang sedang
dikembangkan saat ini dan merupakan enzim
yang mempunyai daya Kkatalitik terhadap
lemak dan minyak. Saat ini lipase
dimanfaatkan salah satunya dalam produksi
biodiesel, yaitu dalam reaksi transesterifikasi
(Tran et al. 2012). Transesterifikasi
merupakan reaksi antara trigliserida dan
alkohol dengan bantuan katalis, serta akan
menghasilkan metil ester yang memiliki
kemiripan sifat fisika dengan solar diesel
(Suryanto et al. 2015). Metil palmitat, metil
oleat, metil elaidat, metil stearat dan metil
linolenat merupakan senyawa metil ester
yang dapat diperoleh melalui transesterifikasi
(Aziz et al. 2016). NaOH, KOH, dan NaOCHs;
adalah katalis kimiawi yang umum digunakan
dalam reaksi transesterifikasi (Thanh et al.
2012). Penggunaan Kkatalis kimiawi dalam
reaksi transesterifikasi memiliki kelemahan,
antara lain bersifat toksik, mahal, dan produk
yang dihasilkan tidak murni sehingga perlu
melalui tahap purifikasi (Puspitaningati et al.
2013). Penggunaan enzim sebagai biokatalis
memiliki keunggulan, vyaitu lebih ramah
lingkungan, hemat energi, dan produk akhir
yang lebih murni (Rahmah 2012). Selain itu,
enzim bersifat sangat efisien, bersifat spesifik,
tidak menghasilkan produk sampingan, dan
produk akhir yang dihasilkan umumnya lebih
murni karena tidak terkontaminasi sehingga
dapat menekan biaya produksi dan
mengurangi  efek  kerusakan terhadap
lingkungan (Susanti dan Fibriana 2017).

Lipase dapat dihasilkan oleh tumbuhan,
hewan dan mikroorganisme. Menurut Pratiwi
et al. (2013) mikroorganisme merupakan
sumber utama penghasil lipase yang saat ini
digunakan. Mikroorganisme memiliki
kemampuan vyang berbeda-beda dalam
menghasilkan lipase tergantung pada jenis
lipase yang dimiliki dan keadaan lingkungan
serta media yang digunakan saat produksi
enzim. Penggunaan lipase sebagai katalis
dalam berbagai bidang industri masih terbatas
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karena memiliki harga yang cukup tinggi.
NaOH merupakan katalis basa yang umum
digunakan dalam transesterifikasi karena
memiliki harga yang lebih murah dibandingkan
lipase komersil (Novozym 435). Novozym 435
di jual seharga US$ 0,14/g sedangkan NaOH
US$ 0,006/g (Fjerbaek et al. 2009).

Peningkatan kemampuan mikroorganisme
selain dengan menggunakan rekayasa
genetika dan optimasi media dapat juga
dilakukan dengan mutasi menggunakan sinar
ultraviolet dan bahan kimia (Tapia et al.
2012). Aspergillus sp. dengan kode TL-12(3)
mengalami  peningkatan aktivitas enzim
lipase setelah dilakukan mutasi. Aktivitas
lipase yang dihasilkan Aspergillus sp. TL-
12(3) mengalami peningkatan 175%, 340%,
dan 575% setelah dimutasi dengan ultraviolet
yang dilanjutkan dengan EMS (Ethyl
Methanesulfonate) dan tahap akhir dimutasi
dengan NMNG (N-methyl-N"-nitro-N-
nitrosoguanidine). Lipase yang dihasilkan
berpotensi digunakan pada berbagai bidang
industri (Tagore dan Narasu 2014).

