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Ismiarti 

 

 

ABSTRAK 

 

  Diabetes melitus merupakan masalah kesehatan global yang membutuhkan 

terapi insulin yang efektif. Insulin glargine, sebagai analog insulin long-acting, 

menjanjikan dalam pengobatan diabetes, namun optimasi produksinya masih 

menjadi tantangan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh variasi 

suhu dan konsentrasi metanol terhadap ekspresi proglargine secara ekstraseluler 

oleh Pichia pastoris X33 rekombinan.  

  Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif yang dilaksanakan pada 

Februari - Desember 2024 di Laboratorium Balai Bioteknologi, Badan Riset dan 

Inovasi Nasional (BRIN) Gedung 630, KST BJ Habibie Serpong, Tangerang 

Selatan. Variasi optimasi ekspresi fermentasi yang dilakukan berupa variasi suhu 

(28°C dan 30°C) dan variasi konsentrasi metanol (1%, 2%, dan 6%). Protein hasil 

ekspresi dimurnikan menggunakan kromatografi penukar kation HiTrap™ SP HF 

yang berisi resin sulfopropil (SP Sepharose High Flow). Ekspresi protein dianalisis 

menggunakan spektrofotometer dan SDS-PAGE. 

  Hasil optimasi ekspresi protein proglargine terbaik diperoleh pada induksi 

ekspresi protein di suhu 28°C dengan konsentrasi metanol 2%. Analisis SDS-PAGE 

menunjukkan bahwa pada kondisi ekspresi protein optimum diperoleh berat protein 

proglargine sesuai dengan yang diharapkan (7kDa). 

 

Kata Kunci: Ekspresi protein, Fermentasi, Insulin glargine, Kromatografi, Pichia 

pastoris 
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EFFECT OF TEMPERATURE VARIATION AND METHANOL 

CONCENTRATION ON EXTRACELLULAR EXPRESSION OF 

PROGLARGINE BY Pichia pastoris X33 RECOMBINANT 

 

Ismiarti 

 

 

ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus is a global health problem that requires effective insulin therapy. 

Insulin glargine, as a long-acting insulin analog, is promising in the treatment of 

diabetes, but its production optimization is still a challenge. This study aims to 

determine the effect of temperature variation and methanol concentration on 

extracellular expression of proglargine by recombinant Pichia pastoris X33.  

  This research is a descriptive study conducted from February to December 

2024 at the Laboratory of the Center for Biotechnology, National Research and 

Innovation Agency (BRIN) Building 630, BJ Habibie Serpong KST, South 

Tangerang. Fermentation expression optimization variations carried out in the form 

of temperature variations (28°C and 30°C) and variations in methanol concentration 

(1%, 2%, and 6%). Expression proteins were purified using HiTrap™ SP HF cation 

exchange chromatography containing sulfopropyl resin (SP Sepharose High Flow). 

Protein expression was analyzed using a spectrophotometer and SDS-PAGE. 

  The best proglargine protein expression optimization results were obtained 

in the induction of protein expression at 28°C with 2% methanol concentration. 

SDS-PAGE analysis showed that at the optimum protein expression conditions, the 

protein weight of proglargine was obtained as expected (7kDa). 

 

Keywords: Protein expression, Fermentation, Insulin glargine, Chromatography, 

Pichia pastoris 
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   BAB I  

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Insulin merupakan hormon yang diproduksi oleh pankreas yang memiliki 

peran mendasar dalam metabolisme lemak dan karbohidrat. Insulin berfungsi untuk 

mengontrol kadar glukosa darah dengan merangsang konversi glukosa menjadi 

glikogen (Rasool et al., 2019). Insulin telah digunakan sejak tahun 1922 sebagai 

salah satu obat untuk penderita Diabetes Melitus (DM) (Assyifa et al., 2022). 

Berdasarkan data International Diabetes Federation (IDF) (2021), jumlah 

penderita diabetes di Indonesia dapat mencapai 28,57 juta pada 2045, jumlah ini 

lebih besar 47% dibandingkan dengan jumlah 19,47 juta pada 2021. WHO (2016) 

menyebutkan bahwa peningkatan jumlah penderita diabetes harusnya sejalan 

dengan peningkatan ketersediaan insulin, namun menurut Wulandari (2021), 

kebutuhan insulin di Indonesia baru terpenuhi 74%.  

Insulin dapat dibuat melalui rekayasa genetik dengan memasukkan protein 

fusi proinsulin ke dalam host spesifik (inang spesifik) (Alyas et al., 2021). 

Proinsulin merupakan prekursor insulin yang terbentuk dari insulin yang belum 

matang sehingga perlu dilakukan proses pemurnian, kemudian dilakukan konversi 

secara enzimatik untuk menjadi insulin aktif. Insulin aktif ini nantinya siap 

digunakan untuk produk obat komersial (Kottaisamy et al., 2021).  

Jenis insulin yang dapat diproduksi melalui rekayasa genetik salah satunya 

adalah insulin analog glargine (Conacher, 2018). Insulin glargine merupakan 

insulin yang termasuk dalam jenis insulin analog (long acting) karena memiliki 

durasi kerja yang lama yaitu selama 24 jam dalam sekali injeksi, sehingga insulin 
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glargine ini sangat praktis digunakan untuk pengobatan DM (Hardianto et al., 

2024).  

