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ABSTRAK Protease merupakan enzim yang paling
banyak diaplikasikan pada bidang sains, fisiologis dan
industri. Enzim ini mendominasi dari total penjualan
enzim dunia. Lactobacillus plantarum I1A-1A5 adalah
bakteri asam laktat (BAL) yang diisolasi dari daging sapi
Indonesia, Peranakan Ongol. Analisis awal pada total
genomnya mengindikasikan bahwa strain bakteri ini
mempunyai beberapa gen yang terlibat dalam degradasi
protein dan kemungkinan dapat diaplikasikan lebih lanjut.
Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan urutan
gen Lon-like protease L. plantarum 11A-1A5 untuk sistem
ekspresi  heterologus. Sistem ekspresi gen Lon-like
dilakukan menggunakan gen yang telah dioptimalkan
secara in silico. Evaluasi ekspresi Lon-like protease
rekombinan dari Lactobacillus plantarum 11A-1A5 (Lon-
like-1IA-1A5) dilakukan dengan menggunakan vektor
ekspresi pET-28a(+), E. coli BL21(DE3) sebagai inang

dan enzim retriksi Ndel dan BamH1. Validasi bobot
molekul menggunakan SDS-PAGE dan software
expasy.org. Urutan gen penyandi Lon-like-Il1A-1A5
dioptimasi kodonnya terlebih dahulu secara in silico
dengan tujuan untuk meningkatkan kompatabilitas gen ini
dalam proses ekspresi dalam sel inang tanpa merubah
urutan asam aminonya. Hasil penelitian menunjukkan,
optimasi kodon meningkatkan nilai indeks adaptasi kodon
(CAI) dan kandungan GC menjadi 0,97 dan 56,57% yang
sesuai untuk sistem ekspresi E. coli. Sebanyak 88%
kodon terdistribusi dalam kelompok kualitas 91-100, 4%
dalam kualitas 81-90 dan 8% dalam kualitas 71-80. Lon-
like 11A-1A5 berhasil diekspresikan dalam sel inang yang
diinduksi dengan 1 mM IPTG pada suhu 37°C. Induksi
IPTG dilakukan pada jam ke-3 inkubasi dengan ODggg
0,59 dan bobot molekul Lon-like-11A-1A5 terdeteksi
sekitar 43 kDa.
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ABSTRACT Proteases are one of most important and
abundant enzymes produced by the biotechnology
industry, for scientific, physiological and industrial
application and dominates of the whole enzyme market.
Lactobacillus plantarum I1A-1A5 is an Indonesian lactic
acid bacteria (LAB) isolated from beef Peranakan Ongole
cattle. Preliminary analysis on its whole genome
sequence indicated that this strain harbours some genes
involved in protein degradation and might be promising
to be further applied. This study aims to optimize the
gene sequence of a lon-like protease of L. plantarum I1A-
1A5 for heterologous expression system. The Lon-like-
I1A-1A5 gene expression system is made using genes that
have been optimized first in silico. pET-28a(+), E. coli
BL21(DE3), Ndel and BamH1 were used in this study as
a expression vector, a host and retriction enzyme,

respectively. Molecular weight was validated using SDS-
PAGE and expasy.org software. The results showed that
optimization increased codon adaptation index value
(CAIl) and GC content to 0.97 and 56.57%, respectively,
which were suitable for the E. coli expression system.
The Lon-like-11A-1A5 gene was successfully expressed
in the cell cytoplasm by induction of 1 mM Isopropyl B-
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at 37 °C. As many as
88% of Lon-like-11A-1A5 codons were distributed in the
91-100 quality group. Lon-like-11A-1A5 was successfully
expressed in a host cell induced with 1 mM IPTG at 37°C.
IPTG induction was performed at the 3rd hour of
incubation with ODggy 0.59. In addition, Lon-like-l1A-
1A5 molecular weight was detected approximately 43
kDa.
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PENDAHULUAN
Protease merupakan kelompok enzim
yang sangat penting dan paling banyak (59%)
diaplikasikan pada bidang sains, fisiologis
(pengobatan) dan industri, baik pangan,
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maupun non-pangan (Li et al., 2013). Sekitar
60% dari total penjualan enzim dunia
diproduksi dari mikroba (Novelli et al., 2016),
karena pertumbuhannya relatif cepat dan
mudah diatur sehingga mutu enzim yang
dihasilkan lebih seragam (Stanbury et al.,,
2016), kapasitas produksi dan aktivitas
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katalitik dapat ditingkatkan (Uttatree dan
Charoempanic, 2016).

