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ABSTRAK

Vaksinasi merupakan salah satu strategi utama dalam mengatasi pandemi. Saat ini sebagian besar vaksin yang dikembangkan 
merupakan vaksin berbasis teknologi rekombinan. Protein rekombinan sering menggunakan bakteri Escherichia coli (E. coli) karena 
mudah dimanipulasi secara genetik dan relatif aman untuk dikembangkan. Teknologi DNA rekombinan menggunakan berbagai 
jenis plasmid sebagai vektor utama yang memfasilitasi masuknya DNA rekombinan ke dalam bakteri. Plasmid pET-32 merupakan 
plasmid yang dikembangkan untuk kloning dan ekspresi protein rekombinan pada E. coli. Meskipun metode transformasi plasmid 
pada bakteri cukup lama dikembangkan, namun sering menemui kendala dalam prosesnya. Penelitian ini bertujuan mengembangkan 
metode pembuatan sel kompeten dan metode transformasi yang paling efektif. Metode pembuatan sel kompeten dengan menggunakan 
calcium chloride (CaCl₂) dan dimethyl sulfoxide (DMSO), serta optimasi transformasi gen pET-32-HCR-CTB ke dalam sel kompeten 
BL21 dilakukan menggunakan kondisi heat shock pada suhu 42°C selama 45 detik dan 60 detik. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa penggunaan DMSO dalam pembuatan sel kompeten menghasilkan efisiensi transformasi sebesar 3,5 × 10³ CFU/µg. Klon 
bakteri yang tumbuh setelah proses transformasi kemudian diuji menggunakan PCR, yang mengonfirmasi keberadaan gen pET-32-
HCR-CTB. Dengan demikian, variasi metode pembuatan sel kompeten BL21 dan kondisi optimum transformasi yang diperoleh 
dalam penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar untuk pengembangan lebih lanjut dalam produksi vaksin COVID berbasis 
protein rekombinan. 
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ABSTRACT

Vaccination is one of the main strategies in combating the pandemic. Currently, most vaccines being developed are based 
on recombinant technology. Recombinant protein production frequently utilizes E. coli due to its ease of genetic manipulation and 
relative safety for development. Recombinant DNA technology employs various types of plasmids as primary vectors to facilitate 
the insertion of recombinant DNA into bacterial cells. The pET-32 plasmid is one such vector, designed for cloning and expressing 
recombinant proteins in E. coli. Although plasmid transformation methods in bacteria have been developed for a long time, the 
process often encounters several challenges. This study aims to develop an effective method for preparing competent cells and 
optimizing the transformation process. The competent cells were prepared using calcium chloride (CaCl₂) and dimethyl sulfoxide 
(DMSO), and the transformation of the pET-32-HCR-CTB gene into BL21 competent cells was optimized using a heat shock at 42°C 
for 45 seconds and 60 seconds. The results showed that the use of DMSO in competent cell preparation resulted in a transformation 
efficiency of 3.5 × 10³ CFU/µg. Bacterial clones that grew after the transformation process were tested using PCR, confirming the 
presence of the pET-32-HCR-CTB gene. Therefore, the variation in the BL21 competent cell preparation method and the optimized 
transformation conditions obtained in this study can serve as a foundation for further development of recombinant protein-based 
COVID vaccine production.
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Pendahuluan

