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KATA PENGANTAR

Seminar Nasional dan Kongres Tndenesian Protein Socicty merupakan forum ilmiah ya
disclenggarakan oleh Universitas Jember bekerja sama dengan Organisasi profesi Indeneyi
Protein Society (IPS) pada tanggal 6-7 Juli 2012 Ji Jember. Seminar Nasional IPS deng
tema “Eksplorasi dan Inovasi Sumber Protein Untuk Penguatan Sains dan Teknolo
dimaksudkan scbagai sarana dalam pengembungan keilmuwan dan informasi bagi pene
dibidanyg protein dari semua aspek ilmu hayati.

Seminar ini menghadirkan beberapa pembicara tamu dari lnar dan dalam negeri, antara |
Peof. De. Kyun Oh Lee (Korea), Prof. Dr. Young Ryun Chung (Korea). Prof. Dr. Sang Y
Lee (Korea) Prof. Dr . Toshiharu Hase (Japan), Prof. Tomohiko Yamazaki {Japan), Prof. .
Nico Ljandra (USA), Prof. Dr, Maggy T. (IPB) dan Prof. Dr. Bambang Sugihario {Ur
Jember), serta dihadiri oleh peneliti-peneliti dari berbagai institusi di Indonesia.

Makalah-makaluh yung diseminarkan dan tcrangkum dalam prosiding ini terbagi dalan
bidang yaitu Bidang Pertanian dan Pangan, Bidang Keschalan dan Farmasi scrta Bid:
Lingkungun dan Tndustri. Tim editor dalam menyusun prosiding ini tidak mengubah
makalah, dan hanya melakukan beberapa penyesuaian menurut format redaksional yany te
ditetapkan. Adapun isi duri sctisp makalah menjadi tanggung jawab masing-masing penulis

Kami berburap semoga prosiding ini bemmanfaat dan dapat menambah khasanah dal
pengembangan dan penerapan it di bidang protein untuk kemakmuran dan kesejuhters
umat manusia,

Jember, Tebruari 2013

Tim Editor

Dr. Ir. Miswar, M.Si

Netty Ermawaty, SP., M.Se, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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Diskriminasi Daun Gandarusa (Justicia gendarrusa Burm.f.) Asal Surabaya, Jember
dan Maojokerto Menggunakan Metode Elcktroforesis

Moch. Amrun Hidsyat', Tri Handoyo®, Bambang Prajogo E.W. *

13 Bagizn Biokgi Farmasi, lukultus Farmasi Universitas Jember
21 Jurusin Agroleknologi, Fakultas Pertanian Universitas Jember
3} Ragian Farmakognasi dan Fitokimig, |'ukultss Farimasi Universitas Airlunggm

Abstract

Gandarusa leal (Justicia gendarrusa Burm.f) has been used traditionally by the Papuan
indigenous pevple for the male contraception remedy, This plant has been further explorated
o determine the mechanism of its reported activity. Tt was known that the activity through its
inhihition on sperm hyaluronidase cnzyme which was competitive and reversible. This plant
has heen undergaing phase 1l-clinical trial in Surabaya, Indonesia for the non hormonal male
contraceptive remedy since 2009,

The gandarusa samples was harvested from East Java aren ; Surabaya, Jember and Mojokerta,
As a part of the standardization of raw matcrial. the protein profiling has been done to seek
any proteins which can beused as a marker for the gandurusa leaf. The proteomic study was
pertormed by onc and two dimentional SDS PAGT (1 & 2-D}. The arca of protein spots was
measurcd and compared using [magel program.

