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Sambutan Rektor Unpad

Seminar Nasional MIPA 2014
“Peran Ilmu Dasar dalam Menunjang Pembangunan Berwawasan Lingkungan”

Bale Sawala, 18 Oktober 2014

Assalamu’alaikum wr. wb.

Puji dan syukur senantiasa kita panjatkan kehadirat Illahi Rabbi yang telah melimpahkan rahmat dan
hidyah-nya, ilmu, kesehatan, keselamatan, umur dan rezeki kepada kita semua.

Alhamdulillah pada hari yang berbahagia ini, kita dapat berkumpul bersama dalam acara Seminar
Nasional MIPA 2014 dengan tema “Peran Ilmu Dasar dalam Menunjang Pembangunan
Berwawasan Lingkungan”

Universitas Padjadjaran sebagai salah satu perguruan tingi besar yang ada di Indonesia, senantiasa
berusaha meningkatkan kualitas pendidikan dan penelitian diberbagai bidang. Peningkatan kualitas
tersebut merupakan bagian dari proses kemajuan seiring dengan dinamika masyarakat yang bergerak
sangat cepat.

Oleh karena itu, saya melihat bahwa Seminar Nasional ini merupakan langkah nyata dalam upaya
meningkatkan kualitas para dosen dan peneliti kita untuk memberikan kontribusi kepada bangsa dan
masyarakat. Bertemunya para ilmuwan yang berkecimpung dalam bidanga MIPA dari berbagai
perguruan tinggi dan institusi ilmiah di tanah air merupakan jembatan terjalinnya interaksi komunikasi
dan diseminasi ilmiah yg lebih baik.

Saya berharap, Seminar Nasional ini dapat menghasilkan pemikiran dan pemahaman rumusan nyata
dalam pembangunan ilmu pengetahuan khususnya yang berkenaan dengan ilmu dasar MIPA.
Disamping itu, dengan semangat kebersamaan antar para ilmuwan, kegiatan ini dapat menjadi sarana
untuk menjalin kerjasama dalam upaya memberdayakan dan melestarikan potensi sumber daya alam
Indonesia untuk pembangunan nasional berkelanjutan yang berwawsan lingkungan.

Saya ucapkan selamat melaksanakan Seminar Nasional ini kepada para peserta dari seluruh Indonesia.

Saya mengucapkan terima kasih kepada semua pihak yang telah mendukung suksesnya acara ini,

Terima Kasih,

Billahitaufik Walhidayyah
Wassalamu’alaikum wr. wr.

Rektor,
Prof. Ganjar Kurnia
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Sambutan Ketua Panitia Seminar Nasional MIPA 2014

Selamat Datang di SEMNAS MIPA 2014

Pada pagi yang cerah ini, izinkanlah saya mengucapkan selamat datang kepada semua peserta Seminar
Nasional MIPA 2014 di Gedung Rektorat Kampus Unpad Jatinangor. Dalam satu hari ini kita akan
bersama-sama berbagi hasil-hasil penelitian di bidang MIPA yang terdiri atas Matematika, Kimia,
Fisika, Biologi, Statistika, Geofisika dan Teknik informatika serta bidang ilmu terkait lainnya, dengan
harapan adanya komunikasi ilmiah antar peneliti dari berbagai universitas dan instansi ilmiah dapat
menigkatkan kualiatas dan kuantitas pendidikan dan dalam rangka pemanfaatan sumber daya alam
untk pembangunan berkelanjutan yang berwawasan lingkungan. Disamping itu, Seminar Nasioanl ini
diharapkan juga dapat menjalin kerjasama antar peneliti bidang MIPA di seluruh Indonesia.

Seminar Nasional MIPA 2014 yang diselenggarakan oleh Fakultas MIPA Unpad sebagai rangkaian
acara Dies MIPA Unpad ke 56 di kampus Unpad Jatinangor.

Kegiatan seminar ini diikuti oleh 154 pemakalah yang terdiri atas 4 pembicara tamu, 95 presentasi oral
dan 55 presentasi poster yang berasal dari perguruan tinggi dan institusi penelitian di Indonesia. Selain
itu, hari ini juga dilaksanakan hasil penelitian dan produk kreatifitas mahasiswa MIPA Unpad yang
lolos pada kegiatan PIMNAS tahun 2014. Dalam kesempatan ini kami mengucapkan terima kasih
kepada seluruh peserta dari seluruh Indonesia atas partisipasinya pada Seminar ini.

Ucapan terima kasih juga kami ucapkan kepada MIPAnet, Himpunan Matematika Indonesia,
Himpunan Kimia Indonesia, Konsorsium Biologi Indonesia, Himpunan Fisika Indonesia, Forum
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Abstrak
Lem fibrin merupakan biomaterial perekat yang menggunakan trombin, fibrinogen dan faktor
XIII sebagai bahan utama. Bahan ini dapat diterapkan untuk mengganti teknik jahitan pasca
operasi. Dalam studi ini, kami mendesain dan mengkonstruksi gen prethrombin-2 (pt2) manusia,
yang merupakan prekursor trombin. Gen pt2 difusikan dengan suatu tag pada posisi N
terminalnya, yang mengandung urutan pengode intein diikuti oleh domain pengikat kitin, yang
bermanfaat untuk proses pemurnian. Proses pemotongan pt2 dari tag diinduksi melalui perubahan
pH/ suhu. Kodon pt2 dirancang sesuai dengan kodon preferensi Escherichia coli. Gen pt2
dirancang menggunakan software OPTIMIZER dengan penambahan dua sisi restriksi pada ujung
5' dan 3' nya, yaitu berturut-turut BamHI dan XhoI, selanjutnya dikloning menggunakan vektor
pMAT dalam E. coli. Selanjutnya fragmen pt2 diligasi ke vektor ekspresi pTWIN1 untuk E.coli.
Hasil karakterisasi gen pt2 dalam pTWIN1 menggunakan metoda sequensing DNA
memperlihatkan bahwa gen pt2 hasil rancangan sudah berhasil dikloning. Dengan demikian, gen
pt2 hasil kloning ini dapat digunakan sebagai bahan awal untuk ekspresi PT2 dalam inang E. coli.