Laboratorium Teknologi Bioindustri
(LTB), PTB, LAPTIAB—BPPT, di kawasan
PUSPIPTEK, Serpong, Tangerang Selatan
memiliki isolat kapang Kernel B yang
menghasilkan enzim lipase. Enzim lipase
yang dihasilkan memiliki aktivitas
transesterifikasi yang rendah, yaitu sebesar
0,157 U-mg?, jika dibandingkan dengan
lipase  komersial AK amano yang
menghasilkan aktivitas transesterifikasi 1,210
U-mg?. Penelitian ini bertujuan untuk
melakukan mutasi terhadap isolat kapang
kode KB dengan menggunakan sinar UV dan
bahan kimia EMS dan NMNG sehingga
diperoleh kapang mutan yang memiliki
aktivitas transesterifikasi yang lebih tinggi
dibandingkan tipe liarnya (KB).

BAHAN DAN METODE

Waktu dan lokasi penelitian

Penelitian ini telah dilakukan dari
bulan September 2017 sampai Mei 2018 di
LTB, LAPTIAB, BPPT, kawasan Pusat
Penelitian llmu Pengetahuan dan Teknologi
(PUSPIPTEK) Serpong, Tangerang Selatan.

Bahan yang digunakan

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah isolat kapang dengan
kode Kernel B (KB) koleksi Laboratorium
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Pengembangan Teknologi Industri Agro dan
Biomedika, BPPT, PUSPIPTEK, Serpong,
Tangerang Selatan, tepung kedelai (Hasil
Bumiku), NaCl 0,85% (Merck), minyak zaitun
(Le Riche), pNP (Sigma—Aldrich), pNPP
(Sigma—Aldrich), dan n-heptane (Sigma—
Aldrich).

Peremajaan kapang Kernel B (KB)

Peremajaan kapang KB (Gambar 1)
dilakukan dengan mengambil satu lup
inokulasi isolat stok secara aseptis
diinokulasikan pada media agar miring media
PDA steril. Isolat KB diinkubasi pada suhu
28°C selama lima hari.

Mutasi fisik

Mutasi fisik isolat kapang dilakukan
dengan memadifikasi metode Karanam dan
Medicherla (2008). Modifikasi dilakukan pada
proses radiasi sinar UV Germidical Lamp
(250 nm) selama 0, 60, 120 dan 180 detik
dalam keadaan petri terbuka dengan jarak
antara lampu dan cawan petri +18 Cm.
Semua cawan yang telah diinokulasikan
suspensi spora hasil pengenceran 10°
diradiasi dan diinkubasi selama lima hari
pada suhu 28°C. Pada hari ke lima dilakukan
perhitungan koloni yang tumbuh. Pengujian
yang menghasilkan nilai dosis letal 299%
ditumbuhkan pada media miring PDA yang
kemudian dilakukan produksi lipase terhadap

A

koloni tersebut untuk diketahui nilai aktivitas
enzim dan aktivitas transesterifikasi.

Mutasi kimia

Mutan dengan hasil terbaik dari mutasi
sinar UV, dilakukan mutasi kembali dengan
senyawa kimia. Mutasi lanjutan pada isolat
kapang terpilih dilakukan dengan
menggunakan bahan kimia ethyl methane
sulfonate (EMS), dan N-methyl-N"nitro-N-
nitrosoguanidine (NMNG). Proses mutasi
kapang KB dengan menggunakan mutagen
EMS dilakukan dengan modifikasi metode
Syafriana et al. (2014), perbedaan terletak
pada suspensi spora Yyang digunakan,
konsentrasi EMS, dan lama inkubasi setelah
inokulasi pada media PDA. Pada penelitian ini
dilakukan pengenceran suspensi spora
sampai 10°°, konsentrasi EMS yang digunakan
yaitu 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, dan 7%,
diinkubasi selama 60 menit dengan kecepatan
750 rpm dan suhu 28°C menggunakan
thermomixer. Suspensi spora hasil mutasi
diinokulasikan pada media PDA sebanyak 0,1
mL dengan metode sebar dan diinkubasi
selama lima hari pada suhu 28°C di inkubator.
Pengamatan dan perhitungan jumlah kapang
yang tumbuh dilakukan pada hari kelima
inkubasi. Pengujian yang dosis letalnya
mencapai 299% dipilih utuk dilakukan pengujian
selanjutnya. Kapang mutan EMS terpilih
dilanjutkan ke tahap mutasi dengan NMNG.

