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ABSTRAK

OPTIMASI EKSPRESI ENZIM REKOMBINAN PFU DNA POLIMERASE
PADA SISTEM EKSPRESI ESCHERICHIA COLI BL21
DENGAN AGEN PENGINDUKSI ISOPROPIL-B-D-
TIOGALAKTOPIRANOSIDA (IPTG)

Oleh:

Arfena Rizgi Amalia
20106030060

Dosen Pembimbing:
Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech.

Pfu polimerase merupakan enzim DNA Polimerase yang berasal dari
Pyrococcus furiosus. Enzim ini memiliki tingkat fidelitas yang tinggi, sehingga
sangat ideal untuk digunakan dalam proses PCR yang membutuhkan hasil dengan
ketelitian tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi optimal IPTG
yang dapat menghasilkan ekspresi protein rekombinan Pfu polimerase secara
maksimal pada sistem ekspresi Escherichia coli BL21 star (DE3) dengan
menggunakan plasmid pD451-SR.

Optimasi ekspresi Pfu polimerase diawali dengan optimasi konsentrasi
IPTG dilanjutkan dengan optimasi waktu induksi dan kepadatan sel sebelum
induksi. Variasi konsentrasi IPTG yang digunakan adalah 0,1 mM; 0,2 mM; 0,4
mM; 0,8 mM; dan 1,6 mM. Variasi waktu induksi yang digunakan adalah 0 jam; 6
jam; 12 jam; dan 24 jam. Sedangkan, variasi kepadatan sel sebelum induksi yang
digunakan adalah OD 0,4; OD 0,6; OD 0,8; dan OD 1,0.

Pengujian optimasi ekspresi enzim Pfu polimerase didasarkan pada hasil
analisis menggunakan SDS-PAGE. Tebal pita yang terlihat pada gel SDS-PAGE
menggambarkan konsentrasi protein rekombinan, di mana pita yang lebih tebal
menunjukkan konsentrasi protein yang lebih tinggi. Hasil visualisasi pita kemudian
dianalisis menggunakan Gel Analyzer untuk menentukan konsentrasi IPTG yang
memberikan ekspresi protein paling tinggi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Pfu polimerase berhasil diekspresikan secara optimal dengan menggunakan
konsentrasi IPTG 0,4 mM, waktu induksi selama 12 jam dan kepadatan sel sebelum
induksi pada OD 0,4 dengan nilai rata-rata konsentrasi protein yield yang diperoleh
sebesar 0,1323 g/L.

—

Kata Kunci: Ekspresi gen, E. coli, Pfu DNA polimerase, IPTG
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ABSTRACK

OPTIMIZATION OF RECOMBINANT ENZYME EXPRESSION PFU
DNA POLYMERASE IN ESCHERICHIA COLI EXPRESSION SYSTEM
USING ISOPROPYL-B-D-THIOGALACTOPYRANOSIDE (IPTG)
INDUCER AGENT

By:

Arfena Rizgi Amalia
20106030060

Advisor:
Dr. rer. medic. Esti Wahyu Widowati, M.Si., M.Biotech.

Pfu polymerase is a DNA polymerase enzyme derived from Pyrococcus
furiosus. This enzyme has a high fidelity rate, making it ideal for use in PCR
processes that require high accuracy. This study aimed to determine the optimal
IPTG conditions for maximizing recombinant Pfu polymerase protein expression
in the Escherichia coli BL21 Star (DE3) expression system using the pD451-SR
plasmid.

Optimization of Pfu polymerase expression began with optimizing IPTG
concentration, followed by optimizing induction time and cell density prior to
induction. The IPTG concentrations used were 0,1 mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,8 mM;
and 1,6 mM. The induction times tested were O hours; 6 hours; 12 hours; and 24
hours. Meanwhile, the cell density variations before induction were OD 0,4; OD
0,6; OD 0,8; and OD 1,0.

The optimization of Pfu polymerase enzyme expression was evaluated
based on SDS-PAGE analysis. The thickness of the bands observed on the SDS-
PAGE gel reflected the concentration of recombinant protein, with thicker bands
indicating higher protein concentrations. The visualized bands were then analyzed
using Gel Analyzer software to determine the IPTG concentration that resulted in
the highest protein expression. The results showed that Pfu polymerase was
successfully expressed optimally using 0.4 mM IPTG, an induction time of 12
hours, and a cell density before induction of OD 0.4, with an average protein yield
concentration of 0.1323 g/L.