Kata Kunci: pretrombin-2, trombin, lem fibrin, kodon preferensi, Escherichia coli

1. Pendahuluan
Metode untuk menutup luka pasca operasi

menggunakan teknik jahitan, merupakan
standar emas yang umum digunakan. Walaupun
merupakan standar emas, teknik ini menimbulkan
beberapa permasalahan, seperti waktu
penyembuhan luka berlangsung lama, proses
pembedahan yang lebih panjang, trauma tambahan
(pemasangan dan pencabutan benang),
meningkatnya inflamasi, serta kemungkinan
timbulnya komplikasi yang berhubungan dengan
jahitan berupa infeksi (Enus et al., 2011).

Lem Fibrin (LF) pengganti teknik jahitan
memiliki kemampuan untuk merekatkan dan
menutup luka. LF sebagai bahan bioadesif, tersusun
atas trombin, fibrinogen, kalsium dan faktor XIII.
Bahan ini dirancang untuk menyerupai tahap akhir
koagulasi dengan membentuk bekuan fibrin. LF
digunakan sebagai bahan hemostatis yang
menghentikan pendarahan dari celah insisi, matriks
untuk penyembuhan luka dan perekat jaringan.
(Spotnitz & Prabhu, 2005).

Meskipun luas penggunaannya, LF yang di
dapat secara komersial relatif mahal, sehingga tidak
ekonomis. LF komersial ini mengandung protein
plasma yang dimurnikan dari sumber darah lain,
yang beresiko terjadinya kontaminasi patogen
secara bersamaan dengan perawatan. Untuk
membuat LF diperlukan sumber bahan yang lebih
berlimpah dan lebih aman. Saat ini, trombin pada
LF komersial biasanya terbuat dari plasma beku
segar sapi (Kaufman et al., 2003). LF komersial
sebagai pengganti jahitan memberikan banyak
keuntungan, yaitu operasi lebih nyaman, lebih cepat
dan dapat terhindar kerugian akibat jahitan (Koranji
et al., 2004). Sampai saat ini LF komersial untuk
operasi mata belum tersedia di Indonesia, sehingga
harus diimpor dengan harga yang sangat mahal dan
perlu penyimpanan secara khusus. Permasalahan
lain yang muncul adalah belum adanya izin khusus
dari Food and Drug Administration untuk
pemakaian LF komersial pada operasi mata, terkait
transmisi penyakit karena terbuat dari plasma donor
(Enus et al., 2009).
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Penggunaan yang luas dari E. coli sebagai
inang dalam produksi protein rekombinan
disebabkan oleh karena sifatnnya yang dapat
tumbuh cepat dengan siklus hidup pendek,
informasi dan karakter genom yang sudah lengkap
sehingga mudah dimanipulasi, biaya produksi
relatif murah, tingkat ekspresi protein target tinggi,
cepat, dan teknologinya sudah mapan (Cabrita et
al., 2006). Namun, dibalik keuntungan yang
disebutkan di atas, inang ini juga memiliki
kelemahan, seperti fenomena bias kodon (Sorensen
& Mortensen, 2005), dan potensi menghasilkan
protein agregat kompleks tidak aktif yang lazim
dikenal sebagai badan inklusi (Freydell et al.,
2007).

Strategi pertama yang perlu dilakukan untuk
mengatasi kelemahan yang disebutkan di atas
adalah dengan melakukan optimasi kodon gen
target terhadap preferensi kodon inang (Gustafsson
et al., 2004). Strategi ini bertujuan untuk mengatasi
rendahnya ekspresi protein dari gen target. Proses
optimasi ini dilakukan dengan cara merubah kodon
pengkode asam amino tertentu yang berasal dari
sumber lain menjadi kodon dengan frekuensi tinggi
di inang ekspresi. Tingkat ekspresi gen yang
mengandung kodon hasil optimasi lebih tinggi
daripada gen yang mengandung kodon tidak
teroptimasi (Wang et al., 2010). Hasil ekspresi gen
meningkat setidaknya tiga kali lipat dengan
optimasi kodon (Zhou et al., 2004). Strategi kedua
adalah memanfaatkan teknologi gen sintetik
berdasarkan kemampuan mengubah bias kodon dari
gen target menjadi cocok dengan kodon preferensi
inang rekombinan (Graslund et al., 2008).
Keuntungan lain dari teknologi ini adalah
efektifitas dan efisiensi yang tinggi dibandingkan
dengan proses isolasi sendiri, serta terhindar dari
transmisi penyakit dan reaksi alergi (Hughes et al.,
2011).

2. Metode
Penelitian ini menggunakan metode kualitatif,

bersifat eksperimen laboratorium.

2.1 Galur, vektor, bahan kimia, media
E. coli TOP10F’ adalah galur inang untuk

kloning dan peremajaan plasmid. pMAT
merupakan vektor kloning komersial. Galur
ditumbuhan dalam media Luria Bertani (LB)
dengan komposisi (tripton 1%, yeast extract 0,5%,
dan natrium klorida 1%) yang disuplemen dengan
antibiotik tetrasiklin (100 µg/mL), dan ampisilin
(100 µg/mL). Untuk media padat, komponen media
LB ditambahkan dengan 2% agar. Semua enzim
restriksi dan T4-DNA ligase diperoleh secara
komersial dari Fermentas (Canada). Vektor
ekspresi pTWIN1 diperoleh secara komersial dari

New England Biolabs, NEB. Gen pt2 sintetik
(CBD-intein Ssp DnaB-pt2) disintesis oleh GeneArt
AG (Jerman).

