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RINGKASAN 

 

Sintesis dan Purifikasi Protein Rekombinan Kapsid Sugarcane Mosaic Virus 

(SCMV) Kiky Mey Putranty, 121810401041; 2017: 43 halaman; Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 
Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) merupakan virus penyebab penyakit 

mosaik pada tanaman tebu (Saccharum officinarum L.). Virus SCMV dapat 

menurunkan produktivitas tanaman tebu sebesar 0.5-45% tergantung dari 

ketahanan varietas tanaman, galur (strain) virus yang menyerang, iklim dan 

populasi serangga vektor. Oleh sebab itu, diperlukan penanganan yang serius 

dalam upaya pengendalian penyebaran SCMV. Metode yang dapat digunakan 

untuk mendeteksi virus SCMV yaitu melalui uji serologi. Dalam uji serologi 

diperlukan antigen yang dapat digunakan untuk membentuk antibodi. Antigen 

diproduksi dengan menggunakan metode protein rekombinan.  

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan produksi dan purifikasi protein 

rekombinan kapsid SCMV yang digunakan sebagai antigen untuk memperoleh 

antibodi yang digunakan dalam uji serologi untuk mendeteksi virus SCMV. Gen 

yang digunakan dalam produksi protein rekombinan adalah cDNA protein kapsid 

SCMV. cDNA protein kapsid SCMV disubkloning dalam plasmid pET28a(+) 

yang kemudian dinamakan pET28a(+)-protein kapsid SCMV. Plasmid 

pET28a(+)-protein kapsid SCMV ditransformasikan dalam sel Escherichia coli 

strain BL21. Hasil SDS-PAGE pada protein yang diekstraksi dari E. coli strain 

BL21 yang memiliki cDNA protein kapsid SCMV menunjukkan protein kapsid 

SCMV dapat diekspresikan dalam bentuk inclusion body dengan ukuran ±40 kDa. 

Ekspresi protein rekombinan tersebut tidak dipengaruhi adanya penambahan 

inducer IPTG.  

Purifikasi protein rekombinan dilakukan dengan menggunakan kolom 

afinitas kromatografi resin Ni-NTA dan elektroelusi. Protein rekombinan yang 

kedua ujungnya telah berfusi dengan 6x histidin tag akan berikatan dengan nikel 

yang terdapat pada resin sehingga akan dapat dipisahkan protein kapsid SCMV 
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dengan protein lain yang diekstraksi dalam E. coli. Purifikasi yang kedua 

dilakukan dengan elektroelusi. Metode ini dilakukan dengan memotong gel SDS 

yang mengandung protein target kemudian mengeluarkan protein tersebut dari gel 

menggunakan arus listrik. Protein yang telah diperoleh, diukur konsentrasinya 

dengan metode Lowry. Konsentrasi protein yang diperoleh 15 mg/ml dengan 

volume total 6 ml. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) merupakan virus penyebab penyakit 

mosaik pada tanaman tebu (Saccharum officinarum L.). Virus ini dapat 

menghambat proses asimilasi karbon sehingga menurunkan produktivitas tanaman 

tebu. Apabila infeksi virus ini tidak ditangani dengan serius dapat menyebabkan 

menurunnya persentase perkecambahan, diameter batang dan jumlah internodus 

tanaman tebu (Viswanathan et al., 2005). Menurut Singh et al. (2003) virus 

SCMV dapat menurunkan produktivitas tanaman tebu sebesar 0.5-45% tergantung 

dari ketahanan varietas tanaman, galur (strain) virus yang menyerang, iklim dan 

populasi serangga vektor. Oleh sebab itu, diperlukan penanganan yang serius 

dalam upaya pengendalian penyebaran SCMV. 

Kendala utama dalam pengendalian penyakit mosaik yang disebabkan oleh 

SCMV yaitu gejala yang ditimbulkan oleh virus tersebut secara morfologi mirip 

dengan penyakit mosaik yang diakibatkan oleh kekurangan nutrisi ataupun 

penyakit mosaik yang diakibatkan oleh anggota kelompok potyvirus yang lain 

yaitu sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) (Damayanti dan Putra, 2010), 

sehingga sulit dilakukan pengendalian yang spesifik untuk virus SCMV. Tanaman 

yang terinfeksi umumnya menunjukkan gejala timbulnya gambaran mosaik 

(belang) pada daun. Metode yang dapat digunakan untuk mendeteksi virus SCMV 

yaitu melalui uji serologi. Metode ini lebih efektif dan spesifik untuk mendeteksi 

serangan SCMV dibandingkan dengan mengamati morfologi tanaman yang 

terjangkit virus tersebut.  

Uji serologi merupakan metode untuk mendeteksi adanya antigen (protein, 

polisakarida, dll) yang terdapat dalam organisme dengan memanfaatkan interaksi 

spesifik dengan antibodi yang komplementer dengan antigen tersebut. Dalam uji 

serologi diperlukan antigen yang dapat digunakan untuk membentuk antibodi. 

