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ABSTRAK 

Hypertensi adalah masalah serius yang dihadapi oleh masyarakat dunia termasuk 

Indonesia. Hipertensi adalah salah satu faktor yang mengakibatkan terjadinya stroke, gagal 

ginjal dan, kerusakan vaskular. Penanganan yang sulit akibat dari kompleksnya gejala, 

komplikasi dan keadaan atau penyakit yang mendasari hipertensi, mengakibatkan 

penggunaan lebih dari satu macam obat (polifarmasi) secara bersamaan dilakukan, akan 

tetapi terjadinya interaksi obat yang berbeda tidak jarang mengakibatkan efek samping yang 

cukup berbahaya. Oleh sebab itu diperlukan suatu upaya pencarian suatu obat alami yang 

mampu untuk mempertahankan atau meningkatkan sistem fisiologis pada tubuh terutama 

ditujukan untuk pencegahan atau pengobatan terhadap hipertensi.  

Pengunaan senyawa alami biofungsional protein sebagai nutraceutical merupakan 

suatu pilihan dikarenakan kespesifikanya dalam fungsi fisiologis. Pada penelitian 

sebelumnya telah ditemukan sumber material protein antioksidan yang berpotensi sebagai 

peptida antihipertensi dari biji melinjo (Gnetum gnemon). Penemuan tersebut merupakan 

dasar terpenting untuk dapat dikembangkan kearah produksi secara komersial. Sumber 

material protein dari Gnetum gnemon inilah, kearah komersialisasi dengan cara re-design 

metode mengunakan metode “sol-gel immobilized enzyme” pada kolum akan diperoleh 

peptida aktif antihipertensi sebagai bahan nutraceutical berbahan dasar protein/peptide.  

         Hasil penelitian yang telah dilakukan seluruhnya (100%) dari seluruh rencana 

pekerjaan/target pada tahun I (2015), dengan rincian hasil sebagai berikut : 1) diperolehnya 

protein isolate  dan karakter protein isolate dari biji melinjo sebagai dasar/bahan untuk 

produksi peptide Gg-AH, 2) diperolehnya enzim yang telah diimobilisasi dan karakterisasi 

enzim yang terimmobilisasi (sol-gel(+)enzim), 3) Diperolehnya kondisi optimal dalam 

produksi peptide antihipertensi pada berbagai konsidi (suhu, waktu,kosentrasi subtrat dan 

immobilisasi sol-gel(+)enzim. 4) Diperolehnya model kondisi optimal dalam   kondisi suhu 

inkubasi 50oC, lama waktu 4-5 jam dengan rasio 0.2% E/S, 4)  telah didaftarkan patent 

dengan judul “Metode Produksi Peptida Antioksidan Generasi Baru Dari Biji Melinjo 

(Gnetum Gnemon) Sebagai Bahan Nutraceutical Food Supplement”, dan 5) sebagian 

hasil penelitian ini telah dipresentasikan dalam International seminar Conference on 

Food, agriculture and Natural Resources (IC-FANRES 2015) dan telah submitkan dalam 

Agriculture and Agricultural Science Procedia (Elsevier). 

Dari hasil kemajuan ini diharapkan dapat digunakan sebagai dasar dalam upaya 

melanjutkan ke arah re-desing kolum sehingga produksi peptide antihipertensi ini dapat 

dilaksanaan. Sehingga target sampai tahun ke 2 bisa terselesaikan. 
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BAB I. PENDAHULUAN  