Pandemi corona virus disease (COVID) membuka 
peluang untuk melakukan penelitian tentang vaksin yang 
efektif, terutama yang terjangkau, mudah diproduksi dalam 
skala besar, dan mudah dibuat. Vaksin berbasis protein 
rekombinan telah muncul sebagai kandidat menjanjikan karena 
keamanannya dan kemampuannya beradaptasi dengan varian 
baru. Vaksin protein rekombinan dibuat melalui teknologi 
DNA rekombinan yang diover-ekspresikan menjadi protein 
rekombinan. Salah satu langkah penting dalam produksi 
vaksin rekombinan adalah transformasi plasmid yang efisien 
ke dalam sel inang bakteri. Escherichia coli banyak digunakan 
untuk tujuan ini karena pertumbuhannya yang cepat, genetika 
yang terkarakterisasi dengan baik, dan kemudahannya untuk 
dimanipulasi. Namun, efisiensi transformasi masih menjadi 
keterbatasan teknis. Plasmid besar seperti pET-32, merupakan 
plasmid yang dikembangkan untuk kloning dan ekspresi 
protein rekombinan dengan E. coli sebagai host. Plasmid 
pET-32 membawa highly conserved region (HCR) dari 
protein spike severe acute respiratory syndrome coronavirus 
2 (SARS-CoV-2) ke dalam sel host E.coli BL21(DE3) [1]. 
Region ini dipilih sebagai kandidat vaksin yang menjanjikan 
karena level mutasinya yang rendah sehingga diharapkan dapat 
efektif untuk berbagai strain virus yang baru [2]. Transformasi 
melibatkan banyak variabel, termasuk persiapan sel kompeten, 
parameter heat shock, dan media seleksi [3]. Meskipun ada 
beberapa metode untuk persiapan sel kompeten—seperti yang 
melibatkan kalsium klorida (CaCl₂) atau dimetil sulfoksida 
(DMSO)—penelitian perbandingan tentang efektivitasnya 
dalam kombinasi dengan protokol heat shock masih terbatas. 
Secara khusus, pengaruh durasi heat shock dan sistem buffer 
terhadap efisiensi transformasi menggunakan plasmid besar 
masih belum banyak dieksplorasi. Selain itu, pemilihan 
transformasi dengan metode heat shock dikarenakan cukup 
sederhana dan dapat dilakukan di laboratorium pendidikan. 
Kelemahan dari metode ini memerlukan optimasi dengan 
pemilihan garam yang sesuai dalam pembuatan sel kompeten, 
media pertumbuhan, dan lama waktu heat shock. Transformasi 
berhasil bila ditandai dengan tumbuhnya bakteri E. coli 
BL21(DE3) yang membawa plasmid pET-32-HCR.  

Menurut Chan et al. [4] ada empat macam garam yang 
umum digunakan untuk pembuatan sel kompeten E. coli  yaitu 
DMSO, MgCl2-CaCl2, dan CaCl2 dengan metode Hanaan. 
Pemakaian garam dalam penelitian ini mengunakan DMSO 
MgCl2-CaCl2. Penggunaan Luria Bertani Broth (LB) dan Super 
Optimal Broth (SOB) dalam penelitian ini dapat memberikan 
dampak yang berbeda pada berbagai jenis kompeten sel  turunan 
E. coli [5] sedangkan Patigu et al. [3] hanya  menggunakan LB.  

 Proses heat shock dalam rentang waktu tertentu dapat 
mengubah permeabilitas membran bakteri. Heat shock suhu 
42°C  dengan waktu 30 detik menjadi suhu maksimum efisiensi 
transformasi [6], sedangkan Chan et al. [4] menyatakan tidak 
ada perbedaan pada 45 detik atau 90 detik. Penelitian ini 
membatasi proses heat shock pada suhu 42°C dengan waktu 
40, 90, dan 120 detik. 

Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan dua 
protokol untuk mempersiapkan sel kompeten E. coli BL21(DE3) 
menggunakan metode berbasis CaCl₂ dan DMSO, serta untuk 
mengoptimalkan parameter transformasi untuk plasmid pET-
32-HCR-CTB. Efisiensi transformasi dievaluasi menggunakan 

unit pembentuk koloni per mikrogram DNA plasmid, dan 
dianalisis untuk menkonfirmasi keberhasilan integrasi gen.

Bahan dan Metode

Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah: bakteri Escherichia coli, BL21(DE3), dan Escherichiae 
coli DH5 ἀ. Plasmid pET-32-HCR-CTB yang merupakan hasil 
kloning sebelumnya. Transformation Storage Buffer (TSB), 
media LB, SOB, dan Super Optimal Broth with Catabolite 
repression (SOC), serta reagen CaCl₂, DMSO, MgCl₂, MgSO₄, 
dan PEG diperoleh dari Sigma-Aldrich. Antibiotik ampisilin 
100 µg/mL digunakan sebagai agen seleksi. 

Metode
Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorium 

dengan pendekatan kuantitatif menggunakan optimasi 
metode pada suhu dan pembuatan sel kompeten. Variabel 
bebas meliputi metode pembuatan sel kompeten (CaCl₂ vs 
DMSO), media pertumbuhan (LB vs SOB/SOC), dan durasi 
heat shock (45 detik vs 60 detik). Variabel terikat adalah 
efisiensi transformasi (CFU/µg plasmid DNA). Kontrol 
negatif dilakukan tanpa penambahan plasmid. Uji hipotesis 
dilakukan melalui optimalisasi metode dengan media dan suhu 
dalam pembuatan kompeten sel sebagai dasar pengembangan 
pembuatan kandidat vaksin COVID. Data hasil penelitian 
dianalisis dengan mendeskripsikan efisiensi transformasi pada 
kondisi heat shock dengan menggunakan DMSO atau CaCl2. 

