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PENINGKATAN PRODUK SI GASHIDROGEN (H,)DAN ETANOL PADA Bacillus
pumilus DENGAN MUTASI MENGGUNAKAN Ethyl Methane Sulfonate (EMS) DAN
SELEKSI DENGAN METODA PROTON SUICIDE!

[Enhancement of Hydrogen Gas (H,) and Ethanol Production in Bacillus pumilus
by Mutation Using Ethyl M ethane Sulfonate (EM S) and Selected
by Proton SuicideM ethod]

Trismilah™ dan Mahyudin AR
Pusat Teknologi Bioindustri-BPPT
Jin MH Thamrin No.8, Gd. 11, Lt 15, Jakarta 10340
Telp. (021)3169521, Fax. (021) 3169510

ABSTRACT
Mutation by using Ethyl Methane Sulphonate (EMS) was carried out in the study of the enhancement of H, and ethanol production
in Bacillus pumilus. Target mutant was selected by using proton suicide method. Bacterial suspensions was spread into agar minimal
medium containing 13 or, 14, 15 and 16 ul of Ethyl Methane Sulphonate (EMS) and incubated at 37 UC for 3, or 4, or 5, or 6 hours.
The method of proton suicide was applied by the addition of equimolar of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 125, 150,
175, 180, 185, 190, 195, 200 mM NaBr and NaBrO;. Triphenyl tetra chloride (TTC) was also added as indicator into agar plate
in order to distinguish between wild type and mutants. Fermentation was carried out using glycerol complex medium. Hydrogen gas
(H,) contain was determined by the replacement of NaCl solution in cylindrical glass and the ethanol was measured by gas
chromatography. After mutation, several mutants were observed. In Mutant ( Asp8) which was obtained by treatment of 195
equimolar of NaBr and NaBrO,, production of ethanol and H, were higher 10 fold and 1.13 fold, respectively compare to the wild
type while acids production decreased. The data indicated that mutation might provoke metabolic alteration especialy in acid

production.

Kata kunci: Bacillus pumilus, mutasi, gas hidrogen, etanol, sumber energi baru alternatif.

PENDAHULUAN

Pada masa mendatang telah diyakini oleh
banyak negaramaju seperti Amerika, Kanada, Jepang
dan Eropa, untuk menjadikan khususnya H, yang oleh
fuel cell diubah dari sumber energi kimiamenjadi energi
listrik, sebagai energi alternatif pada tahun 2025,
dimana H, akan menjadi basis pergerakan dunia
menggantikan minyak bumi. Gas H, diketahui dapat
digunakan untuk pengganti minyak bumi dan gas dam
(Claassen et al., 1999). Untuk mengurangi
ketergantungan minyak bumi, selain usaha
penghematan energi karena meningkatnya kebutuhan
sumber energi misal kebutuhan listrik, gas H,dan etanol
merupakan sumber energi baru alternatif dan
terbarukan. Gas H, berpotensi besar sebagai sumber
energi masa depan yang ramah lingkungan karenatidak
memiliki ikatan kimia dengan karbon, sehingga tidak
menghasilkan emis yang dapat mencemari lingkungan
(Ginkel et al., 2001). Menurut Levin et al. (2004)
pembakaran H, tidak akan menimbulkan efek rumah
kaca, penipisan lapisan ozon atau hujan asam karena

'Diterima: 4 Mei 2009 Disetujui: 5 juli 2009

hanya menyisakan uap air dan energi panas di udara.
Biohidrogen adalah H, yang dapat dihasilkan dengan
bantuan mikroorganisme. Etanol diproduksi oleh
mikrobamelalui fermentasi gula dan dapat digunakan
sebagai bahan bakar untuk mobil. Etanol dapat
dicampur dengan bensin yang disebut bio-etanol dalam
kuantitas yang bervariasi untuk mengurangi konsumsi
bahan bakar minyak bumi, dan juga untuk mengurangi
polusi udara.