Antigen yang digunakan dapat berasal dari virus SCMV secara utuh. Namun, 

dalam isolasi virus utuh diperlukan tahapan yang rumit. Oleh sebab itu digunakan 

metode protein rekombinan untuk menghasilkan antigen tersebut. Tahapan dalam 
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produksi protein rekombinan yaitu kloning gen, sintesis dan purifikasi protein 

(Adnyani, 2012). Gen yang digunakan pada produksi protein rekombinan  ini 

yaitu gen cDNA protein kapsid SCMV yang diisolasi dari tanaman tebu yang 

terjangkit virus SCMV. Pengklonan cDNA protein kapsid dipilih karena kapsid 

merupakan molekul imunogenik yang akan memicu sistem imun hewan uji untuk 

menghasilkan antibodi. Selain itu, protein kapsid juga merupakan protein yang 

spesifik yang dapat dijadikan alat identifikasi spesies virus yang berbeda (Frenkel 

et al., 1991). Fragmen cDNA protein kapsid SCMV telah dikonstruksi dalam 

plasmid ekspresi yang dapat digunakan untuk produksi protein rekombinan. 

Tahap selanjutnya yaitu sintesis protein rekombinan kapsid SCMV. 

Sintesis protein rekombinan tersebut dilakukan dalam sel bakteri Escherichia coli 

karena bakteri tersebut dapat memproduksi protein dalam jumlah banyak dan 

dalam waktu yang relatif singkat (Rosano et al., 2014). Produksi protein menjadi 

penting untuk dilakukan karena dalam uji serologi, protein yang dihasilkan 

mempengaruhi antibodi yang akan dibentuk.  

Perlakuan yang dilakukan dalam sintesis protein rekombinan yaitu induksi 

sintesis protein menggunakan isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). 

IPTG berperan sebagai inducer pada operator lac yang terdapat dalam plasmid 

dengan cDNA protein kapsid SCMV didalamnya (Collins et al., 2013). Oleh 

sebab itu, konsentrasi IPTG yang digunakan tentu akan mempengaruhi jumlah 

protein yang dapat disintesis oleh bakteri E. coli. Selain itu, tahapan yang penting 

dalam uji serologi adalah pemurnian protein. 

Pemurnian protein dapat dilakukan menggunakan kolom afinitas 

kromatografi resin Ni-NTA. Pada kedua ujung protein kapsid rekombinan 

terdapat 6x histidin yang akan berikatan dengan logam nikel pada resin. Ikatan 

antara histidin dan nikel dapat dilepas dengan menambahkan imidazol pada resin. 

Apabila protein tidak dimurnikan, hal tersebut akan menyebabkan antibodi yang 

terbentuk tidak spesifik dalam mengenali protein kapsid SCMV, sehingga hasil 

tersebut akan mempengaruhi identifikasi penyakit mosaik tanaman tebu.
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1.2 Rumusan Masalah 

Deteksi virus secara molekuler dalam upaya pengendalian penyebaran 

virus dapat dilakukan dengan uji serologi melalui produksi antibodi. Namun 

hingga saat ini antibodi untuk virus SCMV belum tersedia sehingga diperlukan 

metode untuk membentuk antibodi tersebut. Spesifisitas antibodi yang terbentuk 

sangat bergantung pada antigen yang digunakan. Oleh sebab itu rumusan masalah 

dari studi ini adalah bagaimana cara melakukan produksi dan purifikasi protein 

rekombinan kapsid SCMV yang akan digunakan sebagai antigen untuk 

membentuk antibodi ? 

 

1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan produksi dan purifikasi 

protein rekombinan kapsid SCMV untuk memperoleh antibodi yang digunakan 

dalam uji serologi untuk mendeteksi virus SCMV.  

 

1.4 Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini adalah mendapatkan protein rekombinan kapsid 

SCMV murni yang dapat digunakan untuk membentuk antibodi spesifik untuk 

mendeteksi penyakit mosaik pada tanaman tebu. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 

2.1.1  Struktur Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 

 Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) termasuk dalam golongan potyvirus 

yang menginfeksi tanaman jagung, sorgum, tebu dan berbagai jenis tanaman 

polong-polongan (Frenkel et al., 1991). Virus SCMV mempunyai suhu inaktivasi 

53-55 oC. Jika nira atau sap tanaman sakit disimpan dalam suhu kamar, virus akan 

inaktif dalam waktu kurang dari 1 hari, tetapi jika disimpan dalam suhu 6 oC virus 

akan bertahan sampai 27 hari (Semangun, 2001). 

Potyvirus merupakan anggota dari famili potyviridae yang menyerang 

berbagai tanaman budidaya. Struktur potyvirus berupa serabut flexuous dengan 

panjang 680-900 nm dan berdiameter 11-15 nm (De Souza et al., 2012). Menurut 

Jagadish et al. (1991) panjang potyvirus 700-900 nm dengan diameter 11 nm yang 

berikatan dengan poli A 10 kb, dilindungi oleh 2000 salinan protein kapsid 

tunggal dengan berat molekul 30-37 kDa. Morfologi partikel potyvirus dapat 

dilihat pada Gambar 2.1. 