The results showed that all three samples of gandarusa had relatively similar 1-D profiles. In
this regard, the 2-D profiles were made to sce the dillerence of their protcomics.
Discriminution of pandarusa samples were made based on lhe availability of individual
pratgin spot, and the color intensity of the same prolein spot in all samples. It can be
suggested that 2-DE profiles can be used to differentiate the gandarusa samples,

Key words : Gandarusa leaf, protein profiling, 1 & 2-D

PENDAHULUAN elektroforesis  (electrophoretic makers)

Penilaian  keserugaman  (uaiformity)
tanaman  umumnya  bergantung  kepada
metode morfoiogi yang subyektif dan dapat
dipengaruhi  olch  kondisi  lingkungan
{Cioodrich er al., 1985). Sayangnya. ciri-ciri
morfologi  tidak  cukup kuat untuk
mengekspos keragaman genetika diantara
tanaman-tanaman  vang  memiliki - cig
morfologi yvang sama atau tumpang tindih
{Gardiner & Forde, 1988). Oleh karcnanya
dibulubkan suatu mctode yang mampu
mengakomodir hal tersehul,

Saat ini, metode elektroforesis telah
berkembang menjudi piranti analisis yang
dapat digunakan sebagai pelacak gen
igenome probing) secara tidak langsung
dengan cara mengekspos variasi strukeur
ensim atau protein gen lainnya. Hasil

muncul karena gen-gen vang netral vang
ticlak (erkait oleh lokus manapun yung
berpengaruh  terhadap  sualu  lanaman
(Gilliland, 1989). Selain it hasil
clcktroforesis  tidak  terpengaruh  oich
morfologi dan fisiologi tanaman, schingga
lehih  menguntungkan jika dibandingkan
dengan metode morfologi. Pada metode

elekiraloresis. digunakan protein
konservatif  scbagai . prolein  penanda
(protein  markers)  (misal:  protcin

penvimpun pada biji) vang bermanfaal
untuk identifikasi spesies dan atuu variles
lanaman secara copatf, relatif murah, tanpa
menunggu  tanaman  menjadi  matang
{mature) dan ftidak lerpengaruh oleh
lingkungan (Sammour, 1991).

205
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Fitofarmaka mensyaratkan adanya
kandungan akiif yang terstandar dari suatu
simplisia ataw ekstrak sebagai bahan baku
fofarmaka untuk menjamin kualitas dan
elikasinya. Kandungan aktif suatu tanaman
obat pada umumnya berasal dari metabalit
sekunder. schingga standarisasi hahan baku
fitofarmaka umumnya dilakukan terbadap
metabolit sekunder yang bicaktif. Namun
demikian, skhir-akhir ini standarisasi mulai
dilakukan terhadap metabolit primer seperti
halnya protein untuk menjamin kualitas
suatu tanaman obat, Penclitian ini bertujuan
untuk membedakan sampel daun gandarusa
berdasarkan  profil  proteinnya  dengan
menggunakan  metode  elektroforesis
sehagai upava standarisasi tanaman obal
sebagai bahan baku fitofarmaku. Selain it
metode elektraforesis dua dimensi belum
hanyak digunakan untuk  identifikasi
tanaman obar, schingga pencliti terlank
untuk melakukannya,

METODE PENELITIAN
1solasi protein daun

Daun  gandarusa  sebanyak 005 g
ditambah  buffer ekstrak 500 pl dan
dihamogenasi  dalam  keadaan  dingin.
llomagenat yang terbentuk dipindabkan ke
calam ependorf baru dan ditambahkan 26
ul PMSF 40 mM. Kemudian homogenat
diinkubasi  selama | jam di dalam
refrigerator  sambil  sesekali  digoyang-
povangkan dem dipusingkan 10.000° rpm
sclama 10 menit pada suhu 4% ()
Supernalan dipindahkan ke dalam ependorf
baru dan  disimpan  dalam refrigerator.
Fndapan disuspensikan dengan
ditambabkan 500 pl buffer ckstrak dan 26
ul PMSF kemudian diinkubasi selama |
jam dan sesckali digoyang-goyang. Lalu
dipusingkan dengan kecepatan 13000 rpm
sclama § menit dalam suhu 4% C.
Supernatan  yang didapatkan dicampur
dengan supernatan yang pertama dan
diendapkan dengan TCA 20% (1 ml
supcrnatan  ditambahkan 200 ul TCA).
Selanjutnya campuran diinkubasi pada suhu
20 C selama 1 jam dan dipusingkan

206

13000 rpm seluma 5 menit pada subu 4° C.
Kemudian supernatan dibuang dan endapan
vang lerhentuk dicuci dengan ascion
nhsolut sebanyak 1000 ul dan disentrifuse
13000 rpm selama 1 menit pada suhu 4° C.
Sentrifuse ini dilakukan sebanyak dua kali.
Setelah itu, ascton dibuang dan dikeringkan
dengan diangin-anginkan selama = 20
menit, Tsolut  protein vang didapatkan
dilarutkan dengan 10 pl Tris-Cl.