1. Pembuatan Sel Kompeten
Suspensi bakteri baik kompeten sel dengan metode 

DMSO dan CaCl2 ditanam pada medium LB dan SOB yang 
mengandung antibiotik ampisilin 100 µg/ml kemudian 
diinkubasi pada 37°C selama 24 jam, masing-masing 
konsentrasi dilakukan sebanyak tiga kali.

2. Metode CaCl2 dan DMSO 
Metode penggunaan CaCl2 diadaptasi dan dimodifikasi 

dari metode Mandel dan Hlga, 1970. Pellet bakteri BL21(DE3) 
diresuspensi  dengan CaCl2 0,1 M dingin dan steril, diinkubasi 
selama 1 jam. Suspensi bakteri disentrifus 4000 rpm pada suhu 
4°C selama 10 menit. Pellet bakteri selanjutnya diresuspensi 
dengan 4 mL CaCl2 0,1 M dalam gliserol 15%, selanjutnya 
dimasukkan dalam  cryo tube dan disimpan pada suhu -80°C.                                 

Metode penggunaan DMSO diadaptasi dan dimodifikasi 
dari metode Chung dan Mille, 1988. Pellet bakteri BL21(DE3) 
diresuspensi dengan 4 mL TSB dingin, LB, PEG, DMSO 5%, 
10 mM MgCl2, dan  10 mM MgSO4. Larutan disaring dengan 
sartorius filter ukuran 0,45 µm kemudian diinkubasi di atas 
es selama 30 menit. Bakteri BL21(DE3) sebanyak 100 µL 
selanjutnya dimasukkan dalam cryo tube dan disimpan pada 
suhu -80°C. 

3. Metode Transformasi Heat Shock dengan Kompeten 
Sel Perlakuan DMSO dan CaCl2 

Kompeten sel BL21(DE3) dengan metode DMSO 
sebanyak 100 µL ditambahkan plasmid pET-HCR 1 µL (0,1 
ng/µL), kemudian diinkubasi di atas es selama 30 menit. Heat 
shock dilakukan selama 45 detik dan 60 detik, kemudian 
diinkubasi di es selama 2 menit. Suspensi sel ditumbuhkan 
pada 0,9 mL TSB dengan penambahan 20 mM glukosa pada 
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Tabel 1. Jumlah koloni dan efisiensi  transformasi  pada 
berbagai variasi sel kompeten dan waktu heatshock 

Tabel 2. Hasil pengukuran nanodrop isolasi DNA plasmid 
pET-HCR

suhu 37°C selama 60 menit.  
	 Sel kompeten E. coli BL21(DE3) dengan metode 

CaCl2 sebanyak 100 µL ditambahkan  plasmid pET-HCR 1 µL 
(0,1 ng/µL), kemudian diinkubasi dalam es selama 30 menit. 
Selanjutnya dilakukan heat shock dengan durasi waktu 45 detik 
dan 60 detik, dan diinkubasi di atas es selama 2 menit. Sebanyak 
100 µL LB atau SOC ditambahkan ke dalam suspensi bakteri, 
kemudian diinkubasi pada 37°C selama 60 menit.                                            

Perhitungan efisien transformasi dihitung dengan formula 
berikut [7]: 

Gambar 1. Grafik variasi kompeten sel DMSO-CaCl2 dan 
lama waktu heatshock

4. PCR
Pemeriksaan metode PCR digunakan untuk 

mengamati bakteri kompeten telah berhasil membawa 
plasmid pET-HCR dengan primer HCR-CTB F2: 
5’GTCGGTACCGATAGTCTTA3’. HCR-CTB R2: 
5’GAATTCGAGCTCGAGATTT3’.

5. Analisis Data
Analisis data yang di dapat dari hasil hitung jumlah koloni 

dan efisiensi transformasi sel kompeten dengan perlakuan 
media, waktu heat shock, serta hasil plasmid diuji dengan 
Polymerase Chain Reaction (PCR).

Hasil
Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode pembuatan 

sel kompeten dan durasi heat shock berpengaruh signifikan 
terhadap efisiensi transformasi plasmid pET-32-HCR-CTB ke 
dalam E. coli BL21(DE3). Sel kompeten yang dibuat dengan 
metode DMSO menunjukkan efisiensi transformasi tertinggi 
yaitu 1,3 × 10⁴ CFU/µg DNA plasmid pada perlakuan heat 
shock selama 45 detik. Sebaliknya, metode CaCl₂ menghasilkan 
efisiensi maksimum sebesar 7 × 10³ CFU/µg pada durasi 60 
detik. Hasil ini ditampilkan pada Tabel 1 dan Gambar 1. 