2.2 Desain dan optimasi kodon gen pt2
Gen pt2 sintetik dirancang berdasarkan urutan

asam amino yang termuat dalam GenBank
(Accession number: NM_000506.3). Kodon
preferensi E. coli yang digunakan termuat dalam
Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp
/codon/). Optimasi kodon dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak Optimizer
(http://gnomes.urv.es/OPTIMIZER) dan Graphical
Codon Usage Analyzer (GCUA) (http://
gcua.schoedl.de/).

2.3 Konstruksi fusi pt2 dan vektor pTWIN1
Ekspresi PT2 dalam E. coli dan pemurniannya

menggunakan sistem IMPACT-TWIN.

Perancangan gen pt2 sintetik ini dilengkapi dengan
sisi restriksi BamHI dan XhoI pada intein dengan
perubahan pH/suhu. Untuk menggabungkan pt2
sintetik dengan vektor ekspresi pTWIN1, maka
pMAT-pt2 terlebih dahulu dipotong menggunakan
enzim restriksi BamHI dan XhoI. Secara paralel,
dilakukan juga pemotongan pTWIN1 dengan enzim
restriksi yang sama. Selanjutnya fragmen pt2
disambungkan ke pTWIN1 menggunakan T4 DNA
ligase hingga menghasilkan plasmid pTWIN1-pt2.

2.4 Transformasi pTWIN1-pt2 ke dalam sel
kompeten E. coli TOP10F’
Transformasi pTWIN1-pt2 ke sel kompeten E.

coli TOP10F’ dengan menggunakan metode
kejutan panas (heat shock) (Sambrook et al., 1989).
Koloni transforman E. coli diseleksi melalui media
agar yang mengandung antibiotik tetrasiklin dan
ampisilin untuk transforman yang mengandung
pTWIN1-pt2. Plasmid rekombinan, pTWIN1-pt2
diisolasi dari koloni transforman E. coli TOP10F’
menggunakan QIAgen Spin Plasmid Miniprep Test
Kit sesuai dengan protokol dari Qiagen. Plasmid
rekombinan hasil pemurnian, dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa 1%. Selanjutnya plasmid
tersebut digunakan untuk analisis restriksi dan
ditentukan urutan nukleotidanya menggunakan
metode sekuensing DNA. Hasil sekuensing
disejajarkan menggunakan Seqman pada program
Bioedit.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1 Optimasi Kodon Gen pretrombin-2

Perancangan gen pt2 manusia sintetik telah
dilakukan melalui perangkat lunak. pt2 sintetik
dirancang berdasarkan urutan asam amino yang
termuat dalam GenBank (Accession number:
NM_000506.3) dan penggunaan kodon preferensi
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E. coli yang termuat dalam Codon Usage
Database. Berdasarkan data GenBank, bahwa gen
pt2 manusia terdiri dari 307 asam amino.

Hasil analisis urutan kodon pt2 manusia pada
E. coli menunjukkan, adanya kodon yang tidak
sesuai kodon preferensi E. coli. Beberapa kodon
pt2 manusia pengkode asam amino yang memiliki
kesesuaian kurang dari 50% dengan preferensi
kodon E. coli antara lain: (1) S: agt, tcg, tcc, tca, (2)
E: gag, (3) T: act, aca, (4) G: gga, ggg, (5) R: agg,
aga, cga, cgg, (6) P: cct, ccc, (7) K: aag, (8) L: ctc,
ctt, ttg, (9) V: gtc, (10) Q: caa. Sedangkan kodon
pt2 manusia yang memiliki kesesuaian relatif lebih
dari 50% hingga mendekati 100% terdiri dari: (1)
A: gcc, gca, gct, (2) Y: tac, (3) F: ttc, (4) N: aat, (5)
D: gac, (6) C: tgt, (7) I: atc, ata, (8) H: cac, (9) V:
gtt, (10) T: acg, dan (11) G: ggt. Kodon-kodon pt2
manusia yang belum mencapai kesesuaian relatif
100% dengan preferensi kodon E. coli dioptimasi
hingga mencapai 100%.

Penggunaan gen sintetik dapat mem-permudah
dan mempercepat perolehan gen yang diinginkan
karena tidak terbatas pada sumber biologis alami
(Gustafsson et al., 2004). Selain itu, data dari
GenBank juga dapat diakses dengan mudah sebagai
dasar penentuan urutan gen yang akan disintesis.
Optimasi kodon dilakukan karena banyak gen
target memiliki potensi kodon preferensi yang
berbeda dengan genom inang. Walaupun, beberapa
gen target memiliki kesesuaian yang cukup dengan
genom inang, sehingga tidak perlu dilakukan
optimasi kodon. Dalam penelitian ini, gen pt2
manusia yang akan diekspresikan dalam inang E.
coli, pilihan kodon pt2 manusia memiliki kodon
preferensi yang rendah dengan E. coli (Welch et
al., 2009). Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa gen pt2 manusia yang diekspresikan dalam
E. coli akan menghasilkan badan inklusi (Soejima
et al., 2001). Oleh sebab itu, optimasi kodon
organisme asal terhadap preferensi kodon inang
diperlukan.

3.2 Konstruksi Plasmid Rekombinan
Struktur pTWIN1-pt2 terdapat pada Gambar 1.

pTWIN1 memiliki gen pengode domain pengikat
kitin yang dapat berikatan dengan kitin pada
matriks pemurnian (Chong et al., 1998). Dalam
penelitian ini pt2 manusia dikonstruksi dalam
bentuk fusi pada bagian N-terminal (CBD-intein
Ssp DnaB-pt2. Pada ujung keduanya disisipkan sisi
pemotongan BamHI (GGATCC) pada ujung 5’ dan
XhoI (CTCGAG) pada ujung 3’ agar gen pt2 dapat
digabung dengan pTWIN1. Rancangan keseluruhan
gen pt2 sintetik untuk CBD-intein-pt2pH sebagai
berikut.