Elcktroforesis Sampel Protein

Dua buah lempeng kace dirangkai
dengan jarak antar Jempeng =1 mm.
Larutan separaling gel dimasukkan sedikit
demi sedikit sampai tanda. Dibiarkan 10-30
menit sampai terbentuk gel. Stacking gl
dituangkan di afas scparaling gel dan
dipasangi sisir, dibiarkan selama 3 menit.
Seteluh terbentuk gel dan sumurannya, sisir
diangkat. Kemudian lempeng dipasangkan
pada alat clektroforesis dan di masukkan ke
dalam bejana clektroforesis. Larutan huller
elektroforcsis dituangkan ke dalam bejuna,

Larutan sampel scbanyak 15 pl
ditambahkan larulan RSB sebunyak 13 pl,
dimasukkan ke dalam ependorf dan
dipanaskan dalam penanpas air dengan
suhu 100° C selama 3 menit. Sctelah
dingin. sampel dimasukkan ke dalam
sumuran schanyak 10 pl. Protein markes
diperlakukan sama dengun sampel. Sampel
dicicktroforesis dengan 130 Volt, 30 mA
selama 3.5 jam.

Pelaksanaan Ise Electric Focusing (1LF)

Tsolat protein di larutkan dalam 20 pl
lorutan urea 8.3 M dan diinkubasi pada
suhu kamar selama 30 mcenit. Gel untuk
clektroforesis dua dimensi dimasukkan ke
dalam tubing kapiler dan dipasang pada alat
isoelectric focusing. Bejana bagian bawah
diisi dengan 10 mM IPOy sedangkan
bejanu atas diisi dengan 20 mM NaOH.
kemudian di pre-running (200 V selama [0
menit. 300 V sclama 15 menit, 400 V 15
menit), Seielah ity di ranning dirunning
SN0 V selama 10 menit dan 400 V sclama 6
jam.
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el dikeluarkan dari lubing kupiler,
direndam dalam bufer 6.2 mM Tris-Cl pll
6,8 vang mengandung 2% SDS dan 5 % f-
mercaplocthanol, Gel akrilamid (10-12 %)
dipasang pada lempeng kaca dengan hanya
mengpunakan separaling wel lanpa stacking
cel. Kemudian dielekuoforesis dengan 25
volt sclama 1 jam dan 80 volt sclama 5 jam.
Selanjulnyya pel diwamai dengan comassic
blue dun di destaining,

Perhitungan berat molekul protein

Hasil clektroforesis discan, kemudian
dilentukan herat molekul proteinnyy dengan
membandingkannya dengan protein marker.
vaitu dengan menghitung Rf sampel dan
protein marker dengan rumus:

Jeruk pergerakan protein dari temput aval
Rr=
Jarak pergerakan wama dari tempat awal

Hasil dan Pembahasan
Analisis Protein Daun Gandarusa

Pada analisis protein. berat maolekul
relatif sampel protein dihitang berdasarkan
kwva baku protein standar. Hasil
perhitungan berat melckul dapat dilibat
pada tabel 1, Perhitungan berat molekul
relail — ini mempermlah - dalam
mengidentilikasi protein paila
elekiroloregram ( 1-D dan 2-D).