Gliserol dapat dimanfaatkan sebagai substrat
oleh beberapa mikroorganisme (Brock et al., 1994).
Gliserol diubah bentuknya melalui dihydroxyacetone
menjadi glyceraldehyde-3-phosphate dan selanjutnya
menjadi piruvat. Dari gliserol muncul produk oksidasi
dari piruvat menjadi perpecahan acetyl CoA dan formate
yang menghasilkan pembentukan etanol, asetat, CO,
dan H, (Mickelson dan Werkman, 1940). Asam piruvat
dengan bantuan enzim piruvat format liase (PFL) akan
membentuk asam format yang kemudian terhidrolisis
menjadi H, dan CO, dengan bantuan enzim format
hidrogenliase (Xi Chen et al., 2003).
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Beberapa mikroba yang dapat memanfaatkan
gliserol sebagai sumber energi dan nutrisinya antara
lain Bacillus pumilus, Clostridium butyricum,
Clostridium acetobutylicum, Enterobacter aerogenes
dan lain-lain. Mikroba-mikroba tersebut mampu
mengubah gliserol menjadi H,, etanol, propandiol, asam
asetat, asam laktat, asam piruvat dan asam organik
lainnya (Anonymous, 2008). Mutagenesis memiliki dua
cara yaitu mutagenesis secara keseluruhan dan
mutagenesis pada bagian spesifik. Mutagenesis pada
bagian keseluruhan adalah untuk memutasi kromosom
DNA secararandom dan sering dipergunakan sebagai
usaha untuk mengembangkan fenotip. Sedangkan
mutagenesis pada bagian yang spesifik dilakukan
dengan teknik rekombinan DNA dengan mengubah
pasangan basa pada kromosom (Cutting dan Horn,
1990). Perubahan metabolisme pada mikroorganisme
dapat dilakukan dengan mutagenesis menggunakan
suatu mutagen, antara lain mutagen kimia yang dapat
menyebabkan mutasi secara acak pada basa DNA
(Sambrook dan Russell, 2001). Ethyl Methane
Sulfonate (EMS) merupakan mutagen kimia yang
bersifat sebagai alkylating agent. Gugus akil senyawa
EMS akan berikatan dengan basa guanin (G)
membentuk O6-alkilguanin, menyebabkan kesalahan
pemasangan basa guanin dengan basa timin pada
prosesreplikasi DNA (Meuth dan Arrand, 1982). Sdlah
satu kerusakan yang ditimbulkan akibat pemberian zat
kimia sebagai mutagenik adalah berasal dari proses
alkilasi, yaitu proses pemindahan gugus metil atau etil
ke bagian reaktif basa dan pospat dalam rantai DNA.

Seleksi dan isolasi mutan dilakukan
menggunakan indikator tertentu yakni 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC). Seperti dilaporkan
Sdlem et al. (1985) bahwa mutan St._mutans yang
memproduksi asam laktat rendah setelah dimutasi
dengan EMS ditunjukkan dengan koloni berwarna
merah muda sampai merah pada medium yang
mengandung indikator tersebut, sedangkan koloni
normal berwarna putih.

Dalam penelitian ini digunakan bakteri Bacillus
pumilus sebagai mikroorganisme penghasil H,-etanol
karena kemampuan metabolismanya untuk
memproduksi senyawa tersebut menjadi beberapa
metabolit yang bermanfaat dengan menggunakan
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gliserol ataupun dari limbah biodiesel. Dari penelitian
ini diharapkan dengan mutagen EMS serta
penambahan NaBr dan NaBrOs; B. pumilus dapat
meningkatkan produksi gas hidro_é]en dan etanol

BAHAN DAN METODA

Mikroorganisme. Mikroorganisme yang
digunakan dalam penelitian adalah bakteri B. pumilus
BPPTCC 1-0025 yangtersimpan dalam cryo-tube pada
freezer -83°C yang merupakan koleks dari Laboratorium
Teknologi Bioindustri (LTB), BPPT, Kawasan
PUSPIPTEK, Serpong.

Pembuatan Medium. Medium dibagi menjadi
beberapabagian, yakni medium komplek pemeliharaan
kultur B. pumilus, medium penapisan kontrol, medium
penapisan dengan penambahan NaBr dan NaBrO; dan
medium fermentas.