Lactobacillus  plantarum I1A-1A5
merupakan bakteri asam laktat (BAL) yang
diisolasi dari daging sapi Peranakan Ongol
Indonesia (Arief et al., 2015). Aplikasi bakteri
ini pada daging Dark Firm Dry (DFD)
menghasilkan daging yang lebih empuk, warna
lebih terang dan sarkomer lebih panjang (Arief
et al., 2006°) yang mengindikasikan adanya
proses proteolisis. Hasil sekuensing seluruh
genom pada bakteri ini menunjukkan adanya
gen penyandi beberapa enzim hidrolitik yang
mempunyai prospek untuk diaplikasikan lebih
lanjut. Salah satu gen tersebut adalah Lon-like
yang termasuk dalam protease serine dan
berperan penting dalam homeostasis protein
seluler.

Protease lon adalah enzim yang terlibat
dalam regulasi aktivitas seluler. Enzim ini
membutuhkan ATP untuk fungsinya dan
bertanggung jawab atas degradasi protein yang
terlipat secara tidak tepat atau protein berumur
pendek (Botos et al., 2019; Pinti et al., 2016).
Lon pertama kali ditemukan pada Escherichia
coli, saat ini homolog lon ditemukan secara
luas dari prokariota sampai eukariota. Gen
yang mengkode protein mirip lon (Lon-like)
telah dikloning dari beberapa spesies bakteri
seperti Myxococcus xanthus dan Bacillus
brevis (Thies et al., 1998) dan Meiothermus
taiwanensis (Liao et al., 2012). Gen penyandi
Lon-like dari L. plantarum 11A-1A5 diproduksi
melalui  teknologi DNA  rekombinan.
Teknologi DNA Rekombinan adalah suatu cara
untuk menyambung DNA yang berasal dari
satu sumber atau lebih yang tergabung ke
dalam satu molekul rekombinan (Barnum,
2005). Di dalam sel inang organisme tertentu,
DNA rekombinan akan berekspresi
menghasilkan protein. Inang yang umum
dipakai adalah Escherichia coli karena
mempunyai tingkat ekspresi yang tinggi, media
pertumbuhannya murah, mudah dilakukan
peningkatan skala produksi untuk industri
(Gaffar, 2010), sifat-sifat fisiologi dan
genetikanya telah banyak diketahui dan
pertumbuhannya cepat dan mudah (Brown,
2000). Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengevaluasi ekspresi dan memproduksi Lon-

like protease rekombinan dari Lactobacillus
plantarum 11A-1A5 pada E.coli BL21 (DE3).

MATERI DAN METODE

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini terdiri atas genom penyandi protease dari
isolat L. plantarum IIA-1A5 (Arief et al.,
2006%),  Escherichia  coli ~ BL21(DE3)
(Novagen, Jerman), plasmid pET-28a(+)
(Novagen, Jerman), Luria Bertani (LB) Broth,
Miller (Difco, France), Luria Bertani (LB)
Agar, gliserol, antibiotik kanamisin, isopropyl
thio-f-D-galactoside (IPTG) (Sigma-Aldrich,
Jerman), akrilamid (Sigma-Aldrich, Jerman),
N’N’-bis-methylene-acrylamide, sodium
dodesil sulfat (SDS) (Wako, Jepang), tris base
(Wako, Jepang), deionized water, bromophenol
blue (J.T. Baker, USA), glisin, amonium
persulfat (APS) (Merck, Jerman) dan
N,N,N’,N -tetraetilmetilenadiamina (TEMED)
(Sigma-Aldrich, Jerman), Coomassie Briliant
Blue R-250 (Sigma, USA), penanda protein
low molecular weight (LMW), asam asetat,
etanol dan akuades.