B

Gambar 1. Morfologi kapang KB: A). Kapang KB pada media agar potato dextrose agar (PDA); B). Kapang KB di

bawah mikroskop dengan perbesaran 400x
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Tabel 1. Hasil mutasi isolat KB dengan sinar UV

Waktu Ulangan (koloni) ?OSil’S
. eta
(menit) 1 2 3 Jumlah (g
0 163 155 120 438
1 0 0 9 97,9
2 2 0 0 2 99,5
3 0 0 0 0 100
Mutasi dengan NMNG dilakukan

dengan modifikasi metode Karanam dan
Medicherla (2008), perbedaan terletak pada
konsentrasi NMNG dan tanpa interval waktu
inkubasi. Larutan NMNG dengan
konsentrasi 2, 3, 4 dan 5 mg-mL? dalam
buffer fosfat 0,2 M pH 7 dimasukkan ke
dalam tabung mikro yang berisi suspensi
spora (1:1) dan diinkubasi pada thermomixer
dengan suhu 28°C dan kecepatan 750 rpm
selama 180 menit. Suspensi spora hasil
mutasi dengan tingkat pengenceran 10°
diinokulasi sebanyak 0,1 mL ke cawan petri
yang berisi media PDA steril dengan metode
sebar. Cawan petri tersebut diinkubasi pada
suhu 28°C selama lima hari. Pada hari
kelima dilakukan perhitungan koloni yang
tumbuh. Seleksi kapang mutan unggul
dilakukan dengan melihat jumlah dosis letal
yang 299%.

Pembuatan media produksi enzim
Pembuatan media produksi dilakukan
dengan menggunakan media kultur cair yang
terdiri atas 3% tepung kedelai komersial yang
direbus sampai mendidih (60 menit)
kemudian disaring menggunakan kain kasa.
Selanjutnya, ditambahkan 0,1% minyak
zaitun teknis ke dalam air rebusan tepung
kedelai dan disterilisasi menggunakan autoclave
suhu 121°C tekanan 2 atm selama 15 menit.

Produksi enzim lipase

Produksi enzim lipase dilakukan
dengan memodifikasi metode Karanam dan
Medicherla (2008), perbedaan metode
dilakukan pada media produksi yang
digunakan dan hasil penyaringan tidak
dijenuhkan menggunakan ammonium sulfat.
Suspensi spora isolat kapang berumur lima
hari hasil pengenceran 10° diinokulasikan
10% (v/v) pada medium produksi enzim.
Inkubasi dilakukan pada rotary shaker
dengan kecepatan 200 rpm selama lima hari
di suhu 28°C.
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Uji aktivitas enzim lipase

Pengujian aktivitas lipase dilakukan
dengan metode Linfield et al. (1984) dengan
menggunakan Polivinil alkohol (PVA) dan
minyak zaitun sebagai substrat. Aktivitas
lipase dihitung menggunakan persamaan:

Aktivitas unit lipase (U mL™1) =

(V1=V3)-n-NaOH.1000
t

Keterangan:
V1 = volume NaOH untuk titrasi blanko (mL)
V2 =volume NaOH untuk titrasi sampel (mL)
n = konsentrasi NaOH (N)
t = waktu inkubasi (menit)

Transesterifikasi secara enzimatik

Aktivitas transesterifikasi ekstrak kasar
lipase diukur dengan menggunakan metode
spektrofotometri (Kotogan et al. 2014).
Sampel diukur menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang
405 nm. Larutan blanko dibuat dengan cara
yang sama dengan sampel, tanpa
menambahkan ekstrak kasar enzim. Aktivitas
transesterifikasi  dihitung  menggunakan
persamaan:

Aktivitas transesterifikasi (U-mg™1) =

S$.1000
m.t.y
Keterangan:
S = konsentrasi sampel

M mr pNPP (417,3)
t = waktu inkubasi (menit)
y =jumlah enzim dalam reaksi (mg)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Mutasi dengan sinar ultraviolet (UV)
Radiasi sinar UV dilakukan selama 0-3
menit terhadap kapang KB. Seleksi terhadap
isolat kapang KB mutan ditentukan
berdasarkan nilai dosis letal (%) setelah
dilakukan radiasi dengan sinar UV. Hasil
penyinaran dengan sinar UV menyebabkan
97,9 - 100% kematian spora isolat KB (Tabel
1). Angka dosis letal didapatkan dari
pengamatan pertumbuhan kapang di atas
medium PDA yang telah diinkubasi selama
lima hari setelah radiasi UV berlangsung.
Hasil dari mutasi UV didapatkan sebelas
mutan dari isolat KB. Perlakuan yang
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menghasilkan nilai dosis letal 299% dipilih
untuk dilanjutkan dalam tahap produksi enzim
lipase, sehingga pada perlakuan penyinaran
UV terhadap isolat KB kapang mutan kode
ma4 2KB1 terpilih untuk diuji aktivitas lipase dan
aktivitas transesterifikasinya. Kapang kode
m42KB:1 merupakan kapang mutan hasil
penyinaran selama dua menit.
Mikroorganisme yang diradiasi dengan sinar
UV dapat mengalami mutasi sehingga dapat
menyebabkan akivitas enzim terganggu
karena terjadinya pirimidin dimer. Basa
nitrogen pirimidin terdiri atas timin (T) dan
sitosin  (C), radiasi sinar UV dapat
menyebabkan terjadinya ikatan antara T-T
atau C-C yang letaknya berdekatan. lkatan
pirimidin dimer dapat menghalangi proses
replikasi DNA, sehingga kestabilan DNA
terganggu dan dapat menyebabkan kematian
pada mikroorganisme yang teradiasi sinar UV
(Goto et al. 2015).

Aktivitas  enzim  lipase tertinggi
dihasilkan oleh mutan UV KB dengan kode
m4.2KBs, yaitu sebesar 10,08 U-mL? (Gambar
2). Laporan penelitian sebelumnya mutasi
dengan sinar UV  berpotensi untuk
meningkatkan  aktivitas enzim lipase.
Rhizopus oligosporus var. microsporus |IB-
63-10 menghasilkan enzim lipase 158,7%
lebih tinggi dibandingkan tipe liarnya R.
oligosporus var. microsporus 1I1B-63 (Iftikhar

et al. 2010). Aspergillus fumigatus RA204
yang dimutasi dengan sinar gamma
mengalami peningkatan aktivitas
transesterifikasi dari tipe liarnya sebesar
15,85%, sedangkan setelah dimutasi dengan
sinar UV selama empat jam Aspergillus
fumigatus RA204 mengalami peningkatan
aktivitas transesterifikasi sebesar 42,11%
dari tipe liarnya (Indriawan 2018). Mutasi
dengan UV juga menyebabkan A. japonicus
MTCC 1975 mengalami peningkatan aktivitas
sebanyak 127% (Karanam dan Medicherla
2008). Peningkatan aktivitas hidrolisis lipase
pada mutan dapat disebabkan terjadinya over
ekspresi gen dalam mensekresikan enzim.
Penamaan kapang mutan dilakukan dengan
m4xKBy, ms bermakna kapang mutan yang
dihasilkan merupakan hasil mutasi UV. X
menandakan  konsentrasi EMS  yang
menghasilkan kapang mutan dengan dosis
letal 99%, sedangkan kode KB menandakan
tipe liar dari kapang mutan yang dihasilkan,
dan y merupakan kode isolat ketika dalam
satu proses mutasi didapatkan lebih dari satu
mutan. Kesembilan koloni tersebut diberi
kode dengan m4:KBi1i — ma2KBy. Hasil uji
aktivitas enzim lipase dan aktivitas
transesterifikasi dari ms menunjukkan isolat
m42KBs memiliki aktivitas enzim lipase
tertinggi, yaitu 10,08 U-mL*, namun untuk
aktivitas transesterifikasi tertinggi didapatkan
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Gambar 2. Aktivitas lipase KB hasil mutasi UV diuji setelah lima hari inkubasi di rotary shaker dengan suhu 28°C, 200
rpm, volume 50 mL. (M: aktivitas enzim lipase; O: aktivitas transesterifikasi)
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Tabel 2. Hasil mutasi M4.1KB; dengan EMS