Penyisipan gen pt2 manusia sintetik pada
pTWIN1 dilakukan pada bagian intein Ssp DnaB.
Untuk memungkinkan proses ekspresi protein, pada
ujung 3’ pt2 ditambahkan stop codon (TAA)
sebelum sisi restriksi BamHI agar intein Mxe GyrA
tidak ikut terekspresi karena akan menambah
ukuran protein yang dihasilkan. Start codon tidak
ditambahkan sebab sudah tercakup dalam CBD-
intein SspDnaB dalam pTWIN1.

Gambar 1.Konstruksi pTWIN1-pt2 dengan sisi pemotongannya

3.3 Kloning Gen Pretrombin-2Manusia
Untuk mendapatkan fragmen pt2, plasmid

pMAT-pt2 dipotong menggunakan dan BamHI
XhoI sesuai rancangan gen sintetik sebelumnya.
Hasil pemotongan pMAT-pt2 dikarakterisasi
menggunakan elektroforesis gel agarose 1%. Hasil
analisis menunjukkan bahwa fragmen pt2 berhasil
dilepaskan dari vektor pMAT. Pita pertama
menunjukkan fragmen pt2 dengan bobot molekul
939 pb, dan pita vektor pMAT dengan bobot
molekul 2374 pb (Gambar 2).

Gambar 2. Elektroforesis hasil restriksi plasmid pMAT-pt2
(3313 pb) dengan enzim BamHI dan XhoI. M: Marker 1 kb
DNA, pMAT dengan berat molekul 2374 pb, pt2 dengan berat
molekul 939 pb.

Dengan menggunakan enzim restriksi yang
sama, pTWIN1 dipotong dan kemudian diisolasi
untuk proses ligasi pt2. Gambar 3 menunjukkan
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bahwa vektor ekspresi pTWIN1 berhasil dipotong.
Terdapat dua pita dengan bobot molekul 6536 pb
sebagai vektor pTWIN1, dan pita dengan bobot
molekul 839 pb sebagai fragmen Multi Cloning Site
(MCS) yang terlepas dari vektor pTWIN1 (Gambar
3).

Gambar 3. Elektroforesis hasil restriksi vektor pTWIN1 (7375
pb) dengan enzim BamHI dan XhoI. M: Marker 1 kb DNA,
pTWIN1 setelah dipotong dengan berat molekul 6536 pb,
Fragmen MCS dengan berat molekul 839 pb.

Fragmen pt2 diligasikan terhadap vektor
ekspresi pTWIN1 menggunakan T4 DNA ligase
(Fermentas), selanjutnya, hasil ligasi diisolasi dan
dimurnikan dengan kit isolasi DNA (Roche). Hasil
pemurnian dikarakterisasi dengan elektroforesis gel
agarosa 1%. Seperti yang terlihat pada Gambar 4,
Hasil elektroforesis gel agarosa menunjukkan
bahwa fragmen pt2 (939 pb) dan vektor pTWIN1

(6536 pb) berhasil diisolasi dan dimurnikan dari
gel.

Gambar 4. Elektroforesis hasil pemurnian pTWIN1-pt2 (7475
pb) dari gel yang direstriksi dengan dua enzim BamHI dan XhoI.
M: Marker 1 kb DNA, pTWIN1 dengan berat molekul 6536 pb,
pt2 dengan berat molekul 939 pb.

3.4 Karakterisasi hasil kloning dengan DNA
sequensing
Untuk mengkonfirmasi keberhasilan hasil

ligasi, dan memastikan kesesuaian urutan
nukleotida gen pt2 hasil ligasi dengan hasil
rancangan optimasi, sebanyak 10 µL plasmid
pTWIN1-pt2 dengan konsentrasi 100 ng/µL
ditentukan urutan nukleotidanya dengan DNA
sequencer oleh MacroGene (Korea). Perbandingan
urutan nukleotida pt2 hasil optimasi dengan pt2
hasil kloning disajikan dalam Gambar 5.

Gambar 5. Hasil sekuencing. Perbandingan urutan DNA gen pt2 hasil rancangan ( ) dengan hasil kloning ( ).

4. Kesimpulan
Optimasi kodon gen pt2 sesuai kodon

preferensi E. coli dapat meminimalkan efek bias
kodon, yang selanjuntnya berpengaruh pada
ekspresi protein. Penggunaan gen sintetik lebih
efisien dan efektif dibanding proses isolasi dari
sumber alami.
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. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

AAAAAATGGATTCAGAAAGTGATTGATCAGTTTGGCGAATAAGGATCC---------------------------------------------------- 939

AAAAAATGGATTCAGAAAGTGATTGATCAGTTTGGCGAATAAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCG-AAAGGAAGCTGAATT-GGCTGCTGCCACCGCTG 1098

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

---------------------------------------------------------------------------------------------------- 1

