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ABSTRACT

Lipase is a hydrolytic enzyme that has an important role in the biotechnology industries. This is
due to its ability to catalyze multiple organic reactions such as hydrolysis, esterification,
interesterification, transesterification and synthesis reactions. Research for inventing novel lipase
with unique properties ie. thermostable lipase is still being carried out by using several
approaches. One of the method is by metagenomic approach which isdirectly amplifying lipase
gene from natural resources. Hence the aim of this research is to design a primers to amplify
lipase gene fragments from environmental samples. The study was conducted through
bioinformatics analysis of lipase database from GeneBank, selection of conserved region of the
whole lipase genes, primers and in silico analysis by using ClustalX, Gendoc, Primer Detective
andGenMonsoftwares. 68 amino acid sequences from 68 bacteria genus were used to obtain the
conserved region of lipase gene. The results showed that there are 4 conserved regions, namely
one, second, third and fourth region. The best primer pair was obtained from second and fourth
regions, and resulted lipase gene fragments for approximately 570 bp. Based on insilico study
indicated that the primers amplify some group of bacteria. Therefore, we conclude the primer
can be used to amplify lipase gene fragments from environmental sample in the form of a
mixture of lipase gene fragments from various bacteria.Several lipase fragments were detected on
polyacrylamide gel after separation of PCR mixtures by using DGGE apparatus.

Key words : primer design, lipase, metagenome, diversity

PENDAHULUAN

Lipase adalah salah satu enzim hidrolitik yang berfungsi menghidrolisis trigliserida
menghasilkan asam lemak dan gliserol. Enzim ini banyak digunakan dalam berbagai
bidang industri baik pangan, non pangan maupun bidang bioteknologi. Hal ini disebabkan
sifat biokatalisis dari lipase yang sangat luas seperti kemampuannya dalam reaksi
esterifikasi, interesterifikasi, transesterifikasi serta pemisahan campuran rasemat (Houde
et al., 2004). Sampai saat ini, pencarian lipase termostabil masih terus dilakukan, baik
melalui isolasi langsung dari kultur maupun melalui teknik DNA rekombinan. Salah satu
pendekatan yang dilakukan untuk mengekplorasi lipase baru adalah melalui pendekatan
metagenom sebagai metode alternatif untuk mendapatkan genom dari sampel mikroba
yang diperoleh dari alam atau lingkungan alamiah tanpa harus mengkulturkannya.
Melalui pendekatan ini telah banyak didapatkan jenis lipase yang relative baru dengan
sifat-sifat yang khas.
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Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki keanekaragaman hayati
cukup tinggi. Adanya wilayah geothermal baik secara alami maupun buatan yang
tersebar luas memungkinkan untuk diperolehnya mikroba termofilik dengan diversitas
yang tinggi, sehingga usaha untuk mendapatkan enzim termostabil yang bervariasi juga
sangat tinggi. Sampai saat ini telah banyak dilakukan penelitian dalam upaya mencari
enzim termostabil diantaranya melalui teknik kultivasi, namun melalui teknik ini, kurang
dari 1% mikroba yang telah berhasil dikulturkan. Hal ini disebabkan keterbatasan dan
sulitnya menemukan media yangselektif untuk pertumbuhan mikroba tersebut.
Pendekatan yang relative baru dilakukan adalah dengan cara mendapatkan genom dari
sampel mikroba langsung dari alam atau lingkungan tanpa harus mengkuturkannya, biasa
dikenal dengan metagenom. Pendekatan metagenom ini dilakukan dengan cara
mengekstraksi genom DNA keseluruhan dari total mikroorganisme dari suatu lingkungan
dilanjutkan dengan kloning DNA dari sampel lingkungan ke dalam vektor untuk
menkonstruksi pustaka genom (pustaka metagenom) serta mengeskpresikan gen-gen
tersebut dalam sel inang (Lorenz dan Schleper, 2002).

Untuk mendapatkan varian lipase termostabil yang diperoleh langsung dari alam,
diperlukan pasangan primer yang dapat mengamplifikasi fragmen gen lipase dari berbagai
jenis mikroba. Oleh karena itu, pada tahap ini, telah dirancang sepasang primer yang
diharapkan dapat mengamplifikasi fragmen gen lipase tersebut.