1.1 Latar Belakang 

Hipertensi adalah masalah serius yang dihadapi oleh masyarkat dunia 

termasuk Indonesia. Menurut WHO (2003) hipertensi diperkirakan menjadi 

penyebab 4,5% dari total penyakit di dunia dengan prevalensi yang sama, baik di 

negara berkembang maupun di negara maju. Beberapa penyakit degenerative 

seperti jantung dan hipertensi juga cenderung menunjukkan peningkatan 

(Bappenas, 2007). Hipertensi adalah salah satu faktor resiko penyakit jantung 

koroner dan penyakit cerebrovaskuler. Selain itu, hipertensi juga penyebab dari 

hipertrofi jantung dan gagal jantung (hypertensive heart disease), pecahnya aorta, 

dan gagal ginjal (Kumar dkk., 2003). Kondisi lain yang menyebabkan hipertensi 

meliputi pheochromacytoma, Cushing syndrome, aldosteronisme primer, coarction 

aorta, dan subtansi yang sifatnya eksogen seperti estrogen, glukokortikoid, 

sympathomemetic amines, anti inflamasi nonstreriod , konsumsi alkohol jangka 

panjang, dan makanan yang mengandung tiramin yang dikombinasikan dengan 

monoamine oksidase inhibitors (Wells dkk., 2000). Kompleksnya gejala, komplikasi 

dan keadaan atau penyakit yang mendasari hipertensi, maka tidak jarang digunakan 

lebih dari satu jenis obat (polifarmasi) secara bersamaan yang digunakan dalam 

pengobatan hipertensi. Pengobatan dengan beberapa obat sekaligus (polifarmasi) 

memudahkan terjadinya interaksi obat (Setiawati, 1995). Angka kejadian interaksi 

obat cukup sering. Satu studi di rumah sakit menunjukkan, terjadi sekitar 7% kasus 

interaksi obat ketika pasien mengkonsumsi 6-10 obat berbeda, tapi terjadi sekitar 

40% kasus ketika pasien mengkomsumsi 16-20 jenis obat yang berbeda (Stockley, 

1999). Peningkatan insidensi efek samping yang jauh melebihi peningkatan obat 

yang diberikan bersama ini diperkirakan akibat terjadinya interaksi obat yang juga 

makin meningkat (Setiawati, 1995). Berdasarkan hal-hal tersebut maka diperlukan 

suatu penelitian yang mencari sumber pengobatan alami yang memanfaatkan 

sumber local yang dimiliki. 

Dalam kurun waktu dua dekade ini para peneliti telah berupaya untuk dapat 

menemukan protein baru alami yang dapat digunakan sebagai dasar dalam 

pembuatan protein fungsional alami (De Lucca, 2000; Hancock, 2000; Welling et al., 
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2000; Selitrennikoff, 2001). Keanekaragaman protein fungsional menjadikan suatu 

pertimbangan dalam menemukan bahan alami yang bisa dimanfaatkan dibeberapa 

bidang (Marshall, 2003). Kemajuan teknologi memungkinkan untuk dapat 

mengembangkan teknik produksi protein baru melalui rekayasa protein alami (Wang 

and Mejia, 2005).  

Sumber protein alami dapat diperoleh dari hewan atau tumbuhan. Indonesia 

kaya akan biodiversitas tumbuhan lokal yang berpotensi sebagai sumber protein 

fungsional. Tanaman melinjo (Gnetum gnemon), banyak dibudidayakan di 

Indonesia, Malaysia dan beberapa negara Asia Tenggara lainnya sebagai penghasil 

tepung  dari biji mlinjo. Di Indonesia, tanaman ini merupakan salah satu komoditas 

favorit dimana bijinya dapat dimakan setelah dimasak dan dibuang kulitnya. 

Komposisi kandungan biji melinjo (Gnetum gnemon) terdiri dari 58% pati, 16.4% 

lemak, 9-10% protein dan  1%  phenolik (Siswoyo, 2004; Siswoyo dan Aldino, 2007). 