GGCGAACGGGAGTCGAGAGGTTTTTGATTTGACTGTGCCAGGACCACATAACTTTGTCGCGAATGACATCATTGTACACAACGGAAGAGCCATGGGCGGC 100

GGCGATAAGGGATCAAGAGGGTTTTGATTTGACTGTGCCAGGACCACATAACTTTGTCGCGAATGACATCATTGTACACAACGGAAGAGCCATGGGCGGC 100
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Abstrak
-Amilase (1,4--D-glukan-4-glukanohidrolase [EC. 3.2.1.1] menghidrolisis ikatan glikosida
pada pati untuk menghasilkan dekstrin dan oligosakarida yang lebih kecil. Luasnya aplikasi -
amilase dibidang industri menyebabkan enzim ini harus diproduksi secara rekombinan.
Escherichia coli merupakan inang yang sudah umum digunakan untuk produksi protein
rekombinan karena memiliki beberapa kelebihan seperti tingkat produksinya tinggi, dan media
pertumbuhannya murah. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan sub-kloning gen pengode -
amilase Saccharomycopsis fibuligera R64 (Sfamy) menggunakan vektor kloning pJET1.2. Sfamy
rekombinan selanjutnya akan digunakan untuk mengekspresikan -amilase dalam E. coli. Sfamy
diamplifikasi menggunakan metoda PCR dengan penambahan sisi enzim restriksi Sap1 pada
ujung 5' dan EcoR1 pada ujung 3'. Selanjutnya, fragmen Sfamy diligasi ke sisi restriksi yang
sama pada vektor pJET1.2 menghasilkan plasmid rekombinan pJET1.2-Sfamy, dan di sub-kloning
ke E. coli galur Top10F’. Plasmid rekombinan dikarakterisasi dengan analisis restriksi dan
penentuan urutan DNA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Sfamy dengan ukuran 1422 pb telah
berhasil diamplifikasi dengan metoda PCR dan telah berhasil diligasikan ke vektor pJET1.2 dan
sub-kloning dalam E. coli TOP10F’. Hasil analisis restriksi dan penentuan urutan DNA
memperlihatkan bahwa urutan Sfamy rekombinan memiliki homologi 100% dengan Sfamy S.

fibuligera R64 dengan nomor akses HQ172905 di Genebank. Gen Sfamy rekombinan yang
dihasilkan dari penelitian ini dapat digunakan untuk ekspresi Sfamy di E. coli.

Kata Kunci: Sfamy, sub-kloning, vektor pJET1.2.

1. Pendahuluan
α-Amilase (1,4-α-D-glukan glukanohidrolase

[EC 3.2.1.1]) adalah enzim yang mengkatalisis
hidrolisis pati atau oligosakarida lain yang memiliki
ikatan 1,4-α-glikosida yang menghasilkan produk
berupa dekstrin, maltosa atau glukosa (Hashida &
Bisgaard-Frantzen, 2000; Itoh et al., 1987). α-
Amilase merupakan satu dari tiga jenis enzim
amilolitik yang paling dikenal bersama β-amilase
dan glukoamilase, yang berperan sangat penting
dalam dunia bioteknologi (Hostinova, 2002; Van
der Maarel et al., 2002). Enzim ini berpotensi untuk
diaplikasikan pada bidang klinis, analitis dan medis
(Pandey et al., 2000). Selain itu, enzim ini juga
sudah diaplikasikan pada industri seperti industri
deterjen, pengolahan pati, bahan bakar, makanan,
tekstil, kertas dan alkohol (Kirk et al., 2002).

Menurut Cowan (1996), sebagian besar (sekitar
45%) enzim yang telah digunakan diindustri
merupakan hasil rekayasa, baik rekayasa pada

tingkat genetik maupun protein. Enzim rekombinan
dihasilkan melalui proses kloning, yaitu dengan
memindahkan gen pengode enzim tertentu ke suatu
inang (host), dengan harapan diperolehnya
peningkatan produksi. Karena jumlah enzim yang
diekspresikan oleh mikroba asalnya biasanya lebih
rendah dibandingkan dengan enzim rekombinan
(Gogoi et al., 1987).

E. coli sudah sering digunakan untuk produksi
protein rekombinan, karena tingkat produksinya
yang tinggi, media pertumbuhannya murah
sehingga memudahkan dilakukan peningkatan skala
produksi untuk industri. Sistem ekspresi E. coli
cocok digunakan untuk ekspresi protein yang tidak
memiliki modifikasi pascatranslasi ataupun protein
yang diinginkan tidak mengalami modifikasi
pascatranslasi (Fukusumi et al., 1988). Beberapa
protein telah berhasil diekspresikan menggunakan
sistem ekspresi E. coli diantaranya, α-amilase
Pyrococcus fusarius (Laderman et al., 1993), α-
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amilase Streptococcus bovis 148 (Satoh et al.,
1993) dan proteinase serin dari Bacillus spp
(Maciver et al., 1994).

-Amilase S. fibuligera R64 dapat
mendegradasi pati mentah, sehingga berpotensi
untuk digunakan dalam industri (Hasan et al.,
2008). Tujuan jangka panjang penelitian ini adalah
ekspresi α-amilase S. fibuligera R64 (Sfamy)
menggunakan sistem ekspresi E. coli. Sistem
ekspresi E. coli dipilih dengan harapan
diperolehnya tingkat ekspresi yang tinggi dan tidak
terjadi glikosilasi sehingga dapat digunakan untuk
penentuan struktur Sfamy. Glikosilasi merupakan
salah satu modifikasi pasca tanslasi, yaitu
penambahan beberapa residu oligosakarida pada
protein. Tambahan residu oligosakarida ini dapat
mengganggu penentuan struktur protein.

Salah satu tahap yang dilakukan pada ekspresi
protein adalah konstruksi vektor ekspresi yang
membawa gen yang akan diekspresikan. Konstruksi
vektor ekspresi biasanya meliputi tahapan
amplifikasi gen yang akan dikloning dengan
penambahan sisi restriksi yang cocok dengan yang
terdapat pada vektor ekspresi, subkloning untuk
memperbanyak gen yang akan diekspresikan serta
penggabungan gen yang akan diekspresikan ke
vektor ekspresi.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian
ini bermaksud untuk mengamplifikasi dan
mensubkloning gen Sfamy S. fibuligera R64 yang
selanjutnya akan digunakan untuk ekspresi α-
amilase S. fibuligera R64 dalam inang E. coli.

