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ARSTRAK

Meskipun enzim selulase rekomhinan hanyak dikerbangkan untuk meningkatkan ef siensi
pemecahan serat, informasi mengenai bagaimana modifikasi seperti mulasi dan penan

tag SKIK (Ser-Lys-Ile-Lys) memengaruhi aklivitas enzim dan produksi protein totzl masih
terbatas. Oleh kurena itu, penelitian ini bertujuan mengzvaluasi pengarubh mutasi dan
penambahan fag SKIK terhadap aktivitas dan prii#in total enzim selulase rekenibinan yang
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diproduksi cleh Escherichia coli BL21 (DE3). Penelitian dilakukan secara cksperimental
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan empat perlakuan, yaitu P1= wild type
(WT), P2 = WT + SKIK, P3 = mutan, dan P4 = mutan + SKIK, masing-masing dengan empat
ulangan. Produksi enzim dilakukan melalu kultur £ colf ckombinan yang membawa plasmid
pET-22b-CellE dengan indukst laktosa monohidrat, kemudian dianalisis menggunakan wj
aktivitas sclulase| tode 3,5-dinitrosalisilat (DNS) dan pengukuran profein total dengan
metode Bradford. Data dianalisis menggunakan ANOVA satu arah dan uji lanjut Duncan pada
tingkat signifikansi 5% (I = 0,05). Ilasil penclitian menunjukkan bahwa perlakuan mutan |
SKIK menghasilkan nili tertinggi bak pada aktivitas enzim (10,66 U/mL) maupun protein
total (0,85 mg/ml). Penanbahan SKIK meningkatkan ekspresi dan kelamutan protein,
sedangkan mutasi memperbaiki efisiensi katalitik enzim. Komhinasi kedianya membarikan
efek sinergis dalam meningkatkan perfoma enzim selulase rekombinan. Penelitian ini
merupakan yang pertama mengombinasikan penambahan jag SKIK dengan is untuk
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meningkatkan ekspresi dan aktivitas katalitk enzim selulase pada E. coli. Temuan ini tidak
hanya relevan untuk peningkatan produksi enzim pads industri bioteknologi, tetapi juga
barpotensi diaplikasikan dalam formulasi pakan ikan.

KATA KUNCI: aktivitas enzim; mutasi; protein total; selulase rekombinan; SKIK

ABSTRACT: Increased Activity and Total Protein Expression of Recombinant Cellulase
Enzymes and Their Potential Application in Fish Feed

Although recombinant celivlase enzymes have been widely developed to enhance fiber-
degradation efficiency, infarmation regarding how medifications such as mutag enzsis and the
addition of the SKIK wg (Ser-Lys-lle-Lys) mjluence enzymatic activity and total protein
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production remains limited. Therefore, this study aimed to evaluate the offects of mutagenesis
and SKIK wgging an the activ wd tatal protein yield of vecombinant cellilose expressedin
Lscherichia coli BL21 (DE3). The research was conducted experimentally using a completely
randamized design (CRIY vith four trecaments: P1 = wild tupe (WT) P2 = WT + SKIK, P3 =
muiant. and P4 = metunt + SKIK, cach consisting of four replication. Enzyme produciion wos
carvied out using recombinant E. coli harboving the pET-22b-CellE p!a.‘a induced with
lociose monohydrate, and the resulting enzyme was analyzed for cellulase acrivity using the
3 5-diffhosalicylic acid (DNS) method and total protein co on using the Bradford
assay. Data were analyzed wusing one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple range tesi
at a 3% significance level (P < 0.05). The results showed that the mutani — SKIK treetment
produced the highest values for both enzymatic actovity (10.66 Ui L) and total protern (0.85
mg'mL). The oddition ef the SKIK tag enhanced protein expression and solubility, vhereas
muiagenesis improved caiaiviie efficiency. The combination of both mod fico tions produced o
synergistic effect, resulting in superior perjormance of the recombinant cellulase enzyme. This
siudy is the first to combine SKIK tagging with mutagenesis to enhance the expression and
catalytic activity of celivlase in E. coii. These findings are not only relevent jor improving
enzyme production in biotechnology industries but also hold potential epplications in fish feed
Sformulation

