EFECT OF ADDING L ‑VALINE ON Saccharopolyspora erythraea RS‑19 iBHx’
FERMENTATION TO ERYTHROMICIN PRODUCTION

ABSTRACT

By: Sabtanti Harimurti, S.Si, Apt.

This research continued the Chrisnayanti's research (1996) and gave a result that mutan of Sac. erythraea RS‑19 iBHx’ which resist to L‑valine analog (α‑amino‑iso‑butyrat hydroksamat) until concentration of 0,4 %, whitin the addition of praprecursor suksinat (fatty acid siniple) increased production erythromicin more than whitin die. addition of praprecursor protein or oligo protein. This phenomena was rarely hapened, considering that this mutan resist to high L‑valine analog so it should be the reverse.

Mutan of Sac. erythraea RS‑19 iBHx' which resist to L‑valine analog, it's regulation systern of L‑Valine biosintesis probably had been destroyed. This caused the mutan could accumulate more L‑valine and increased the production of erythromicin. This research's aim was to prove whether the mutan's regulation sys!ern of L‑valine biosintesis had been destroyed.

Firstly, praprecursor L‑valine was added to the fermentation medium. If the. mutan could increase the production of erythrornicin then it was true that the mutan accumulated L‑valine. This research had 2 step. Step 1 was to observe the profile of mutan of Sac. eythraea RS‑19 iBHx’ 's growth to determine when L‑valine would be added. Step 2 was to determine the optimwn concentration of L‑valine's which would be added in order gave highest production of erythromicin. The concentration of L‑valine which were used were 0 % (control); 0,25 %; 0,50 %, 1,0 %; mid 1,5 %. This percentage were varied because the mutan resist L‑valinc analog (α‑amino‑iso‑butyrat hydroksamat) until concentration of 0,4%.The result of this research is that the mutan gave highest production of erythromicin in the concentration of L‑valine 0,5 % that reached 12,05 μg/ml at hours of 137th and the concentration increased until 198,38 %. The production of erythromicin increased 116,57 % comparing with the production of the mutan's parent (Saccharopolyaspora erythraea ATTC 11635) which also was added by L‑valine 0,5 % to the fermentation medium.

Having reference with the result, mutan Sac. erythraea RS‑19 iBH.x' was able to increase the production of erythronicin with the adding of praprecursor L‑valine directly to the fermentation medium. It meant that the mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx' acurnulated L‑valine, so the mutan's regulation system of L‑valine biosyntesis had been destroyed.

PENGARUH PENAMBAHAN L-VALIN PADA FERMENTASI

Saccharopolyspora erythraea RS‑19 iBHx’ TERHADAP PRODUKSI
ERITROMISIN

INTISARI

Oleh: Sabtanti  Harimurti, S.Si, Apt.

Penelitan ini dimulai dari penelitian Chrisnayanti (1996), yang memberikan hasil bahwa mutan Saccharopolyspora erythraea RS‑19 iBHX’ yang tahap terhadap senyawa analog L‑valin (α‑amino‑iso‑ butirat hidroksamat) sampai kadar 0,4%, mernberikan kenaikan produksi eritromisin yang lebih tinggi dengan praprekursor suksinat (asam lemlak sederhana) dibandingkan dengan praprekursor protein atau oligo protein. Fenomena sangatlah janggal, mengingat mutan tersebut tahan analog L‑valin tinggi seharusnya yang terjadi adalah sebaliknya 


Mutan Sac. ertlhraea RS‑19 iBHx’ yang tahan terhadap senyawa analog L‑valin, dimungkinkan telah mengalami kerusakan sistem regulasi biosintesis L‑vatin. Apabila mutan telah mengalami kerusakan sistem regulasi biosintesis L‑valin, maka mutan tersebut mampu mengakumulasi L‑valin lebih banyak. Karena L‑valin merupakan salah satu pra‑prekursor biosintesis eritromisin, maka akumulasi L‑valin diharapkan dapat meningkatkan produksi eritromisin. Untuk membuktikan apakah mutan benar mengalami kerusakan sistem regulasi biosintesis L‑valin, maka dilakukan penelitian ini.