2. Bahan dan Metoda
2.1 Bahan

Galur yang digunakan pada penelitian ini
adalah Escherichia coli TOP10F’ (Invitrogen) yang
digunakan sebagai inang untuk kloning. Templat
PCR menggunakan pGemT-Sfamy (Gaffar, 2011).
Vektor yang digunakan adalah pJET1.2
(Fermentas). Enzim EcoR1 dan Sap1, Taq DNA
polymerase, dan T4 DNA ligase dari Fermentas.
Primer disintesis oleh First Base Singapore
berdasarkan urutan Sfamy (Gaffar, 2011) dengan
penambahan sisi restriksi pada ujung 5' dan 3' nya.
Primer 5'Sfamy-SapI (5'-GAGGAAACGGAAGA-
GCTGTGACTCTATTCAAAAGAG-3') dan prim-
er 3'Sfamy-EcoRI (5'-GAGGAGAATTCTCATG-
AACAAATGTCAGAAG-3') dengan urutan yang
digaris bawahi merupakan urutan sisi pengenalan
enzim restriksi. Kit isolasi DNA GeneJET Plasmid
Miniprep Kit dari Fermentas. Marker DNA 1 kb
dari Fermentas. Media pertumbuhan, E. coli
TOP10F’ dari Pronadisa dan Oxoid. Reagen reagen
lain yang umum digunakan pada laboratorium
biologi mulekul dari Sigma Aldrich dan Merck.

2.2 Metode
Amplifikasi gen Sfamy dengan PCR

Amplifikasi gen Sfamy dilakukan dengan
metoda PCR dalam 50 μL campuran reaksi yang
mengandung 20 μM masing-masing primer maju
5'Sfamy-SapI dan primer balik 3'Sfamy-EcoRI,
1,25 unit enzim Taq DNA polimerase, 5 μL buffer
PCR 10x (10 mM Tris HCl pH 8,3; 50 mM KCl;
0,01 % gelatin), 2,5 mM MgCl2, 10 mM dNTP dan
50 ng DNA plasmid pGem-Sfamy. Proses PCR
dilakukan dalam mesin Mastercycler® 5330
(Eppendorf) sebanyak 30 siklus, dengan masing-
masing siklus terdiri dari tahap-tahap denaturasi
templat pada suhu 95C selama 1 menit, tahap
penempelan primer (annealing) pada suhu 50C
selama 1 menit, dan tahap pemanjangan primer
pada suhu 72C selama 1 menit. Hasil PCR
dianalisis dengan elektroforesis gel agaros 1%
(b/v).

Ligasi fragmen Sfamy dengan vektor pJET1.2.
Reaksi ligasi dilakukan dengan perbandingan

molar antara vektor pJET 1.2 dan fragmen Sfamy
1:1. Campuran reaksi ligasi terdiri dari 10 μl buffer
Ligasi 2x , 1 μl Sfamy hasil PCR, 1 μl (0,05 pmol)
vektor pJET1.2, 1 uL blunting enzyme, air bebas
nuklease hingga 19 μl; dan 1 μl enzim T4 DNA
ligase. Volume total reaksi ligasi adalah 20 μL.
Campuran kemudian divortex dan dispin selama 3-
5 detik. Campuran diinkubasi pada suhu 22C
selama 5 menit.

Transformasi E. coli TOP10F’ menggunakan
plasmid pJET1.2-Sfamy.

Pembuatan sel kompeten E. coli TOP10F’.
Koloni tunggal E. coli TOP10F’ ditumbuhkan
dalam 6 mL media LB cair yang telah mengadung
antibiotik tetrasiklin 6 μL (15 μg/mL) pada suhu
37C selama 16-18 jam dengan pengocokan 150
rpm. Sejumlah sel (sekitar 250 μL) diinokulasikan
ke dalam 20 mL media cair LB baru, kemudian
diinkubasi pada suhu 37C dengan kecepatan 150
rpm hingga OD600 mencapai 0,2-0,4. Sel kemudian
dipindahkan ke dalam tabung mikrosentrifugasi
yang jumlahnya disesuaikan dengan jumlah sampel
yang akan ditransformasi. Kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 5.000 rpm, 4C, selama 5 menit.
Pelet sel yang didapatkan kemudian diresuspensi
dengan 1 mL larutan kalsium klorida 0,1 M dingin.
Setelah diinkubasi di dalam es selama 10 menit,
campuran disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 5000 rpm pada suhu 4C. Pelet sel yang
diperoleh diresuspensi kembali dalam 300 μL
kalsium klorida dingin, kemudian disimpan pada
suhu 4C selama 2-24 jam sebelum digunakan
untuk ditransformasi.
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Transformasi E. coli TOP10F’ menggunakan
plasmid pJET1.2-Sfamy. Sejumlah 5 μL DNA hasil
ligasi pJET1.2-Sfamy) ditambahkan ke dalam
tabung mikrosentrifugasi yang berisi 50 μL sel
kompeten. Campuran diinkubasi selama 30 menit
pada suhu 4C, kemudian dilakukan heat shock
pada suhu 42C selama 90 detik. Kemudian segera
didinginkan di dalam es selama 10 menit. Ke dalam
campuran ini kemudian ditambahkan 950 μL
media LB cair dan diinkubasi pada suhu 37C
selama 2 jam dengan laju pengocokan 150 rpm.
Kemudian disentrifugasi pada 12000 rpm selama
30 detik. Sebanyak 900 μL supernatan dibuang,
pelet sel diresuspensi dengan sisa supernatan dan
kemudian 50 μL sel ditumbuhkan pada media LB
padat yang telah mengandung tetrasiklin 15 μg/mL
dan ampisilin 100 μg/mL, kemudian diinkubasi
pada suhu 37C selama 16-18 jam.