Kandungan protein pada biji yang relatif sangat besar merupakan suatu potensi 

sebagai sumber protein fungsional alami. Dari hasil penelitian sebelumnya (SINas-

RISTEK 2013 dan Stranas-DIKTI 2013) telah diketemukan adanya kemampuan 

sebagai polipeptide antioksidan (free radical scavenging) dan peptide aktif dalam 

menghambat aktivitas enzim “Angeotinsin-converting enzyme” sebagai peptide 

antihipertensi  (Siswoyo et al., 2011; Siswoyo, 2012). Dari hasil tersebut dilanjutkan 

dalam usulan penelitian ini, dengan melakukan pengembangan teknologi atau 

inovasi bioreactor kolom kontinus dengan metode sintesa dan pemisahan dalam 

suatu reactor untuk dapat meningkatkan produksi peptide antihipertensi generasi 

baru dari protein biji melinjo (Gnetum gnemon) dengan aktivitas tinggi. Kedepannya 

kebutuhan akan bahan komersial Nutraceutical Food Supplement berupa protein 

fungisional (antihypertensi) dengan kemampuan yang tinggi dapat terpenuhi secara 

cepat dan tepat. 

1.2 Perumusahan masalah 

Dengan dikembangkan teknologi atau inovasi dalam produksi peptida 

antihipertensi dari protein alami, dengan cara re-design metode untuk produksi 

peptida secara efektif untuk memperoleh hasil yang optimal. Kedepannya kebutuhan 

pasar akan bahan bioaktif peptida fungsional khususnya peptida antihipertensi akan 

dapat terpenuhi dengan cepat dan tepat dan diharapkan dapat menunjang 
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kebutuhan sektor yang lain seperti industri pangan (nutraceutical), pharmasi dan 

kosmetik serta masyarakat luas.  

1.3 Tujuan dan Manfaat Khusus 

Secara khusus usulan penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan suatu 

teknologi dan prototipe bioreactor dalam pelipatgandaan produksi peptida 

antihipertensi dari protein alami sebagai bahan nutraceutical food supplement 

komersial. Inovasi teknologi produksi dan hasil produknya ini kemungkinan dapat 

diterapkan sebagai bahan Nutraceutical Food Supplement dalam pencegahan 

hipertensi  atau sebagai protein fungsional pada produk pangan. 

Sasaran akhir rangkaian penelitian/kegiatan yang dilakukan akan diperoleh 

bentuk luaran berupa: 1) Teknologi produksi peptida antihipertensi sebagai bahan 

komersial Nutraceutical Food Supplement; 2) Prototipe biorektor dalam 

memproduksi peptida antihipertensi 3) Diperoleh material peptida antihipertensi 

sebagai bahan  komersial Nutraceutical Food Supplement; 4) Patent/ Intellectual 

Property Protection; 4) Jurnal Ilmiah material Nasional/Internasional. 

Manfaat penelitian ini adalah: 1) Membantu memecahkan permasalahan 

nasional terutama dibidang kesehatan dan pangan sehat (nutraceutical) dalam 

penyediaan bahan baku komersial alam yang berbasis protein alami dari biji melinjo 

dan 2) Penyediaan “paket  teknologi” dalam menghasilkan dan memperoleh bahan 

baku aktif berupa peptida antihipertensi berbasis protein alami dari biji melinjo 

secara aman, mudah dan efektif serta ekonomis dengan memanfaatkan potensi 

kekayaan alami tanaman asli Indonesia. 

1.4 Pentingnya atau Keutamaan Rencana Penelitian Ini 

Sumber protein alami dapat diperoleh dari hewan atau tumbuhan. Indonesia 

kaya akan biodiversitas tumbuhan lokal yang berpotensi sebagai sumber protein 

fungsional. Bioavaibilitas tanaman melinjo (Gnetum gnemon) di Indonesia sangat 

melimpah dan banyak dibudidayakan sebagai penghasil biji. Dengan memanfaatkan 

potensi bahan baku yang melimpah dan sentuhan teknologi maka kebutuhan pasar 

akan bahan bioaktif polipeptida fungsional khususnya peptida antihipertensi akan 

dapat terpenuhi dengan baik dan diharapkan dapat menunjang kebutuhan sektor 

yang lain seperti industri pangan (nutraceutical), pharmasi dan kosmetik serta 

masyarakat luas. Manfaat dari penelitian ini adalah dapat membantu memecahkan 
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permasalahan nasional terutama dibidang kesehatan dan pangan sehat 

(nutraceutical)  dalam penyediaan bahan baku komersial alami dan juga suatu 

“paket teknologi” dalam menghasilkan dan memperoleh bahan baku aktif 

berupa peptida antihipertensi alami dari biji melinjo secara aman, mudah dan 

efektif serta ekonomis dengan memanfaatkan potensi kekayaan alami tanaman 

asli Indonesia.  

