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ABSTRAK 
Jumlah penderita diabetes melitus meningkatkan setiap tahunnya sehingga kebutuhan insulin 

meningkat. Insulin merupakan obat utama untuk pasien diabetes mellitus tipe 1 (DMT1). Dalam 

beberapa kasus, diabetes mellitus tipe 2 (DMT2) memerlukan insulin untuk pengobatannya. Saat ini, 

Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, dan Hansenula polymorpha merupakan 

sistem ekspresi yang digunakan secara luas untuk memproduksi prekursor insulin. Prekursor insulin 

diubah menjadi insulin secara enzimatik. Pada penelitian ini, digunakan Pichia pastoris untuk 

memproduksi prekursor insulin karena mampu memproduksi prekursor insulin dalam jumlah besar 

dan disekresikan ke luar sel Pichia pastoris sehingga mempermudah proses pemurnian. Penelitian 

diawali dengan regenerasi dan seleksi Pichia pastoris. Pichia pastoris terpilih ditumbuhkan dalam 

media fermentasi kemudian prekursor insulin yang dihasilkan dikarakterisasi dengan elektroforesis 

SDS-PAGE dan kadar insulin diukur dengan Elisa. Hasil karakterisasi menunjukkan prekursor 

insulin berupa pita berukuran sekitar 7 KDa dengan kadar prekursor insulin 6,88 µUI/mL. 

 

Kata kunci: Diabetes melitus, Pichia pastoris, prekursor insulin.  

 

ABSTRACT 
The number of people with diabetes mellitus increases every year so that the need of insulin 

increases. Insulin is the main drug for patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM). In some cases, 

type 2 diabetes mellitus (T2DM) requires insulin for its treatment. Currently, Escherichia coli, 

Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, and Hansenula polymorpha are expression systems that 

are widely used to produce insulin precursor. Insulin precursor is converted to insulin enzymatically. 

In this study, Pichia pastoris was used to produce insulin precursor because it is capable of producing 

large amounts of insulin precursor and secreted out of Pichia pastoris cells that simplifies the 

purification process. The study began with the regeneration and selection of Pichia pastoris. Selected 

Pichia pastoris was grown in fermentation media and then the insulin precursor produced was 

characterized by SDS-PAGE electrophoresis and insulin levels was determined by Elisa. The results 

of the characterization showed that the insulin precursor was in the form of a band measuring about 

7 KDa with an insulin precursor level of 6,88 µIU/mL. 

 

Keywords: Diabetes mellitus, Pichia pastoris, insulin precursor 

 

 

 

*

mailto:Fahr009@brin.go.id


137  Fahroziah Assyifa et al., (Karakterisasi Dan Penetapan Kadar Prekursor Insulin Yang…) 

 

JURNAL FARMAMEDIKA (Pharmamedica Journal) Vol.7 No.2, Desember 2022: 136-142 

 

PENDAHULUAN  
Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit 

kronis (menahun) akibat gangguan metabolisme 

yang ditandai dengan tingginya kadar glukosa 

darah akibat kekurangan insulin, resistensi 

insulin, atau keduanya [1-3]. Pada tahun 2019, 

penderita DM mencapai 463 juta di dunia dan 

diprediksi akan meningkat menjadi 700 juta 

pada tahun 2045. Total biaya kesehatan global 

untuk DM mencapai US$ 760 miliar [4-5]. 

Prevalensi DM dan usia harapan hidup DM akan 

terus meningkatkan kebutuhan insulin [6-7]. 

Salah satu penyebab DM adalah defisiensi 

insulin akibat rusaknya sel pankreas, yaitu sel 

yang berfungsi untuk memproduksi insulin. 

Kondisi ini dikenal sebagai DM tipe1 (T1DM). 

Selain itu, DM juga dapat disebabkan oleh 

resistensi insulin yang dikenal dengan DM tipe 2 

(T2DM). Resistensi insulin adalah penurunan 

kemampuan insulin untuk merangsang 

penggunaan glukosa atau penurunan respon sel 

target, seperti otot, jaringan, dan hati terhadap 

kadar insulin fisiologis. Insulin telah digunakan 

untuk pengobatan orang dengan T1DM sejak 

tahun 1922 [8-10]. Insulin diberikan juga pada 

DMT2 yang mempunyai kadar glukosa puasa 

>250 mg/dL, riwayat pankreatektomi, penderita 

DMT2 selama 10 tahun atau lebih, penderita 

hepatitis kronik, tuberkulosis paru, kanker, dan 

penurunan efek samping obat oral  [13-14].  