Penelitan dilakukan dengan menambahkan praprekursor L‑valin langsung pada media fermentasi. Apabila mutan mampu menaikkan produksi erotromisin, maka mutan benar mengakumulasi L‑valin. Langkah penelitian ada 2 tahap, yang pertarna adalah mengetahui profil petunibuhan mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx' mtuk menentukan waktu yang tepat penambahan L‑valin. Tahap kedua adalah menentukan kadar optimum L-​valin yang ditambahkan agar diperoleh produksi eritromisin tertinggi. Kadar L‑valin yang digunakan adalah 0% (kontrol); 0.25%; 0,5%; 1,0%; dan 1,5%. Trayek ini digunakan karena mutan tahan senyawa analog L‑valin (α ‑amino‑iso‑ butirat hidroksamat) sampai kadar 0.4 %. Hasil yang diperoleh adalah bahwa mutan memberikan produksi eritromisin tertinggi pada kadar L‑valin 0,5%, yang mencapai 12,05 (ml pada jam ke‑137 dan kenaikan kadarya mencapai 198,38%. Jika dibandinkan dengan produksi eritrormisin induk Saccharopolyspora erythraea ATTC 11635 yang juga ditarnbah dengan L‑valin 0,5% pada media fementasinya, kenaikkan produksi eritromisin mutan meningkat 116,57%.

Melihat hasil di atas, mutan Sac. erythraea RS-19 iBHX’ mampu meningkatkan produksi eritromisinnya dengan penambahan praprekursor L‑valin langsung pada media fermentasi, yang berarti mutan tersebut mengakumulasi L‑valin, maka bisa dikatakan. bahwa mutan mengalami kerusakan sistern regulasi biosintesis L‑valin.
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PENDAHULUAN

Peningkatan produksi eritromisin dapat dilakukan dengan tiga cara, yaitu : (1) optimasi pada media fermentasi yang meliputi pemberian prekursor, penambahan induser atau inhibitor enzim; (2) optimasi kondisi fermentasi, seperti perancangan fermentor, pengaturan pH., agitasi dan aerasi; dan (3) pemuliaan  galur baik melalui mutasi acak maupun rekayasa genetik (0mura & Tanaka, 1986). Peningkatan produksi eritromisin telah banyak dilakukan dengan cara pertama dan kedua.

Telah dilakukan mutagenesis secara acak menggunakan mutagen NTG (N‑metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidin) dengan berbagai variasi kadar pada Sac. erythraea ATCC 11635 sehingga diperoleh mutan‑mutan yang survival dan memberikan harapan sebagai mutan unggul yaitu RS‑15, RS‑16, RS‑17, RS‑18, RS‑19, RS‑20, RS‑21, RS‑22, RS‑23, dan RS-​24. Kesepuluh mutan tersebut mampu menghasilkan eritromisin lebih tinggi dari tipe liarnya hingga kenaikan produksinya melebihi 100 % (Jenie & Sudibyo, 1995), lihat juga Meiyanto (1995). Kemudian untuk karakterisasi dan seleksi lebih lanjut dari mutan‑mutan tersebut dilakukan uji resistensi senyawa analog L‑valin : α‑amino‑ iso ‑butirat hidroksamat (i‑BHx). Hasil uji ketahanan terhadap α‑amino‑iso‑butirat hidroksamat (i‑BHx) menunjukkan bahwa mutan RS‑19 tahan sampai kadar i‑BHx’  0,4%; sedang tipe liarnya hanya tahan sampai kadar i‑BHx 0,2 % (Jenie & Sudibyo, 1995), lihat juga Meiyanto (1995), dan untuk selanjutnya mutan tersebut diberi nama sebagai mutan Saccharopolyspora erythraea RS‑19 iBHx'.