KEYWORDS: engyme wctivity; mutativn; recombinani celluluse; SKIK; ivial protein

PENDAHULUAN

Selulase merupakan enzim yang berfungsi menghidrolisis selulosa, yailu komponen— A&rmm:im(e Aftar 0 pt

utama penyusundinding sel pada biomassatumbuhan (Garg e; of, 201€). Enzim ini terdiri atas
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tiga komponen utama, v«ilu%&&l 4-glukanase, ekso-B- 1 4-glukanase, dan j-clukosidase _,/{ Formatted: Font: Not Itzlic, Shadow
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yang bekerja sinergis untuk memecah selulosa menjadi glukosa (Murtiyaningsih & Hazmi,
2017). Selulase memiliki potensi aplikasi luas. mulai dari pengolahan pakan ternak, ikan, dan

industri tzkstil. hingea produks! bicenergl. Namun, produksi enzim selulase dalam skala besar
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dengan aktivitas stabil masih menjadit: Straiv tipe lisr umumnys menghasilkan enzim ,./‘[ Formatted: Font: ltalic, Shadow

dengan aktivitas rendah karena sistem ekspresinya secara alami tidak dirancang untuk produks:
massal. sehingga rekayasa ekspresi diperlukan untuk meningkatkan yield (Ravindran &
Jaiswal, 2016)

Perkembangan tzknolo gi rekayasa genetika membuka peluang besar untuk memproduks:
cnzim sclulase sccara lebih cfisien, terkontrol, den berkelamutan. Karena enzim merupakan
hasil langsung dari cksprest gen, modifikasi materi genetik mikroorganisme dapat diarahkan

untuk menghasilkan enzim dengan aktivitas lebih tinggi, kestabilan yang lebih baik, dan sifat
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yang sesuai dengan kebutuban industri (Singh et al,, 2017). Salah satu mikoorganisme yang _— Mumu: Font Notlelic, Shadow

umum digunakan sehagai inang ckspresi adalah Fscherichia coli karena struktur gonetik yang

sederh

4, aju perumbuliannya cepat, kemampuan beradaplasi dengan subst at beragan, serta
kemudahan dalam manipulasi genetkk dan ekspres: protein sehingga proses modifikasi dan
analisis lebih mudah dilakukan (Adebami & Adebayo, Z020).

Strategi yang terbukti efektif adalah penambahan sekuens peptida SKIK pada bagian N-
terminal protein serta panerapan mutasi pada domain 2kiif enzim. SKIK merupakan peptida
pandek vang terdin dari empat asam amino (Ser-Lys-Ile-Lys) vang biasanya ditempatkan pada
bagian awal (N4erminal) protein untuk meningkatkan proses translasi dan produksi protein

rekombinan (Yoshinoeral, 2025). Penamhahan SKIK telah dilapork an mampn meningkatkan

efidiensi eksprasi dan kelarutan protein target pada sistem E cali (Ojma-Karo e al, 2023 ,.)"[Fnrndthd: Font: Mot tlic, Shadow

Pendekatan mutasi pada domain akiif enzim telah terbukti meningkatkan aktivitas spasifik,
kestabilan, dan afinitas terhadap substrat melalui pembentukan fkatan hidragen baru yang

memperkuat interaksi enzim substrat (Ahmad er al., 2024). Namun, hingga kini masih cedikit

panclitian yang sceara bersamaan mencrapkan mutagenesis dar. penambaban jag SKIC untuk o Formatted: Font. lale, Shadon

mengoptimalkar ckspresidan akivites enzir: selulasc rckombinan pada £ coff, schingga aspek

ini layak untuk diteliti lebih lanjut.

Dalam menilai Kinerja enel | produksi, parameter yang wmum digunakan adalal

us enzdm dan protein total. vitas enzim merupakan kemampuan enzim dalam
mengubah sejumlah mol substrat menjadi produk per satuan wakiu (Ramadhan & Wikandari,
2021). Lebih lanjut lagi. protzin total menggambarkan jumlah keszluruhan protein yang
dihasilkan oleh mikroorganisme, yang umumnya diukur menggunzkan metode Bradford

(1976). metede vang sering digunakan untuk menentukan konsentrast protein dalam larutan

enzim. Evaluasi keduz parameter ini penting untuk menilai efekhivitas medifikasi genetik vang




113 dilakukan, baik melalui mutasi mawpun penambahan sckuens SKIK dalam meningkatkan
114 kinerja enzim selulase rekombinan.