 

 

Gambar 2.1 Morfologi partikel potyvirus (inset: TEM pada partikel SCMV) (Sochor et 
al., 2012) 

 

Potyvirus memiliki rentangan distribusi yang luas, beberapa spesies 

memungkinkan untuk menginfeksi tanaman inang yang bervariasi dan 

menurunkan tingkat produktivitas tanaman tersebut. Penyebaran potyvirus dapat 

melalui migrasi aphid, yang mana setiap potyvirus dapat ditularkan oleh berbagai 

spesies aphid yang berbeda dan setiap spesies aphid dapat menularkan spesies 
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potyvirus yang berbeda beda. Oleh sebab itu, sulit untuk mengontrol dan 

mencegah infeksi potyvirus pada tanaman, terutama tanaman budidaya (Ivanov et 

al., 2014). 

 

2.1.2  Struktur dan Fungsi Protein Kapsid (Coat Protein) 

Protein kapsid virus berperan penting dalam proses infeksi pada host atau 

inang. Selain itu, data susunan protein kapsid dapat digunakan untuk membedakan 

antara strain virus pada kelompok potyvirus. Protein kapsid dari berbagai strain 

virus yang berbeda dapat memiliki kesamaan 38-71%. Pada anggota strain virus 

yang sama, protein kapsid mempunyai kemiripan hingga 90% identik dengan 

ujung amino yang sama. (Frenkel et al., 1991). Protein kapsid SCMV memiliki 

berat molekul antara 34 kDa dan 39.5 kDa (Zhang et al., 2008). Berdasarkan hasil 

penelitian Gemechu et al. (2006), protein kapsid SCMV memiliki 942 nukleotida 

yang mengkode protein kapsid dengan berat molekul 33.65 kDa.  

 

2.1.3  Gejala dan Penularan SCMV 

 SCMV merupakan virus yang menyebabkan penyakit mosaik tebu. 

Penyakit mosaik tebu, yang sering juga disebut sebagai “penyakit garis-garis 

kuning” adalah salah satu penyakit yang menyerang tanaman tebu di Indonesia. 

Penyakit mosaik pada tanaman tebu pertama kali dikenal oleh va Mussschenbroek 

pada tahun 1892 di Jawa Tengah (Semangun, 2001). Penelitian yang dilakukan 

oleh Singh et al. (2003) melaporkan bahwa infeksi oleh virus SCMV akan 

menyebabkan penurunan produktivitas tanaman tebu sebesar 0.5-45% tergantung 

dari ketahanan varietas tanaman, strain virus yang menyerang, iklim dan populasi 

serangga vektor. 

 Gejala penyakit mosaik adalah timbulnya gambar mosaik (belang) atau 

terdapat bercak-bercak memanjang yang berwarna hijau muda, hijau tua dan 

kuning pada daun (Semangun, 2001: Muis, 2002). Gambaran pada daun ini agak 

bervariasi tergantung dari strain virus dan varietas tebu yang terinfeksi (Gambar 

2.2). Pada ruas-ruas yang agak tua dari batang tanaman sakit terdapat garis-garis 

putih yang tidak teratur. Pada infeksi lebih lanjut terjadi lekah-lekah atau ruas 
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mengering dan keriput. Pada tanaman sakit umumnya ruas-ruas lebih pendek 

daripada biasanya, sehingga batang tanaman lebih pendek daripada tanaman yang 

sehat. Pada penyakit mosik tebu tidak semua tunas dari batang yang sakit 

berkembang menjadi tanaman sakit. Sebagian dari tunas ini ternyata dapat 

mengatasi penyakit dan melanjutkan pertumbuhannya dengan normal (Semangun, 

2001).  

 

Gambar 2.2  Daun tanaman tebu yang menunjukkan gejala mosaik akibat infeksi virus 
SCMV (Goncalves et al., 2012) 

 
 Menurut Muis (2002) tanaman yang masih muda memperlihatkan 

persentase serangan yang lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman yang lebih 

dewasa. Pada tanaman yang diinokulasikan dengan virus pada umur 1 minggu 

setelah tanam (mst) menunjukkan persentase serangan mencapai 100%, 

sedangkan yang diinokulasikan pada umur 6 mst persentase serangan hanya 

mencapai 9.09%. Hal ini disebabkan pada tanaman muda jaringan tanaman lebih 

rentan terhadap serangan penyakit, sehingga memudahkan penyakit lebih cepat 

berkembang. 

Penyakit mosaik yang disebabkan oleh SCMV dapat ditularkan secara 

mekanik maupun melalui serangga vektor dengan cara nonpersisten (dapat 

ditransmisikan oleh vektor dalam waktu yang singkat) (Muis, 2002). Secara 

mekanik penyakit dapat ditularkan melalui tanaman yang terserang virus, 

pemakaian bibit yang terserang virus, dan alat-alat yang digunakan seperti parang 

pemotong. Infeksi dengan cara mekanik disebut juga infeksi primer. 
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Namun,persentase penularan dengan cara tersebut sangat rendah yaitu 0.25% 

(Semangun, 2001). 