Apabila suatu mutan tahan terhadap analog L‑valin, maka diharapkan mutan tersebut mempunyai titer L‑valin tinggi, yang berarti dapat meningkatkan produksi eritromisin, oleh karena asam amino L‑valin merupakan praprekursor biosintesis eritronolid B (Luckner, 1989). Uji produksi eritromisin pada mutan tersebut menunjukkan hasil produksi yang meningkat sampai mencapai 318 % peningkatan pada generasi ke X (Jenie & Sudibyo, 1995).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Chrisnayanti (1996) menunjukkan bahwa asam suksinat merupakan praprekursor yang lebih baik daripada protein atau oligo protein dalam meningkatkan produksi eritromisin oleh Sac. erythraea RS‑19 iBHx'. Hal ini di luar dugaan semula, seharusnya mutan yang tahan terhadap analog L‑valin ((‑amino‑iso‑butirat hidroksamat), lebih bisa memanfaatkan protein atau oligo protein yang merupakan sumber asam amino daripada asam suksinat untuk biosintesis eritrornisin. Sehingga Chrisnayanti (1996) berkesimpulan bahwa kenaikkan produksi eritromisin pada mutan terjadi karena kerusakan regulasi biosintesis eritromisin, bukan regulasi biosintesiss L‑valin. Sedangkan apabila terjadi kerusakan regulasi biosintesis L‑valin, maka mutan  Sac. erythraea RS‑19 iBHx’ akan dapat mengakumulasi L‑valin, yang dapat ditandai dengan ketahanan mutan tersebut terhadap senyawa analog L-valin.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan adanya akumulasi L‑valin dalam mutan Sac. erytlhraea RS‑19 iBHx’ yang ditandai dengan naiknya produksi eritromisin dengan penambahan pra prekursor L‑valin pada media fermentasi.

CARA PENELITIAN

1. Bahan

a.Mikroorganisme.

· Saccharopolyspora erythraea RS‑19 iBHx”

· Saccharopolyspora erythraea ATTC 11635

· Sarcina Lutea ATTC 9431
b.Kemikalia.

	· Akuades

· Alkohol teknis

· Arnonium molibdat po (Merck)

· Asam klorida pa (Merck)

· Besi (III) klorida (Merck)

· Ekstrak ragi (Bakto)

· Eritromisin baku (Sigma)

· Glukosa (Merck)

· Kaldu nutrien (Merck)

· Kalium dihidrogen fosfat pa (Merck)

· Kalium  hidrogen fosfat pa (Merck.)

· Kalsium sulfat pa (Merck)
	· Kalsium klorida pa   (Merck)

· Magnesium klorida pa (Merck)

· Mangan (II) klorida pa (Merck)

· Medium antibiotik No. I (Bacto)

· Dinatriumetilendiamintetraasetat

· Natrium hidroksida (Merck)

· Pepton (Difco)

· Seng klorida kMerck)

· Sukrosa

· Tripton (Oxoid)

· Tris basa (Oxoid)

· L‑valin (Merck)


c. Non Kemikania.

	· Kasa

· Kapas
	· Kertas Aluminium

· Kertas Payung
	· Sumuran


2. Alat‑alat yang digunakan

	· Alat-alat gelas

· Autoclave

· Lampu busen

· Lemari pendingin (refrigerator dan freezer)
· Mikroskop (Nikon)

· Ose

· Oven pengering(Leec)

· Penganduk magnetik(Nouva II)
	· pH meter (Backmen)

· Pipet rnikro (Socorex) dengan tip

· Piring petri diameter, 10 cm


· Sentrifuge tabung ependorf
· (Cofuge 13 Heraseus       Sepatech)

· Spektrofotometer (Spectronic 21)

· Timbangan elektrik (Chyo JP2-160)

· Vortex (Ika VF2


3. Jalan penelitian 

a. Persiapan alat
Alat‑alat yang akan digunakan dicuci bersih, kemudian dikeringkan dalam eksikator. Kemudian dibungkus dengan kertas payung atau kertas alumunium. Untuk. erlenmeyer, tabung reaksi dan flakon terlebih dahulu disumbat dengan kapas berbalut kasa baru dibungkus dengan kertas alumunium atau kertas payung. Setelah itu semua alat disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC selama 20 menit.

b. Pesiapan media

1). Media kaldu nutrien. Media kaldu nutrien dibuat dengan cara melarutkan serbuk kaldu nutrien (NB=Nutrien Broth) dalam akuades sebanyak. 8 gram per liter. Kemudian larutan dibagi‑bagi dalam erlenmeyer kecil dan tiap erlenmeyer diisi larutan kaldu nutrien sebayak 10 ml, dan selanjutnya erlenmeyer ditutup dengan kapas berbalut kasa kemudian dibungkus dengan kertas alumunium. Langkah terakhir disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC selama 20 menit.