—

Keywords: Gene expression, E. coli, Pfu DNA polymerase, IPTG
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan salah satu inovasi
bioteknologi yang banyak digunakan dalam riset biologi molekuler untuk
menggandakan fragmen DNA secara eksponensial menjadi ribuan hingga jutaan
salinan (Kusnadi, et al., 2022). Metode ini sangat efektif untuk analisis genetik dan
memiliki beragam aplikasi, termasuk di bidang medis, forensik, serta pertanian.
Misalnya, Purwanita dan Natsir (2021) memanfaatkan PCR untuk mendeteksi virus
hepatitis C, sementara Kusumah, et al. (2022) menggunakannya untuk
mengidentifikasi Nucleopolyhedrovirus pada larva Helicoverpa armigera di
tanaman jagung yang dapat mendukung petani dalam pengendalian patogen yang
lebih efisien.

Prinsip kerja dari teknik PCR membutuhkan beberapa komponen utama, di
antaranya, yakni primer, dNTP (nukleotida), dH20, buffer PCR, DNA template,
dan enzim DNA Polimerase (Puspitaningrum, et al., 2018). Enzim DNA
Polimerase pada teknik PCR berfungsi untuk mensintesis DNA dari arah 5’ (ujung
5’-fosfat) ke arah 3° (ujung 3’-OH). Ketika enzim DNA Polimerase membaca untai
templat DNA, enzim tersebut akan menambahkan dNTP yang sesuai untuk
ditambahkan ke ujung 3°-OH dari rantai DNA yang sedang tumbuh (Elnifro, et al.,
2000).

Taq polimerase adalah enzim yang sering digunakan dalam PCR karena

kemampuannya memperpanjang rantai DNA secara cepat pada suhu tinggi (sekitar



72°C). Namun, enzim ini memiliki fidelitas rendah karena tidak memiliki aktivitas
proof-reading, sehingga tidak dapat memperbaiki kesalahan selama sintesis DNA.
Dalam penelitian yang memerlukan hasil PCR dengan akurasi tinggi, seperti
kloning DNA, sekuensing, atau ekspresi gen, penggunaan enzim dengan fidelitas
tinggi sangat penting. Salah satu alternatif enzim DNA polimerase yang sering
digunakan adalah Pfu polimerase, yang memiliki aktivitas proof-reading yang jauh
lebih baik daripada Taq polimerase (Sunarno, 2015).

Pfu polimerase merupakan enzim yang memiliki aktivitas proof-reading
tinggi yang disebabkan oleh adanya aktivitas 3’— 5’ eksonuklease, memungkinkan
enzim untuk menghilangkan nukleotida yang salah dimasukkan dan menggantinya
dengan yang benar (Cline, et al., 1996). Selain itu, Pfu juga memiliki tingkat
kesalahan yang lebih rendah dibandingkan dengan enzim DNA polimerase lainnya
yang juga memiliki kemampuan proof-reading, seperti Vent, Deep Vent, Pwo, dan
UlTma. Tingkat kesalahan Pfu bahkan dapat 2 hingga 30 kali lebih rendah
dibandingkan dengan enzim-enzim proof-reading lainnya (Lu dan Erickson, 1997).

Kelompok Riset Enzim Ekstremofil dari Pusat Riset Mikrobiologi Terapan
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) telah berhasil mengembangkan enzim
rekombinan Pfu polimerase dengan cara optimalisasi ekspresi kodon menggunakan
induser IPTG diperoleh protein murni Pfu polimerase dengan konsentrasi sebesar
26,8 mg/L (Nuryana, et al., 2023). Meskipun demikian, masih terdapat aspek lain
yang memerlukan optimasi lebih lanjut, seperti penggunaan IPTG sebagai induser.

Optimasi lebih lanjut diperlukan karena penggunaan IPTG sebagai induser



memiliki beberapa kekurangan, seperti biaya yang relatif tinggi dan potensi
toksisitas terhadap sel inang yang dapat memengaruhi efisiensi produksi enzim.