Medium komplek pemeliharaan kultur B.
Pumilus. Medium kompleks pemeliharaan kultur B.
pumilus dibuat berdasarkan Rachman et al. (1997).
Sebanyak 0,5 ml unsur makro yang terdiri dari
(NH4)2S04, MgS0O,.7H,0, CaCLLO  Co(NO3),.6H,0,
Fe(NH,),S0,4.6H,0; 0,5 ml unsur mikro terdiri dari
N&,SeO3,NiCl,,MnCl,.4H,0,H3BO3,AIK (SO,),.12H,0,
CuCl,.2H,0, Na,EDTA .2H,0, dan asam nikotenat; 0,25
g ekstrak khamir, dan 0,25 g tripton dimasukkan ke
dalam erlenmeyer dan ditambahkan akuades hingga 35
ml. Derajat keasaman (pH) medium diukur
menggunakan pH meter dan ditambahkan NaOH 0,1 N
hinggatepat menj adi 6,8. Medium yang terdapat dalam
erlenmeyer tersebut ditutup dengan sumbat lalu dilapisi
dengan aluminium foil dan dipanaskan dalam water
bath selama 20 menit pada suhu 100°C. Medium
didinginkan dengan memasukkan erlenmeyer ke dalam
baki yang berisi es hingga suhu media tersebut sama
dengan suhu ruang, ketnudian disterilisasi dengan
autoklaf padasuhu 121 °C sdlama 15 menit. Gliserol dan
buffer fosfat disterilisasi dengan autoklaf secara
terpisah dan ditambahkan ke dalam erlenmeyer
sebanyak 5 ml gliserol 10% dan 5 ml buffer setelah
proses sterilisasi selesai dan agak dingin. Lalu
dipindahkan ke botol serum dan disegel.

M edium penapisan kontrol. Medium penapisan
dibuat berdasarkan modifikas Hillman (1979). Sebanyak
2,5 g TTC dilarutkan dalam akuades hingga 1000 ml,



kemudian disterilisasi menggunakan membrane filter
0,2,. Sehanyak 10 ml unsur makro, 10 ml unsur mikro,
5 g ekgtrak khamir, 5 gtripton dan 20 g agar dilarutkan
dengan akuades hingga 605 ml, kemudian dipanaskan
hingga mendidih. Lalu medium didinginkan hingga
suhu kurang dari 50 °C, kemudian pH medium diukur
menggunakan pH meter dan ditambahkan NaOH 0,1N
hinggatepat menjadi 6,8. Medium disterilisasi dengan
autoklaf padasuhu 121 °C selama 15 menit. Buffer fosfat
pH 6,8 sebanyak 100 ml dan 50 ml gliserol yang
disterilisasi secara terpisah ditambahkan ke dalam
medium dan diaduk hingga homogen setelah suhu
kurang dari 50°C secara aseptis. Dan terakhir senyawa
TTC 1% ditambahkan sebanyak 25 ml ke dalam
campuran buffer, gliserol dan agar.

Medium penapisan dengan penambahan
ekuimolar NaBr dan NaBr O3. Carapembuatan medium
ini sama seperti pembuatan medium kontrol, hanyasga
ada penambahan ekuimolar NaBr dan NaBrO; yang
disebut proton suicide methode (PSM). Penambahan
toksik tersebut diberikan dengan varias konsentrasi:
0,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50,75,100,125,150,
175,180,185,190,195 dan 200 mM.

Medium fermentasi. Medium kompleks gliserol
untuk pembuatan starter pada fermentas B. pumilus
hasil mutas dibuat berdasarkan Rachman et al. (1997).
Sebanyak 5 ml unsur mikro, 5 ml unsur makro, 0,25 g
ekstrak khamir, 0,25 g tripton dan akuades hingga
volume total menjadi 35 ml dimasukkan kedalam
erlenmeyer. Dergat keasaman (pH) medium diukur
menggunakan pH meter dan ditambahkan NaOH 0,1 N
hingga tepat menjadi 6,8. Medium dipanaskan dalam
water bath selama 20 menit pada suhu 100°C. Medium
didinginkan menggunakan es dan dipindahkan ke botol
serum, kemudian diberikan gas N, selama satu menit.
Botol serum ditutup dan disegel dan kemudian
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. 5 ml gliserol 10% dan 5 ml buffer fosfat
disterilisasi dengan autoklaf secara terpisah dan
ditambahkan ke dalam botol serum menggunakan jarum
suntik setelah proses stevilisasi selesai dan agak dingin.