2). Media sporulasi (Sudibyo, 1911). Media sporulasi terdiri dari tiga bagian yang dibuat dengan cara sebagai berikut:

Kaldu sporulasi

Larutan mineral

ZnCl2 4 mg dan FeCI3 20 mg, dalam 4 ml air


0,25 ml larutan CuCl2.2H2O  9 mg/5 ml


0,25 ml larututan MnC12.4H2O  9 mg/5 ml


0,25 ml larutan Na2B4O7 10H2O  9mg/5 ml


0,25 ml larutan (NH4)6MO7O24.4H20 9  mg/5 ml

Larutan yang disiapkan terpisah:


‑ 4 ml Glukosa 50 % b/v
- 10 ml larutan CaCl2 1 M


‑ 2,5 ml basa tris 2 M pH 7
-
10 ml larutan MgCl2 1 M


‑ 1 ml larutan KH2PO4  0,5 9/6
-
2 ml larutan mineral


‑ 0,5 ml NaOH 1 N


Ketiga larutan disterilkan secara terpisah pada 121oC selama 20 menit. Campur saat panas, gojok homogen, bagikan dalam tabung steril. Tiap tabung berisi 5 ml. Dinginkan dalam posisi miring.
3). Media produksi. Media produksi terdiri dari media produksi kontrol dan media produksi perlakuan. Media produksi kontrol dibuat dengan komposisi sebagai berikut.:

‑
glukosa
0,5 %
‑
ekstrak ragi
0,25 %

‑
tripton
0,5 %
‑
EDTA
37,5 μ/ml

Media produksi perlakuan, sama dengan media produksi kontrol tetapi ditambah dengan praprekursor L‑valin dengan kadar 0,25%; 0,5%; 1,0%; dan 1,5%.

Semua bahan media produksi dilarutkan dalam akuades sebanyak 50 ml dan ditempatkan dalam erlenmeyer 250 ml dan pH ditetapkan 7,0 dengan penambahan NaOH dan HCl encer. Kemudian erlenmeyer ditutup dengan kapas berbalut kasa dilanjutkan dengan dibungkus dengan kertas alumunium, Langkah terakhir adalah disterikan dengan autoclave pada suhu 121oC selama 20 menit. Sterilisasi L‑valin dilakukan secara terpisah dan disterilkan kering (yang berbentuk serbuk dan dibungkus dengan kertas aluminium). Penambahan L‑valin pada media produksi dilakukan setelah mencapai fase Akhir eksponensial.

c. Penanaman dan pemeliharan biakan


Spora Sac erythraea RS‑19 iBHx’ dan spora Sac.erythraea ATTC 11635 ditumbuhkan dalam media kaldu nutrien. Kemudian diinkubasi pada suhu 28oC sampai terlihat ada pertumbuhan yang ditandai dengan adanya kekeruhan. Selanjutnya sebagian kecil dari media diamati di bawah mikroskop untuk mengetahui jika ada kontaminasi. Biakan yang bebas kontaminasi diinokulasikan dalam media sporulasi secara aseptis dan diinkubasikan kedalam inkubator sampai terlihat adanya pertumbuhan koloni Sac. erythraea. Setelah terbentuk, spora ditandai adanya warna putih/merah di atas koloni tersebut biakan disimpan dalam freezer. Seandainya akan digunakan spora dapat diambil dan ditumbuhkan dalam media kaldu nutrien.

d. Fermentasi dalam penggojok

1). Orientasi kadar penambahan praprekursor L‑valin. Spora Sac. erythraea RS‑19 iBHx’ dan spora Sac. erythraea ATTC 11635 dibiakkan dalam kaldu nutrien sebanyak 10 ml dalam erlenmeyer 50 ml. Setelah terlihat ada pertumbuhan dipindahkan ke dalam media produksi sebanyak 1 ml secara aseptis, kemudian difermentasikan dalam penggojok dengan kecepatan 200 rpm pada suhu 28oC selama 7 hari. Pengambilan sampel dilakukan tiap 2 kali sehari sebanyak 1 ml dan sampel ditampung dalam Eppendorf steril selama proses fermentasi berlangsung. Sampel diambil menggunakan pipet pastur steril, dan pada setiap pengambilan sampel dilakukan pemeriksaan mikroskopis untuk memantau adanya kemungkinan terjadi kontaminasi. Dari sampel yang diperoleh., dipisahkan antara sel dan media dengan cara disentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit. Media (supernatan) inilah yang digunakan untuk menetapkan potensi eritromisin, dan seandanya belum siap untuk uji hayati penetapan potensi eritromisin dapat disimpan di dalam freezer. Kadar optimum praprekursor ditentukan berdasarkan potensi eritromisin yang paling tinggi. Jika potensi belum maksimal kadar praprekursor dinaikkan hingga diperoleh potensi eritromisin yang maksimal.