 Penyebaran virus dapat dilakukan secara nonpersisten melalui migrasi 

serangga sebagai vektor (Ng et al., 2006). Tebu yang tertular virus dari serangga 

dikatakan terkena infeksi sekunder (Semangun, 2001). Beberapa spesies serangga 

yang dapat menyebarkan SCMV yaitu kutu daun jagung (Rhopalosiphum maidis), 

Aphis maidis, Myzus persicae, Schizaphis graminum, Aphis gossypii, 

Rhopalosiphum padi, Dactynotus ambrosiae, Hysteroneura setariae, Toxoptera 

graminum (Brandes et al., 1920; Teakle et al., 1989; Mansoor-ul-Hasan et al., 

2003). Spesies serangga yang dapat menyebarkan SCMV dengan persentase 

paling tinggi yaitu R. maidis dan R. padi (92%) (Mansoor-ul-Hasan et al., 2003).  

 

2.1.4  Deteksi SCMV 

 Salah satu metode yang dapat digunakan untuk mendeteksi tanaman yang 

terjangkit SCMV secara dini adalah melalui uji serologi. Uji serologi 

memanfaatkan interaksi antigen-antibodi yang spesifik untuk mendeteksi SCMV 

(Adnyani, 2012). Interaksi antigen dan antibodi terjadi pada reaksi pertahanan 

hewan apabila terpapar molekul asing (antigen). Reaksi antigen-antibodi yang 

spesifik dapat dimanfaatkan sebagai alat identifikasi patogen dan diagnosis 

penyakit virus pada tanaman (Akin, 2006). 

Selain untuk mendeteksi dan mengidentifikasi virus penyebab penyakit, 

uji serologi dapat digunakan untuk mengukur konsentrasi virus dalam suatu 

jaringan tanaman, mendeteksi virus tanaman dalam tubuh vektor dan untuk 

mengetahui hubungan kekerabatan antar virus. Salah satu metode yang telah 

berhasil dikembangkan untuk mendeteksi virus tanaman dalam uji serologi 

adalah: dot blot immunobinding assay (DIBA) (Somowiyarjo et al., 1989) dan 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (Abouzid et al., 2002). Dot Blot 

Immunobinding Assay (DIBA) merupakan uji serologi menggunakan membran 

nitropure nitrosellulose (NPN) yang efektif untuk mendeteksi virus pada tanaman. 

Teknik ini menggunakan gerusan tanaman segar dan diblot pada kertas membran. 

Sampel yang akan diblot digerus dengan buffer kemudian diblot menggunakan 
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pipet mikrotiter pada kertas membran (Somowiyarjo, 1989). Prosedur yang 

digunakan sangat sederhana dan mempunyai tingkat sensitivitas yang tinggi. 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) merupakan teknik yang 

digunakan untuk mendeteksi antigen atau antibodi tertentu pada sampel dengan 

cara memanfaatkan interaksi antigen dan antibodi yang spesifik (Madigan, 1996). 

Keunggulan teknik ini yaitu teknik pengerjaan yang relatif sederhana, ekonomis 

dan memiliki sensitivitas yang tinggi. Selain itu, ELISA dapat mendeteksi antigen 

atau antibodi dalam jumlah sangat sedikit dan hasil deteksi ELISA dapat diukur 

secara kuantitatif (Adnyani, 2012). 

 

2.2  Produksi Protein Rekombinan 

Protein rekombinan adalah protein yang diperoleh dari proses rekayasa 

dan transformasi gen untuk menghasilkan protein dalam jumlah besar di dalam sel 

suatu organisme. Pembentukan protein rekombinan dilakukan dengan 

menyisipkan DNA ke dalam plasmid vektor ekspresi dan mentransformasikannya 

ke dalam sel. Teknologi yang terlibat dalam produksi protein rekombinan 

dilakukan dengan mengisolasi gen target dan memindahkannya ke dalam plasmid 

vektor kloning untuk memperbanyak jumlah gen. Selanjutnya, gen target 

disubkloning pada plasmid vektor ekspresi sehingga protein target dapat 

diekspresikan (Schumann et al., 2004). Komponen-komponen yang terlibat dalam 

produksi protein kapsid rekombinan sugarcane mosaic virus (SCMV) antara lain: 

 

2.2.1  Escherichia coli BL21 

 Escherichia coli merupakan inang yang umum digunakan dalam ekspresi 

protein rekombinan (Robinchon et al., 2011). E. coli digunakan karena waktu 

regenerasinya cepat (20 menit), sehingga dapat memproduksi protein rekombinan 

dalam jumlah banyak dan waktu yang singkat (Rosano et al., 2014). E. coli strain 

BL21 umum digunakan untuk ekspresi protein rekombinan karena tidak 

menghasilkan Lon dan OmpT protease (Leone et al., 2015). Lon protease dan 

ompT outer membrane protease dapat memdegradasi protein rekombinan (Studier 
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et al., 1990). Oleh sebab itu, semakin rendah Lon dan OmpT yang dihasilkan 

maka hal tersebut semakin baik untuk produksi protein rekombinan. 