Insulin adalah hormon untuk mengubah 

glukosa menjadi energi dan mempertahankan 

atau mengontrol kadar glukosa darah. Insulin 

manusia disintesis oleh sel pankreas dalam 

bentuk 3 peptida, yaitu peptida B, C, dan A 

(prekursor insulin). Prekursor insulin diubah 

menjadi insulin oleh enzimatik untuk 

menghilangkan peptida C. Insulin manusia 

adalah dipeptida non-glikosilasi yang terdiri dari 

peptida B yang mengandung 30 asam amino dan 

peptida A yang mengandung 21 asam amino, 

dihubungkan oleh ikatan sulfida, dan memiliki 

berat molekul 5.808 Da [2, 14-18]. 

Pada tahun 1922 insulin yang berasal dari 

hewan (sapi dan babi) digunakan untuk 

pengobatan DM [19-21]. Perkembangan Teknik 

rekayasa genetik memungkinkan insulin 

manusia diproduksi menggunakan bakteri 

Escherichia coli (1978). Insulin manusia yang 

diproduksi Escherichia coli beredar di Amerika 

serikat sejak tahun 1982 [16, 19, 21-23]. Setelah 

itu beredar insulin analog Glargine pada tahun 

1992. Insulin analog merupakan insulin yang 

berasal dari insulin manusia yang mengalami 

modifikasi struktur atau asam amino secara  

 

minor dengan Teknik rekayasa genetika 

sehingga mengubah farmakokinetika, profil 

penyerapan, dan durasi kerja insulin [19, 22].  

Sekarang ini insulin manusia dan insulin analog 

diproduksi menggunakan sistem ekspresi 

Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, 

Pichia pastoris, dan Hansenula polymorpha [16, 

24-29]. Dalam penelitian ini, Pichia pastoris 

digunakan untuk memproduksi prekursor 

insulin. 

 

METODE PENELITIAN  

Mikroorganisme dan Bahan  

Rekombinan Pichia pastoris penghasil 

prekursor insulin, zeosin (Invitrogen), media 

YPD yang mengandung zeosin 100 µg/mL 

(yeast ectract 1%, pepton 1%, dektrosa 2%, 

zeosin 100 µg/mL, bakteriologikal agar 2%), 

media BMGY (YNB 1,34%, gliserol 1%, biotin 

4X105%, histidine 0,004%), media BMMY 

(yeast extract 1%, pepton 2%, kalium fosfat pH 

6,0 100 mM, YNB 1,34%, biotin 4X105%, 

metanol 0,5%), kits SDS-Page (Biorad), Marker 

protein (PM1500 Smobio), Elisa kits (DRG), 

dan kits pewarnaan perak nitrat (Biorad). 

Alat  

Laminar air flow (Gelaire Pty Ltd), deep 

frezzer (Thermo Fisher Scientific), mikro 

sentrifuge (Tommy), shaker incubator (New 

Brunswick Scientific Innova44), mesin 

elektroforesis untuk protein (Atto), 

spektofotometer (Shimadzu UV2700), dan 

mikroplate Reader (SpectraMax Paradigm). 

Regenerasi dan Seleksi Koloni  

Stok rekombinan Pichia pastoris dari deep 

frezzer -80oC diambil dan di simpan pada suhu 

ruang sampai mencair. Kemudian ditumbuhkan 

dalam media YPD agar yang mengandung 

zeosin 100 µg/mL, diinkubasi pada suhu 30oC 

selama 24-48 jam. Koloni tunggal yang tumbuh 

setalah 48 jam, dipilih, diregenerasi dengan cara 

menggoreskan dalam media YPD agar yang 

mengandung zeosin 100 µg/mL, diinkubasi pada 

suhu 28oC selama 24-48 jam.   