2). Penetapan potensi eritromisin (Sudibyo. 1991).

(1). Pembuatan seri larutan eritromisin baku.

Hal pertama yang dilakukan adalah membuat dua macam larutan yaitu larutan A dan larutan B. Larutan A dibuat dengan melarutkan 5 mg eritromisin ke dalam 5 ml metanol dan ditempatkan dalam flakon steril, dan disimpan, dalam freezer. Larutan B dibuat dengan cara mengencerkan 1 ml larutan A dengan 9 ml larutan dapar fosfat pH 8,0 steril. Dari larutan B dibuat seri larutan eritromisin dengan kadar berturut‑turut 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 10.0; 20,0; 40,0 dan 80,0 (/ml eritromisin basa menggunakan dapar fosfat pH 8,0 steril dengan cara sebagai berikut:


Larutan 0,50 (/ml
: 0,025 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml


Larutan 1,00 (/ml
: 0,050 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml


Larutan 2,50 (/ml
: 0,125 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml


Larutan 5,00 (/ml
:
0,250 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml


Larutan 10,0 (/ml
: 0,50 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml 


Larutan 20,0 (/ml
: 1,0 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml 


Larutan 40,0 (/ml
: 2,0 ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml 


Larutan 80,0 (/ml
:
ml larutan B diencerkan menjadi 5,0 ml 

Pcngenceran dilakukan dengan menambahkan larutan dapar fosfat pH 8,0. Sedangkan dapar fosfat pH 8,0 dibuat dengan cara melarutkan :

‑ KH2PO4 

1,046 gram

‑ K2HPO4 

3,346 gram

dalam 1 liter aquades. Larutan ditetapkan pH‑nya menjadi pH 8,0 dengan larutan NaOH HCl encer dan disterilkan dengan autoclave pada suhu 121oC selama 20 menit.

(2) Membuat media antibiotik No 1.

Media antibiotik No 1 dibuat dengan konsentrasi 7 g dalam 400 ml aquades dan pH ditetapkan menjadi 8,0 pada pH-meter dengan penambahan NaOH dan HCl encer dengan autoclave pada suhu 121oC selama 20 menit. Sementara itu AM suspensi Sarcina Lutea pada larutan kaldu nutrien dengan dibuat sedemikan rupa mempunyai serapan 0,500 pada panjang gelombang 600 nm sebanyak 2 ml. Dan apabila temperatur media antibiotik kira‑kira + 40oC, suspensi Sarcina lutea dicampurkan dengan media antibiotik. Setelah itu dibagikan ke dalam piring petri steril masing‑masing sebanyak 10 ml kemudian dibiarkan memadat. Dan setelah memadat siap digunakan untuk uji hayati penetapan potensi eritromisin.

(3). Membuat kurva baku eritromisin.

Pada media antibiotik yang telah memadat dipasang sumuran steril, kemudian larutan seri yang telah dibuat diteteskan pada sumuran tersebut sebanyak, 20 (l menggunakan mikropipet steril. Kemudian media uji diinkubasi pada suhu 30oC selama 40 jam dan diukur diameter hambatan pertumbuhan S. lutea. Kemudian dari hasil pengukuran dibuat kurva hubungan antara log kadar versus diameter hambatan. Berdasarkan persamaan garis linier hubungan tersebut kadar eritromisin sampel dapat ditetapkan.

(4). Menetapan kadar eritromisin sampel.