Ekspresi protein rekombinan dalam E. coli strain BL21 ditranskripsi oleh 

T7 RNA polimerase (T7 RNAP) yang berasal dari bakteriophage, yang mana gen 

pengkode untuk enzim tersebut terintegrasi pada genom E. coli. Transkripsi oleh 

T7 RNA polimerase dikontrol oleh T7 promoter atau lacUV5 promoter dan akan 

menstranskripsi tujuh sampai delapan kali lebih cepat dibandingkan dengan E. 

coli yang menghasilkan RNAP (Studier et al., 1990; Zhang et al., 2015). 

 Sistem ekspresi menggunakan bakteriophage T7 promoter memiliki 

beberapa kelebihan diantaranya. Bakteriophage T7 RNA polimerase tidak 

dihambat oleh rifamisin. Rifamisin dapat digunakan untuk merusak proses 

transkripsi pada gen sel inang. Bakteriophage mengkode enzim yang hanya 

mengenali bakteriophage T7 promoter yang tidak dimiliki oleh DNA kromosomal 

E. coli. Bakteriophage T7 RNA polimerase dapat menstranskripsi beberapa kali 

lebih cepat sehingga lebih efisien digunakan dibandingkan dengan E. coli RNA 

polimerase. Apabila gen protein yang disisipkan bersifat toksik bagi sel E. coli, 

maka produksi T7 RNA polimerase harus dibatasi agar tidak menghambat proses 

pertumbuhannya.  

 

2.2.2  Plasmid pET28a(+) 

 Salah satu sistem yang dapat digunakan untuk produksi protein 

rekombinan dalam E. coli adalah serangkaian vektor pET dengan promoter T7 

phage RNA polymerase (T7 promoter) dan menggunakan origin pBR322. Peta 

plasmid pET28a(+) ditunjukkan pada Gambar 2.3. Beberapa vektor pET memiliki 

untaian DNA pengkode histidine 6x yang berfungsi untuk pemurnian protein 

rekombinan pada kolom dengan logam bermuatan (Ramos et al., 2004). Pada 

banyak penelitian yang telah dilakukan, 6x His-tag tidak memberikan dampak 

pada struktur dan fungsi protein rekombinan yang dihasilkan. Selain itu, 6xHis-

tag dapat dijadikan sebagai epitop untuk mendeteksi protein menggunakan 

antibodi monoklonal atau konjugat enzim asam nitrilotriasetat-nikel (Ramos et al., 

2004). 
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Gambar 2.3 Peta plasmid pET28a(+) 
 

 Pada penelitian Hermawati (2016) telah berhasil dilakukan konstruksi 

cDNA protein kapsid SCMV dengan ukuran ±900 bp ke dalam vektor ekspresi 

plasmid pET28a(+). Berdasarkan Gambar 2.4 cDNA protein kapsid disisipkan 

pada daerah MCS (multiple cloning site) diantara sisi pemotongan enzim restriksi 

BamHI (5’-C|TCGAG-3’) dan XhoI (5’-G|GATCC-3’). Pada kedua ujung cDNA 

protein kapsid SCMV juga terdapat gen pengkode 6x His-tag yang berperan 

dalam pemurnian protein. Plasmid pET28a(+)-protein kapsid SCMV hasil 

konstruksi ini akan digunakan dalam produksi protein rekombinan kapsid SCMV. 
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Gambar 2.4 Peta plasmid pET28a(+)-Protein Kapsid SCMV 

 

2.2.3  Mekanisme Induksi Menggunakan IPTG 

 Ekspresi protein kapsid rekombinan SCMV dilakukan dengan induksi 

menggunakan isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). IPTG merupakan 

molekul induksi yang umum digunakan dalam produksi protein rekombinan 

(Collins et al., 2013). Proses induksi IPTG melalui 2 tahap. Tahap pertama, IPTG 

akan berikatan dengan protein represor lac dan mengubah struktur protein 

represor lac. Perubahan struktur protein represor lac menyebabkan terlepasnya 

protein tersebut dari sekuen operator lac pada genom E. coli, sehingga RNA 

polimerase pada E. coli dapat berikatan dan mentranskripsi T7 RNA polimerase. 

