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Abstract. Enzyme exploration is important to support the development of 

biotechnology. To facilitate microbial discovery, it can be done synthetically using 
bioinformatics methods. Candida antarctica lipase B (CALB) is one of enzyme 
derived from microorganisms and has been applied as a biocatalyst in several 
industry. The methods used in this study are the analysis of gene structure using 
NCBI, analysis of protein CALB sequence using Uniprot, analysis of 3D protein 
structure using Swiss model, analysis primary design using primer3 and analysis of 
restriction sites using snapgene. The construction of synthetic calB gene obtained 
based on the results of the CalB gene sequence in geneBank using NCBI with 
access number Z30645.1. CalB gene wildtype is modified by adding several 
restriction enzyme (XhoI, XbaI, ClaI, and BglI), 6 Histags, and 2x stops codon and 
produce 1083 base pairs. CALB protein has 342 amino acids. Based on 3D 
structure, CALB protein has three molecules in common with one homotrimer ring 
that will encircle the double helix DNA. Primers used for calB gene amplification are 
CALB forward 5'-TCCCCAGTATCAGGTCCAAG-3 ' and CALB reverse 5'-
GACACCTGAGGCTGAACGAT-3'. 
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1.  PENDAHULUAN  

Enzim merupakan makromolekul yang berperan dalam mempercepat reaksi kimia 

dalam sel hidup. Eksplorasi enzim merupakan hal yang penting untuk menunjang 

perkembangan teknologi bio yang ramah lingkungan. Pencarian mikroba secara tradisional 

dengan kultivasi sekarang ini menjadi lebih tidak efisien karena menghabiskan biaya dan 

tenaga (Narita, 2012). Solusi yang bisa dilakukan untuk eksplorasi enzim secara efektif 

yaitu dengan metoda kajian bioinformatika. Menurut kamus Oxford, bioinformatika adalah 

ilmu dalam mengumpulkan dan menganalisa data-data biologi seperti kode genetik 

(Saraswati, 2017). Bioinformatika saat ini menjadi alternatif pencarian sekuen gen atau 

enzim baru karena didalamnya terdapat berbagai informasi biologis yang tersaji dalam 
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suatu online database. Online database yang tersedia adalah GenBank dari Amerika 

Serikat (http://www.ncbi.nlm. nih.gov), DDBJ dari Jepang (http://www.ddbj.nig.ac.jp), dan 

EBI dari Uni Eropa (http://www.ebi.ac.uk/) (Claverie et al., 2003). 

Berdasarkan laporan dari Global Industry Analysts Inc., pasar dunia untuk enzim 

diperkirakan mengalami peningkatan sampai 2,9 miliar USD pada tahun 2012 dan 

meningkat sampai 7 miliar USD pada tahun 2013 dengan rata-rata peningkatan sekitar 

6,3% (Ulfah, 2013). Penggunaan enzim yang semakin meningkat, salah satunya yaitu di 

dalam bidang industri, mendorong para peneliti untuk mengembangkan enzim secara 

rekombinan (Wahyuni, 2016). Para peneliti telah mencoba untuk mengembangkan enzim, 

misalnya lipase yang berasal dari mikroorganisme. Lipase yang dikembangkan secara 

rekombinan diharapkan memiliki sifat yang ramah terhadap lingkungan, dapat mengurangi 

biaya produksi, serta dapat meningkatkan kualitas produk (Hasan, dkk. 2006).  

Candida antarctica lipase B (CALB) merupakan salah satu jenis lipase yang berasal 

dari mikroorganisme dan telah banyak diaplikasikan sebagai biokatalis dalam beberapa 

bidang industri (Wahyuni, 2016). Pemanfaatan enzim CALB dalam bidang industri ini 

karena sifat enzim CALB yang dapat diaplikasikan pada suhu rendah dan dapat memiliki 

termostabilitas yang baik terhadap peningkatan suhu serta memiliki stabilitas yang tinggi 

dalam pelarut organik (Joseph et al. 2008; Pfeffer et al. 2006).  

Lipase yang digunakan pada bidang industri di Indonesia masih diperoleh melalui 

impor dari negara asing. Harga lipase tersebut relatif lebih mahal, misalnya lipase 

Rhizomucor miehei, yaitu Lipozyme IM yang telah diproduksi oleh perusahaan Novo, 

Nordisk Bioindustry Inc, Denmark. Hal tersebut menyebabkan lipase impor tidak ekonomis 

untuk diaplikasikan dalam skala industri. Oleh karena itu, dilakukan usaha untuk membuat 

lipase secara rekombinan. Lipase yang akan dibuat adalah enzim CALB yang berasal dari 

gen sintetik Candida antarctica Lipase B (CalBsyn). 