Sampel yang telah dipisahkan antara sel dan medianya dikeluarkan dari freezer dan dibiarkan suhu sampel mencapai suhu kamar. Kemudian larutan sampel diteteskan pada sumuran di media antibiotik yang telah memadat. Dan setelah diinkubasi selama 40 jam pada suhu 30oC diameter hambatan diukur. Kadar eritromisin sampel ditentukan dengan memplotkan diameter hambatan sampel pada kurva baku eritromisin.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dimulai dari suatu hasil penelitian yang dilakukan oleh Chrisnayanti (1996) yang melaporkan bahwa pada fermentasi mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx' dengan penambahan (natrium) suksinat memberikan produksi eritromisin yang lebih tinggi dibandinkan dengan penambahan praprekursor protein.

Hal ini sangatlah janggal, pemikiran yang mungkin terjadi pada fenomena tersebut mestinya memberikan hasil yang sebaliknya, yaitu bahwa dengan penambahan praprekursor lemak. Hal ini disebabkan karena mutan Sac. Erythroea RS-19 iBHx’ mempunyai ketahanan yang lebih tinggi terhadap senyawa analog L-valin; (-amino-iso butirat hidroksamat yang berati  mutan tersebut mempunyai kandungan L-valin lebih tinggi dari tipe liarnya, dan dengan demikian mampu menaikkan produksi eritromisin dibandingkan dengan induknya, yaitu sampai 318 %. Fenomena ini menimbulkan asumsi bahwa Sac. Erythroea RS‑19 iBHx' telah mengalami kerusakan pada sistem regulasi biosintesis L-valin sehingga dapat mengakumulasi L-valin dalam jumlah yang lebih banyak dibanding induknya, yang akhirnya mampu menghasilkan eritromisin yang lebih tinggi. Untuk mengetahui hubungan antara biosintesis L-valin biodegradasi L-valin dan pembentukan eritromisin, dapat dilihat pada Gambar berikut ini :


Regulasi 1


Biosintesis L‑valin diatur oleh mekanisme regulasi feed back repression (represi umpan balik) dan feed back inhibition (inhibisi umpan balik) (regulasi 1 Gambar 1). Dalam sistem regulasi feed back repression, apabila L‑vafin yang terbentuk sudah berlebihan, maka akan terjadi penghambatan transkripsi biosintase L-valin, sedangkan sistem regulasi feed back inhibition dimana L‑vafin yang berlebihan akan menghambat kerja enzim biosintesis L-valin pada salah satu sisi aktifnya sehingga enzim tersebut tidak mampu menjalankan fungsinya. Dengan demikian L‑valin yang diproduksi selalu berada dalam konsentrasi yang konstan. Oleh karena itu apabila terjadi kerusakan pada sistem regulasi‑1 tersebut, maka L-valin akan terus‑menerus diproduksi, sehingga mikro organisme akan mengakumulasi L‑valin dalam jumah yang banyak, dan sebagai akibatnya mikroba akan mampu memproduksi eritromisin dalam titer tinggi.

Sistem regulasi yang sama terjadi pada pada proses biosintesis eritromisin. Di sini terjadi mekanisme regulasi umpan balik agar konsentrasi eritromisin yang dihasilkan selalu tetap (tidak berlebihan) (regulasi‑2 Gambar 1). Eritronolid B, adalah senyawa antara yang mampu menghambat enzim hidroksilase C‑6 yang mengkatalisis pembentukan cincin lakton eritromisin. Enzim metiltransferase yang mengkatalisa pembentukan eritromisin A dari eritromisin C dapat dihambat pula oleh eritromisin A sebagai produk akhir. Begitu pula pembentukan eritromisin B dari eritromisin D juga dikatalisis oleh enzim metiltransferase yang dapat dihambat oleh eritromisin B. Oleh karena itu, apabila mutan Sac. erythroea  RS​-19 iBHx' mengalami kerusakan pada regulasi‑2, maka ia akan memproduksi eritromisin lebih tinggi dibanding dengan induknya.