Kurva Pertumbuhan. Pembuatan kurva
pertumbuhan sel B. Pumilus. Persiapan kultur sebagai
starter berdasarkan Rachman et al. (1997). Sebanyak 5
ml B. pumilus dari kultur kerjaberumur 24 jam diambil

Berita Biologi 9(5) - Agustus 2009

menggunakan jarum suntik ke dalam 50 ml medium
kompleks gliserol dalam botol serum. Kultur tersebut
diinkubasi selama 20 jam dalam inkubator dengan suhu
37°C. Sebanyak 5 ml kultur pada botol serum diambil
dan dipindahkan ke dalam 50 ml medium kompleks
gliserol yang baru, kemudian sebanyak 1 ml kultur
tersebut dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur
kerapatan s& (OD) pada panjang gelombang (X) 680
nm dengan spektrofotometer. OD diukur setiap 2jam
dari inokulas kultur sslama24jam. Hasil yang diperoleh
kemudian diplotkan pada kurva pertumbuhan dengan
menetapkan waktu pengukuran sebagai absis dan
rerata OD sebagai ordinat. Penentuan titik fase
logaritmik optimum dengan cara mengukur setiap 30
menit OD nyapada fasa logaritmik yang diperoleh dari
kurva pertumbuhan.

Penentuan konsentras EM S untuk perlakuan
mutasi. Perlakuan EM S berdasarkan metode kombinas
Hilman (1979) dan Rachman et al. (1997). Sebanyak 1
ml kultur yang berada pada fase logaritmik optimum
diambil menggunakan jarum suntik dan dipindahkan
ke tabung mikrosentrifus, kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 12000 rpm selama 10 menit pada
suhu 4°C. Supernatan dibuang dan pellet disuspensikan
dengan 1 ml buffer fosfat pH 7, kemudian disentrifugas.
Proses tersebut dilakukan sebanyak dua kali.
Supernatan dibuang dan pellet disuspensi kembali
dengan buffer fosfat pH 7, kemudian ditambahkan EMS
13, 14, 15 dan 16 ul dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 5 jam dalam shaker inkubator pada putaran
150 rpm. Campuran tersebut kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 12000 rpm selama 10 menit pada
suhu 4 °C. Supernatan dibuang dan pellet
disuspensikan dengan 1 ml medium kompleks gliserol
dan disentrifugasi. Suspensi sel diencerkan hingga
pengenceran 10 dan 10’ dalam medium kompleks
gliserol, kemudian 0,1 ml ditambahkan ke dalam medium
penapisan yang mengandung TTC dan disebar hingga
merata dengan spatel Drygalski dengan dua
pengulangan. Kontrol negatif dilakukan dengan
mengambil 1 ml kultur yang berada pada fase log
optimum dengan menggunakan jarum suntik dan
dipindahkan ke tabung mikrosentrifus. Kultur tersebut
disebar pada medium penapisan sebanyak 0,1 ml
dengan dua kali pengulangan.
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Fermentas dan pengukuran produk. Koloni
mutan yang dipilih dari hasil mutasi dengan EMS
digores ke agar miring. Starter dibuat dengan
menginokulasikan satu ose mutan hasil sdleks ke dalam
tabung reaksi yang beriss 10 ml medium kompleks
gliserol. Kultur untuk starter tersebut diinkubasi selama
20 jam dalam inkubator pada suhu 37°C, selanjutnya
sebanyak 5 ml starter diinokulasikan kedalam botol
serum 125 ml yang berisi 45 ml medium fermentasi.
Fermentasi dilakukan di dalam inkubator pada suhu
37°C sdlama 24 jam. Setelah 24 jam pH kultur diukur
menggunakan pH meter dan OD. Pengukuran jumlah
H, (ml) dilakukan menggunakan respirometer. Jarum
yang terdapat pada selang respirometer dimasukkan
ke dalam botol serum setiap sampel melalui tutup karet
pada botol. Gas yang terdapat pada botol serum akan
mengdir melalui selang. Gas CO, akan berikatan dengan
Ca(OH,) dalam erlenmeyer, sedangkan H, masuk ke
dalam tabung respirometer yang berisi larutan NaCl
jenuh. Jumlah H, yang dihasilkan ditunjukkan oleh
perbedaan volume larutan NaCl antara silinder dalam
(silinder kecil) dengan silinder luar (silinder besar) pada
respirometer (Purwanto, 2006). VVolume H, yang terukur
dihitung berdasarkan perbedaan volume yang terjadi
akibat tekanan gas H, antarasilinder besar dan silinder
kecil. Produksi H, diukur melalui perhitungan berikut:

1) Mol H, (mol) = volume H, yang terukur (ml)+75
12400
massa gliserol (g)
massa relatif gliserol

2) Mol substrat (mol) =

3) ProduktivitasH, =  molH,
mol gliserol
0.8
0.7 4
06
305
a 04 [
0 03 -f
0.2
0.1
0
0 10 20 30
Waktu (jam)
Gambar 1. Kurva pertumbuhan B. pumilus

dengan medium kompleks gliseral.
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HASIL

Dari Gambar 1 dapat dilihat bahwa fase log terjadi pada
sampai dengan jam ke-8. Fase stasioner dimulai setelah
jam ke-7 atau jam ke-8 dan padajam ke-24 dianggap
telah mengalami kematian. Titik faselogaritmik optimum
tidak dapat diamati pada kurva, karena pergantian dari
fase log optimum ke fase stasioner pada kultur B.
pumilus terjadi sangat cepat dan diperkirakan fase
tersebut terjadi setelah jam ke-7 atau jam ke-8.

Perlakuan mutasi pada kultur sal dilakukan saat
kultur sel berada dalam fase logaritmik oleh karena itu
transis fase log optimum dan fase stasioner pada B.
pumilus diamati dengan data setiap 30 menit seperti
terlihat pada Gambar 2. Hasilnya fase log optimum
terjadi padajam ke-6,5 dan memiliki pertumbuhan yang
sangat baik pada medium kompleks gliserol.

Varias konsentrasi EM S yang digunakan pada
pendlitianyaitu 13,14,15, dan 16 pl/ml suspens bakteri
dengan waktu inkubas sslama 5 jam. Berdasarkan hasil
penelitian menunjukkan bahwa pada waktu inkubasi 5
jam, semakin besar konsentrasi EM S yang diberikan,
maka jumlah koloni yang tumbuh semakin sedikit. Hal
ini ditandai dengan kematian 100% atau tidak adakol oni
yang tumbuh pada pemberian EM S sebanyak 16 pl/ml
suspensi bakteri (datatidak ditampilkan). Oleh sebab
itu ditetapkan konsentrasi 15 ul EMS/ml suspensi
bakteri dipilih berdasarkan peluang perubahan DNA
yang lebih tinggi pada gen pengkode laktat
dehidrogenase akibat alkilasi yang diakibatkan oleh
gugus etil pada EMS. Menurut Meuth and Arrand
(1982), mutasi menggunakan EM S dapat menyebabkan

0.9 v=0.110% —

OD680

0 L 10
Waktu (jam)

Gambar 2. Kurva pertumbuhan B. pumilus dengan
medium kompleks gliserol pada fase
logaritmik.



kesalahan pemasangan basa (mispairing), sehingga
terjadi transd basaGT menjadi AT padareplikas DNA.
Mutad tersebut, apabilaterjadi pada gen yang berperan
prating dalam sintesis suatu metabolit maka dapat
menyebabkan perubahan produktivitas.

Untuk memastikan pemberian EMS pada
konsentras 15pl/ml suspensi bakteri terbaik dibuktikan
jranlah koloni yang sangat sedikit mendekati kematian
100 %. Lebih lanjut juga dipelgari pada 15 pl/ml
suspensi bakteri dengan variasi perubahan waktu
inkubas selama 3,4, 5, dan 6 jam seperti tertera pada
Tabell.

