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Eka Yuni Kurniawati
Jurusan Kimia, Fakultas MIPA, Universitas Jember
ABSTRAK

Endo-B-1,4-xilanase  adalah enzim yang menghidrolisis xilan  menjadi
xilooligosakarida dan xilosa. Gen endo-B-1,4-xilanase asal Bacillus sp. dalam
abdominal rayap tanah dikloning menggunakan pET-30a(+) sehingga diperoleh pET-
Endo-B-1,4-xilanase. pET-Endo-B-1,4-xilanase dikloning dalam E. coli TOP10.
Penelitian ini dilakukan untuk memperoleh Endo-B-1,4-xilanase rekombinan melalui
transformasi dan ekpresi pET-Endo-B-1,4-xilanase dalam E. coli BL21. pET-Endo-p-
1,4-xilanase berhasil diisolasi dari E. coli TOP10 dan ditransformasi ke E. coli BL21.
Ukuran plasmid rekombinan tersebut adalah 6022 bp. Keberhasilan transformasi diuji
menggunakan uji resistensi antibiotik. E. coli BL21 yang mengandung pET-Endo-f-
1,4-xilanase mampu bertahan hidup pada media yang mengandung kanamisin.
Ekspresi gen dilakukan dengan penambahan IPTG dengan konsentrasi akhir 0,5 mM
pada saat bakteri memasuki fase log. Ekstrak kasar endo-B-1,4-xilanase rekombinan
memiliki aktivitas spesifik 0,762 U/mg. Elektroforegram dan zimogram menunjukkan
ukuran enzim tersebut adalah 30 kDa.

Kata kunci: E. coli BL21, ekspresi, endo-p-1,4-xilanase, transformasi.
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Isolasi pET-Endo dari E. coli TOP10 dilakukan dengan metode alkali lisis
(Sambrook et al., 1989). Alkali lisis merupakan metode isolasi DNA plasmid dimana
proses pemecahan membran sel bakteri menggunakan SDS (Sodium Dedosil Sulfat)
dalam suasana basa. Elektroforegram menunjukkan pET-Endo berhasil diisolasi
dengan ukuran 6022 bp.

pET-Endo yang telah berhasil diisolasi kemudian ditransformasikan dalam
sel kompeten E. coli BL21. Metode transformasi yang digunakan adalah heat shock.
Keberhasilan transformasi dapat diketahui menggunakan uji resistensi antibiotik.
Antibiotik yang digunakan adalah kanamisin karena pET-Endo mengandung gen
yang resisten terhadap kanamisin. Hasil uji resistensi antibiotik dari transformasi
pET-Endo menunjukkan terdapat koloni transforman E. coli BL21 yang tumbuh pada
media padat yang mengandung kanamisin. Hasil uji resistensi antibiotik dari kontrol
menunjukkan bahwa E. coli BL21 tidak tumbuh pada media padat yang mengandung
kanamisin dan tumbuh pada media padat yang tidak mengandung kanamisin.
Berdasarkan hasil tersebut maka dapat dinyatakan transformasi pET-Endo ke E. coli
BL21 berhasil.

Kurva pertumbuhan transforman E. coli BL21 menunjukkan Fase log
berlangsung pada 2 sampai 4 jam setelah inkubasi. E. coli BL21 mengalami
pertumbuhan secara cepat pada fase log. Ketika bakteri berada pada fase inilah waktu
yang tepat untuk menambahkan IPTG untuk eskpresi gen dan menghasilkan protein.
Protein endo-p-1,4-xilanase rekombinan telah berhasil diekspresikan dengan berat
molekul sekitar 30 kDa dan aktivitas spesifik sebesar 0,762 U/mg.
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