Alat-alat yang digunakan adalah tabung
reaksi, labu erlenmeyer, labu ukur, gelas piala,
pemanas busen, ose, alat vortex (Gemmy
Industrial Corp, USA), pH meter, pipet-
volumetrik, cawan petri, mikropipet, tip
plastik, hot plate, heat block (BIOER, China),
autoklaf (TOMY), magnetic stirer, tabung
eppendorf, vial, inkubator, laminar air flow,
oven, freezer, refrigerator, sonikator (Branson
8510), sentrifugator (Hettich, MIKRO 200R,
Jerman), sealer, timbangan digital, UV-Vis
spektrofotometer (Agilent, UV-VIS 8453,
China), waterbath shaker (Memmert, Jerman)
dan elektroforesis (Mini Protean® 3 Cell Bio-
Rad, USA).

Identifikasi Gen Penyandi Lon-like Protease

Sekuens gen penyandi Lon-like protease
diidentifikasi dari sekuens total genom dari L.
plantarum IIA-1A5 menggunakan software
Rapid Annotation using Subsystem Technology
(RAST) Annotation Server. Sekuen gen
penyandi Lon-like protease yang diperoleh,
dimodifikasi kodonnya secara in silico untuk
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menyesuaikan dengan sistem ekspresi E. coli
BL21(DE3).

Optimasi dan Kloning Gen Penyandi Lon-
like Protease

Proses  optimasi  dilakukan  oleh
GenScript  (New Jersey, USA), dengan
menggunakan  sistem  Optimum™  yang

ditujukan pada tiga parameter yaitu codon
adaptation index (CAIl), GC content dan
frequency of codon usage (FOC). Gen yang
telah dioptimasi selanjutnya disintesis dan
diinsersi pada vektor ekspresi plasmid pET-
28a(+) dengan menggunakan enzim restriksi
Ndel dan BamH1l. Fragmen restriksi
selanjutnya diamati dengan menggunakan 1%
gel agarose untuk mengevaluasi keberhasilan
penyisipan DNA target dalam plasmid pET-
28a(+).
Transformasi  Plasmid  dan  Seleksi
Transforman

Sebanyak 5 pL DNA  plasmid
dicampurkan ke dalam 100 pL suspensi sel
kompeten (E.coli BL21(DE3)) kemudian
dihomogenkan. Campuran dibiarkan selama 30
menit di dalam es, selanjutnya diinkubasi
(heat-shocked) pada suhu 42°C selama 90 detik
menggunakan heatblock, lalu ditempatkan
kembali di dalam es selama 30 menit,
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama
1 jam dengan menambahkan 1 mL media LB
Broth (tanpa antibiotik). Setelah 1 jam,
sebanyak 0.3 mL sel hasil transformasi
ditumbuhkan pada media LB Agar yang
mengandung antibiotik kanamisin (35 pg/mL)
untuk seleksi transforman positif (Sambrook
dan Russel, 2001).

Ekspresi Protein Heterologus dalam E. coli
BL21(DE3)

Sebanyak 1 mL sel E. coli rekombinan
dikultur dalam 5 mL media LB (Luria Bertani)
Broth yang mengandung antibiotik kanamisin
pada konsentrasi akhir 35 pg/mL dan suhu
37°C selama 12-16 jam, 150 rpm pada
waterbath shaker. Kultur dipindahkan dalam
media baru yang lebih besar (250 mL) dan
diinkubasi pada suhu dan pengocokan yang
sama selama 3 jam. Kultur diinduksi dengan
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IPTG (isopropyl thio-f-D-galactoside) pada
konsentrasi akhir 1 mM Kketika tingkat
kekeruhan kultur mencapai 0.5-0.6 (ODgg).
Kultur yang sudah diinduksi selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C, 150 rpm selama 5
jam. Panen sel dilakukan dengan cara kultur
disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm
selama 5 menit dan suhu 4°C. Pelet sel yang
dihasilkan disupensi ke dalam buffer lisis (10
mM  Tris-HCI, pH 7.5) sebanyak 5% dari
volume kultur dan disonikasi pada amplitudo
30 kHz selama 30 menit dalam air dingin
(Kang et al., 2015). Untuk melihat kurva
pertumbuhan sel bakteri setelah diinduksi
IPTG, sekitar 0,5 mL sampel diambil tiap jam
dan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600
nm.
Ekspresi dan Bobot Molekul Lon-like
Protease