Konsentrasi Ulangan (koloni) [I)OSils

EMS (%) 1 2 3 Jumlah gf)

Kontrol 62 75 68 205
0 44 27 45 164 20,0
1 8 6 9 44 78,5
2 4 4 8 18 91,2
3 4 5 5 14 93,1
4 4 5 5 14 93,1
5 4 4 5 13 93,6
6 4 2 3 11 94,6
7 0 0 1 1 99,5

oleh isolat kapang mutan kode m41KB:
dengan nilai 0,165 U-mg?! (Gambar 3).
Penelitian sebelumnya menggunakan R.
miehei NRRL 5282 menghasilkan aktivitas
lipase sebesar 735,80 U-mL™?, namun hanya
memiliki aktivitas transesterifikasi sebesar
4,80 U-mg?! (Kotogan et al. 2014). Hal ini
diduga karena respon enzim terhadap pelarut
yang digunakan saat pengujian. Setiap
mikroorganisme menghasilkan enzim yang
memiliki sifat berbeda sehingga respon
terhadap penggunaan pelarut organik dapat
menghambat kerja enzim. Menurut Kotogan
et al. (2014) hal ini dapat terjadi mungkin
disebabkan oleh suhu dan senyawa organik
yang digunakan. Aktivitas transesterifikasi
yang dihasilkan oleh kapang mutan ms.1KB:
mengalami kenaikan 4,8% dari isolat tipe
liarnya (KB). Berdasarkan hasil tersebut,
isolat m41KB; terpilih sebagai mutan yang
dimutasi kembali dengan senyawa kimia,
yaitu Ethyl Metahanesulfonate (EMS).

Mutasi dengan EMS

Mutasi dengan EMS dilakukan dengan
menginkubasi kapang mutan terpilih dari hasil
mutasi UV, yaitu m41KB; di dalam larutan
EMS berbagai konsentrasi (0%, 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 6%, dan 7%). Perlakuan dengan
berbagai konsentrasi EMS dilakukan untuk
mengetahui kemampuan hidup kapang pada
lingkungan yang tidak sesuai.
Mikroorganisme akan melakukan perubahan
bahan genetik untuk mempertahankan diri
agar tetap hidup, perubahan bahan genetik
ini  menyebabkan fenotip yang muncul
berbeda dengan fenotip yang lama. Pada
pengujian mutasi EMS terhadap ma.1KB;
dihasilkan satu isolat mutan dengan nilai
kematian sebesar 99,5% setelah diinkubasi
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dengan EMS pada konsentrasi 7%, isolat
tersebut selanjutnya di beri kode ms-;KB
(Tabel 2). Penamaan kapang mutan
dilakukan dengan ms-/KB, ms bermakna
kapang mutan yang dihasilkan merupakan
hasil mutasi UV dilanjutkan dengan EMS.
Angka 7 setelah ms menandakan konsentrasi
EMS yang menghasilkan kapang mutan
dengan dosis letal 99%, sedangkan kode KB
menandakan tipe liar dari kapang mutan yang
dihasilkan.