Optimalisasi penggunaan IPTG sebagai induser ekspresi gen memiliki
peran penting dalam produksi protein skala besar. Penggunaan IPTG yang tidak
tepat dapat menurunkan produksi protein. Konsentrasi yang terlalu tinggi
menyebabkan toksisitas dan stres, sedangkan konsentrasi yang terlalu rendah
menghambat induksi sel. Waktu induksi juga berpengaruh, dimana waktu induksi
yang terlalu singkat atau lama dapat mengurangi hasil ekspresi gen. Induksi
optimal biasanya dilakukan pada OD600 0,4-0,6, yakni saat E. coli berada di fase
eksponensial, sehingga memungkinkan ekspresi tanpa stres berlebih (Tamerler, et
al., 1998; Briand, et al., 2016). Optimalisasi penggunaan IPTG sebagai agen
penginduksi atau induser untuk ekspresi protein rekombinan Pfu polimerase akan
sangat membantu dalam meningkatkan efisiensi waktu dan biaya produksi protein
dalam skala besar.

Penelitian ini akan mengeksplorasi pengaruh konsentrasi IPTG, waktu
induksi, dan kepadatan sel (ODeoo) terhadap produksi protein rekombinan Pfu
polimerase. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi landasan penting
dalam pengembangan produksi protein rekombinan Pfu polimerase yang efisien,
ekonomis, dan berkualitas tinggi, yang sangat diperlukan untuk aplikasi penelitian
dan industri.

B. Batasan Masalah
Berdasarkan identifikasi masalah maka batasan masalah dalam penelitian

ini sebagai berikut :



1. Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini merupakan hasil kloning
dari bakteri Pyrococcus furiusos yang diekspresikan pada sistem ekspresi
bakteri E. coli BL21 star (DE3) dan diproduksi oleh Pusat Riset Mikrobiologi
Terapa BRIN.

2. Optimasi dilakukan untuk penggunaan Isopropil-3-D-tiogalaktopiranosida
(IPTG) sebagai induser dalam ekspresi protein rekombinan Pfu polimerase pada
skala laboratorium, meliputi tiga parameter: konsentrasi IPTG, waktu induksi,
dan kepadatan sel sebelum induksi.

3. Analisis hasil penelitian ini hanya akan menilai keberhasilan optimasi
berdasarkan yield protein rekombinan yang dihasilkan.

C. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang dan batasan masalah yang telah diuraikan maka
rumusan masalah dalam penelitian ini sebagai berikut: Bagaimana konsentrasi

IPTG, waktu induksi dan kepadatan sel sebelum induksi yang optimum dalam

produksi enzim rekombinan Pfu polimerase?

D. Tujuan Penelitian

Tujuan Tujuan dari rumusan masalah tersebut adalah untuk mengetahui
konsentrasi IPTG, waktu induksi dan kepadatan sel sebelum induksi yang optimum

dalam produksi enzim rekombinan Pfu polimerase.

E. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kondisi optimal
produksi protein rekombinan Pfu polimerase yang menggunakan IPTG sebagai

inducer, dengan memvariasikan parameter konsentrasi IPTG, waktu induksi, dan



OD600 sebelum induksi. Hasil dari penelitian ini penting sebagai landasan untuk
produksi protein Pfu dalam skala yang lebih besar, serta bagi industri dalam
mengembangkan produksi protein rekombinan Pfu polimerase secara lebih efisien

dan optimal.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diketahui bahwa konsentrasi
IPTG sebesar 0,4 mM, waktu induksi selama 12 jam, dan kepadatan sel sebelum
induksi pada OD 0,4 adalah kondisi optimal untuk produksi enzim rekombinan Pfu
polimerase menggunakan sel inang E. coli BL21 star (DE3) dan plasmid pD451-

SR sebagai vektor ekspresi.

B. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan agar
eksplorasi waktu induksi dilakukan dengan durasi lebih singkat, seperti 1 atau 2
jam. Penelitian lanjutan hingga tahap pemurnian enzim juga diperlukan untuk
mengetahui konsentrasi murni enzim Pfu polimerase yang dihasilkan. Selain
mengevaluasi kuantitas ekspresi, penting juga menilai kualitas enzim, misalnya
dengan mengukur aktivitasnya menggunakan RT-PCR. Langkah ini dapat
membantu menentukan apakah optimasi memengaruhi tidak hanya jumlah protein,

tetapi juga kemurnian dan fungsionalitas enzim.
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