Perlakuan 
transformasi 

kompeten

Waktu 
(detik)

Ulangan Jumlah 
koloni

Rerata Efisiensi
transformasi 

(CFU/µg)
1 3 3 x 103

45 2 7 7 x 103

3 5 5 x 103

CaCl2 5 5 x 103

1 7 7 x 103

60 2 8 8 x 103

3 4 4 x 103

7 7 x 103

1 7 7 x 103

45 2 24 24 x 103

3 6 6 x 103

DMSO 13 13 x 103

1 22 22 x 103

60 2 2 2 x 103

3 9 9 x 103

11 11 x 103

Plasmid pET-HCR diisolasi dari bakteri menggunakan 
Presto TM Mini Plasmid (Geneaid). Hasil isolasi plasmid 
diukur dengan nanodrop dapat diamati pada Tabel 2. Rerata 
kosentrasi DNA plasmid 100 ng/μL dan batas kemurnian 
plasmid DNA antara 1,9-2.

pET-HCR Konsentrasi (ng/μL) λ (260/280)

1 105,7 1,933

2 97,26 1,935

3 96,8 1,944

4 105,9 1,929

5 92,31 1,951

Tabel 3. Hasil PCR plasmid
Gel Elektroforesis Keterangan

       

1.	 Well 1-3 Plasmid hasil 
transforman BL21- waktu 
heatshock 45 detik CaCl2

2.	 Well 4-6 Plasmid hasil trans-
forman BL21- CaCl2 waktu 
heatshock 60 detik 

3.	 Well 7 Marker
4.	 Well 7-9 Plasmid hasil trans-

forman BL21-DMSO waktu 
heatshock 45 detik 

5.	 Well 10-12 Plasmid hasil 
transforman BL21-DMSO  
waktu heatshock 60 detik

(2)

(1)
�� (���) = �����ℎ ������ ������� × ����� ����������� × ������ ������������ ����

������ ���� �� �������
�����ℎ ������ ������� × ����� ����������� × ������ ������������ ����

������ ���� �� �������

�� ( ��� µg ) = ��
������� ��� µg

��
������� ��� µg
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Data pada Tabel 2 menunjukkan bahwa plasmid pET–
HCR yang diisolasi bebas dari kontaminan RNA, protein 
dan fenolik [9], sehingga memenuhi syarat untuk digunakan 
dalam transformasi heat shock pada langkah selanjutnya. 
Dapat diamati pada Tabel 3, hasil PCR dengan primer spesifik 
HCR spike menunjukkan semua sample positif pada 950 bp, 
menyatakan bahwa koloni bakteri membawa plasmid positif 
pET-HCR. Tabel 4 menunjukkan hasil konfirmasi cloning 
dilakukan dengan PCR menggunakan primer spesifik yang 
mengenali gen pengkode HCR spike. Koloni transforman 
yang diduga mengandung plasmid pET-HCR diinokulasi 
ke media agar plate yang mengandung antibiotik ampisilin 
dengan metode replica plating. Bakteri yang tumbuh diisolasi 
plasmid menggunakan metode PCR menunjukkan hasil positif 
membawa plasmid pET-HCR. 

Kesimpulan

Penelitian ini berhasil menunjukkan bahwa metode 
pembuatan sel kompeten menggunakan DMSO lebih efektif 
dibandingkan metode CaCl₂ dalam mentransformasi plasmid 
pET-32-HCR-CTB ke dalam E. coli BL21(DE3). Efisiensi 
tertinggi sebesar 1,3 × 10⁴ CFU/µg diperoleh pada perlakuan 
heat shock selama 45 detik pada suhu 42°C menggunakan 
sel kompeten DMSO. Uji PCR mengonfirmasi keberhasilan 
integrasi plasmid ke dalam genom bakteri. Optimasi 
protokol ini memberikan pendekatan efisien dan dapat 
direkomendasikan sebagai prosedur standar untuk produksi 
protein rekombinan berbasis E. coli dalam pengembangan 
kandidat vaksin subunit COVID. Ke depan, metode ini dapat 
diadaptasi untuk berbagai aplikasi bioteknologi lainnya yang 
melibatkan manipulasi genetik melalui transformasi bakteri.  
Variasi  metode pembuatan sel kompeten BL21 dan kondisi 
optimum transformasi gen pET-32-HCR-CTB dapat digunakan 
untuk penelitian lanjutan guna mengembangkan vaksin COVID 
maupun penelitian bioteknologi lain yang menggunakan teknik 
transformasi heat-shock.
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