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Abstract 

The experiment was done for dose determination of prolactine isolate from purification of 
duck's serum in moulting phase. Purification was done by eledroelusi method. The result of the 
experiment can used for scientific base to produce the antiprolactine. Antiprolactine can inhibited the 
moulting process. The duck's serum from axillaris vein was added SAS 50%, homogenated, 
sentrifugated, and dialised. Furthermore, characterization of prolactine was started by SDS PAGE 12% 
for determinated the molecule weight and specificity test by Western Bloting. The observed was 
showed that prolactine protein can be identificated at 27 kDa. Furthermore, prolactine isolate was 
measurement of protein total by Biuret method. Result the Biuret method was determinated 300 J.l.g of 
prolactine isolate for every immunisation in goat as trial animal. 
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Pendahuluan 
Protein prolaktin penyebab itik mengalami fase 

moulting dapat diisolasi, diidenti.fikasi dan diuji 
spesifitasnya melalui metode SAS 50%, SDS PAGE 
12% dan Western Blotting (Safitri, 2008 dan Srianto, 
2008). Menurut Hall (1987), pada penelitiannya 
menyatakan bahwa kadar prolaktin dalam darah itik 
fase moulting 25,8 ± 2,3 ng/ml, sedangkan kadar 
prolaktin dalam darah itik fase bertelur 10,8 ± 1,9 
ngjml. Hal ini memberi pehmjuk bahwa terjadi 
kenaikan kadar prolaktin dalam darah itik yang 
memasuki fase moulting sebesar 2,5 kali lipat 
dibanding fase bP.rtelur. 

Knobil et al (1988) dan Hafez et al. (2000), 
mengatakan bahwa proses moulting pada ibk di
bawah pengaruh sistem hormonal. Hormon gonado
tropin seperti FSH dan LH ditemukan sangat rendah 
pada itik yang sedang moulting, padahal hormon 
gonadotropin diperlukan untuk perkembangan 
folikel dan proses oviposisi dari telur seekor unggas. 
Menurut Turner dan Bagnara (1988), Hall (1987) dan 
Safitri (2004) mengatakan bahwa ditemukan hormon 
prolaktin yang tinggi pada unggas yang sedang 
memasuki fase moulting. Prolaktin mempunyai 
pengaruh antigonadal yang langsung pada gonad 
atau secara tidak langsung menekan pelepasan 

gonadotropin yang dihasilkan oleh hipofisa anterior 
(Gan et al., 1987; Safitri, 2005). 

Berdasarkan latar belakang diatas, telah dilaku
kan penelitian awal yang dirujukan untuk mengiso
lasi, mengidenti.fikasi dan menguji spesifisitas protein 
prolaktin dari serum darah itik fase moulting melalui 
metode SAS 50% (Aulanni'am, 2004), SDS-PAGE 12% 
(Rantam, 2003) dan dilanjutkan dengan uji spesifisitas 
dengan metode Westem Bloting (Murray et al., 2003; 
dan Parslow et al., 2001). Protein prolaktin yang telah 
diisolasi, diidenti.fikasi dan di uji spesifisitasnya pada 
penelitian terdahulu selanjutnya perlu dilakukan 
suatu purifikasi untuk mendapatkan isolate prolaktin 
yang murni. Purifikasi protein prolaktin pada peneli
tian ini dilakukan melalui metode Elektroelusi 
(Aulanni'am, 2004). Selanjutnya isolat yang didapat 
nantinya digunakan untuk memproduksi antibodi 
poliklonal anti prolaktin untuk mengatasi moulting 
padaitik. 