115 Dalam  konleks akuakultr, penelitian ini menawarkan pendekatan baru dalam
116 pemanfaatanenzim selulase untuk pakan ikan melalui penggunaan enzim szlulase rekombinan
117 yangmenunjukan aktivitas lebih tinggi serta produksi protein yang lebih besar dibanding enzim
118 selulase kenvensional. Enzim selulase konvensional umumnya berasal dari mikmoorganisme
119 panghasil selulase secara alami, seperti Baciflus spp (Sivakumar etal., 20 16) dan Perecillium
120 (Du et al.. 2018). Mikroorganisme tersebut menghasilkan enzim selulase melalu proses
121 fermentasi, karenaenzim selulasedisekresikan sebagai enzim ekstraseluler saat memanfaatkan
1723 selulosa sebagai sumher karkon dan energi (Nababan ef ai, 2019). Namun, produksi enzim
123 selulase dari srain alami memiliki sejumlah keterhatasan, termasuk kapasitas produks) yang
124 rendsh. ketiadan strain hiper-produktif, serta kestabilan enzim yang kurang optimal pada
128 kondisi proses yang lebih ekstrem, schingga membatasi efektivitas enzim selulase dalam
126  mendegradasi serat kasar pada bahan pakan (Mondal et al., 2022).

127 Hasil peneltian ini memberiken dasar ilmah kahwa enzim sclulase rekombinan
126 berpotensi mendukung peningkatan peman‘aatan nutricn dari bahan berscrat dalam pakan ikan
122 Tran et al. (2025) melaporkan bahwa enzim selulase rekombinan dari Bacilius velezensis
130 Dbekerja cukup efektil dalam memzcah bahan berserat. Ketika cnzin ini dicanpurkan ke pakan

h

131 broiler. pertumbuhan ayam meningkatkan dan jumlah pakan yang dibumhkan menjadi 1
132 rendshdibanding perlakuan tanpa enzim. Pendekatan ini masih jarang diterapkan dalam bidang
133 akuakulwr, terutama dalam konteks pengembangan enzim rekombinan untuk mendukung

134 pengzunaan bzhan baku nabati yang lebih berkelanjutan.

135 o _[Fnrmnttad:hdent'Fust\ine 03¢"

136 BAHAN DAN METODE

137 ﬁnsl dan Vvaktu Penelitian
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Penclitian dilaksanakan pada bulan Februari—Juni 2025, di Laboratorium Mikrobologi,* 4[ Formatted: 1dent: First line: 0.39

Dicteknologi, dan Analisis Kimia, Fakultas Perikanan dan Kelautan, Universitas Ardangga.

Bahun dam Akat
Bahan utama yang digunakan adalah £ coii BL21 (DE3) yang mengandung plasnid

PET-22b yang membawa gen selulase (celE) dari Ruminococcus flavefacrens (wild 1ype, mutan,

dan varizn dengan fzg SKIK). Bahan lainnya yang digunakan meliputi ampisilin, phosphate rmatted: Font: Italic, Shadow

buftered saline (PBS), media Luria Bertani (LB). media super broth (SB), ghsercl pro analysis ,»‘[ Formatted: Font: Italic. Shadaw
.

{ Formatted: font: talic, Shadow

dari Merck (Jerman), akuades, carboxvmethy! ceifulose (CMC) dari Sigma (USA ), reagent3.5- ‘[Fo P———
rmatted: Font: I, Shadow

dinitrosalisilat (DNS), alkohol 7024, dan peageni Bradferd, dan lakiosa monohidrat ,,/‘[r-nrnaﬂm!: Font: ltalic, Shadaw

Alat yang digimakan herupa Frlenmeyer 250 ml | laminar flow, timbangan analitik merk
AS ONE (Jepang), ulrasonikator merk Hielscher (Jennan). sentrifugasi. inkubater pengocok
orbital merk Yihder Technology (Taiwan), water bath merk B-One (Indonesia),

spektrefetometer, autoclave, dan mikropipet

Desain Penclitian

ﬂeliﬁrm ini menggunakanrancangzn acak lengkap (RAL) dengan empat perlakuan dan—— ‘[ Formatted: |1dent: First line: 0,38
empat ulangan yang terdiri atas.