 

BAB II. STUDI PUSTAKA 

2.1 Hipertensi 

Hipertensi merupakan peningkatan tekanan darah > 140/90 mmHg. 

Hipertensi diklasifikasikan atas hipertensi primer (esensial) (90-95%) dan hipertensi 

sekunder (5-10%). Dikatakan hipertensi primer bila tidak ditemukan penyebab dari 

peningkatan tekanan darah tersebut, sedangkan hipertensi sekunder disebabkan 

oleh penyakit/keadaan seperti feokromositoma, hiperaldosteronisme primer 

(sindroma Conn), sindroma Cushing, penyakit parenkim ginjal dan renovaskuler, 

serta akibat obat (Bakri, 2008). 

Ginjal mengontrol tekanan darah melalui pengaturan volume cairan 

ekstraseluler dan sekresi renin. Sistem Renin-Angiotensin merupakan system 

endokrin yang penting dalam pengontrolan tekanan darah. Renin disekresi oleh 

juxtaglomerulus aparantus ginjal sebagai respon glomerulus underperfusion atau 

penurunan asupan garam, ataupun respon dari sistem saraf simpatetik (Gray, et al. 

2005).  

Mekanisme terjadinya hipertensi adalah melalui terbentuknya angiotensin II 

dari angiotensin I oleh angiotensin I-converting enzyme (ACE). ACE memegang 

peranan fisiologis penting dalam mengatur tekanan darah. Darah mengandung 

angiotensinogen yang diproduksi hati, yang oleh hormon rennin (diproduksi oleh 

ginjal) akan diubah menjadi angiotensin I (dekapeptida yang tidak aktif). Oleh ACE 

yang terdapat di paru-paru, angiotensin I diubah menjadi angiotensin II (oktapeptida 

yang sangat aktif). Angiotensin II berpotensi besar meningkatkan tekanan darah 

karena bersifat sebagai vasoconstrictor melalui dua jalur, yaitu: a. Meningkatkan 

sekresi hormon antidiuretik (ADH) dan rasa haus. ADH diproduksi di hipotalamus 

(kelenjar pituitari) dan bekerja pada ginjal untuk mengatur osmolalitas dan volume 
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urin. Dengan meningkatnya ADH, sangat sedikit urin yang diekskresikan ke luar 

tubuh (antidiuresis) sehingga urin menjadi pekat dan tinggi osmolalitasnya. Untuk 

mengencerkan, volume cairan ekstraseluler akan ditingkatkan dengan cara menarik 

cairan dari bagian instraseluler. Akibatnya volume darah meningkat sehingga 

meningkatkan tekanan darah. b. Menstimulasi sekresi aldosteron dari korteks 

adrenal. Aldosteron merupakan hormon steroid yang berperan penting pada ginjal. 

Untuk mengatur volume cairan ekstraseluler, aldosteron akan mengurangi ekskresi 

NaCl (garam) dengan cara mereabsorpsinya dari tubulus ginjal. Naiknya konsentrasi 

NaCl akan diencerkan kembali dengan cara meningkatkan volume cairan 

ekstraseluler yang pada gilirannya akan meningkatkan volume dan tekanan darah 

(Gray  et al., 2005). 