Produksi enzim lipase dilakukan
dengan menginkubasi 50 mL media produksi,
pH 7 selama lima hari di rotary shaker dengan
kecepatan 200 rpm dan suhu 28°C. Aktivitas
hidrolisis enzim lipase dan aktivitas
transesterifikasi mutan  lebih  rendah
dibandingkan aktivitas tipe liar (Gambar 3).
KB menghasilkan aktivitas hidrolisis dan
aktivitas transesterifikasi sebesar 9,88 U-mL*
dan 0,172 U-mg? sedangkan mutan ms-KB
hanya memiliki nilai aktivitas hidrolisis
sebesar 2,03 UmL! dan aktivitas
transesterifikasi 0,051 U-mg™. EMS termasuk
ke dalam agen alkilasi, Os-etilguanin akan
terbentuk karena terdapat ikatan antara
gugus etil yang dimiliki EMS dengan guanin
pada posisi 7-N dan 6-O pada DNA sehingga
dapat mengakibatkan kesalahan dalam
replikasi. Agen alkilasi dapat menyebabkan
mutasi titik, peristiwa mutasi titik memberikan
dampak terhadap fenotip suatu mahluk hidup.
Hal ini dapat terjadi karena pada saat mutasi
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Gambar 3. Aktivitas lipase M4.1KB1 hasil mutasi EMS
diuji setelah lima hari inkubasi di rotary
shaker dengan suhu 28°C, 200 rpm, volume
50 mL. (M: aktivitas enzim lipase;
O: aktivitas transesterifikasi)
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Tabel 3. Hasil mutasi ms7KB dengan NMNG

Konsentrasi Ulangan (koloni) Dosis
NMNG letal
(mg-mL%) 1 2 3 Jumlah (%)
Kontrol 133 137 117 387
2 102 101 70 273 29,4
3 99
4 100
5 100
tik DNA dapat mengalami transisi,
transversi, insersi, atau delesi yang

mengakibatkan terjadi perubahan kerangka
baca pada urutan nukleotida sehingga
mengubah susunan asam amino yang
terbentuk (Sreeju et al. 2011). Mahluk hidup
memiliki kemampuan dalam memperbaiki
kerusakan yang terjadi di dalam dirinya,
namun kemampuan tersebut memiliki
keterbatasan. Pada saat DNA teralkilasi oleh
EMS terdapat enzim MGMT atau enzim O6-
metilguanin metil transferase yang dapat
memperbaiki secara langsung DNA yang
teralkilasi, namun enzim tersebut bersifat
irreversible sehingga hanya dapat
memeperbaiki satu basa yang mengalami
perubahan, setelah melakukan perbaikan
enzim MGMT akan langsung dihancurkan
oleh sel. Sel yang tidak mengalami perbaikan

menghambat proses replikasi normal,
sehingga menyebabkan mutasi yang
diturunkan atau kematian sel (Ifadah et al.
2016).

Mutasi dengan NMNG

Mutan m41KB: mengalami penurunan
aktivitas hidrolisis dan aktivitas
transesterifikasi setelah dilakukan mutasi
dengan EMS (ms-;KB). Tahap selanjutnya
dilakukan mutasi dengan NMNG terhadap
kapang mutan ms-;KB untuk mendapatkan
isolat mutan yang menghasilkan aktivitas
enzim lipase dan aktivitas transesterifikasi
yang lebih tinggi dari isolat KB. Hasil mutasi
dengan NMNG didapatkan enam isolat dari
mutan ms7KB, yaitu pada konsentrasi NMNG
3 mg/mL. Keenam isolat ini terpilih karena
memiliki nilai dosis letal =99%, yang
selanjutnya diberi kode me.o3KB1, mMe.o3KB2,
me.ovsKBs, m6.0,3K84, me.o,gKB5, dan me.o,gKBe
(Tabel 3). Keenam isolat tersebut kemudian
digunakan untuk produksi lipase yang
selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas
lipase dan aktivitas transesterifikasi. NMNG
memberikan efek mutagenik yang tergolong

kuat, sehingga perlu perhatian dalam
menggunakannya. Zat ini dapat
menyebabkan mutasi terhadap

mikroorganisme karena dapat mengalkilasi
basa pada DNA. Mutasi dengan NMNG

setelah di  mutasi diperkirakan akan menyebabkan perubahan terhadap glukosa
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Gambar 4. Aktivitas lipase Ms 7KB hasil mutasi NMNG diuji setelah lima hari inkubasi di rotary shaker dengan suhu
28°C, 200 rpm, volume 50 mL. (M: aktivitas enzim lipase; O: aktivitas transesterifikasi)