Pl =wild iype (WT)

P2=WT + SKIX

P3 =mutan

P4 =mutan + SKIK

Perlakuan WT dipercleh dengan mengkloning gen selulase Rummococus fTovefaciens
yang telah dioptimalkan kodonnya ke vector pE122b, kemudian mengekspresik annya pada £

coli tanpa modifikasi tambahan. Perfakuan W'l + SKIK dibuat dengan menambahkan peptide
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SKIK padaN-terminal gen WT melalui PCR modifikasi sebelum diklonkan dan dickspresikan.
Perlakuan Mutan dihasilkan melalui site-directed mutagenesis terhadap gen WT untuk
menghasilkan substitus: asam amino lertentu. Perlakuan Mutan + SXIK disiapkan dengan
menambahkan SKIK pada N-terminal kenstruk mutan menggunakan metode PCR yang sama
seperti WT + SKIK. Semua konstruk diverifikasi dengan sequencing, dickspresikan dalam £

coli, dimumikan, dan digunakan setelah disetarakan berdasarkan aktivitas enzimnya,

Produksi dan Ekstraksi Enzim Selulase

Persiapan Pra-kultur

Samn koloni gﬁnh BI21(DE3) yang membawa plasmid rekombinan diinokulasikan ke _[Fnrmathd!hdent'Fu:t line: 030"

4 ml. media %ia Rertani (10 g tryptome, § o yeast extract, dan 10 g NaCl d. 1ades

hingga mencapal 1000 mL) dengan am;

in (100 ug/ml ) dan diinkubasi 16-18 jam pada suhu
37°C, dengan inkubator pengocok erbital (180 rpm). Ampisilin digunakan sebagai agen seleks:
untuk memastikan hanya bakteri yang membawa plasmid ber resistensi ampisilin yang dapat
tumbuh, schingga kultur tetap stabil dan mempertahankan plasmid rekombinan. Prosedur
preculture ini mengacu pada metode yang dilaporkan olch Anwar et al. (2025) dengan

beberapa penyesuaian kebutuhan penelitian ini.

Kultur Utama dan Induksi Ekspresi Enzim Selulase Rekombinan pada E. coli

Kultur awal (preculmre) sebanysk 1 mL ditumbuhkan dalam 100 mL media SB~—o ‘[anm;hdgm;n,;t\me 03e"

autoinduksi yang mengandung gliserol 0.4% (v/v), glukosa 0,05% (v), laktosa monchidrar
0,2% (v), dan ampisilin 100 pg/mL. Kultur diinkubasi menggunakan inkubator pengocok
orbital dengan kecepatan | 80 rpmpada suhu 37°C selama 3-4 jam. Setelah itu, suhu diturunkan
menjadi 20°C dan inkubasi dilanjutkan selama 72 jam. Proses induksi ekspresi merujuk pada

penelitan vang dilakukan oleh Anwar ef al. 12025).
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185 Pemanenan Enrim Selulase Rekombinan Pada . coli

nenggunakan sentrifus Emgan kecepatan 9.000 1pur— IFornmd:Hdem:Fust line: 0.3¢

|19n Pelet sel bakteri £ culi dipanen
191 selama 30 menit pada suhu 4°C. kemudian pelet sel dibilas tiga kali menguunakan PBS pH 7 4
192 Peletsel E. coli disuspensi dalam 10 mL PBS (pH 7.4) lalu disonikasi menggunakan sonikator
193 vang dengan suhu 4°C. Sonikasi dilakukan dengan meletakan suspense sel di atas €s untuk
194 mencegah panas berlebih selama |0 menit untuk | kali siklus. Sonikasi dihentikan Ketika
195 larutan tampak bening karena sel telah terpecah. Hasil sonikasi disentrifugasi ulang dengan
196  kecepatan 9.000 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C. Supernatan (fraksi larut) digunakan
197 untuk analisis profein fotal dan akrivitas enzm. Prosedur pemanenan enzim selulase

198 rekomhbinan ini mengacn pada metode yang dilaporkan oleh Anwar ot ol (2025) dengan

100 beberapa penyesuaian dengan keb penelitian ini.