Produksi Prekursor Insulin 

Koloni tunggal rekombinan Pichia pastoris hasil 

regenerasi, diinokulasi dalam 10 mL BMGY 

dalam erlenmeyer 100 ml, ditumbuhkan pada 

suhu 28-30° C dalam shaker incubator (250 

rpm) sampai mencapai OD600 = 2-6 (sekitar 16-

18 jam). Sel-sel di sentrifugasi pada 1.500-3.000 

× g selama 5 menit pada suhu kamar. Supernatan 

dibuang dan pelet sel (OD600 dari 1,0) 

disuspensikan kembali ke dalam media BMMY. 
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Kdalam labu baffle 250 mL. Labu ditutup 

dengan 2 lapis kain kasa steril dan ditumbuhkan 

pada suhu 28-30° C dalam inkubator gemetar 

(250 rpm) selama semalam. Metanol 

ditambahkan ke konsentrasi akhir metanol 0,5% 

setiap 24 jam untuk mempertahankan induksi. 

Setelah 72 jam kultur dipanen, disentrifugasi 

pada 1500 – 3000 x g selama 5 menit pada suhu 

kamar, dan prekursor insulin manusia dalam 

supernatan dikarakterisasi dengan elektroforesis 

gel SDS-PAGE. 

 

Elektroforesis Gel SDS-PAGE 

Buffer Anoda 1X sebanyak ± 400 mL 

dimasukkan ke dalam alat elektroforesis dan  Gel 

SDS dimasukkan ke dalam alat elektroforesis 

yang sudah berisi buffer anoda 1X, Buffer 

Katoda 1X sebanyak 70-80 mL dimasukkan ke 

alat elektroforesis  hingga gel terendam, dan sisir 

cetakan dilepas secara perlahan. Sampel dan 

marker dimasukkan ke dalam tiap sumuran 

(Gambar 1), dilektroforesis pada 21 mA/gel 

selama 180 menit. Kemudian gel dilepaskan dari 

cetakan dan diwarnai dengan kits perak nitrat, 

dan diamati pita yang terbentuk pada gel hasil 

SDS-PAGE. 

 

Gambar 1. Gel SDS-PAGE yang digunakan 

untuk karakterisasi ukuran protein 

Elisa 

Sebanyak 25 µL standar insulin dan sampel 

dimasukkan ke dalam masing-masing sumuran 

di microplate, ditambahkan 25 µL Enzyme 

conjugate pada masing-masing sumuran, diaduk 

selama 10 detik, diinkubasi selama 30 menit 

pada suhu kamar tanpa menutupi microplate. Isi 

microplate dibaung dengan cepat, dibilas 

masing-masing sumuran 3 kali dengan Wash 

Solution yang telah diencerkan (400 µL). 

Microplate dikeringkan hingga tidak ada sisa 

larutan. Pada masing-masing sumuran di 

microplate ditambahkan 50 µL Enzym Complex 

ke masing-masing sumuran, diinkubasi selama 

30 menit pada suhu kamar. Isi microplate 

dibaung dengan cepat, dibilas masing-masing 

sumuran 3 kali dengan Wash Solution yang telah 

diencerkan (400 µL). Pada masing-masing 

sumuran di microplate ditambahkan 50 µL 

Substrate Solution ke masing-masing sumuran, 

diinkubasi selama 15 menit pada suhu kamar. 

Reaksi enzimatik dihentikan dengan 

menambahkan 50 µL Stop Solution ke masing-

masing sumuran, standar insulin dan sampel 

segera dibaca pada 450 nm. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Zeosin merupakan antibiotik golongan 

bleomisin atau fleomisin yang diisolasi dari 

Streptomyces verticillus. Antibiotik ini 

merupakan antibiotik yang bersifat toksik baik 

untuk bakteri, jamur (termasuk ragi), tanaman, 

dan sel mamalia sehingga digunakan untuk 

seleksi hasil transformasi gen ke dalam sel 

bakteri, jamur (termasuk ragi), tanaman, dan sel 

mamalia. Mekanisme kerja zeosin dengan cara 

berikatan dengan DNA dan memotong DNA 

tersebut sehingga sel mati [30]. 

 

Gambar 2. Peta plasmid pICZαA-IP. Plasmid 

ini mempunyai gen penanda resistensi terhadap 

zeosin. 