26



menjadi lisin yang dihasilkan oleh mutan
Corynebacterium glutamicum. Berdasarkan
hasil analisis dari 50 mutan terhadap isolat
tersebut mutasi dengan NMNG
menyebabkan mutasi titik, yang ditandai
dengan terjadinya penambahan pada basa
DNA. Perubahan yang dialami oleh
Corynebacterium glutamicum, yaitu mutasi
transisi yang bermakna terjadi pergantian
antara basa pirimidin dengan pirimidin
lainnya GC—>AT atau AT->GC (Ohnishi et al.
2008).

Nilai aktivitas transesterifikasi yang
dihasilkan kapang mutan dengan kode
Me.03KB2 dengan nilai 1,807 U-mg?
mengalami  kenaikan  sebesar 91,2%
dibandingkan KB (Gambar 4). Mutasi yang
dilakukan dengan NMNG berhasil
mendapatkan mutan yang memiliki aktivitas
transesterifikasi yang lebih tinggi dari KB,
mutan m41KB: dan ms;KB. Mutan ANT4
merupakan mutan hasil mutasi menggunakan
UV, HNO,, dan NMNG dari wild type A.
japonicus MTCC 1975 yang mengalami
peningkatan aktivitas lipase sebesar 276%
dari tipe liarnya (Karanam dan Medicherla
2008).

Asam nukleat yang mengandung
informasi genetik dari suatu mahluk hidup
disebut dengan DNA. Radiasi sinar dan
bahan kimia dapat mengakibatkan DNA
menjadi tidak stabil (Rastogi et al. 2010).
Terganggunya kestabilan DNA  dapat
menyebabkan perubahan pada susunan
materi genetik suatu individu atau disebut
dengan mutasi. Perubahan materi genetik ini
dapat terjadi secara acak (Shu et al. 2012).
Menurut Loewe dan Hill (2010) keragamaan
genetik yang ada di alam salah satunya
disebabkan oleh mutasi. Mutasi sinar UV,
EMS, dan NMNG pada penelitian ini
menghasilkan  beberapa mutan yang
mengalami peningkatan aktivitas lipase dan
penurunan  aktivitas lipase. Hal ini
dikarenakan mutasi dengan sinar UV dan
bahan kimia bersifat acak, sehingga tidak
dapat dipastikan apakah proses mutasi
tersebut dapat meningkatkan aktivitas lipase.
Sreeju et al. (2011) menyatakan bahwa
peningkatan kemampuan mikroorganisme
dapat dilakukan dengan menggunakan EMS,
NMNG, radiasi sinar gamma, dan radiasi
sinar UV. Konsentrasi mutagen dan lama
penyinaran dalam proses mutasi antara satu
mikroorganisme dengan mikroorganisme
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lainnya berbeda, sehingga untuk
mendapatkan konsentrasi dan keadaan yang
paling baik untuk melakukan mutasi terhadap
suatu organisme hanya dapat ditemukan
dengan melakukan percobaan.

KESIMPULAN

Mutan yang dihasilkan dari penelitian
sebanyak enam belas, terdapat jenis enzim
lipase yang dihasilkan m41KBs, m4.KB1, dan
ma42KB- tidak dapat digunakan dalam reaksi
transesterifikasi karena memiliki nilai aktivitas
transesterifikasi 0 U-mg?®. KB mengalami
peningkatan dalam aktivitas transesterifikasi,
yaitu sebesar 91,2% setelah dimutasi NMNG
(me.o,3KBz).
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