200

201 LUji Aktivitas Enzim Sdulase

202 Aktivitas enzim sclulase rckombingn yang dickspresikan dalam £ cofi diukur

203 menggunakan metode CMC berdasarkan metode yang dilakukan olch Marma et al. (2025)

|zm Reaksi terdiri d.an@mLmzi.m selulase rekombinan dan 0,5 mL CMC 1% dalam puffer sitrat __— ‘[ Formatted: Font: Italic, Shadow

205 0,1 M pH 3,0, diinkubasi menggunakan inkubator pengocok u:biulﬁa sulin 50°C selama 30

|206 menit. Reaksi dihentikan dengan pemberian 3 mL peagenr DNS pada larutan reaksi (enzim ./'[Fnrmm:Font- Italic, Shadow
207 selulase rekombinan + ﬁc 1% delam puffer sitrar), kemudian dipanaskan menggunakan

208  water bath dengan suhu 100°C selama 5 menit. Setelah itu abscrbansi diukur menggunakan

208 UV-Vis spektrofolometer merk Thermo Scientific (USA) dengan%]ang gelombang 540 nm.

210 Aktivitas enzim didefinisikan sebagei jumlah enzim yang menghasilkan | pmel glukosa per

211 menit. Rumus perhitungan aktivitas enzim adalah sebagai berikut (Marma ef al., 2025). :

(Glukosa x ¥ oiume rorai)
Volume enzimx Weaktu inkubasi x Volume spektrofotometer

212 Aktivitas enzAm (U/mL)=
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Keterangan : — {m..m; Font: 10 pr, Shadow ]

+  Glukesn (pggnly) diperaleh duri hasil uji DNS dun kursa standar gluko. - -[p,rm: Font 10 pt, Shadow }
+  Volume total reaksi diperaleh dari total campuraa substra: danmim(;gl ““[r‘,,m; Font:10/pt; Shadow ]
& Waktwinkubasi = 30 menit

*  Volumeenzim=0.5 mL

Lji Konsentrasi Protein Total

Analisis konsentrasi protein total dilakukan dengan beberapa modifikasi dari metode

yangdilakukan oleh Syabani eraf (2017). i protein total ditentukan dengan metode —’1§rndtbd: Font: ltalic, Shadow ]

Bradford, menggunakan bovine serem albumin (BSA) sebagai standar. Prinsip kerja metode

ini yaitu terikatnya pewama Coomassic brilliant blue G 25 dalam peagent Bradferd terhadap /‘{hmnnm: FunL. ILalit, Shadow }

gugus basa pada protein, schingga menghasilkan perubahan wama yang dapat diukur sceara

spektrefetometri. Larutan standar (0-24 pg/mL) dircaksikan dengan peagent Bradford (1:1 viv) ,,---{ Formatted: Funl. lLaliv, Shadow ]

dan diukur pada 595 nm untuk memperoleh persamaan regresi. Sampel ekstrak enzm

diencarkan 50 kali dengan PBS, kemudian 1,5 ml sampel dicampur dengan 1,5 b peagent /’l Formatted: Font: Italic, Shadow 1

Bradford (1:1 v/v), diinkubasi 5961111 pada suhu ruang. Setelah itu, abscrbansi lanutan diukur
pada panjang gelombang 595 nm. Konseniras. prolein dalam sampel dihitung @gan
memasukkan nilai absorbansi ke dalam persamaan regresi kurva standar BSA yang telah

dibuat. Hasil pengukuran, konsentrasi protein dinyatakan dalam satuan mg/mL.

mﬂlsjs Data

Data yang diperoleh dignalisis mengzunakan ANOVA dengan bantuan perangkat lunak+—— [grnathld! Indent First line: 030" ]
SPSS (Statistical Package for the Sacial Sciences) Apabila hasil analisis menunjukkan adanya ,,-‘{r-.,rmhd: Font: Italic, Shadow ]
parbedaan yang nyata (P < 0,05), maka analisis dilzanjutkan dengan ujilanjut Duncan s muliiple /‘[ Formatted: Font: Italic, Shadow J

range test (DMRT) pada tingkat signifikansi 5% (a = 0,05) untuk mengetahui perbedaan antar

kalompok perlakuan (Steel & Tomia, 1963).