Dari Tabd 1 terlihat bahwa berdasarkan hasil
penelitian dengan variasi waktu inkubas selama 3,4,5
dan 6 jam padapemberian 15 ul EMS/mI suspens bakteri
memperlihatkan jumlah koloni yang menurun dengan
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bertambahnyawaktu kontak antara EMS dengan kultur
dari B. pumilus. Selanjutnya kultur bakteri hasil
perlakuan mutasi pada konsentrasi 15 pl EMS/ml
suspensi bakteri dan waktu inkubasi selama 5 jam
disebar pada medium penapisan yang mengandung
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 0,00025 %
(W/V) dan sodium NaBr dan NaBrO; dengan variasi
konsentras 0,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50,75,100,
125,150,175,180,185,190,195 dan 200 mM, diinkubas
selama 24 jam pada inkubator suhu 37 °C. Di dalam
prosedur ini, garam sodium bromat dan bromid yang
ditambahkan pada medium pertumbuhan akan bereaks
untuk melepaskan racun brom bagi suatu lingkungan
yang asam. Sdl yang memproduksi asam menjadi mati,
dan yang diharapkan bertahan pada mutasi ini adalah
sl yang dapat mempengaruhi sintesis asam menuju

Tabd 1. Hasil mutagenesis menggunakan 15 (il EMS/ml suspensi bakteri dengan variasi waktu inkubasi selama 3,

4,5,dan6jam
Jumlah Koloni
Waktu inkubasi Pengenceran
Gam) 10° io-®
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 1 Ulangan 2
3 303 328 195 194
4 72 143 33 42
5 1 0 1 0
6 0 0 0 0
Tabel 2. Hasil mutagenesis dengan kombinasi EMS dan Proton :Suicide Methode (PSM)
[ N Jumlat koloni
| o Pengencer Konsentras NaBr dan NaBrO; (mM)
| an 0 10 20 30 35 40 45 J 50 100 | 125 | 1503 175 | 180 | 190 | 195 [ 200
1 107 — | =10 0 0
|2 10 1 — | — | = | =
3 10° +++ | 18 | 14 | 0 — | = = 2
+++
4 lo* + 8l | 55 4 1| — | — 4
+++
5 0% ++ | +++ | ++ | 33 | 4 9 16 6
102 N
6 0 0 + 0 0 67 91 120 | 155 62 2
7 10t 0 0 0 0 0 0 0 0 176 | 126 3
8 TP 0 0 0 0 0 0 0 0 +Ht+ | | 174 2 2 1 1

Keterangan: TP= tanpa pengenceran, 0 = tidak dibuat, ++ = tidak terhitung (sedikit), +++ = tidak terhitung (sedang),

++++ = tidak terhitung (banyak), +++++ = tidak terhitung (banyak sekali), — = tidak tumbuh koloni
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pembentukan etanol dan H,

Tabd 2 diatas menunjukkan bahwa semakin
banyak penambahan bromat dan bromid terhadap
suspensi sel bakteri pada media penapisan jumlah
koloni semakin berkurang, hal ini menunjukkan peran
dari pada senyawa bromine yang bersifat toksik
terhadap sel-sel yang menuju kepembentukan asam.
Foto 3 dibawah ini adaah gambar koloni wild type (WT)
dan mutan B. pumilus yang dipilih berdasarkan hasil
seleks mutagenesis menggunakan kombinas mutagen
EMS dan PSM yang akan difermentasi agar

menghasilkan produk-produk metabolit dengan yield
yang tinggi.

Hasil fermentas dari mutan-mutan tersebut
diatas dapet di lihat pada Tabd 3, Gambar 4 dan Gambar
5. Mutan ASP 3 memperlihatkan pH akhir fermentas
dengan koloni berwarna pink yaitu 6,23. Dan pada ASP
4 dengan koloni yang tidak memiliki warnamerah secara
merata yaitu 6,66; begitujuga dengan ASP 14 dengan
koloni berwarna merah muda memiliki pH 6,62.
sedangkan koloni yang lainnya memiliki warna merah
yang merata.