Ekspresi dan bobot molekul Lon-like
yang dipanen dari E. coli BL21 divalidasi
dengan menggunakan SDS-PAGE (Laemmli,
1970). Konsentrasi poliakrilamid untuk gel
pemisah (resolving gel) adalah 15% dan untuk
gel penggertak (stacking gel) adalah 5%.
Elektroforesis dilakukan pada 15 A selama 15
menit, selanjutnya 30 A selama 35 menit atau
sampai marker mencapai bagian batas bawah
gel. Gel diwarnai dengan pewarnaan
Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250 selama
60 menit dan dibilas dengan larutan distainning
yang mengandung 50% etanol, 10% asam
asetat dan 40% aquades selama 24 jam.
Sofware expasy.org juga digunakan untuk
menghitung berat molekul dan nilai titik iso
elektrik (PI) Lon-like.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Gen Penyandi Lon-like-11A-1A5

Hasil identifikasi urutan gen penyandi
Lon-like protease dari L. plantarum I1A-1A5
menggunakan software Rapid Annotation using
Subsystem Technology (RAST) Annotation
Server disajikan dalam Gambar 1. Hasil
analisis menunjukkan bahwa posisi gen
penyandi Lon-like protease dalam genom
bakteri L. plantarum IIA-1A5 berada dalam
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fitur subsistem protein metabolisme yang
mengandung 215 fitur. Gen ini berlokasi antara
subsistem nucleosides & nucleotides (93 fitur)
dan subsistem cell division & cell cycle (48
fitur). Gen yang telah diidentifikasi tersebut
kemudian dianotasi sebagai gen Lon-like-11A-

Cakupan Subsistem

Distribusi Kategori Subsistem

1A5. Urutan basa DNA dari Lon-like-11A-1A5
yang diperoleh mempunyai ukuran 1080
pasang basa (base pair/bp) atau 360 asam
amino (aa) dan tergolong ke dalam protease
serin.

Jumlah Fitur Subsistem

@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (100)
@M Cell Wall and Capsule (107)

@M Virulence, Disease and Defense (66)

® M Potassium metabolism (4)

® W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (26)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (14)
Membrane Transport (69)

® W Iron acquisition and metabolism (1)

® RNA Metabolism (103)
m M _Nucleosides and Nucleotides (9
=] ] ell Division and Ce ycie (48
Motility and Chemotaxis (0)
@ M Regulation and Cell signaling (44)

@ Secondary Metabolism (4)

@ DNA Metabolism (93)

® M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (74)
@M Nitrogen Metabolism (5)

® M Dormancy and Sporulation (6)

® M Respiration (26)

@MW Stress Response (55)

@ Metabolism of Aromatic Compounds (2)
® Amino Acids and Derivatives (161)
Sulfur Metabolism (10)

@® » Phosphorus Metabolism (28)

@ Carbohydrates (444)

Gambar 1. Subsistem informasi genom L. plantarum I1A-1A5

Optimasi Gen Penyandi Lon-like Protease

Kodon dari sekuen gen penyandi Lon-
like-IIA-1A5  dianalisis secara in silico
(bioinformatika) untuk mengetahui nilai indek
adaptasi kodon (CAI) dan rasio GC. Hasil
analisis menunjukkan bahwa nilai CAIl dan
rasio GC dari gen penyandi Lon-like-11A-1A5
berturut-turut adalah 0,43 dan 48,34%
(Gambar 2b dan 3b). Nilai CAIl vyang
dihasilkan tergolong rendah sehingga perlu
dilakukan optimasi. Optimasi kodon gen
penyandi Lon-like-11A-1A5 dilakukan dengan
tujuan untuk menyesuaikan dengan preferensi
kodon yang ada pada E. coli sebagai inang.
Setelah dilakukan optimasi kodon, nilai CAl
meningkat menjadi 0,97 dan rasio GC
meningkat menjadi 56,57% (Gambar 2a dan
3a).

Nilai CAl merupakan salah satu
parameter yang digunakan untuk memprediksi
tingkat ekspresi gen yang nilainya berkisar dari
nol hingga satu (Gun et al., 2018). Nilai CAI
Lon-like 11A-1A5 setelah dioptimasi adalah
0,97, nilai ini dikategorikan baik karena
menunjukkan tingkat ekspresi gen yang tinggi.