 
2  BAHAN DAN METODE 

 Beberapa metode yang dilakukan dalam penelitian ini adalah: (1) Analisis struktur, 

fungsi, ekspresi gen CalBsyn dengan menggunakan  database bio-informatika dari situs 

http://www.ncbi.nlm.gov dan PubMed, http://www. uniprot.org Sekuen gen cbm yang 

diperoleh kemudian dioptimasi dengan kodon Pichia pastoris menggunakan program 

DNAWorks 3.2; (2) Analisis sekuen protein CALB (domain protein, karakteristik fisiko-kimia, 

profil skala asam amino, prediksi signal peptide, prediksi target peptide) dengan 

menggunakan situs http://www.expasy.org, Prosite, Protparam, Pro-Scale, Psipred, 

SignalP, TargetP dan PeptideCuttter; (3) Analisis struktur 3D protein CALB dengan 

menggunakan situs Protein Data Bank, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ menu PSIPRED dan 3D 

http://www.ncbi/
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protein menggunakan situs http://www.pdb.org menu Swiss Model dan software PYMOL; 

dan  (4) Analisis desain primer dengan menggunakan software Primer3 dari sekuens gen 

yang memiliki similaritas tinggi (pada daerah basa domain cds) dengan keunikan basa 

untuk dibuat desain primer. Untuk menghindari hairpin pilih sekuen hasil desain primer 

software PerlPrimer (5) Analisis situs restriksi dengan menggunakan software Snapgene. 

 

3  HASIL DAN PEMBAHASAN 

Analisis sekuen gen calB 

Berdasarkan hasil pencarian sekuen gen calB yang ada di geneBank melalui NCBI dengan 

nomor akses Z30645.1, diperoleh sekuen gen calB  dari Pseudozyma antarctica, yang 

terdiri dari 1029 pasang basa (Gambar 1.). Gen CalB wildtype kemudian dimodifikasi 

dengan menambahkan  beberapa situs restriksi (XhoI, XbaI, ClaI, dan BglI), 6Histag, dan 

2x stop sehingga menghasilkan ukuran 1083 pasang basa. Sekuen DNA tersebut kemudian 

dioptimasi dengan kodon Pichia pastoris menggunakan program DNAWorks 3.2. Setelah 

diperoleh sekuen DNA gen calB, selanjutnya dicari sekuen protein CALB melalui program 

Uniprot. Protein CALB mempunyai 342 asam amino.  

 
Gambar 1. sekuen gen CalB wildtype 

 

Prediksi signal peptide (SignalP) protein CALB 

Untuk mengetahui adanya signal peptide pada protein CALB, dilakukan dengan analisis 

menggunakan program SignalP (Gambar 2). Dari hasil analisis, dapat diketahui bahwa 

protein CALB mempunyai signal peptide dengan situs pemotongan ada di posisi 19-20. 
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Gambar 2. Hasil analisis signal peptide pada protein CALB dengan program signalP 

 

Grafik signalP menunjukkan tiga skor yang berbeda antara C, S dan Y, untuk setiap 

posisi dalam sekuens protein.  Nilai C-score yang merupakan situs pemotongan memiliki 

nilai maksimum 0,456 terletak pada posisi protein ke 20. Nilai S-score (sinyal peptida) 

terletak pada posisi protein ke 3 dengan nilai maksimum 0,942. Sedangkan Y-score 

(gabungan antara C-score dan S-score) terletak pada posisi protein ke 20 dengan nilai 

maksimum 0,606. Informasi situs pemotongan signalP sangat penting dalam proses 

ekspresi pada spesies yang berbeda (heterologous expression). Sistem ekspresi gen CalB 

dapat diinduksi ke dalam escherichia coli BL21 dengan mengetahui urutan signal peptida 

pada kondisi suhu rendah (20oC) dengan menggunakan sistem pET (Blank et al, 2006). 

Produksi protein CALB meningkat sesuai dengan aktivitasnya sebesar 480 U/ml diperoleh 

dengan peptida sinyal yang asli (wildtype), sedangkan signalP alfa memiliki aktivitas 

maksimum sebesar 160 U/ ml. Selain itu, CalB disekresikan sebagai protein dengan N-

terminus ketika berikatan  dengan signalP Native, sementara CALB yang tidak proses 

dengan ekstensi N-terminal dideteksi dengan peptida sinyal alfa (Vadhana et al, 2013). 

 

Analisis struktur sekunder 3D protein (Psipred) 

Struktur 3 dimensi protein CALB dapat diketahui menggunakan software Swiss 

model (Gambar 3). Gambar 3 menunjukan struktur 3D protein CALB terdapat  tiga molekul 

identik berikatan satu sama lain dengan membentuk sebuah cincin homotrimer yang akan 

melingkari DNA double helix. Molekul Loops (koil) membentuk lipatan yang mana struktur 

ini mudah mengalami mutasi. Permukaan dalam dari lingkaran tersebut berbentuk α heliks 

dan bermuatan positif sehingga dapat berinteraksi dengan DNA. Permukaan luar dari 
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lingkaran ini berbentuk β sheet dan bermuatan negatif. Struktur tersier 3D protein mengacu 

pada hubungan spasial antar struktur sekunder. Struktur ini distabilkan oleh empat macam 

ikatan, yakni ikatan hidrogen, ikatan ionik, ikatan kovalen, dan ikatan hidrofobik.  