240 TIASIL DAN BAIIASAN
241 Aktivitas Total Enzim dan Protein Total Lozim Selulase Rekombinan
243 Hasil penelitian menunjukan bahwa aktivitas wtal enzim selulase rekombinan bervariasi

243 di setiap perlakuan (Takel 1). Wild type (WT) memiliki aktivitas terendah sebesar 1,60 U/mL.

244 Penambahan fag SKIK pade W1 meningkatkan akiivitas menjadi 2,70 U/mL. sedangkan _—{ Formatted: Font: ltalic, Shadow ]

245 aktivitas tertinggi dipercleh pada perlakuan mutan + SKIK dengan nilai 10,66 UmL.
246 Peningkatan aktivitas pada perlakuan dengan mutasi dan penambaban SKIK mengmndikasikan
247 bahwamodifikasi tersebut berpenganuh positifl terhadap kemampuan katalitik enzim selulase.
248 Nilai standar daviasi yang relati® kecil pada setiap perlaknan mengindikasikan adanya
249 konsistensi hasil pengukuran.

250
251 Tabel 1. Aktvitas enzim dan total protein enzim selulase rekembinan -

252 Table i. Enzyme activity and total protein of recombinant cellulose enzyme -
253 - ‘I@Mﬂ:}uﬂileﬂ. Incent Left: 0", Hancing: 069" |
Perlakuan Aktivitas total cnzim (L/mL) Protein total enzim (mg/mL)
Pl 1,60+ 0,28 0,20£0,03*
rz 4,70 L0,70" 046 L0.03"
P3 4,56+ 0,86° 0,66+ 0,09°

P4 10,66 +0,74" 0,85 +0,006"

o Rl

den zan hunuf superscrip! yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil yanz berbeda
—_—— rmatted: Font: Mot ltzlic, Shadow

|2s8 nyate (P2 0.05) Bl = wild npe (WT), P2 = WT + SKIK, P3 = mutzn, dan P4 = mutan + SKIK. ]
|§§$ g}( Values with different superscript letters in the same columm ndicate significantly different results (F <

258 0058 Fl = wild type (WT). P2 = WT + SKIK. F3 = muteni and P4 = mutan' + SKIK

259

Zgﬂ Mutan menunjukkan peningkatan aktivites enzim yang signifikan dibandingkan Wl"'*—[ Farmattad: Space Aft=r 0 p° ]
261 yaitu 9,56 11 /mI ;" Hal ini mengind kasikan hahwa modifikasi genetik melalui mutasi dapat ,_/{ Formatted: Supe script, Shadow ]

263 meningkatkan efisiens: enzim selulase, melaln peribahan konformasi protein yang
263 mempermudah interaksi dengan subslnl.ﬁﬂ ini sejalan dengan temuan Sadhu et al. (2014),
264 yang melaperkan bahwa Bacillus sp. hasil mutasi menghasilkan enzim selulasz lebih tinggi

265 dibandingkan swain wild type, karena perubshan sifat fisiologis dan biokimia yang ,/"‘[Fomutted:Font.lmH(, Shadow ]

266  meningkatkan smntesis dan sekresi enzim. Pola serupa ini mempearkuat pemahaman bahwa




267  mutasi dapat memperbaiki kinerja enzim selulase, baik dengan meningkatkan jumlah enzim
268 sclulase yanz dihasilkan maupun efisiensi katalitiknya. Selein itu, Kaur et al. (2014), juga
269 melaporkan baliwa nutan enzim selulase mengalami perubahan genetk yang menuunkan nila
270 Michaelis constent (Km), meningkutkan maximum ve beity (Vmax) atau kecepatan maksimum

271 reaksi enzimatik, dan memicu everexpression protein, sehingga aklivitasnya jauh lebih tinggi

272 dibanding stramn asal. | Formatted: Font |mh(,qadw
273 Kombinasi mutas: dan penambahan fag SKIK menghasilkan aktivilas enzim tertingei, ‘3,1\-»‘1 Formatted: Font: Italic, Shadow
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274 wyaitu 10,66 UmL, menunjukkan adanya efek sinergis antara kedua modifikasi. Meskipun

275 peningkatan aktivitss pada perlakuan mutan + SKIK tidak terlalu besar dibanding mutan saja,

276 hasilini tetap memmjukkan bahwa muasi dan penamhahan gag SKTK mamberikan kontribnsi ;.—"[I'-nrndthd: Font: ltalic, Shadaw

