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ABSTRACT

Background: Neem leaf is used to increase body immune response, antivirus,
antifungal, antibacterial, and antioxidant. These biology activities are suspected because
of protein in neem leaf. Protein in plants can be used as pharmacogenetic identification
because some proteins in plants posse characteristic can defense to some pathogen
microorganism. The way to know protein in the organism is using profile protein analytic
through SDS-PAGE method. SDS-PAGE separates protein molecules by size, particular
shape and also can determine protein molecular weight. Protein profiles can be obtained
with protein extracts using solvents. Protein is a polar compound which is bonded to a
polar solvent therefore chosen ethanol and aquadest as a liquid as extraction solvent.
Purpose: To know the protein profile of aquadest and ethanol extracts of neem leaf by
using SDS-PAGE. Method: This study used neem leaf as a sample, aquadest and 70%
ethanol as the extraction solvent then analyzed using SDS-PAGE. Result: The results showed
9 protein bands on the aquadest extract of neem leaf and 8 of protein bands on the
ethanol extract of neem leaf. Conclusion: From the study, there was a difference between
the amounts of protein bands aquadest extracts of neem leaf with ethanol extract of
neem leaf.
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Pendahuluan memiliki kandungan protein yang

Mimba (Azadirachta indica
A. Juss) merupakan tanaman obat
yang tersebar di beberapa negara
dan dikenal sebagai tanaman obat
yang memiliki  aktivitas  biologi
dengan spekirum luas.! Bagian
tanaman yang banyak
dimanfaatkan sebagai obat adalah
daun mimba.2  Daun  mimba
dimanfaatkan untuk meningkatkan
imunitas fubuh, anfivirus, antijamur,

antibakteri, dan antioksidan.3
Aktivitas  biologi tersebut diduga
berkaitan dengan kandungan

protein yang ada pada daun
mimba. Daun mimba dewasa

lebih banyak daripada daun mimba
muda.4 Adapun komposisi daun
mimba segar antara lain protein
71%, lemak 1%, serat 6,2%,
karbohidrat  22,9%, dan mineral
3.4%.5 Sampai saat ini belum banyak
peneliti yang fokus pada molekul
yang lebih besar dan lebih kompleks
sebagai  baohan terapi  seperti
protein pada fanaman.

Protein adalah suatu
polipeptida yang mempunyai berat
molekul yang sangat bervariasi, dari
5 kDa hingga lebih dari satu juta.
Suatu protein terdiri dari asam amino
yang terikat satu dengan yang lain
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oleh ikatan peptida.é  Protein di
dalam fubuh memegang peranan
yang penfing karena  protein
mendukung setiap akfivitas biologi
dalom tubuh dan merupakan
komponen penting dalam fiap sel.”
Protein dapat melindungi tubuh dari
infeksi dalom bentuk antibodi atau
immunoglobulin dan dijadikan
sebagai pembawa pesan atau
mediator  komunikasi  interseluler
yang  berperan mengendalikan
respon imun.8 Protein pada fanaman
dapat digunakan sebagai
identifikasi secara farmakogenetik
karena beberapa protein dalam
tanaman  memiliki  sifat  dapat
melawan mikroorganisme
pathogen.?10  Peneliti sebelumnya
mengatakan bahwa salah satu cara
unfuk  mengetahui  keberadaan
protein dapat dilokukan dengan
analisis profil protein.1.12

Salah satu metode analisis
profil protein yang dapat dilakukan
adaloh metode SDS-PAGE. SDS-
PAGE dapat mengidentifikasi pola
pita protein tanaman menggunakan
gel poliakrilaomid dengan buffer
sodium  dedosil sulfat  (Sodium
Dedocyl Sulphate - PolyAcrylamide
Gel Electrophorysis/ SDS-PAGE).10
Metode ini merupakan metode
terbaik untuk analisis protein karena
digunakan gel polyacrylamide
dalam pemurnian proteinnya.!3 SDS-
PAGE memisahkan molekul-molekul
protein berdasarkan ukuran dan
bentuk partikelnya serta dapat
menentukan  berat  molekulnya.’
Profil protein dapat diperoleh
dengan bentuk ekstrak protfein
dengan menggunakan pelarut.