Metode Penelitian 
Bahan dan alat penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penehtian ini 
berupa serum darah itik fase moulting, antibodi 
poliklonal anti prolaktin dari kambing (sebagai anti
bodi primer), antigoat anti IgG Alkaline phosphatase 
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conjugate (sebagai antibodi sekunder). Bahan untuk 
teknik SAS 50% adalah : SAS jenuh 50%, buffer fosfat 
0,2 M pH 8, buffer fosfat 0,1 M pH 7, larutan BaCh. 
Bahan untuk teknik SDS-P AGE 12% adalah : cairan 
sampel, hi.saminomethan, glisin, SDS (Biorad), aqua
des, bis acrilamid, TEMED (sigma), poliakrilamid, 
mercaptoethanol, Commasie Briliant Blue, Bromophe
nol blue. Bahan untuk teknik Western Bloting adalah: 
Membran Nitroselulose, gel PAGE yang mengandung 
protein, Transfer buffer (Tris, Glycine, Methanol, 
Aquades steril), PBS Skim Milk 5%, antibodi primer, 
TBS, substrat Western blue, PBS Tween 20, anti goat 
anti Ig G alkaline phosphatase (Sigma NB 710- 55588) 
komposisi: 0,03 M Tris, 0,14 M Sodium Chorida pH 8 
dan 1% bovine albumin. Produksi Santa Cruz 
Biotecnology. Bahan untuk teknik Elektroelusi : gel 
PAGE protein, Buffer Phospat 0,2 M, Buffer Phospat 
0,1 M dan Etanol. 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah : kandang hewan coba, disposable syringe 10 
ml (Terumo Co., Europe), tabung reaksi venojack 10 
ml, rak tabung venojack, pipet eppendroof, waterbath 
sacker, freezer -20°C, refrigerated cenhi.fuge, vortexer, 
pH meter merk Schoot-Gerate, micopipet, kantong 
dialisis (kantong selofan) (Sigma,D9652), sparating 
gel, plate SDS PAGE, stacking gel, comb (pencetakan 
sumuran dari gel), kertas tisu, chamber untuk 
running SDS-P AGE, transfer blotter (biorad), electro
phoresis equipment (SDS...P AGE), membrane nitro
selulose. 

Pelaksanaan penelitian 
Penelitian ini sebelumnya diawali dengan isolasi 

dari serum darah itik fase moulting untuk memisah
kan antara protein dengan unsur lain. Serum didapat 
dengan cara pengambilan darah pada vena axilaris di 
daerah sa yap dari itik. Pada penelitian ini digunakan 
5 ekor itik yang mengalami moulting. Darah yang 
didapat dari 5 ekor itik tersebut ditampung pada 
tabung venojack, diletakkan miring 45° dan dibiarkan 
mengendap pada suhu kamar, dilakukan senhi.fuge 
1500 rpm selama 30 menit untuk mendapatkan serum 
yang dimaksud. Serum yang didapat ditambahkan 
Saturation Amonium Sulfat (SAS) 50% dengan per
bandingan volume yang sama antara serum dengan 
SAS 50%, dilakukan homogenisasi, lalu didiamkan 
selama 20 menit dan dilakukan tiga kali pengulangan. 

Serum ini kemudian disenhi.fugasi lagi dengan 
kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4°C selama 10 
menit, supematan dibuang, pada presipitat ditam
bahkan SAS 50% sepuluh kali volume serum, 
dihomogenkan kemudian disenhi.fugasi lagi dengan 
kecepatan yang sama selama 10 menit. Supematan 
dibuang, presipitat ditambahkan Buffer Fosfat 0,2 M 
pH 8 dengan volume yang sama, dimasukkan ke 
dalam selofan, diberi label, kemudian diikat. Selanjut-
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nya direndam dalam Buffer Fosfat 0,1 M pH 7, 
dihomogenkan dalam keadaan dingin (suhu ±5°C} 
selama 24 jam, kemudian buffer diganti dengan 
buffer fosfat 0,1 M yang baru dan dibiarkan semalam 
selama 6 jam. Larutan luar selofan kemudian diuji 
dengan larutan BaClz (apabila sudah tidak terbentuk 

endapan putih BaS04 maka dialisis dapat dihentikan). 
Hasil dialisis kemudian diangkat dan disimpan pada 
suhu -20°C dan siap diidentifikasi dengan metode 
SDS-P AGE 12%. 