Kisaran nilai CAl yang baik adalah > 0,8 — 1,0
(GenScript, 2019). Semakin besar nilainya,
maka semakin kuat bias penggunaan kodon,
bernilai satu jika gen selalu digunakan untuk
sintesis setiap asam amino yang dikodekan
(Gun et al., 2018). Persentase kandungan GC
dari gen hasil optimasi meningkat menjadi
56,57% dan berada dalam kisaran persentase
ideal vyaitu 30-70% (GenScript, 2019).
Correddu et al., (2019) melaporkan translasi
yang disebabkan oleh kodon arginin langka
(AGG-AGA) pada E. coli, menghasilkan
produksi protein RioK2 terpotong. Penggantian
kodon langka AGG-AGA dengan kodon
arginine CGC-CGT yang dikenali oleh E. coli
sebagai inang mencegah produksi protein
terpotong.

Frequency of optimal codons (FOP)
adalah indeks untuk menunjukkan tingkat
optimisasi pemilihan kodon identik pada setiap
gen untuk proses penerjemahan, sedangkan
kodon optimal adalah kodon yang dikenali
paling banyak oleh isoaccepting tRNA
(Nakamura et al., 2000). Persentase distribusi
kodon dalam kelompok kualitas kodon yang

Ekspresi Gen Lon-like Protease dari Lactobacillus plantarum 11A-1A5 pada Escherichia coli BL21(DE3) (Olfa Mega, et al)

152



dihitung setelah optimasi meningkat (Gambar
2¢ dan 2d). Sebanyak 88% kodon terdistribusi
dalam kelompok kualitas 91-100, 4% dalam
kelompok kualitas 81-90 dan ada 8% kodon
terdistribusi dalam kelompok kualitas 71-80.
Hal ini berarti semakin besar persentase jumlah
kodon dengan kualitas yang baik dibanding
sebelum optimasi. Semakin baik kualitas

kodon maka semakin banyak jumlah kodon
yang dikenali oleh DNA inang dan semakin

tinggi tingkat ekspresi dari asam amino atau
Nilai

protein yang dihasilkan.

frekuensi

optimal kodon (FOP) 100 diberikan untuk
kodon dengan frekuensi penggunaan paling
tinggi yang menyumbangkan asam amino
dalam organisme ekspresi (GenScript, 2019).
Tian et al., (2017) menyatakan, metode
optimasi cenderung memilih kodon

penggunaan frekuensi tinggi dari inang untuk
gen heterologus dan pendekatan ini berhasil
digunakan untuk produksi heterologus dari
beberapa protein terutama yang dikodekan oleh

“yang

kodon disukai” dalam inang.
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Gambar 3. Rasio GC dari gen lon-like 11A sebelum optimasi (b) dan sesudah optimasi (a).

adalah bias kodon. Protein heterologus tidak
akan terekspresi dengan baik jika pada gen
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target ditemukan banyak kodon yang jarang
digunakan dalam sel inang (Kaur, 2018).
Optimasi kodon melalui metode in silico
merupakan cara untuk meningkatkan ekspresi
protein heterologous tanpa mengubah urutan
asam amino dari protein yang dikodekan.
Metode analisis ini berbasis komputasi yang
dikombinasikan dengan algoritma matematika,
kimia dan biologi untuk memprediksi dan
menganalisis struktur dan aktivitas suatu
protein (Singh et al., 2016). Penerapan
teknologi ini lebih efisien dan efektif dibanding
dengan isolasi gen secara langsung karena
selain dapat mencegah penularan penyakit
(Hughes et al., 2011) juga menghemat waktu
dan biaya yang digunakan dalam penelitian
(Yaraguppi et al., 2012).