Kelarutan zat dalam pelarut
dipengaruhi oleh ikatan polar dan
non polar. Zat yang polar hanya
larut dalam pelarut polar,
sedangkan zat non polar hanya larut
dalam pelarut non polar.'s Protein
merupakan suatu senyawa polar
yang mudah berikatan dengan
pelarut  polar, sehingga pada

penelitian ini  dilakukan  ekstraksi
dengan pelarut aquades dan etanol
karena keduanya merupakan zat
pelarut polar.16 Perbedaan
keduanya terletak pada banyaknya
jumlah bahan ekstrak yang terlarut
pada aquades, sehingga aquades
diduga lebih banyak mengikat
molekul protein. Banyaknya jumlah
bahan ekstrak yang terlarut pada
aquades tersebut disebabkan oleh
banyaknya ikatan hidrogen yang
terbentuk antara aquades dan
molekul protein sedangkan pada
etanol jumlah ikatan  hidrogen
terbentuk sedikit karena adanya
ikatan hidrokarbon yang tidak dapat
membentuk  ikatan  hydrogen.!”
Perbedaan kedua pelarut ini dapat
menunjukkan jumlah protein mana
yang lebih baik.

Metode Penelitian

Penelitian dilakukan di
Center for Development of
Advanced Sciences and Technology
(CDAST) Universitas  Jember dan
Laboratorium  Biomedik  Fakultas
Kedokteran  Universitas  Brawijaya
pada bulan September — Desember
2015.
Ekstraksi Protein Daun Mimba

Satu gram daun mimba
digerus menggunakan mortar
dengan menambahkan aquades
sebagai pelarut sebanyak 3 ml dan
SDS 2% sebanyak 50ul. Setelah itu
disentrifus dengan kecepatan 4000

rom pada suhu 4°C selama 15 menit

dan dihasilkan pelet dan
supernatan. Supernatan dijadikan
ekstrak aquades sedangkan

peletnya ditambahkan etanol 3 ml
dan Tris HCI sebanyak 100ul dan
disentrifus dengan kecepatan 4000
rom pada suhu 4°C selama 15 menit.
Supernatan  yang dihasilkan lalu
dijadikan ekstrak etanol.
Proses SDS-PAGE

Elektroforesis dimulai dengan
memasang glassplate dan dirangkai
dengan frame dari  bio-Rad,
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mencetak separating gel 12,5%.
Bahan-bahan separating gel 12,5%
dicampur sampai homogen
(akrilamid 30% 2 ml; Tris HCI 1,5 M ph
8,8 1 ml; aquades 1,6 ml; TEMED 10
pl; APS 10% 50 pl, SDS 10% 50 ul)
kemudian campuran tersebut
dimasukkan dalam glassplate
melalui  dindingnya agar  tidak
terbentuk gelembung, sampai kira-
kira 1 cm dari atas. Selanjutnya
dimasukkan aquades dengan pipet
untuk mengetahui bentukan gel.
Apabila terbentuk gel, akan terlihat
garis tipis di antara aquades dan
separatinggel.'s

Membuat stacking gel yang
terdiri dari akrilamid 30% 0,5 ml; Tris
HCI 1,5 M ph 6,8 0,6 ml; aquades 1,3
ml; TEMED 2,5 pl; APS 10% 7,5 pl, SDS
10% 25 ul. Bahan-bahan tersebut
dicampur hingga homogen
kemudian dimasukkan di  atas
separating gel yang telah mengeras
hingga penuh. Comb dimasukkan
untuk membuat sumur-sumur dalam
buffer. Sampel yang akan di running
ditambah RSB dengan
perbandingan 1:1, kemudian
dipanaskan dalam aqir mendidih