Foto 3. Koloni WT dan mutan B. pumilus yang dipilih berdasarkan mutagenesis menggunakan kombinasi

EMS dan PSM

Tabe 3. pH akhir Wild Type (WT) dan mutan-mutan setelah fermentasi 24 jam

No. [ Kode ~ [pHra@ [No. [ Kode | pH rata2 No. Kode pH rata2
L wr 548 7 Asp7 | 564 7 Asp 12 5,94
2. [Aspl 574 |8 Asp8 [ 522 3 A 13 556
3. | Ag2 547 9 A9 | 585 14 Asp 14 5,61
4. | Asp3 6,23 10 | Asp10 5,82 | 15 | Ap 15 6,62
5. | A4 6,66 o [Aspll 5,78 16 A 16 566
6. | A5 573 | '
= 0.14 3
S o s e
‘§ 0.1 N
2 T 06
g 0.08 EE
? 0.06 §§ 0.4 0838 5o Etanol
K] N —
T
s 0 = T i 0igsa E'-- c".
cgddgogeaaadandy =
d<<dd<<2<FEERGE WT  Aspl  Asp8

Gambar 4. Yidd H, dari Wild Type (WT) dan mutan

mutan setelah fermentasi sdlama 24 jam
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Gambar 5. Yield H, dan etanol dari WT dan
mutan Aspl dan Asp8 setelah fermentas selama 24
jam



PEMBAHASAN

Madigan et al. (2000) menyatakan bahwa kultur
sel yang mengalami fase log sedang memperbanyak
diri secara logaritmik, sehingga perubahan genetik
akibat perlakuan mutasi yang diberikan dapat
diwariskan kepada sebanyak mungkin keturunannya.

Perlakuan mutasi dilakukan padajam ke- 6.5
(Gambar 2) yaitu ketika kultur sel mengalami fase log
optimum yang terlihat dengan adanya perpotongan
garislinear dan eksponensial. Fase log merupakan fase
ssat sel memiliki kondisi fisiologis yang paling baik,
karena seluruh unsur biokimia yang penting bagi
pertumbuhan sedang disintesis dengan waktu
pembentukan yang rata-rata sama (balance growth),
termasuk replikasi DNA (Brock et al., 1994). Mutasi
dengan EMS diharapkan terjadi saat proses replikasi
DNA yang mengakibatkan adanya mispairing pada
basa DNA, sehingga kesalahan basa yang terjadi
setelah replikasi DNA dapat diturunkan pada generasi
selanjutnya (Fairbanks dan Andersen, 1999).

Dari Tabel 1 dapat disimpulkan bahwasemakin
tinggi penambahan konsentrasi EM S akan didapatkan
jumlah koloni yang semakin sedikit. Begitu puladengan
waktu inkubasi yang dilakukan setel ah diberi perlakuan
dengan EMS akan membuat jumlah koloni menjadi
semakin sedikit. PadaTabel 2 dan Foto 3 adalah mutan
mutan hasil dari kombinas PSM dan EMS dengan
penambahan NaBr dan NaBrO; pada medium
penapisan. Koloni yang memanfaatkan substrat dengan
baik pada medium, akan menghasilkan endapan
formazan |ebih banyak, sehingga koloni akan berwama
lebih merah dan meratadi seluruh permukaan (Bochner
dan Savageau, 1977) seperti yang terlihat pada Foto 3
untuk TP (mutagenesis tanpa pengenceran).