Metode SDS-P AGE 12% ini bertujuan untuk 
mengetahui gambaran protein yang berupa persen
tase area (bands a tau pita-pita dari protein). Beberapa 
tahapan yang harus dikerjakan adalah sebagai 
berikut: dimasukkan running gel (sparating gel) ke 
dalam plate SDS-P AGE melalui dinding kira-kira 
kurang dari batas atas. Kemudian ditambahkan 
aquades sampai batas atas supaya sparating gel rata, 
selanjutnya aquades diserap dengan kertas tisu. 
Langkah berikutnya ditambahkan stacking gel mele
wati dinding sampai penuh dan setelah itu dimasuk
kan comb (pencetak sumuran dari gel) dan ditunggu 
sampai betul-betul set (terbentuk gel). Selanjutnya 
comb diambil dan dibersihkan sisa-sisa gel dengan 
tissue. Cetakan gel yang sudah jadi dipindahkan dan 
dimasukkan dalam chamber, kemudian direndam 
dalam running buffer. Selanjutnya diletakkan cetakan 
penuntun cairan sample yang akan dirunning. Cairan 
sample (serum itik fase moulting) sebanyak 8~ 
dimasukkan ke lubang cetakan dengan tip 200!!1. 
Langkah berikutnya chamber dihubungkan dengan 
alat biorad, power supply dinyalakan dengan kekua
tan 130 V, 40mA selama 1,5 jam. Jika reaksi gel sudah 
sampai bawah kemudian dimatikan, plate dibuka dan 
dipisahkan, selanjutnya hasilnya berupa lembaran 
berbentuk gel diwarnai dengan coomassie briliant 
blue dan di sacker (digoyangkan). 30 menit kemudian 
dientaskan dan ditambahkan cairan Destaining 
kemudian di sacker lagi selama 30 menit, jika cairan 
sudah terlihat berwarna biru diganti dengan cairan 
destaining yang baru, begitu seterusnya sampai 
cairan berwarna putih dan hasil yang berupa band
band. Berat molekul akan dapat diketahui pada 
cetakan gel SDS-PAGE (Rantam, 2003). 

Tahap akhir dari karakterisasi protein prolaktin 
adalah dilakukan uji spesifisitas melalui metode 
Western Bloting untuk menentukan apakah protein 
hasil SDS-P AGE sebelumnya adalah benar-benar 
protein spesifik penyebab moulting. Teknik Western 
Bloting dapat digunakan untuk konfirmasi Berat 
Molekul (BM) dari protein yang dimaksud. Langkah 
selanjutnya adalah dengan melakukan konfirmasi 
dari hasil Western Bloting dan SDS-P AGE, jika BM 
yang muncul dari kedua metode itu sama, maka 
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dapat dikatakan bahwa protein tersebut adalah 
benar-benar protein spesifik yang dimaksud. 

Serum itik fase moulting yang diduga mengan
dung protein spesifik penyebab moulting dirunning 
dalam SDS-P AGE 12% dalam kondisi tereduksi dan 
satu sumuran adalah marker dan ditransferkan pada 
membran Nitrosellulose. Membran di blok dengan 
blocking buffer (PBS Skim milk 5%) selama 1 jam, lalu 
di cuci dengan Phosphat Buffer Salin Tween (PBST) 
selanjutnya diinkubasi dengan anti moulting yang 
diproduksi pada kambing sebagai antibodi primer 
selama semalam 4oC. Kemudian dicuci dengan 
Transfer Buffer Salin (TBS) lalu diinkubasi dengan 
antibodi sekunder (Anti Goat Anti Ig G Alkaline 
phosphatase conjugated, pengenceran 1:2500), 
kemudian dicuci dengan PBST dan diinkubasi 
dengan substrat westem blue selama semalam dalam 
ruang gelap. Pita yang muncul adalah pita protein 
spesifik penyebab moulting sehingga bisa diketahui 
BM protein tersebut dari serum (Upstate 2002; 
Bedecerrats et al., 1999 dan Choy et al., 1997) 