selama + 5 menit. Sample unfuk
ekstrak agquades sebanyak 15 yl dan
ekstrak etanol 15 ul dimasukkan ke
dalam sumur-sumur pada glassplate
elektroforesis. Marker yang telah siap
dimasukkan ke dalam  sumur.
Elektroforesis dijalankan pada 120 V.
Proses ini dihentikan setelah warna
biru turun (Laemmli turun) selama
kurang lebih 60-80 menit. Proses
staining atau pewarnaan dilakukan
dengan menggunakan methanol
40%, asam asetat 10%, dan 0,1%
Commasive Blue ® 0,1%. Proses
dilanjutkan dengan tahapan
destaining yaitu  menggunakan
metanol 20% dan asam asetat 10%.18

Hasil Penelitian

Hasil dari SDS-PAGE protein ekstrak
aquades dan ekstrak etanol daun
mimba menunjukkan  perbedaan
jumlah pita protein. Pada ekstrak
aquades teridentifikasi 9 pitq,
sedangkan pada ekstrak etanol
teridentifikasi 8 pita protein. Dari hasil
analisis tersebut terdapat tiga berat
molekul yang sama pada kedua
eksrtrak (Gambar 1 dan Tabel 1).

Tabel 1. Berat molekul protein ekstrak aquades dan ekstrak etanol daun mimba

Berat Molekul Protein

No Ekstrak aquades daun mimba (kDa)  Ekstrak etanol daun mimba (kDa)
1 - 189
2 - 62
3 58 -
4 - 48
5 47 -
6 43 -
7 - 41
8 34 34
9 28 28
10 22 -
11 17 -
12 14 -
13 13 13
14 - 10
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Gambar 1. Profil Protein Ekstrak Aquades dan Ekstrak Etanol Daun Mimba pada

Gel Akrilamid

Keterangan:Ai, B2: Marker Protein, Bi: Ekstrak aquades daun mimba, Az: Ekstrak etanol daun mimba.
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Gambar 2. Hasil Analisis Berat Molekul Protein Ekstrak Etanol Daun Mimba
Menggunakan SoftwareGelAnalyzer2010
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Gambar 3. Hasil Analisis Berat Molekul Protein Ekstrak Aquades Daun Mimba
Menggunakan Software GelAnalyzer.
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Tabel 2. Intensitas Pita Protein Ekstrak Aquades dan Etanol Daun Mimba

Intensitas Pita Protein

No.

Aquades (Pixel) Etanol (Pixel)
1 4717 1450
2 3085 1608
3 2938 844
4 3605 1838
5 5162 737
6 2578 1664
7 3929 531
8 3665 226
2 5370 -
Jumlah 35049 8898

Interpretasi dari Gambar 2
dan 3 disajikan dalom Tabel 2 yang
menunjukkan intensitas gambaran
pita protein. Titk tertinggi pada hasil
proyeksi menunjukkan pita  yang
paling tebal pada gel akrilamid
sedangkan hasil intensitas tertinggi
menunjukkan tebal dan lebarnya
pita. Semakin tinggi titik pada hasil
proyeksi maka semakin tebal pita
pada gel akrilamid. Pada gambar 2
dan tabel 2 diketahui bahwa protein
pada pita ke 4, yaitu 41 kDa paling
finggi fitik proyeksinya dan
intesitasnya. Pada gambar 3 dan
table 2 diketahui bahwa protein
pada pita ke 9, yaitu 13 kDa paling
finggi fitik proyeksinya dan
intesitasnya.