Dengan memperhatikan sistem regulasi seperti tertera pada Gambar 1, maka kemungkinan mutan Sac. erythroea RS‑19 iBHx’ telah mengalami kerusakan regulasi biosintesisnya karena pada kenyataannya mampu memproduksi eritromisin yang lebih tinggi dari pada induknya (Jenie, et al, 1995; Jenie & Sudibyo, 1996). Untuk mengetaliui sistem regulasi mana yang mengalami kerusakan, maka Chrisnayanti (1996) telah melakukan fermentasi terhadap mutan tersebut dengan penambahan praprekursor eritromisin baik dari golongan lemak (suksinat dan minyak kelapa sawit), golongan protein (pepton dari tepung kedelai) maupun golongan karbohidrat (sukrosa dan tepung tapioka.). Hasil penelitian menunjukkan bahwa telah terjadi kerusakan pada sistem regulasi‑2 pada mutan Sac. Erythraea RS‑ 19 iBHx’ telah mengalami kerusakan ini didasarkan pada hasil penelitian yang menunjukkan bahwa dengan pemberian praprekursor suksinat, dicapai kenaikan produksi eritromisin tertinggi dibandingkan dengan peambahan praprekursor pada protein maupun karbohidrat, yaitu sebesar 596,17 %. Sedangkan kerusakan pada regulasi‑1 belum bisa dibuktikan kebenarannya, karena seandainya terjadi kerusakan pada kedua mekanisme regulasi tersebut maka yang memberikan produksi eritromisin tertinggi adalah dengan penambahan praprekursor golongan protein.

Dengan adanya hasil itu, maka mengundang keinginan untuk meneliti lebih lanjut tentang sistem regulasi‑1 ini. Kemudian untuk mengetahui adanya kerusakan pada regulasi ‑ 1 tersebut dilakukan penelitian dengan penambahan asam amino L-valin langsung pada proses fermentasi, mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx'. Apabila terjadi kenaikan produksi eritromisin yang berarti pada proses fermentasi di atas, maka dapatlah disimpulkan bahwa mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx' mengalami kerusakan juga pada sistem mekanisme regulasi‑l (Gambar 1).

Penelitian dilakukan dalam dua tahap, tahap pertama adalah orientasi profil pertumbuhan Sac. erythraea RS‑19 iBHx’. Profil pertumbuhan diperoleh dengan membuat grafik hubungan antara berat sel kering (BSK) versus waktu. BSK didapat dari pengeringan sel dari fermentasi dalam penggojok yang pengambilan sampelnya dilakukan tiap 6 jam sekali agar diperoleh data yang cukup untuk menggambarkan fase‑fase dalam pertumbuhan Sac. erythraea RS‑19 iBHx’.



Profil penumbuhan Sac. Erythraea RS‑19‑iBHx' pada Gambar 2 terlihat kurva yang tidak lurus, hal ini disebabkan saat pengambilan sampel untuk masing‑masing, jam dapat tepat sama dalam menghomogenkan antara sel dengan media fermentasi karena dilakukan secara manual, selain koloni sel yang terbentuk berupa granul. Walaupun begitu, kurva tersebut sudah dapat memberikan gambaran fase‑fase yang ada dari pertumbuhan sac. erythraea RS‑19 iBHx’.


Dari Gambar 2 terlihat bahwa fase eksponensial berakhir pada jam ke-54 dan pada saat pula fase stasioner dimulai. Jam ke‑54 ini sangat penting karena pada waktu inilah saat yang tepat untuk penambahan L-valin pada media fermentasi. Penambahan L-valin dilakukan 
pada akhir fase eksponensial atau pada awal fase stasioner, oleh karena L‑valin yang ditambahkan hanya ditujukan/dimaksudkan untuk pembentukan metabolit sekunder. L-valin 
merupakan molekul sederhana, yang dengan mudah dapat digunakan oleh mikro organisme 
untuk proses metabolisme. Apabila L‑valin ditambahkan pada waktu awal fermentasi, L‑valin akan digunakan oleh mikroorganisme untuk proes metabolisine primer.

Fermentasi dilakukan terhadap Sac. erythraea RS‑19 iBHx’ dengan penambahan praprekursor L‑valin dengan berbagai variasi kadar yang berbeda yaitu 0%; 0,25%; 0,50%; 1.00%. dan 1,50%. Trayek kadar ini ditambahkan karena mutan tersebut tahan terhadap analog L‑valin sampai kadar 0,4%. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahuui pada kadar praprekursor berapa memberikan produksi eritromisin yang tertinggi. Sebagai kontrol adalah penambahan L-valin dengan kadar 0%, Kemudian untuk menghitung kadar eritromisin dari sampel‑sampel digunakan kurva baku eritromisin, yaitu hubungan antara log kadar eritromisin baku dengan diameter hambatan yang ditimbulkan pada uji hayati dengan bakteri Sarcina lutea ATCC 9431. Adapun grafik kurva baku eritromisin tertera pada Gambar 3 berikut ini:

Ternyata dengan praprekusor L‑valin 0,50% memberikan produksi eritromisin yang, tertinggi yaitu mencapai kadar 12,05 μg/ml atau mengalami kenaikan sebesar 1.98,38% yang dicapai pada jam ke‑137. Grafik produksi eritromisin dalam fermetasi penggojok Sac. Erythraea RS-19-iBHx’ dengan berbagai kadar L‑valin yang ditambahkan terlihat pada gambar 4.