Tahap penelitian berikutnya adalah pelaksanaan 
purifikasi dari protein prolaktin untuk mendapatkan 
isolate prolaktin murni. Gel hasil SDS-P AGE (gel 
acrilamid) yang tidak diwarnai dipotong sepanjang 
pita yang dikehendaki. Masing-masing potongan gel 
dimasukkan ke dalam kantong selofan dan direndam 
dengan 0,2 M Phosphat Buffer (PB) sebanyak 1-2 ml. 
kemudian dimasukkan dalam chamber elektroelusi 
yang mengandung Phosphat Buffer 0,1 M. langkah 
berikutnya dilakukan elektroelusi di dalam cool 
chamber 4°C (dalam refrigrator), power supply dinyala
kan dengan kekuatan 250 V, 20 rnA selama satu 
malam (overnight). 

Protein yang sudah terelusi dapat ditentukan 
dengan cara melakukan pemotongan gel acrilamide 
dan diwamai dengan staining coomassie briliant blue 
selama 20 menit, kemudian ditambahkan destaining, 
bila tidak terdapat pita berarti protein sudah terelusi. 

Selanjutnya cairan yang mengandung protein 
yang terdapat dalam kantong selovan dikeluarkan 
kemudian dipresipitasi atau dipurifikasi dengan etanol 
untuk mendapatkan protein yang dimaksud. Protein 
yang dimaksud dalam penelitian ini adalah isolat 
prolaktin 

Hasil dan Pembahasan 
Metode pemurnian protein harus memperhati

kan produk, yaitu protein hasil pemurnian harus 
masih mempunyai aktivitas biologi. Pemurnian akan 
membuat adanya variasi atau kemiripan kualitas 
protein yang dihasilkan, tergantung dari kemampuan 
menghilangkan kontaminan protein dari metode 
yang digunakan. Hal ini akan menghasilkan perbeda-
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an dalam bentuk, muatan, hidrofobisitas, kelarutan 
dan aktivitas biologis (Aulani'am, 2004). 

Pemurnian dilakukan untuk mendapatkan 
molekul protein dengan BM 27 kDa, yang telah 
diyakini sebagai molekul prolaktin dengan metode 
elektroelusi. Pelaksanaan elektroelusi terse but berasal 
dari hasil SDS-P AGE 12% (Srianto,2008). 

Pemurnian isolat protein menjadi penting sete
lah dilakukan karakterisasinya. Pemurnian protein 
yang telah didapat adalah usaha memisahkan protein 
tertentu dari ekstrak kasar seluruh serum yang 
mengandung banyak unsur lain. Banyak cara yang 
digunakan untuk memurnikan protein, salah satunya 
yaitu dengan menggunakan metode elektroelusi 
(Aulani'am, 2004). 

Berdasarkan hasil uji spesifisitas dengan metode 
Western Bloting antara serum yang teridentifikasi 
melalui SDS-P AGE yang diduga mengandung pro
laktin (sebagai antigen) direaksikan dengan antibodi 
poliklonal anti prolaktin (Sigma L-6520) menunjuk
kan adanya reaksi positif dengan munculnya pita 
pada BM yang sama. Oleh karena itu dapat diyakini 
bahwa pita yang muncul pada SDS-P AGE 12% adalah 
pita protein prolaktin dengan berat molekul27 kDa. 

Setelah diyakini bahwa protein dapat diidenti
fikasikan dengan metode SDS-P AGE 12% kemudian 
dilakukan uji spesifisitas protein prolaktin maka 
penelitian dilanjutkan untuk mendapatkan isolat 
prolaktin sesuai dengan sifat-sifatnya. Isolat prolaktin 
terse but didapatkan dengan cara isolasi dan pemurni
an dengan metode ElektroElusi (Safitri, 2005). Hasil 
dari pemurnian pada penelitian ini berupa isolate 
prolaktin murni dengan BM 27 kDa. 