Pembahasan

Hasil dari SDS-PAGE protein
ekstrak aquades dan ekstrak etanol
daun mimba tferdapat perbedaan
jumlah pita protein. Pada ekstrak
aquades teridentifikasi 9 pita protein
dan ekstrak etanol teridentifikasi 8
pita protein. Perbedaan jumlah pita
protein yang didapatkan pada hasil
SDS-PAGE ini diduga disebabkan
oleh sifat kepolaran aquades dan
etanol  terhadap  protein.  Air
merupakan pelarut yang sangat
baik bagi molekul-molekul polar.
Etanol merupakan alkohol rantai
lurus dengan rumus molekul C2HsOH.
Aquades dan etanol merupakan

larutan  yang sama-sama  polar.
Keduanya dapat melarutkan protein
karena keduanya mampu
membentuk ikatan hidrogen yang
dengan mudah dapat terbentuk
bila atom H terikat dengan atom
elektronegatif seperti O dan N,
namun jumlah ikatan  hidrogen
aquades lebih banyak
dibandingkan dengan etanol
karena pada etanol terdapat ikatan
hidrokarbon yang fidak dapat
membentuk ikatan hidrogen dan
kepolaran rantai hidrokarbon sangat
rendah  sehingga fidak dapat
mengikat protein. Beberapa fakta
juga mengatakan bahwa beberapa
senyawa organik dengan gugus
hidroksil -OH atau gugus amina -NH:
(contohnya protein) relatif lebinh larut
dalom aqir karena pembentukan
ikatan hidrogen dengan molekul air
yang sangat kuats, sehingga protein
sebagian besar dapat larut pada
aquades sehingga didapat pita
protein yang lebih banyak daripada
ekstrak etanol daun mimba.

Hasil SDS-PAGE ekstrak
aquades dan ekstrak etanol daun
mimba ada yang menunjukkan pita
yang febal dan yang tipis. Pita
protein  ekstrak aquades daun
mimba pada gel akrilomid terlihat
lebih tebal daripada pita protein
etanol daun mimba. Ketebalan pita
protein pada gel akrilamid
berhubungan dengan kandungan
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atau kuantitas protein pada ekstrak
tersebut karena tebal tipisnya
sebuah pita protein yang terbentuk
menunjukkan  kandungan  atau
volume protein yang mempunyai
berat molekul yang sama. Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa
molekul bermuatan positif maupun
negatif dapat bergerak bebas
dibawah pengaruh medan listrik,
sehingga molekul dengan muatan
dan ukuran yang sama akan
terakumulasi pada zona atau pita
yang sama aftau berdekatan.!’? Pita
yang paling tebal pada hasil SDS-
PAGE ekstrak aquades yaitu protein
dengan berat molekul 13 kDa dan
pada ekstrak etanol yaitu protein
dengan berat molekul 41 kDa yang
ditunjukkan dengan paling tinggi fitik
proyeksinya. Pada penelitian ini
teridentifikasi  juga berat molekul
yang sama antara ekstrak aquades
dan etanol daun mimba, yaitu 34
kDa, 28 kDa, dan 13 kDa. Protein
dengan berat molekul yang sama
belum tentu merupakan jenis protein
yang sama karena sefiap protein
memiliki perbedaan jenis asam
amino, jumlah asam amino, dan
urutan  asam  amino  sebagai
penyusun protein.?

Perbedaan  jumlah dan
ketebalan pita protein pada hasil
penelifian ini juga dapat
dipengaruhi oleh sifat dari larutan
aquades dan larutan etanol sebagai
larutan ekstraksi. Air memiliki gaya
ekstraksi  yang menonjol  untuk
banyak bahan kandungan implisia
yang aktif secara terapetik, tetapi
sekaligus juga mampu mengekstraksi
sejumlah  besar bahan balas.16
sehingga pita protein pada ekstrak
aquades ditemukan lebih banyak
dan lebih tebal. Keburukuannya
adalah dapat menyebabkan reaksi
pemutusan secara hidrolitik  dan
fermentative yang mengakibatkan
cepatnya perusakan bahan aktif.
Etanol fidak menyebabkan
pembengkakan membran sel dan

memperbaiki stabilitas bahan obat
terlarut. Keuntungan lainnya adalah
sifatnya yang mampu
mengendapkan albumin dan
menghambat kerja enzim, tetapi
etanol hanya dapat mengekstraksi
zat-zat tertentu. Etanol 70% sangat
efektif dalam menghasilkkan sejumlah
zat-zat bahan aktif tertentu di mana
bahan balas hanya sedikit turut ke
dalam cairan pengekstraksilé
sehingga pita protein yang terbaca
pada ekstrak etanol lebih sedikit dan
fipis.