Enzim T7 RNA polimerase digunakan untuk mentranskripsi sekuen insersi yang 

terdapat pada plasmid yang ditransformasikan ke E. coli. Tahap kedua, induksi 

dimulai saat IPTG berikatan dengan represor protein pada plasmid pET28a dan 

mengubah strukturnya sehingga represor terlepas dari daerah operator dan T7 

RNA polimerase dapat berikatan dengan plasmid dan mentranskripsi gen protein 

kapsid SCMV (Bell et al., 2000: Daber et al., 2007). 
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Pada plasmid pET28a tepatnya sebelum daerah mcs (multiple cloning site) 

ditambahkan operator lac sebagai pengontrol. Selain itu, terdapat pula gen lacI 

yang merupakan protein repressor bagi operator lac. Pada saat sel bakteri berada 

pada fase awal pertumbuhan, lacI diekspresikan sehingga operator lac menjadi 

inaktif dan protein rekombinan tidak dapat ditrankarya tulis ilmiah. Kemudian, sel 

diinduksi dengan IPTG yang akan berikatan dengan lacI sehingga operator lac 

aktif dan gen rekombinan dapat ditranskripsi dan diekspresikan (Bell et al., 2000: 

Daber et al., 2007). Mekanisme induksi protein rekombinan dengan IPTG 

ditunjukkan pada Gambar 2.5. 

 

Gambar 2.5  Skema mekanisme induksi protein rekombinan dengan IPTG (Sambrook et 
al., 2001) 

 

2.3  Purifikasi Protein Rekombinan 

Purifikasi protein kapsid rekombinan SCMV dengan kolom afinitas 

kromatografi menggunakan resin Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid). Resin Ni-

NTA merupakan resin dengan muatan ion nikel (Ni2+), yang digunakan pada 

pemurnian protein rekombinan yang mengandung polihistidin. Histidin 

merupakan asam amino yang paling penting dalam memediasi pengikatan 

sebagian besar protein pada ion logam Ni2+ pada kolom diam (tidak bergerak) 
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(Janknecht et al., 1991). Ikatan antara protein target yang memiliki rantai 6xHis 

tag dan resin dilepas menggunakan imidazol. Ilustrasi proses purifikasi 

menggunakan kolom afinitas kromatografi resin Ni-NTA dapat dihlihat pada 

Gambar 2.6. Imidazol memiliki struktur yang identik dengan sisi pengikatan pada 

histidin (Gambar 2.7). Selain itu, imidazol memiliki afinitas yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan histidin, sehingga imidazol dalam konsentrasi tertentu akan 

lebih kuat berikatan dengan resin. Penggunaan imidazol tidak menyebabkan 

kerusakan protein akibat penurunan pH (Hainfeld et al., 1999). 

 

Gambar 2.6  Ilustrasi proses Pemurnian Protein dengan Kolom Kromatografi Resin Ni-
NTA (Weaver, 2002) 

 

Gambar 2.7 Struktur Kimia Imidazol dan Histidin 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1  Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan 

Bioteknologi Tanaman Center for Development of Advanced Sciences and 

Technology (CDAST) mulai bulan Mei - Agustus 2016. 

 

3.2  Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sel bakteri Escherichia 

coli strain BL21, vektor pET28a(+) (Invitrogen) yang telah disisipi fragmen 

cDNA-protein kapsid SCMV, protein rekombinan kapsid SCMV. 

 

3.3  Prosedur Penelitian Ekspresi Protein 

3.3.1  Transformasi Plasmid pET28a(+)-Protein Kapsid SCMV ke Escherichia 
coli strain BL21 

 Plasmid pET28a(+)-Protein Kapsid SCMV ditransformasi sebanyak 1 µl 

ke 100 µl sel kompeten E. coli strain BL21. Kemudian dilakukan inkubasi dalam 

es selama 30 menit. Setelah itu, dilakukan heat shock pada suhu 42 oC selama 60 

detik dan diinkubasi dalam es selama 2-3 menit. Pada campuran plasmid dan sel 

kompeten, ditambahkan 1 ml medium SOB (2% (w/v) tripton, 0.5% (w/v) ekstrak 

yeast, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) (Hanahan, 

1983) dan digojog selama 1 jam pada suhu 37 oC dengan kecepatan 150 rpm. E. 

coli hasil transformasi ditumbuhkan sebanyak 150 µl pada media LB padat (10 

g/L tripton, 5 g/L ekstrak yeast, 10 g/L NaCl dan 15g/L agar) dengan antibiotik 

kanamisin 50 ppm dan diinkubasi selama 16 jam pada suhu 37 oC (Sambrook et 

al., 1989). Koloni positif kemudian dikonfirmasi dengan metode Polymerase 

Chain Reaction (PCR). 

3.3.2  Polymerase Chain Reaction (PCR) Koloni 

Komponen bahan yang digunakan dalam PCR koloni: 5 µl master mix 

Kappa, 0.5 µl primer T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGG), 0.5 µl 

primer T7 terminator (GCTAGTTATTGCTCAGCGG), dan 4 µl ddH2O. Program 
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PCR yang digunakan: pre denaturasi 94 oC selama 3 menit, denaturasi 94 oC 

selama 30 detik, annealing 55 oC selama 30 detik, extention 72 oC selama 1 menit 

dan final extention 72 oC selama 5 menit. 