‘Tabel 1. Perhitungan berat molekul relatif
{kDa) protein gandarusa hasil clektroforesis
I dlimensi (1-1) dan 2 dimensi (2-D).
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Profil elektroforesis dua dimensi

Prolil elektroforesis dua dimensi (2-
D) sampel gandurusa di 3 lokasi dapat
dilihat pada gambar 1. Pada profil Z-D
ditemukan beberapa perbedaan pola protein
berdasarkan ada tidaknya spot protcin atan
perbedaan intensitas warna spot protein.
Intensitas wama spot protein diukur dengoan
program Imagel, Diskominasi  sampel
gandorusa dapat diketahui dengan melibal
ada fidaknya swealu spol profein puda pl
yang sama, Sebagai contoh, pada area
pengukuran |, werdapal 2 spol protein di
ketiga sampel gandarusa.

Sampel daun dari Surabava terdapat
1 spot protein di antara 2 spot protein
dengan BM £ 76 dan 82 kda, stdangkan
pada sampel Jember dan  Mojokerto
terdapat 3 spot protein dengan BM - 12, 76
dan 82 kda. Pada area pengukuran 4 dan 7.
terclapat 1 spot protein dengan BM = 101
dan 82 kda yang dijumpal pada sampel
Surabaya, tetapi tidak dijumpai pada sampel
Jember dan Mojokerto, Di lain pihak, pada
area pengulkuran 3, terdapat 3 spot protein
dengan BM + 13, 14 dan 15 kDa pada
sampel Mojokerto dan Surabaya; sedangkan
pada sampecl Jember tidak tordapac spot
protein.

207



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

Serninar Nasional dan Kongres Indonesian Protein Suciely

Jermnber, &7 Juli 2012

‘I'abel 2. Hasil

1 1 I | 4"0 8
2 2318.? 2 Q06.7 2 1913.9
k] 10678 3 11999 3 1082.8
2 | 48478 1 59346 | 2564.6
2 20580 2 296.1 2 628.4
3 293.3 3 354.5 3 1811.3
4 778.4 1 876.9 B 192.8
3 ] 2793.4 | 1733.0 1 1418.7
2 186.2 2 331.6 2 288.0
3 19722 3 291.4 3 214.9
4 4630.5 4 2050.2 4 1663.3
5 30041 S 428.5 5 2377
6 66775 6 28213 6 5976.0
4 1 BOEON Tl 10242 1 146.3
5 1 L3881 84.0 l 2131.2
2 872.0 2 20019 2 720.0
3 0814 3 376.2 3 635.5
6 -1 16118.2 1 152867 1 7738.6
7 1 45044 1 271.2 ] 2928
2 1673.5 2 63.3 2 147.9
Diskriminasi  sampel  gandsrusa terdapat 1 spot protein dengun BM + 7 Kda

selanjulnya adalah dengan membandingkan
intensitas warna pada spol-spat  protein
vang sama, Scbagai conloh misalnya pada
area pengukuran 2, terdapat 1 spot protein
dengan BM + 21 kda dengan intensitas
warna tertinggi pada sampel Mojokerto jika
dibandingkan dengan sampel Surabaya dan
Jember. Perbedaan intensitas warna pada
protein vang memiliki pl sama di selurub
sampel gandarusa ini juga ditemmi pada
arca pengukuran 3, 5 dan 6. Pada arca
pengukuran 3 terdapat 6 spot profein
dengan BM = 21-82 kda dengan intensitas
warna berurutan dari tertinggi ke terendah :
Surabaya, Mojokerto dan Jember.

Pada ketiga sampel, spot dengan BM
L 21, 70 dan 82 kda intensitas warnanya
lebih tinggi daripada spot denpan BM + 30,
18 dan 60 kda. Pada area pengukuran §,
spot dengan BM = 15 kda, intensilas warna
sampel Mojokerto lebih tinggi daripada
sampel Surabaya. Pada area pengukuran 6
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dengan intensitas warna  berurutan  dari
tertinggi ke lerendah: Surabaya. Mojokerto
dan Jember.
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Cambar 1. Profil 2-D sampel gandoacusa 2
lokasi dengan mengeunakan gel SDS 5%
(S=Surabaya. J=lember. M-Majokerta).

KESIMPULAN

Mctode elektroforesis sulu  dimensi
dan dua dimensi dapat digunakan untuk
diskriminasi sampel gandarusa dan dacrah
Surabava, Jember dan Majokerto.
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