Karakterisasi plasmid rekombinan melalui
analisis restriksi

Koloni transforman E. coli yang tumbuh
berwarna putih dikarakterisasi melalui isolasi
plasmid rekombinan menggunakan kit GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) mengikuti
prosedur, hasil isolasi plasmid dikarakterisasi
dengan elektroforesis agarose 1%. Sebanyak 10 uL
plasmid pJET1.2-Sfamy hasil isolasi ditambahkan 2
uL buffer EcoRI 10x, 1 uL enzim EcoRI (10
U/mL), dan air bebas nuklease hingga volume total
reaksi 20 uL. Kemudian diinkubasi pada suhu 37C
selama 2 jam. Setelah itu dikarakterisasi dengan
elektroforesis gel agarosa 1% (b/v).

Penentuan urutan nukleotida pJET1.2-Sfamy
Urutan nukleotida gen Sfamy hasil kloning

dalam E. coli TOP10F’ ditentukan dengan metode
Dideoksi Sanger (Dye Terminator) di First Base,
Singapore. Penentuan urutan nukleotida dilakukan
menggunakan pasangan primer pJET-for dan pJET-
ref (primer universal untuk vektor pJET1.2). Hasil
sekuensing di jajarkan menggunakan program
Seqman pada program DNAStar.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1 Amplifikasi fragmen Sfamy dengan PCR

Pita yang terlihat pada lajur 2 gambar 3.1
menunjukkan bahwa gen Sfamy telah berhasil
diamplifikasi dengan metoda PCR dengan ukuran
1422 pb. Fragmen DNA hasil PCR ini mengandung
tambahan urutan pengenal enzim SapI pada ujung
5' dan EcoRI pada ujung3'. Adanya sisi pengenalan
enzim ini berguna untuk menyisipkan gen Sfamy ke
dalam vektor ekspresi pTYB21 yang akan
digunakan untuk ekspresi α-amilase di E. coli. Sisi
restriksi EcoRI dan SapI dipilih karena tidak

memotong Sfamy sehingga akan memudahkan
karakterisasi plasmid rekombinan.

Gambar 3.1 Hasil amplifikasi Sfamy dengan metoda
PCR. (lajur 1) marker 1 kb, (lajur 2) amplikon Sfamy.

3.2 Subkloning Sfamy dalam E. coli TOP10F’
Ligasi fragmen Sfamy dengan pJET1.2

dilakukan menggunakan enzim T4 DNA ligase
(Fermentas). Perbandingan mol antara vektor dan
fragmen Sfamy pada penelitian ini adalah 1:1
(pJET1.2:fragmen Sfamy). Perbandingan mol ini
digunakan untuk hasil PCR yang tidak dimurnikan
mengikuti sticky-end cloning protocol (Fermentas).
Amplikon Sfamy memiliki basa adenin pada ujung
3', sehingga dilakukan prosedur penghilangan basa
adenin pada ujung 3' melalui inkubasi pada T=70C
selama 5 menit sehingga fragmen Sfamy menjadi
blunt-end.

Plasmid rekombinan hasil ligasi (pJET1.2-
Sfamy) digunakan untuk mentransformasi E. coli
TOP10F’. Transforman E. coli [pJET1.2-Sfamy]
ditumbuhkan pada media LB padat yang
mengandung antibiotik tetrasiklin dan ampisilin
untuk menyeleksi transforman. Setelah diinkubasi
selama semalam, diperoleh sejumlah koloni
transforman E. coli [pJET1.2-Sfamy]. Koloni
transforman yang tumbuh semuanya merupakan
koloni yang berwarna putih (data tidak
diperlihatkan). Vektor pJET1.2 memiliki gen
Eco47IR yang mengekspresikan enzim
endonuklease Eco47I yang bersifat mematikan
untuk seluruh strain E. coli yang tidak mengandung
plasmid rekombinan. Adanya DNA sisipan
menyebabkan gen eco47IR terpotong sehingga
enzim Eco47I rusak, sehingga semua koloni yang
tumbuh merupakan koloni rekombinan.

Penambahan antibiotik bertujuan untuk seleksi
koloni transforman. Transforman E. coli TOP10F’
yang telah mengandung plasmid rekombinan
pJET1.2-Sfamy akan resisten terhadap antibiotik
ampisilin karena vektor pJET1.2 membawa gen
pengode resistensi ampisilin. Antibiotik tetrasiklin
ditambahkan ke dalam media karena E. coli
TOP10F’ resisten terhadap tetrasiklin. Dengan
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demikian, hanya E. coli yang mengandung plasmid
rekombinan yang akan tumbuh pada media
pertumbuhan LB padat.

Setiap koloni tunggal transforman E. coli
TOP10F’ [pJET1.2-Sfamy] diremajakan dengan
cara direplika dan ditumbuhkan kembali dalam
medium LB padat baru yang mengandung
antibiotik tetrasiklin dan ampisilin. Hasil replika
diperoleh sebanyak 104 koloni (foto tidak
diperlihatkan).

3.3 Karakterisasi transforman E.coli TOP10F’
[pJET1.2-Sfamy]
Karakterisasi transforman dilakukan untuk

memastikan E. coli TOP10F’ sudah mengandung
plasmid rekombinan yang diinginkan. Karakterisasi
yang dilakukan meliputi isolasi plasmid pJET1.2-
Sfamy dengan metode miniprep (Sambrook, et al.,
1989), analisis restriksi pJET1.2-Sfamy, dan
penentuan urutan nukleotida Sfamy.

Isolasi plasmid pJET1.2-Sfamy dengan metode
miniprep.

Hasil isolasi plasmid rekombinan pJET1.2-
Sfamy dengan metode miniprep (Sambrook et al.,
1989) ditunjukkan pada Gambar 3.2. Plasmid
pJET1.2-Sfamy memiliki ukuran ~4396 pb. Hasil
isolasi plasmid kemudian dikarakterisasi dengan

elektroforesis gel agarosa. Pada Gambar 3.2 dapat
dilihat pita plasmid pJET1.2-Sfamy lebih dari satu
pita dalam satu lajur. Adanya beberapa pita pada
satu lajur menunjukkan bahwa hasil isolasi
mengandung DNA plasmid yang sama tetapi
memiliki konformasi superkoil yang berbeda-beda
seperti supercoiled monomer, supercoiled dimer,
dan nicked circular (Jazwinski & Edelman, 1982).