Keberadaan protein dalam
ekstrak aquades dan etanol daun
mimba dapat dilihat dari munculnya
pita-pita protein pada gel akrilamid.
Keberadaan tersebut juga
berhubungan dengan berat molekul
yang teridentifaksi karena berat
molekul pita protein juga dapat
dilihat dari letak pita protein pada
gel akrilamid hasil SDS-PAGE. Pita
yang terletak pada bagian atas
menunjukkan berat molekul yang
besar dibandingkan dengan pita
yang berada di bawahnya karena
molekul yang lebih kecil dari pori gel
dapat bergerak dengan mudah di
dalam gel, sedangkan molekul yang
lebih besar hampir fidak bergerak.
Protein kecil bergerak cepat ke
bawah dan protein besar tinggal di
atas.20 Hal itu juga menjadi alasan
tersebarnya keberadaan pita-pita
protein yang muncul pada gel
akrilamid.

Protein tanaman dengan
berat  molekul tertentu  dapat
menunjukkan sifat imunogenik
sebagai antigen. Imunogenik
adalah kemampuan suatu bahan
(antigen) dalam menginduksi respon
imun.2l  Substansi  yang bersifat
imunogenik harus memiliki empat
karakter, salah satunya adalah berat
molekul yang finggi. Semakin tinggi
berat  molekul suatu  substansi
semakin tinggi sifat imunogeniknya,
sebaliknya semakin rendah berat
molekul suatu substansi  semakin
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rendah sifat imunogeniknya.2! Berat
molekul yang memiliki sifat
imunogenik adalah lebih dari 6
kDa.22 Berdasarkan penjelasan
tersebut, protein ekstrak aquades
dan etanol daun mimba pada
penelitian ini memiliki potensi bersifat
imunogenik.

Penelitian sebelumnya
mengungkapkan bahwa protein
tanaman dapat digunakan sebagai
terapi suatu penyakit, baik langsung
dikonsumsi sebagai makanan atau
pun perlu pemrosesan yang lebih
rumit seperti, ekstraksi atau
pemurnian protein.? Antibodi juga
dapat ditemukan dalom protein
tfanaman dan sudah diuvjicobakan
dalom melawan karies, kolera, diare
E. coli, malaria, influenza, HIV, herpes
simpleks, dan beberapa kanker.
Protein tanaman juga digunakan
untuk  menginduksi  respon imun
untuk  melindungi  tubuh  dari
mikroorganisme patogen. Protein
tanaman dapat dijadikan  suatu
vaksin untuk mencegah beberapa
penyakit  tersebut. Vaksin  yang
berasal dari  turunan  tanaman
mampu melawan beberapa
mikroorganisme patogen seperti E.
coli, virus hepatitis, virus rabies, dan
lain-lain.?  Berdasarkan penjelasan
tersebut, protein pada daun mimba
dapat berpotensi dalam melawan
beberapa penyakit.

Kesimpulan

Dari hasil penelitian  yang
telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan jumlah
pita protein pada ekstrak aquades
dan etanol daun mimba, yaitu 9 pita
protein pada ekstrak aquades dan 8
pita protein pada ekstrak etanol.
Pada penelitian ini semua protein
memiliki potensi bersifat imunogenik
dan keduanya sama-sama  efektif
karena keduanya memiliki berat
molekul yang besar. Saran yang
dapat diberikan yaitu perlu
dilakukan penelitian lanjutan untuk

mengetahui nama-nama  protein
yang ditemukan berdasarkan berat
molekulnya, menentukan efektifitas
ekstrak aquades daun mimba dan
etanol daun mimba pada suatu
mikroorganisme, mengetahui sifat
imunogenik daun mimba,
mengetahui sifat  antimikroba dari
protein ekstrak aquades dan etanol
daun mimba.
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