Produksi insulin sejauh ini telah diujicobakan menggunakan sistem ekspresi 

Escherichia coli dan Saccharomyces cerevisiae (Baeshen et al., 2014). Sistem 

ekspresi E. coli memiliki kekurangan karena tidak memiliki aktivitas pasca 

trankripsi, seperti glikosilasi, fosforilasi, dan pembentukan jembatan disulfida 

(Baeshen et al., 2014). Demikian juga halnya dengan sistem ekspresi di S. 

cerevisiae, yang memerlukan penambahan perlakuan supaya proinsulin dapat 

diubah menjadi insulin. Protein yang diekspresikan oleh S. cerevisiae dilaporkan 

mengalami glikosilasi berlebih (Grinna & Tschopp, 1989). Selain itu, protein yang 

dihasilkan memiliki sambungan α1,3 glikan yang berperan dalam sifat 

hiperantigenik sehingga mengurangi nilai terapeutik dari protein tersebut (Higgms 

& Cregg, 2003).  

Alternatif sistem ekspresi protein yang lebih baik adalah menggunakan 

inang Pichia pastoris. Ragi ini menawarkan beberapa keunggulan seperti memiliki 

kontrol promoter AOX yang kuat sehingga berpengaruh terhadap kuantitas dan 

kualitas protein yang diekspresikan (Baeshen et al., 2014). Selain itu, protein yang 

dihasilkan oleh P. pastoris tidak mengalami glikosilasi berlebihan dibandingkan 

ekspresi protein di inang S. cerevisiae (Baeshen et al., 2016).  

Gurramkonda et al, (2010) dalam penelitiannya berhasil mengekspresikan 

proinsulin manusia secara intraseluler menggunakan inang P. pastoris. Hasil 

penelitian menunjukkan optimasi suhu, pH dan konsentrasi induser methanol dapat 

mempengaruhi hasil. Penelitian juga dilakukan oleh Nurdiani et al, (2018) berhasil 

merancang plasmid rekombinan pembawa gen pro-Human insulin sintetik 
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menggunakan P. pastoris sebagai host ekspresi dengan bantuan insulin manusia 

dari vektor pD902 dari invitrogen.  

Penelitian oleh Martius et al, (2020) berhasil mengoptimasi waktu induksi 

dalam mengekspresikan gen pro-Human insulin menggunakan klon P. pastoris X33 

secara intraseluler. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi pro-Human 

insulin oleh klon P. pastoris X33 optimal dengan waktu induksi 120 jam pada suhu 

20°C. Peningkatan ekspresi protein terjadi pada penambahan konsentrasi induksi 

metanol 0,5-3%. Hasil penelitian menunjukkan ekspresi pro-Human insulin yang 

lebih tinggi hingga mencapai 100 kali lipat oleh klon P. pastoris X33.  Menurut Yin 

et al, (2012) ekpresi protein proinsulin oleh P. pastoris secara intraseluler 

memberikan hasil yang lebih tinggi. Secara sistem, P. pastoris berpotensi dalam 

memproduksi protein rekombinan yang diekspresikan secara intraseluler maupun 

ekstraseluler (Looser et al., 2014).  

Peneliti dari BRIN sudah mengembangkan integrasi plasmid pPICZαA-G 

yang mengandung gen glargine sintetis ke dalam genom P. pastoris. Hasil 

sekuensing DNA menunjukkan kecocokan lengkap (identitas sekuens 100%) antara 

produk PCR dan sekuens gen glargine sintetis. Pichia pastoris menghasilkan 

proglargine ekstraseluler dalam media fermentasi, ukuran proglargine sekitar 10 

kDa (Hardianto et al., 2024). Optimasi ekspresi protein perlu dilakukan untuk 

mendukung produksi protein skala industri. Berdasarkan uraian masalah yang 

sudah disampaikan, maka dilakukan penelitian dengan judul “Pengaruh variasi 

suhu dan konsentrasi metanol terhadap ekspresi proglargine secara ekstraseluler 

oleh Pichia pastoris X33 Rekombinan”. 
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B. Rumusan Masalah 

Bagaimanakah kondisi optimum suhu dan konsentrasi metanol terhadap 

ekspresi proglargine secara ekstraseluler oleh Pichia pastoris X33 rekombinan? 

C. Tujuan Penelitian 

Menentukan kondisi optimum suhu dan konsentrasi metanol terhadap 

ekspresi proglargine secara ekstraseluler oleh Pichia pastoris X33 rekombinan.  

D. Manfaat Penelitian 

Sebagai dasar pengembangan insulin yang diharapkan dapat mencapai 

tahap produksi komersial, sebagai solusi untuk memenuhi kebutuhan insulin di 

Indonesia secara mandiri.  
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    BAB V  

PENUTUP 

 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekspresi 

protein proglargine oleh P. pastoris X33 rekombinan optimum adalah pada suhu 

28°C dengan konsentrasi metanol 2%. 

B. Saran 

1. Perlu dilakukan optimasi lebih lanjut terhadap variabel fermentasi lainnya, 

seperti pH media, komposisi media, dan strategi induksi metanol, untuk 

meningkatkan ekspresi dan kualitas proinsulin glargine.  

2. Melakukan teknik purifikasi tambahan, seperti kromatografi afinitas atau 

kromatografi eksklusi ukuran, untuk meningkatkan kemurnian proglargine dan 

memperoleh protein dengan berat molekul yang lebih homogen.  

3. Melakukan analisis kuantitatif menggunakan metode ELISA atau HPLC untuk 

mengukur konsentrasi proglargine secara akurat.  
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