Kloning Gen Penyandi Lon-like Protease

Kloning gen (DNA) adalah teknik untuk
menggabungkan molekul-molekul DNA secara
in vitro sehingga diperoleh molekul DNA
rekombinan sesuai dengan yang diharapkan
(Yuwono, 2008). Setelah disintesis, DNA
penyandi lon-like I1A diinsersi ke dalam vektor
pET-28a(+). Pemotongan DNA menggunakan
enzim endonuklease restriksi, yaitu Ndel dan
BamH1. Kedua enzim ini dapat mengenali
situs retriksi pada situs Multi Cloning Site
(MCS) yang ada pada plasmid pET-28a(+).
Enzim retriksi Ndel memotong fragmen DNA
dalam urutan 5-CAVTATG-3’ dan
komplemennya 3’-GTATVAC-5" (Watson et
al., 1982), sementara enzim BamH1 memotong
fragmen DNA dalam urutan 5’-GYGATCC-3’
dan komplemennya 3’°CCTAGYG-5" (Newman
et al., 1995). Kedua enzim ini memotong DNA
plasmid dan DNA hasil sintesis yang
menghasilkan fragmen DNA dengan ujung
komplementer yang lengket, sehingga DNA
dapat disisipkan ke dalam plasmid dengan
membentuk ikatan hidrogen yang relatif stabil.
Selanjutnya adalah penyambungan molekul-
molekul DNA dengan menggunakan enzim
DNA ligase ke dalam molekul DNA vektor.
Ikatan hidrogen yang stabil memaksimalkan
kerja enzim ligase dalam menghubungkan
DNA dengan plasmid melalui ikatan
fosfodiester (Brown, 2001).

Validasi plasmid rekombinan dilakukan
dengan elektroforesis gel agarose 1%.
Pemotongan ganda dengan enzim restriksi
Ndel dan BamH1 pada plasmid rekombinan
menghasilkan dua fragmen DNA. Terlihat ada
dua pita muncul dengan berat molekul + 5300
bp menunjukkan plasmid pET-28a(+) dan *
1100 bp menunjukkan Lon-like-11A-1A5
(Gambar 4). Plasmid rekombinan tanpa
pemotongan dengan enzim restriksi
menghasilkan pita sekitar 6000 bp, lebih besar
dari ukuran plasmid pET-28a (+) yaitu 5369
bp. Hasil ini menunjukkan bahwa DNA target
yaitu Lon-like-11A-1A5 berhasil terinsersi ke
dalam plamid pET-28a (+).

i 2 M

6000 =
5300

1100 =

Gambar 4. Analisis restriksi plasmid rekombinan
pada elektroforesis gel agarosa 1%, 1 =
plasmid rekombinan tanpa pemotongan
enzim restriksi, 2 = plasmid
rekombinan yang dipotong dengan
enzim Ndel dan BamH1, M = marker

Seleksi Transforman Positif

Plasmid rekombinan yang mengandung
gen penyandi Lon-like-l1lA-1A5 diekspresikan
dalam sel inang E. coli BL21(DE3).
Kemampuan resistensi terhadap keberadaan
kanamisin pada medium merupakan bentuk
ekspresi dari gen Lon-like-1l1A-1A5 yang
terdapat pada vektor pET-28(+). Hal ini
menandakan bahwa plasmid vektor telah
berhasil masuk ke dalam sel E.coli BL21(DE3)
dan mampu terekspresi, karena plasmid pET-
28a(+) dilengkapi dengan seleksi marker
berupa gen yang resisten terhadap antibiotik
kanamisin. Hasil penelitian menunjukkan E.
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coli BL21(DE?3) yang mengandung
transforman positif tumbuh membentuk koloni
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.
Tanda panah pada Gambar 5 adalah beberapa
contoh E. coli transforman positif dengan ciri-
ciri warna putih yang lebih pekat. Untuk
analisis ekspresi lebih lanjut, E.coli yang
mengandung transforman posistif (E. coli
BL21(BE3)+pET-28a(+)) ditumbuhkan dalam
media LB Broth dan disimpan dalam bentuk
gliserol stock.

Gambar 5.