277 positif terhadap kemampuan katzlitik enzim selnlase. Penambahan gag SKTK pada njung N- ,.)"[Fnrndthd: Font: ltalic, Shadaw

278 terminal dikewhui mampu meningkatken ckspresi protein. Ojima-Kate ef al (2017),

276 melaperkan bahwa SKIK berfungsi sebagai gag yang membantu meningkatkan produksi ,,--'IFgr.mh;d: Font: ltalic, Shadow

280 protein dan menjaga proteinnya tetap larut sehingga lebih mudah dipercleh dalan bentuk akfif
281 Studi lanjutan olch Ojima-Kato et al. (2023), menunjukkan bahwa nascent peptide SKIK yang
262 terbontuk pada tahap awal translasi dapat mengubah intoraksi antara rantai polipepiida dan
283 mbosomel exit wumnel, schingga proses clongasi berlangsung tanpa hambatan (ribosome

284 siiling). Dalam konteks enzim selulase rekombinan, mekanisme ini dapat besi

i dengan

285  mutasi yang menstabilken struktur enzim dan meningkatkan efisiensi pelipatn (folding
286 efficiency). Mutasi membantu terbentuknya konformasi aktif yang stabil, seduangkan SXIK
287  memperlancar proses translasi dan memastikan protein yang dibasilkén terlipat sempurna.
288 Kombinasi keduanya meningkatkan jumlah enzim selulase akiif yang terbenk dan secara
285 lanzsung berkontribusi terhadap peningkatan aktivitas katalitik.

250 Hasil penelitian mengindikasikan adanya vanasi protein total enzim selulase rekombinan

291 pada setiap perlakuan (Tabzl 1). Witd type (W) memiliki kandungan protein total terendah
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sebesar 0,20 mg/mL, sedangkan perlakuan mutan | SKIK menunjukkan nila: tertinggi sebesar
0,85 mg/mL. Peningkatan protein total pada perlakuan dengan mutasi maupun penambahan
SKIK mengindikasikan baliwa kedua modi fikasi tersebul berpengarult positif terladap eksprest
protein enzim selulase rekombinan.

Perlakuan mutan + SXIK menunjukkan jumlah protein tomal tertinggi. Peningkatan i

dapat dijelaskan sebagai kombinasi efek mutasi dan penambahan fog SKIK. Menurut Pan ef - {gnmad Font: Italic, Shadow

al. (2010), mutasi mamrpu meningkatkan produksi protein rekombinan melalui optimalisasi
aliran metabolit. bukan perubahan jumlah gen atau tngkal mRNA. Sumida et al. (2024)
menunjukan bahwa modifikasi sekuens melalui desain protein dapat meningkatkan ekspresi,
kalarutan, stabilitas lipatan, serta fungst enzim, sehingga menghasilkan protem yang labih
stabil dan aktif Mutasi yang efektif umumnya memperhaiki kerapatan pengepakan lokal,

menstabilkan konformasi situs aktil, mengatur fleksibilitas, serta menin kan interaksi non-

kovalen yang penting bagi pelipatan protein yang stabil (Kunka et al, 2023).

Di sisi lain, penambahan gag SKIK terbukti meningkatkan jumlah protein tetal, baik pada=. -’[For.m: Font: ltalic, Shadow
<

enzim sclulase wild type maupun mutan. Hasil ini konsisten dengan temuan Ojima-Kata
(2025). yang melaparkan bahwa SKIK berporan scbagai translation enhancing pepiide tog
Peningkatan produksi protein terjadi karena SKIK memperbaiki efisiensi translasi dengan

wengwangi tejadinya ribosomal staliing. De

an demikian, meskipun kadar inRNA tidak
meningkat, jumlah protein yang berhasil diproduksi tetap lebih tinggi. Dengan adanya kedua
modifikasi ini protein tidak hanya diproduksi dalam jumlah lebih tinggi akibat mutasi, tetapt
juga ditranslasi dengan lebih efisien berkat SKIK. Sinergi keduanya menjelaskan mengapa

parlakuan mutan + SKIK menghasilkan protein total tertingei dibanding perlakuan lainnya.