Gambar 3.2 Hasil isolasi plasmid pJET1.2-
Sfamy. (lajur 1) koloni 30A, (lajur 2) koloni
43A, (lajur 3) koloni 47A.

Gambar 3.3 Hasil restriksi plasmid pJET1.2-Sfamy dengan enzim EcoRI. (lajur 1) marker 1 kb, (lajur 2)
pJET1.2-Sfamy koloni 30A/EcoRI, (lajur 3) pJET1.2-Sfamy koloni 43A/EcoRI, (lajur 4) pJET1.2-Sfamy koloni
47A/EcoRI.

Analisis restriksi plasmid pJET1.2-Sfamy
Analisis restriksi dilakukan untuk memastikan

bahwa plasmid pJET1.2-Sfamy yang diisolasi dari

transforman E. coli TOP10F’ [pJET1.2-Sfamy]
merupakan plasmid rekombinan yang diinginkan.
Analisis restriksi dilakukan dengan menggunakan

2 31

BA
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enzim restriksi EcoRI yang merupakan salah satu
sisi pengenal enzim restriksi yang ditambahkan
pada ujung 3'Sfamy. Enzim restriksi EcoRI
merupakan enzim restriksi endonuklease yang
diisolasi dari E. coli, memiliki sisi pengenalan pada
urutan polindrom 5′ G↓AATTC 3′ dan
menghasilkan ujung lengket (sticky-end) dan
mempunyai kondisi reaksi optimum pada suhu
37°C dan mengalami inaktivasi pada suhu 65°C.

Hasil restriksi plasmid yang ditunjukkan pada
Gambar 3.3A menunjukkan bahwa koloni 43 (lajur
3) positif mengandung plasmid pJET1.2-Sfamy,
ditunjukkan dengan adanya pita pada daerah ~4396
pb yang sesuai dengan ukuran plasmid pJET1.2
(2974 pb) ditambah Sfamy (1422 pb). Koloni

lainnya (lajur 2 dan 4) diduga mengandung vektor
pJET1.2 yang mengalami religasi. Peta plasmid
rekombinan pJET1.2-Sfamy diperlihatkan pada
gambar 3.3B.

Karakterisasi (isolasi plasmid dan analisis
restriksi) dilanjutkan untuk koloni 9B, 25B, 32B,
43B, dan 49B. Hasil karakterisasi keempat koloni
tersebut menunjukkan koloni 9B, 25B, 32B, 43B,
dan 49B merupakan koloni positif mengandung
plasmid pJET1.2-Sfamy, ditunjukkan dengan
adanya pita hasil restriksi pada daerah ~4396 pb
(gambar tidak ditunjukkan). Berdasarkan hasil
analisis ini, telah diperoleh 6 koloni E. coli yang
positif mengandung plasmid rekombinan pJET1.2-
Sfamy.

Gambar 3.4. Hasil homologi urutan nukleotida Sfamy dengan program BLAST.

Penentuan urutan nukleotida gen Sfamy.
Penentuan urutan nukleotida Sfamy dilakukan

untuk memastikan bahwa urutan nukleotida Sfamy
yang dikloning dalam vektor pJET1.2 sesuai
dengan urutan gen Sfamy NCBI (nomor akses:
HQ172905.1). Penentuan urutan nukleotida
dilakukan dengan menggunakan metode Dideoksi
Sanger dengan menggunakan primer pJET-for.

Urutan nukleotida yang dihasilkan kemudian
dibandingkan dengan urutan nukleotida gen Sfamy
(Genebank: HQ172905.1) menggunakan perangkat
analisis Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) untuk mengetahui tingkat homologi
antara kedua urutan nukleotida tersebut. Hasil
analisis BLAST diperoleh informasi urutan gen
Sfamy hasil subkloning dalam E. coli memiliki
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homologi 100% dengan urutan gen Sfamy NCBI
nomor akses: HQ172905.1 (Gambar 3.4).

Pada hasil analisis BLAST (Gambar 3.4),
menunjukkan bahwa urutan basa Sfamy hasil
sekuensing dimulai dari urutan basa nomor 61 pada
Sfamy NCBI HQ172905.1. Urutan basa nomor 1-60
pada Sfamy NCBI merupakan urutan pengode
peptida sinyal, sedangkan Sfamy hasil sekuensing
tidak memiliki urutan pengode paptida sinyal. Gen
Sfamy yang disubkloning di dalam E. coli
dirancang tidak memiliki pengode peptida sinyal
karena akan digunakan untuk ekspresi dalam sistem
ekspresi E. coli. Ekspresi protein asing di E. coli
akan menghasilkan protein intraselular karena E.
coli merupakan prokariot yang tidak memiliki
organel perangkat untuk sekresi protein, oleh sebab
itu urutan pengode peptida sinyal tidak diperlukan.
Selanjutnya, gen Sfamy hasil subkloning ini akan
disisipkan ke vektor ekspresi pTYB21 untuk E.
coli. Menggunakan vektor ekspresi ini, α-amilase
akan diekspresikan dalam bentuk protein fusi
dengan intein, suatu protein yang dapat melakukan
self-splicing. Multi cloning site (MCS) pada vektor
ini berada setelah intein, sehingga tidak diperlukan
start codon (AUG) dari Sfamy untuk memulai
sintesis protein.

4. Kesimpulan
Gen pengode α-amilase S. fibuligera telah

berhasil di subkloning menggunakan vektor
pJET1.2 untuk E. coli. Hasil penentuan urutan
nukleotida menunjukkan urutan Sfamy hasil
subkloning homologi dengan urutan Sfamy yang
terdapat di GenBank.
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