 

3.3.3 Ekspresi Protein Rekombinan Kapsid SCMV pada Sel Bakteri E. coli 
strain BL21 

Koloni tunggal bakteri E. coli strain BL21 yang diperoleh dari hasil 

transformasi ditumbuhkan dalam 2 ml media LB cair (10 g/L tripton, 5 g/L 

ekstrak yeast, dan 10 g/L NaCl) yang mengandung antibiotik kanamisin 50 ppm 

dan digojog selama 16 jam pada suhu 37 oC. Bakteri yang tumbuh disubkultur ke 

dalam 50 ml media LB cair yang mengandung kanamisin 50 ppm (1:50) dan 

digojog selama 3 jam. Setelah mencapai OD 0.5 – 0.7 ditambahkan inducer yaitu 

IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) dengan konsentrasi 0.1 mM, 0.3 

mM, 0.5 mM dan 1 mM. Kultur bakteri tersebut digojog selama 5 jam pada suhu 

37 oC. Selanjutnya kultur sel bakteri diletakkan dalam es selama 15 menit dan sel 

bakteri dipanen dengan disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm dengan suhu 4 oC 

selama 10 menit. Supernatan dibuang dan pelet sel bakteri yang diperoleh 

digunakan untuk ekstraksi protein (Holifah, 2012). 

 

3.3.4  Ekstraksi Protein Rekombinan Kapsid SCMV 

Ekstraksi protein rekombinan dilakukan dengan penambahan 2 ml buffer 

ekstraksi pH 8 (50 mM NaH2PO4 dan 300 mM NaCl) pada setiap 1 g pelet sel 

bakteri. Selanjutnya sel dipecah dengan sonikasi selama 3 menit dan disentrifugasi 

pada suhu 4 oC selama 15 menit dengan kecepatan 12.000 rpm.  

Pada pelet (fraksi insoluble) yang diperoleh ditambahkan buffer DNPI (50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl dan 8 M Urea pH 8) untuk proses solubelisasi, 

digojog dan disentrifugasi pada suhu ruang selama 20 menit dengan kecepatan 

12.000 rpm. Supernatan yang diperoleh selanjutnya dipurifikasi dengan kolom 

afinitas kromatografi resin Ni-NTA (Holifah, 2012). 
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3.3.5  Analisis SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) 

Analisis protein rekombinan kapsid SCMV dilakukan dengan metode 

SDS-PAGE. Langkah-langkah yang dilakukan yaitu pembuatan separating gel 

dan stacking gel. Separating gel dibuat dengan konsentrasi akrilamida 15% 

dengan stok akrilamida 30% 5 ml, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 0.1 ml SDS 10 

%, 50 µl ammonium persulfat (APS) dan 5 µl N,N,N',N'-

tetramethylethylenediamine (TEMED), ddH2O 2.35 ml dan stacking gel dibuat 

dengan stok akrilamida 30% 1.3 ml, 2.5 ml 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 0.1 ml SDS 

10 %, 50 µl APS, 5 µl (TEMED) dan ddH2O 6.1 ml. Sampel protein rekombinan 

kapsid ditambah buffer loading dengan perbandingan 1:1, kemudian didenaturasi 

pada suhu 100 oC selama 3 menit. Sampel yang sudah didenaturasi dimasukkan ke 

dalam sumur gel sebanyak 10-20 µl dan elektroforesis dilakukan pada 70 volt 

selama 2,5 - 3 jam. Hasil pemisahan protein selanjutnya diberi pewarna Commasie 

Briliant Blue (CBB) 1%. 

 

3.4  Prosedur Penelitian Produksi dan Purifikasi Protein 

3.4.1  Produksi Protein Rekombinan Kapsid SCMV pada Sel Bakteri E. coli 
strain BL21 

Koloni tunggal bakteri E. coli strain BL21 yang diperoleh dari hasil 

transformasi ditumbuhkan dalam 100 ml media LB cair yang mengandung 

antibiotik kanamisin 50 ppm dan digojog selama 24 jam pada suhu 37 oC. Bakteri 

yang tumbuh disubkultur kedalam 3 liter media LB cair yang mengandung 

kanamisin 50 ppm (1:50) dan digojog selama 3 jam. Setelah mencapai OD 0,5 - 

0,7 ditambahkan inducer yaitu IPTG dengan konsentrasi 0.05 M. Kultur bakteri 

tersebut digojog selama 5 jam pada suhu 37 oC. Selanjutnya kultur sel bakteri 

diletakkan dalam es selama 15 menit dan sel bakteri dipanen dengan disentrifugasi 

pada kecepatan 6000 rpm dengan suhu 4 oC selama 10 menit. Supernatan dibuang 

dan pelet sel bakteri yang diperoleh digunakan untuk ekstraksi protein. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


17 
 

 
 

3.4.2  Purifikasi Protein Menggunakan Kolom Afinitas Kromatografi Resin Ni-
NTA 

Protein yang telah disolubelisasi dipurifikasi menggunakan kolom afinitas 

kromatografi resin Ni-NTA. Resin yang siap digunakan diekuilibrasi dengan 

memasukkan buffer DNPI kedalam kolom. Selanjutnya sampel protein 

dimasukkan kedalam kolom dengan perbandingan resin dan protein (1:1) (tahap 

pengikatan). Larutan yang keluar dari kolom (unbound protein) ditampung dalam 

microtube untuk dianalisis. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan 

menambahkan buffer DNPI-20 pH 8 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl dan 20 

mM imidazol dan 8 M urea). Protein kemudian dielusi dengan buffer DNPI-250 

pH 8 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl dan 250 mM imidazol dan 8 M urea). 