Implikasi untuk Akuakultur dan Pakan Ikan
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ﬁil penelitian ini menunjukkan baliwakombinasi mutasi dengan penambahan sekuens
SKIK (mutan  SKIK) menghasilkan aktivitas total enzim dan protein total fertinggi dibanding
petlakuan lainnya. Hal ini mengindikasikan bahwa suategirekayasa ganda tersebut tidek hanya

meningkatkan jumlah protein yang t:

resi, tetapi juga berdampsk pada peningkatan
aktivitas ezim selulase vang dihasilkan. Xedua aspek ini penting untuk mendukung
ketersediagn enzim selulase vang aktif dan dalam jumlah vang memadai, sehingga aplikasinya
pada pakan ikan menjadi lebih efek!if, sebagaimana dilaporkan oleh Liang et al. (2022) bahwa

tivitas dan stabilitas enzim berperan besar dalam meningkatkan kecernaan dan pemantaatan

nutrien oleh tkan. Dalam konteks akuakultur. tantangan utama formulasi pakan berbas:s bahan
nabati adalah ringginya kandingan cerat kasar yang menurnkan  kecernaan notrien

35
(1 hulla ot ol , 2019). Hal ini karena serat kasar yang tinggi tenitama selulosa tidak dapat

dicerna elehi ikan schingga dapat memparcepat laju transit pakan di saluan pencemaen dan

mengurangi penyerapan nutrizn esensial (Sun etal,, 2019).

Suplementasi enzim eksogen, khususnya enzim selulase telah dilaporkan mampu
mengatasi kendala tarsebot mﬂ itian yang dilakukan oleh Jefry ef 2l (2021), menunjukkan
hahwa penamhahan ensim celulae pada tepung dann Indigoferas =ollingeriona mampu
menurunkan serat kasar hingga 43,33% serta meningkatkan kecemaan protein. lemak, serta
energi pzda benth ikan gurami. Demikian pula, Magalhies et al. (2018) melaporkan bahwa
suplementasi enzim pencemnaan pada pakan berbasis bahan nabati memperbaiki koefisien

kecemaan nutrien pada geabass (Dicentrarchus Jabraz).
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Temuan ini memperkuat hahwa enzim selulase rekombinan dengan aktivitas lehihringg:
dan produksi protein total lebih besar, sebagaimzna dihasilkan dalam penelitian ini, berpotensi
digunakan untuk meningkatkan nilai nutrisi bahan pakan berserat yang terszdia secara lokal.
Hasil serupa dilaporkan oleh Xumar ef ol (2019) yang menunjukkan bahwa peningkatan

akivitas enzim selulase dan produksi endoglukanase rekombinan secara  signifikan
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meningkatkan efisiensi hidrolisis substrat berserat dan memperluas potensi aplikasinya dalam
pengolaban bahan pakan. Dengan demikian, aplikasi enzim selulase rekombinan tidak hanya
relevan untuk meningkatkan kecernaan Lahan pakan ikan, tetapl juga memiliki implikasi
penting terhadap  efisiensi pemmanfiatan bahan baku lckal dan pengembangan prakiik
akuakultur yang berkelanjutan. Penclitian lanjutan disarankan untuk menguji efektivitas enzim
ini dalam formulasi pakan pada skala lapangan, serta mengevaluasi pengaruhnya terhadap

p:rfmmu%umbuhan dan efisiensi pakan pada berbagai spesies ikan budidaya.

KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa mutasi dan penambahan fag SKIK membzrikan ,/»"[Formattad:Font: Italic, Shadow

paningkatan nyata terhadap aktvitas dan produksi protein enzim selulase rekombingn. Mutast
barperan dalam meningkatkan efisiensi katalitik, sedangkan SKIK membantu meningkatkan
ekspresi dan ke larutan protein. Kombinasi keduanya membenkan efek sinergis, menghasilkan

parforma enzim selulese yang lebih tinggi dibanding perlakuan lain. Temuan ini menguatkan

potensi enzim selulass rekomhinan sehagai kandidat enzim untik mendukung pemanfaatan

an unmk menilai stabilitag

hahan pakan hersarat Itnr Studi Tanjutan diperh

enzim selulase dalam sistem pencarnaan ikan dan menguji penerapannya pada formulasi pakan

barbahan baku lokal dengan variasi kadar serat.
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