Jika hasil ini dibandingkan dengan hasil produksi eritromisin oleh mutan Sac. erythraea, RS‑19 iBHx’ penambahan suksinat (Chrisnayanti, 1996), maka peningkatan produksi dengan penambahan L‑valin tidakah cukup bermakna, karena kenaikan ini sangat kecil dibandingkan dengan kenaikan eritromisin pada penambahan suksinat, yaitu sampai sebesar 596,17 %. Tetapi jika dibandingkan dengan kontrol maka kenaikan produksi tersebut cukup besar. Lebih lanjut jika kita melihat perbandingan produksi eritromisin pada mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx’ dan induk Sac. erythraea ATCC 11635 dengan penambahan kadar sama L‑valin 0,5 menunjukkan bahwa: mutan memproduksi eritromisin lebih tinggi (dengan kenaikan produksi sekitar 116,5711%,). Produksi eritromisin Sac. erythraea induk lebih rendah meskipun mendapat penambahan 0,5% L‑valin. Hal ini disebabkan karena didalam Sac. erythraea induk regulasi biosintesis L‑valin masih normal sehingga penambahan L‑valin diimbangi dengan penurunan produksinya, sehingga kadar L‑valin dalam sel relafif konstan. Akibatnya produksi eritromisin dari L‑valin konstan. Oleh karena itu bisa dikatakan bahwa pada mutan dengan penambahan praprekursor L-valin langsung pada media fermentasi, membuktikan bahwa mutan Sac. eiythraea RS‑19 iBHx’ mampu mengakumulasi L‑vafin lebih tinggi yang ditandai dengan produksi eritromisin yang lebih tinggi yang juga berarti mutan mengalani kerusakan sistem regulasi biosintesis L‑valin (Regulasi 1 pada Gambar 1). Hal ini juga semakin membuktikan bahwa memang α amino-iso butirat hidrosamat (iBHx) cukup peka sebagai senyawa analog L‑valin. Grafik produksi dari eritromisin dari fermentasi mutan Sac. erythraea. RS‑19 iBHx' dan induk, Sac. erythraea ATCC 11635 dapat dilihat pada Gambar 5.


KESIMPULAN DAN SARAN

1. Kesimpulan

a. Dengan penambahan praprekursor L‑valin pada fermentasi mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx' dapat meningkatkan produksi eritromisn sampai kadar 12,05 μg/ml ke‑137 dan ineqppai keiiaikwi kador sebesar 198,38%

b. Terjadi kerusakan pada regulasi biosintesis L-valin.

2. Saran 

Penelitian tentang kadar L‑valin dalam sel mutan Sac. erythraea RS‑19 iBHx'

masih perlu dilanjutkan.
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Keterangan gambar:


Regulasi �1 : Regulasi biosintesis L�valin


Regulasi �2 : Regulasi biosintesis eritromisin





Gambar 1. Skema gambaran biosintesis L-valin, biodegradasi L-valin dan biosintesis eritromisin





Regulasi 2





Gambar 2. Profil pertumbuhan Saccharopolyspora erythraea RS-19 iBHx’ pada fermentasi dalam penggojok





Gambar 3. Kurva Baku Eritromisin





Gambar 4. Grafik kadar eritromisin dalam fermentasi penggojok Saceharopolyspora erythraea RS-19 iBHx’dengan berbagai kadar L-valin





e,rythraea RS�19�IBMe dengan berbagai kadar L�valin








Gambar 5. Grafik produksi eritromisin pada fermentasi mutmi Sac. erythraea RS�19 iBHx’ dan induk Sac. erythraea ATCC 11635 dengan penambahan L�valin 0.5 %