METODE PENELITIAN

Desain primer dilakukan melalui pendekatan bioinformatik. Primer yang dirancang
merupakan primer internal dan digunakan untuk mengamplifikasi fragmen gen lipase di
dalam daerah penyandi berdasarkan urutan asam amino yang lestari. Pengumpulan data
urutan asam amino lipase dari berbagai mikroorganisme dari kelompok bakteri diperoleh
dari database GenBank pada situs http://www.ncbi.nlm.nih.qov dengan bantuan program
online BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). Keseluruhan urutan asam amino lipase
yang diperoleh dalam format fasta disejajarkan dengan menggunakan program clustal X
untukmendapatkan daerah lestari lipase. Berdasarkan hasil penjajaran, dipilih beberapa
mikroorganisme yang sesuai yang akan dijadikan target. Urutan asam amino yang dimiliki
mikroorganisme target disejajarkan kembali dengan program GenDoc untuk
mendapatkan daerah lestari yang dapat digunakan sebagai target tempat penempelan
primer dengan tingkat kesamaan mencapai 80-100%. Tahap selanjutnya adalah
penentuan urutan nukleotida ‘pada daerah lestari yang didapatkan dari data urutan
nukleotida gen lipase kelompok bakteri dari GenBank. Urutan nukleotida daerah lestari
ini kemudian disejajarkan dengan menggunakan program Clustal X, untuk mengetahui
urutan nukleotida yang dominan dari beberapa urutan yang ada untuk dapat diseleksi.
Hasil seleksi urutan nukleotida diuji dengan beberapa parameter primer seperti intra- dan
inter-homologi serta kandungan GC primer dianalisis menggunakan program Primer
Detective versi 1.0 (Lowe, 1990), kesalahan penempelan primer dan studi insilico
pasangan primer terhadap beberapa kelompok bakteri dianalisis menggunakan program
GenMon versi 4.1 (GBF, Braunschwieg, Germany). '

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Proses perancangan primer merupakan tahapan penting bagi keberhasilan proses
asi. Dalam proses ini terdiri dari dua bagian utama yaitu penentuan daerah lestari
lipase dan penentuan urutan primer yang akan digunakan untuk mengamplifikasi

=n gen lipase. Perancangan primer dilakukan untuk mendapatkan sepasang primer
= digunakan untuk mengamplifikasi fragmen-fragmen gen lipase termostabil dari
mpokbakteri. Pada perancangan primer ini telah dilakukan analisis penjajaran
2dap 68 urutan asam amino gen lipase yang diperoleh dari genbank dengan program
X. Berdasarkan hasil penjajaran tersebut terdapat urutan asam amino pada
apa daerah lestari. Gambar 1 menunjukkan hasil penjajaran pada urutan asam
10 gen lipase kelompok bakteri.

Daerah | Daerah Il

Daerah llI

Daerah IV

t-a—u 1. Hasil penjajaran urutan asam amino gen lipase kelompok bakteri menggunakan
| § program ClustalX. Daerah yang ditandai dengan blok berwarna hijau menunjukkan
daerah lestari pada gen lipase yang dijadikan target perancangan primer.
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Dari hasil penjajaran tersebut diambil empat daerah dari 68 asam amino gen
lipase yang dijadikan target perancangan primer. Perancangan primer internal dirancang
berdasarkan kesamaan urutan nukleotida yang telah dijajarkan dari keempat daerah
lestari. Gambar 2. menunjukkan posisi keempat daerah lestari yang dijadikan target pada
penentuan urutan primer internal dan perkiraan ukuran amplikon yang diperoleh.

Daerah | Daerah 1l Daerah 1l Daerah IV

Gambar 2. Posisi daerah lestari yang dijadikan dasar perancangan primer internal dan perkiraan
ukuran amplikon yang dihasilkan

Berdasarkan analisis primer terhadap pasangan dari keempat daerah lestari ini,
pasangan primer terbaik ditunjukkan dari pemilihan daerah lestari kedua dan keempat
dengan ukuran amplikon sekitar 570 pb. Urutan nukleotida dari primer internal yang
telah dirancang tercantum dalam Tabel 1, Flip-1a adalah primer forward dan Rlip-1a
adalah primer reverse. Kedua primer ini telah dianalisis terhadap beberapa parameter
seperti intra dan inter homologi, menggunakan program Primer Detective versi 1.0 serta
analisis mispriming menggunakan program GenMon versi 4.1.

Tabel 1. Primer internal untuk gen lipase termostabil dari kelompok bakteria

Primer Urutan nukleotida Tm 7 \ % GC
Flip-la 5'TGATCG GCC ACA GTC AGG G 3’ 55°C 63
Rlip-1a  5’GTT GAT CTC GTC GAT ATG GTT 3’ 50°cC ] 43

Berdasarkan studi insilico menggunakan program GenMon menunjukkan bahwa
pasangan primer ini dapat mengamplifikasi fragmen gen lipase dari beberapa jenis
kelompok bakteri dengan ukuran sekitar 570 pasang basa. Jika sampel yang akan
diamplifikasi diambil langsung dari alam, akan dihasilkan amplikon berupa campuran
fragmen gen lipase bakteri. Untuk memisahkan campuran fragmen gen lipase tersebut
diperlukan analisis lebih lanjut menggunakan teknik DGGE.




> primer internal yang telah berhasil dirancang dapat mengamplifikasi
2n gen lipase dari beberapa jenis bakteri dengan ukuran sekitar 570 pb.

2ngan primer ini dapat juga digunakan untuk mengamplifikasi fragmengen lipase
me didapatkan secara langsung dari alam.
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