 

Plasmid pICZαA-IP terintegrasi ke dalam 

genom rekombinan Pichia pastoris sehingga 

rekombinan Pichia pastoris mempunyai gen 

resistensi terhadap zeosin (Gambar 2). Saat 

regenerasi dan seleksi koloni rekombinan Pichia 

pastoris dapat tumbuh dalam media seleksi YPA 

agar yang mengandung zeosin 100 µg/mL 

Stacking 
Gel 

Spacer 
Gel 

Separating 
Gel 
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sedangkan kontaminan baik bakteri, ragi, 

ataupun jamur tidak akan tumbuh (Gambar 3 dan 

4). 

 

 

Gambar 3. Hasil regenerasi rekombinan Pichia 

pastoris dari kultur stok -80oC 

 

Gambar 4. Hasil regenerasi dari koloni tunggal 

rekombinan Pichia pastoris  

Rekombinan Pichia pastoris memproduksi 

protein rekombinan secara intra sel atau 

ekstraselular. Untuk sekresi memerlukan urutan 

protein tertentu yang berfunsi sebagai sinyal 

peptida sehingga rekombinan protein yang 

dihasilkan dapat keluar dari sel melalui jalur 

sekresi. Pada penelitian ini, rekombinan Pichia 

pastoris yang mengandung plasmid pICZαA-IP 

mempunyai sinyal peptida faktor α yang berasal 

dari Saccharomyces cerevisiae. Rekombinan 

Pichia pastoris mensekresikan prekursor insulin 

berupa fusi prekursor insulin dengan sinyal 

peptida factor α. 

Hasil SDS-PAGE menunjukkan bahwa 

prekursor insulin yang disekresikan oleh 

rekombinan Pichia pastoris dapat dilihat pada 

Gambar 5. Prekursor insulin yang dihasilkan 

berukuran 7 KDa sesuai dengan yang diinginkan 

[27]. Untuk konfirmasi lebih lanjut, perlu 

dilakukan Western Blot. 

Penentuan kadar prekursor insulin dapat 

menggunakan kromatografi, biosensor 

elektrokimia, dan immunoassay (14). 

Immunoassay dengan Elisa banyak digunakan 

untuk menentukan kadar insulin karena 

memerlukan waktu yang relatif singkat untuk 

menganalisis banyak sampel sampai 96 sampel 

dan spesifik. Pada penelitian ini digunakan Elisa 

untuk penentuan kadar prekursor insulin 

menggunakan kits dari  BRG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. A. Elektroforegram gel SDS-PAGE. M Marker protein 1. Prekursor insulin hasil 

fermentasi Rekombinan Pichia pastoris selama 72 jam. Gambar 5. B. Elektroforegram gel SDS-

PAGE. Prekursor insulin hasil fermentasi Rekombinan Pichia pastoris selama 1. 24 jam, 2. 48 jam, 

3. 72 jam, 4. 96 jam, 5. 120 jam, 6. 144 jam, M Marker protein [27] 

 

        1         2        3       4       5       6        M    KDa 

Prekursor insulin 

A                                                                                                     B 
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Sebelum menentukan kadar prekursor 

insulin, dibuat kurva standar insulin dengan 

kadar insulin dari 0 sampai 25 µUI/ml (Tabel 1). 

Dari kurva standar ini diperoleh persamaan garis 

y = 0,0043x - 0,003 dengan R2 = 0, 9956 

(Gambar 6).  Hasil pengukuran serapan 

prekursor insulin pada 450 nm diperoleh serapan 

0,0266. 1 µUI/ml = 6,00 pmol/L [31]. 

Berdasarkan persamaan di atas kadar prekursor 

diperoleh kadar prekursor insulin sebesar 6,88 

µUI/mL atau 41,28 pmol/L.  

 

Tabel 1. Serapan insulin dan prekursor insulin 

Kadar (µUI/ml) Serapan (450 nm) 

Insulin standar 0 

Insulin standar 6,25 

Insulin standar 12,5 

Insulin standar 25 

Sampel 

 

0 

0,0222 

0,0477 

0,1073 

0.0266 

 

Gambar 6. Persamaan garis insulin standar 

 

SIMPULAN  

Rekombinan Pichia pastoris menghasilkan 

precursor insulin berukuran sekitar 7 KDa 

dengan kadar prekursor insulin sebesar 6,88 

µUI/mL atau 41,28 pmol/L.  
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