Protein hasil purifikasi digunakan untuk analisis SDS-PAGE seperti pada metode 

3.3.4. 

 

3.4.3 Elektroelusi protein 

 Sebelum dilakukan elektroelusi, protein yang telah dipurifikasi dengan 

kolom afinitas kromatografi resin Ni-NTA dipisahkan menggunakan SDS-PAGE 

dengan konsentrasi poliakrilamida 10%. Komposisi bahan untuk separating gel 

yaitu: 3.35 ml stok akrilamida 30%, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 0.1 ml SDS 

10%, 50 µl APS dan 5 µl TEMED, dan 4 ml ddH2O. Sampel protein rekombinan 

dicampur dengan buffer loading dengan perbandingan 1:1 kemudian didenaturasi 

pada suhu 100 oC selama 15 menit. Sampel yang sudah didenaturasi dimasukkan 

ke dalam sumur gel sebanyak 1 ml dan elektroforesis dilakukan pada 80 volt 

selama 5-6 jam. Hasil pemisahan protein selanjutnya diberi pewarna Commasie 

Briliant Blue (CBB) 1%. 

Elektroelusi protein dilakukan untuk mengeluarkan protein hasil 

pemisahan SDS-PAGE yang masih tercampur dengan protein lain. Protein target 

yang tampak setelah diberi pewarna CBB 1% dipotong lebih kecil dan 

dimasukkan kedalam membran dengan buffer yang mengandung 25 mM Tris 

Base, 0.192 M glisin dan SDS 0.1%. Protein dalam gel dikeluarkan dengan aliran 
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listrik 80 Volt sampai gel menjadi bening (Harrington, 1990). Protein yang 

dihasilkan tampak berwarna biru karena masih berikatan dengan pewarna CBB. 

 

3.4.4 Dialisis 

Sampel protein hasil purifikasi dari kolom afinitas dan isolasi dari gel 

(elektroelusi protein) dimasukan kedalam membran dialisis. Selanjutnya sampel 

dalam membran ditempatkan dan didialisis dalam beaker berisi 0.5 Lt buffer PBS 

pH 7.4 yang mengandung 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4 

dalam 1 Lt buffer selama 12 Jam. Setelah 12 jam buffer diganti dengan buffer 

PBS baru. Protein yang telah didialisis kemudian disimpan pada suhu -20 oC. 

 

3.3.5 Penentuan Kandungan Protein Terlarut.  

Kandungan protein terlarut diukur dengan metode Lowry. Reagen yang 

digunakan yaitu reagen A (NaCO3), reagen B (CuSO4.5H2O), reagen C (Natrium 

tatrat), reagen D (1 N folin). Tahap pertama yang dilakukan yaitu memasukkan 50 

µl Crude extract kedalam microtube dan ditambahkan 0.5 ml dH2O. Selanjutnya, 

ditambahkan 0.5 ml TCA 20% dan diinkubasi selama 6 jam. Tahap selanjutnya 

sampel disentrifugasi 12000 rpm 10 menit 4 oC. Pelet yang telah diperoleh 

ditambahkan aceton 0.5 ml dan disentrifugasi 12000 rpm 10 menit 4 oC. Pelet 

kemudian ditambah 0.25 ml NaOH 0.25 N dan 0.5 ml reagen kompleks (reagen A 

: B : C 100 : 1: 1). Sampel diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. Setelah 

diinkubasi, sampel ditambah 0.5 ml reagen D, divortex dan diinkubasi dalam 

ruang gelap selama 10 menit suhu ruang. Selanjutnya nilai absorbansi sampel 

diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 660 nm 

(Lowry et al., 1951). 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1  Kesimpulan  

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 

plasmid pET28a(+)-protein kapsid SCMV dapat diekspresikan dengan baik pada 

bakteri E. coli strain BL21. Namun, ekspresi protein rekombinan kapsid SCMV 

tersebut tidak dipengaruhi adanya penambahan inducer IPTG. Protein rekombinan 

berhasil dipurifikasi menggunakan kolom afinitas kromatografi resin Ni-NTA dan 

proses elektroelusi dengan konsentrasi protein rekombinan yang diperoleh 15 

mg/ml.  

 

5.2  Saran 

 Pada tahap purifikasi protein sebaiknya dipilih metode yang paling efektif 

untuk memurnikan protein. Setiap metode purifikasi yang digunakan, 

keefektifannya tergantung pada jenis protein yang diproduksi dan bagaimana 

karakteristik protein tersebut. Pemilihan metode purifikasi yang tepat dapat 

meminimalisir berkurangnya konsentrasi protein rekombinan akibat perlakuan 

yang dilakukan. 
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