Berdasarkan pengamatan tidak terlihat adanya
perbedaan yang signifikan antara warna koloni WT
dan warna koloni mutan, yaitu warna keduanya
memiliki koloni merah. Hal tersebut menunjukkan bahwa
mutan dan wild type memiliki kemampuan yang sama
dalam mereduksi TTC menjadi formazan. Hal ini
dimungkinkan bahwa B. pumilus memiliki mekanisme
reaksi yang berbeda dengan Sreptococcus pada
kemampuan mereduks TTC menjadi formazan, menurut
Sdem et al. (1985) warna koloni Streptococcus yang
terbentuk pada medium TTC menunjukkan adanya
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perbedaan antara koloni normal dan koloni mutan yang
menghasilkan asam laktat |ebih rendah. Koloni mutan
akan menghasilkan warna merah atau merah muda
sedangkan koloni normal berwarna putih. Satuan
elektron positif (PSM) dapat menekan lgu sintesis
asam organik sehingga produksi H, dan etanol menjadi
lebih besar. Dengan penambahan NaBr dan NaBrOs;
yang berlebih pada media maka mutan yang dihasilkan
semakin sedikit karena mutan B. pumilus dalam
mensintesis asam organik terjadi pergeseran atau
diubah menjadi solventogenesis yang secara langsung
terpilih oleh suatu metoda yang membunuh satuan
elektron positif (PSM) setelah perlakuan mutagenik.
Sebagai perubahan di dalam gen manapun yang
melibatkan sintesis asam akan memberikan produksi
yang berbeda dari wild-typenya seperti yang dilakukan
Jones dan Woods (1986) terhadap mutan Clostridium
acetobutylicum ATCC 10132 dalam mensintesis asam
asetat.

Dari pengamatan pH terakhir hasil fermentas
15 mutan-mutan yang dipilih yaitu koloni mutanyang
memiliki warna merah cukup merata atau warna pink
(Bochner dan Savageau, 1977), Tabel 3 menunjukkan
bahwa koloni yang tidak memiliki warna merah yang
merata adalah sal yang dapat mempengaruhi sintesis
asam sehingga mempunyai kisaran pH yang besar
(mutan Asp4 = 6,66; Aspl4 = 6,62) dan sebaliknyabila
koloni berwarnamerah akan memiliki kisaran pH yang
lebih kecil (Asp 8 =5,22 dan WT = 5,48). Seperti yang
dilaporkan oleh Stanier et al. (1986), bahwa senyawa
tetrazolium yang tidak berwarna direduksi secara
intraselular menjadi formazan yang tidak larut dengan
kisaran pH yang kecil serta berwarna merah menyala.

Mutan-mutan B. pumilus mampu memproduksi
H, yang sebelumnyatidak diproduksi oleh wild type
(Gambar 4) dan memproduksi etanol lebih tinggi dari
wild type (Gambar 5), khususnya Aspl dan Asp8.
Mutan-mutan B. pumilus juga mampu memproduksi
1,3-propanediol dan asam-asam organik lebih rendah
dari wild type (tidak dilaporkan). Sebagai akibat dari
penurunan asam asetat maka metabolisme yang terjadi
mengalami perubahan ke arah jalur pembentukan
etanol. Kecenderungan metabolisme ke arah
pembentukan etanol memungkinkan terjadi penurunan
produksi metabolit lain. Hal tersebut diduga terjadi
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karena piruvat hasil penguraian gliserol lebih banyak
diubah menjadi etanol.

Menurut Ito et al. (2004) perubahan piruvat
menjadi asam laktat dan 2,3-butanediol melibatkan
oksidasi NADH,. Pembentukan metabolit asam laktat
yang berkurang diduga menyebabkan jumlah NADH,
daam sa bertambah karena NADH, tersebut tidak
mengalami oksidasi menjadi NAD. Semua itu dapat
terjadi karena NADH, yang teroksidasi untuk
pembentukan asam laktat berkurang, sehingga dapat
digunakan untuk pembentukan H,. Hal tersebut
menunjukkan bahwa aktivitas enzim laktat
dehidrogenase (LDH) pada mutan menurun. Sehingga
NADH, diduga digunakan oleh enzim hidrogenase
untuk diubah menjadi H, Menurut Nakashimada et al.
(2002), H, dapat diproduksi dari kelebihan NADH,.
Karena gen merupakan pengendali pembentukan enzim
maka perubahan pada gen dapat menyebabkan
perubahan pada enzim yang dibentuknya yaitu
perubahan dalam proses metabolisme.

KESIMPULAN

Mutagenesis EMS dan seleksi dengan PSM
terhadap B. pumilus dapat menghasilkan mutan
dengan produksi H, dan produksi etanol yang
meningkat. Meningkatnya produksi H, dan produksi
etanol dimungkinkan seiring dengan terjadinya
perubahan jalur metabolisme pada mutan B. pumilus
yaitu adanya penurunan metabolit pembentukan asam
laktat.
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