Candida antarctica lipase B (CALB) banyak dimanfaatkan dalam dunia industri 

karena memiliki selektivitas yang tinggi, jangkauan substrat yang luas, stabil dalam kondisi 

panas serta dalam berbagai pelarut organik. Struktur CALB stabil terhadap semua pelarut 

organik karena memiliki α-helix pendek (residu 139–150), α-helix panjang terdapat pada 

residu  266–289 yang berikatan dengan sisi aktif dengan membentuk tiga lipatan (loop) di 

permukaan sisi aktik (residu 26-30, dan 92–97, 215–222), hal ini menunjukkan adanya 

perbedaan fleksibilitas yang lebih tinggi antara air dan pelarut non-polar. Substrat dapat 

berikatan dengan alkohol sekunder (residu 39, 42, 47, 104, 225) dan dapat mengikat gugus 

asil (residu 134, 138, 157, 189, 190) dengan fleksibilitas rendah, sedangkan lipatan (loop) 

yang mengikat alkohol sekunder (residu 141.144.154.285.289.290) menunjukkan 

fleksibilitas yang lebih tinggi. 

 

Gambar 3. Struktur 3D protein CALB 

 

Analisis profil skala asam amino (ProtScale) 

Untuk mengetahui presentasi asam amino, berat molekul, isoelectric point (pI) dan sifat 

fisiko kimia lain dari protein CALB maka dilakukan analisis pada sekuens asam amino 

CALB dengan menggunakan Protparam Expasy: 
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Tabel 1. Sifat fisika dan kimia protein CALB 

Parameter Protein CALB 

Berat Molekul 35517,57 

pH isoelektrik 8,12 

Komposisi Asam Amino ala (A)     40          11.7% 
Cys (C)      7          2.0% 
Gly (G)    28          8,2% 
Thr (T)     30          8,8% 

Komposisi Atom Carbon        C         1584 
Hydrogen    H         2507 
Nitrogen      N       419 
Oxygen        O       482 
Sulfur           S       12 
C1584H2507N419O482S12 
Total jumlah atoms: 5004 

Index aliphatic 88,19 

Grand average of hydropathycity 

(GRAVY) 

0,121 

 

Desain Primer 

Desain primer merupakan bagian dari bioinformatika yang menjadi faktor yang 

paling penting dalam menentukan sekuen DNA yang belum diketahui. Desain primer 

menggunakan software ”Primer3” kemudian dikonfirmasi dengan BLAST NCBI untuk 

melihat spesifisitas primer. Untuk melihat struktur sekunder (hairpin loop, dimer) yang 

dihasilkan oleh primer dilakukan analisis dengan menggunakan PerlPrimer. Dilakukan 

desain primer dari sekuen yang dipilih dan dimasukkan ke dalam program primer3 output, 

dan diperoleh beberapa alternatif desain primer sebagai berikut: 
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Gambar 4. Desain primer untuk amplifikasi gen sintetik calB 
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Dari hasil analisis primer, yang memenuhi syarat adalah oligo yang keempat karena 

memiliki sekuen yang similaritasnya tinggi dengan ukuran produk 232 pasang basa. 

Pemilihan kandidat oligo 4 selain menghasilkan produk yang lebih panjang dari kandidat 

lainnya, primer ini sudah memenuhi kriteria dalam mendesain sebuah primer yang  baik. 

Primer yang unik untuk urutan target yang akan diamplifikasi harus memenuhi kriteria 

tertentu seperti panjang primer, GC%, suhu annealing dan nilai temperature malting (tm), 

stabilitas akhir 5 ', spesifisitas ujung 3' (Dieffenbach et al., 1995 dan Syamsurizal, 2018). 

Panjang basa primer sebesar 20 pasang basa dan memiliki nilai tm antara forward dan 

reverse yang tidak jauh berbeda. Nilai tm  (temperature Malting) yang optimal untuk primer 

yang baik dalam kisaran 52-60 oC, umumnya menghasilkan hasil yang lebih baik daripada 

primer dengan suhu leleh yang lebih rendah. Primer dengan tm di atas 65oC juga harus 

dihindari karena potensi terjadinya penempelan primer dua kali pada cetakan DNA 

(secondary annealing) (Elsalam, 2003). 

 

Analisis Situs Restriksi 

Untuk mengetahui situs restriksi yang terdapat pada gen CalB maka dilakukan analisis 

dengan menggunakan software SnapGene. Tujuan diketahuiya situs restriksi tersebut agar 

gen dapat dipotong dengan salah satu enzim restriksi endonuklease yang diinginkan. Hasil 

analisis disajikan pada Gambar 5. 

 

Gambar 5. Pemetaan Enzim Restriksi pada gen calB dengan software Snapgene 

 



28 
 

4. KESIMPULAN 

Gen sintetik CalB yang telah dibuat mempunyai ukuran 1083 pasang basa dan 342 asam 

amino. Protein CALB mempunyai signal peptide dengan situs pemotongan ada di posisi 

19-20. Primer yang digunakan yaitu CalB forward 5’-TCCCCAGTATCAGGTCCAAG-3’ dan 

CalB reverse 5’-GACACCTGAGGCTGAACGAT-3’. 
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