Selanjutnya setelah dilakukan purifikasi dilaku
kan pengukuran kadar total protein melalui Metode 
biuret. Pengukuran kadar total protein Metode biuret 
pada penelitian ini menggunakan spektofotometer. 
Melalui spektofotometer dapat ditentukan total 
protein berdasarkan nilai absorbansi yang terbaca. 
Hasil pengukuran kadar total protein dapat dilihat 
pada Tabel1. 

Pengukuran kadar total protein dari isolat 
prolaktin melalui Metode biuret pada penelitian ini, 
yaitu didasarkan pada pembentukkan kompleks yang 
berwarna ungu. Kompleks ini terbentuk apabila suatu 
protein yang mempunyai empat atom nitrogen yang 
berasal dari asam amino berikatan dengan Cu2+ dari 
CuS04 (Aulanni'am, 2003). 

Walker (1994) menjelaskan bagaimana berlang
sungnya reaksi biuret, sebagai berikut: Kupri sulfat 
dalam suasana basa dapat bereaksi positif dengan 
protein, karena itu larutan yang akan diuji terlebih 
dahulu dibuat bersifat alkalis, dengan penambahan 
NaOH dalam regent biuret. Kupri sulfat dalam 
suasana basa bereaksi dengan senyawa yang mengan
dung dua atau lebih ikatan peptida menghasilkan 
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250 
130 

95 
72 

55 

36 

28 27 kDa 

Gam bar 1. Pita prolaktin hasil Elektroelusi yang dianalisis menggunakan SDS-P AGE 12% dengan pewarnaan 
Comassie briliant blue. M = marker protein, ~ = prolaktin dengan BM 27 kDa. 

senyawa kompleks yang berwarna ungu. Intensitas 
warna yang dihasilkan tergantung pada banyaknya 
ikatan peptida yang terdapat dalam protein. Hal ini 
sebanding dengan jumlah molekul protein total yang 
ada pada molekul prolaktin sampel. Semakin banyak 
jumlah protein dalam sampel maka intensitas warna 
semakin besar karena adanya sejumlah ikatan peptida 
dalam sampel. 

Pengukuran kadar total protein dari isolat 
prolaktin dalam penelitian ini ditujukan untuk penen
tuan dosis yang akan digunakan untuk produksi Anti 
prolaktin pada penelitian selanjutnya. Setelah 
dilakukan pengukuran terhadap 9 sampel isolat 
prolaktin dengan volume serum 4,96 ± 0,35 ml dan 
konsentrasi 377,67 ± 88,14 ppm didapatkan kadar 
total protein 377,67 ± 88,14 !lg/ml, selanjutnya dipilih 
dosis untuk produksi anti prolaktin dengan kadar 
total protein· 300 !lg/ml. Dosis ini sesuai dengan 
pendapat Agrisera (2004), dimana dikatakan bahwa 
dosis imunogen yang dianjurkan untuk kambing 
adalah 20-500 11g per immunisasi. Dosis ini juga 
sesuai dengan dosis per immunisasi pada kambing 
yang disampaikan oleh Kerr and Thorpe (1994), yaitu 
250 !lg-1000 !lg. 

Dosis 300 11g/ ml isolat prolaktin terse but diberi
kan untuk setiap kali imunisasi per ekor kambing . 
sebagai hewan coba. Anti prolaktin yang diproduksi 
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pada hewan coba pada akhirnya akan digunakan 
untuk mempercepat proses moulting pada itik. 

Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diambil 

kesimpulan bahwa protein prolaktin yang telah diiso
lasi, diidentifikasi dan diuji spesifi.sitasnya dengan 
berat molekul 27 kDa dan dapat ditentukan dosis 
untuk pembuatan antinya yaitu sebesar 300 !lg/ml 
untuk setiap kali imunisasi per ekor kambing sebagai 
hewancoba. 
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