E. coli BL21 (DE3) yang membawa
plasmid rekombinan

Pertumbuhan E.Coli

Pertumbuhan E.coli BL21(DE3) diukur
satu jam sekali dimulai pada jam ke-3 waktu
inkubasi atau awal induksi dengan IPTG
sampai jam ke-10. Gambar 6 menunjukkan
grafik pertumbuhan bakteri BL21(DE3) yang
mengandung plasmid rekombinan. Pada jam
ke-3 nilai optical density (ODgo) dari kultur
adalah 0,59. Pada nilai OD ini pertumbuhan sel
E.coli berada pada fase eksopensial. Soto-
Rodriquez et al. (2017) menyatakan sintesis
protein diinduksi dengan penambahan 1 mM
IPTG, pada saat Kkultur berada pada
pertengahan fase eksponensial atau fase log
(telah mencapai 0,5 pada ODgq). Fase log
adalah fase dimana bakteri mengalami
pertumbuhan yang sangat cepat, sehingga bila
dilakukan penambahan induser (IPTG) pada
fase log akan meningkatkan produksi protein
rekombinan yang diinginkan. IPTG merupakan
induser untuk meningkatkan ekspresi protein
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rekombinan. IPTG merupakan senyawa yang
memiliki struktur mirip laktosa dan berfungsi
sebagai penginduksi ekspresi gen di bawah
kontrol promotor (Griffiths et al., 2015). IPTG
bekerja dan menginduksi promotor T7 untuk
mengekspresikan ~ gen lon-like-11A-1A5.
Dengan diproduksinya protein, pertumbuhan E.
coli relatif melambat setelah induksi sampai
jam ke-6, mengalami peningkatan pada jam ke-
7 dan mencapai titik stasioner pada jam ke-8.
Marbach and Bettenbrock (2012) melaporkan
tingkat pertumbuhan E.coli yang diinduksi
IPTG bervariasi dalam kisaran 0,46-0,52 per
jam tanpa korelasi yang jelas antara jumlah
induser dan hambatan pertumbuhan. Panen sel
dilakukan pada jam ke-5 setelah induksi (jam
ke-8 pertumbuhan) (Kang et al., 2015) pada
saat bakteri memasuki fase stasioner.

2,77
3 256 266

Asorbansi

9 10 11

Waktu (jam)

Gambar 6. Kurva pertumbuhan E. coli BL21(DE3)
mengandung pET-28a(+)-Lon-like 1A
yang diinduksi dengan IPTG.

Bobot Molekul Lon-like-11A-1A5

E. «coli BL21 (DE3) berhasil
mengekspresikan  Lon-like-1IA-1A5  dalam
bentuk terlarut pada lama induksi 5 jam dengan
berat molekul total adalah sekitar 43,76 kDa
(Gambar 7). Estimasi berat molekul Lon-like-
I1A-1A5 yang dihitung dengan menggunakan
aplikasi software expasy.org adalah 38.83 kDa
dengan nilai titik isoelektrik 9,71 (Gambar 8).
Perbedaan estimasi berat molekul tersebut
disebabkan karena estimasi berat molekul yang
dihasilkan dari software expasy.org hanya
didasarkan pada sekuen asam amino Lon-like-
I1A-1A5 native saja, sedangkan estimasi berat
molekul yang dihasilkan dari SDS-PAGE
sudah termasuk his-tag dan asam amino lain
yang terdapat pada vektor plasmid pET-28a
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(+). Berat molekul protein Lon-like-11A-1A5
yang sudah disisipkan dalam pET-28a(+)
adalah 43,63 kDa. Nilai ini sama dengan hasil
yang diperoleh dengan menggunakan SDS-
PAGE vyaitu 43,76 kDa. Hal ini berarti protein
yang terekspresi pada gel hasil elektroforesis
adalah protein target. Berat molekul Lon
ditentukan oleh jumlah residu asam amino
pada protein tersebut. Liao et al. (2012)
melaporkan berat molekul Lon protease dari
Meothamus taiwanensis adalah 76 kDa.

kDa

100

43,76KDa

Gambar 7. Validasi ekspresi dan bobot molekul
Lon-like 1IA dengan SDS-PAGE, M
adalah marker, baris 0 adalah E. coli
tanpa induksi IPTG, baris 1, 3 dan 5
adalah E. coli setelah diinduksi IPTG
selama 1, 3 dan 5 jam, P adalah pelet
dari E. coli setelah diinduksi IPTG
selama 5 jam, S adalah supernatan dari
E. coli setelah diinduksi IPTG selama 5
jam.

E '_‘ ExPASY

Compute pl/Mw
Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

2@ sa ag se 50
. — PT— YRS

Theoretical pl/Mw: 9.71 / 38828.01

Gambar 8. Perhitungan nilai pl dan berat molekul
dengan software expasy.org

KESIMPULAN

Gen Lon-like-11A-1A5 terekspresi dalam
sel inang E. coli BL21 (DE3). Pendekatan
dengan kodon optimasi dan gen sintesis dapat

digunakan dalam produksi protein Lon-like-
IIA-1A5 dengan menggunakan sel inang E.
coli BL21 (DE3). Lon-like-11A-1A5
rekombinan yang dihasilkan memiliki berat
molekul sekitar 43 kDa.
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