2.2 Antihipertinsi 

Antihipertensi adalah suatu upaya untuk dapat mengurangi atau  mengobati 

hipertensi (tekanan darah tinggi) anti hipertensi terapi berusaha untuk mencegah 

komplikasi tekanan darah tinggi, seperti stroke dan infark miokard. Bukti 

menunjukkan bahwa penurunan tekanan darah dengan 5 mmHg dapat menurunkan 

risiko stroke sebesar 34%, penyakit jantung iskemik sebesar 21%, dan mengurangi 

kemungkinan demensia, gagal jantung, dan kematian akibat penyakit kardiovaskular 

(Law et al., 2003). Ada banyak kelas antihipertensi, yang menurunkan tekanan 

darah diantaranya adalah diuretik thiazide, ACE inhibitor, calcium channel blockers 

ini, beta blocker, dan antagonis reseptor angiotensin II atau ARB. 

Kelas beberapa antihipertensi berbeda dalam profil efek samping, 

kemampuan untuk mencegah titik akhir, dan biaya. Pemilihan agen yang lebih 

mahal, mana yang lebih murah akan sama-sama efektif, mungkin memiliki dampak 

negatif (Nelson et al., 2001). Pada 2009, memberikan suatu rekomendasi untuk 

pengunaan diuretik thiazide sebagai pilihan utama dalam pengobatan  untuk 

tekanan darah tinggi (hipertensi) (Wright and Musini, 2009). Meskipun bukti klinis 

menunjukkan blocker saluran kalsium dan diuretik tipe thiazide lebih baik dalam 

pengobatan untuk kebanyakan orang, sedangkan untuk jenis obat yang 

berhubungan dengan penghambat aktivitas ACE direkomendasikan oleh NICE di 

Inggris untuk mereka yang di bawah 55 tahun.  
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2.3 Protein Antihipertensi 

Protein adalah salah satu produk esensial yang diperlukan semua makhluk 

hidup dan mudah diserap oleh tubuh dalam bentuk peptida dan asam amino. 

Beberapa peptida memiliki aktivitas fungsional dan fisiologi seperti antitrombotik, 

antioksidan, antibakteri, antifungi, sensori dan meningkatkan nilai nutrisi makanan 

(Iwaniak and Minkiewicz, 2007). Beberapa fragmen dari urutan protein yang 

bersumber dari berbagai macam makanan dapat dilepaskan secara hidrolisis, dan 

kebanyakan menunjukkan beberapa aktivitas biologis. Fragmen ini, atau peptida 

bioaktif, biasanya dihasilkan secara in vivo dengan aksi enzim pencernaan. Mereka 

juga dapat diperoleh secara in vitro menggunakan enzim tertentu, atau diproduksi 

selama pembuatan makanan tertentu. Sejak tahun 1979, telah ditemukan peptida 

bioaktif dengan aktivitas biologis yang berbeda seperti yang dijelaskan oleh Gobbeti 

et al., (2000). Peptida antihipertensi dapat diperoleh dari protein makanan dari  

hewan dan tumbuhan. Pada saat ini sumber utama peptida antihipertensi berasal 

dari protein susu dan telur. Kedua jenis makanan tersebut merupakan sumber utama 

makanan kita sehari hari, begitu juga peptide tersebut dapat diperoleh dari ikan, 

jagung, kedelai, dan berbagai sayuran, juga dapat menjadi sumber penting dari 

peptida antihipertensi.  

Mekanisme penghambatan peptide terhadap aktivitas ACE terjadi pada dua 

jalur, yaitu jalur penghambatan pembetukan senyawa vasokonstriktor dan memicu 

terjadinya degradasi zat vasodilatory. Penghambatan enzim oleh peptide 

dimungkinkan karena adanya interaksi peptida dengan zona anionik berbeda dari 

situs katalitik enzim, atau dengan substrat yang berikatan dengan enzim tersebut 

(Meisel, 2006). Peptida ini biasanya dapat menghambat aktivitas ACE dengan 

jumlah asam amino  antara 2 dan 12 asam amino, meskipun dari  beberapa kasus 

ditemukan  sampai 27 asam amino. Hubungan struktur dan penghambatan aktivitas 

ACE tampaknya akan lebih efektif  bila  jumlah asam amino kurang dari 7 asam 

amino. Pengikatan dengan enzim secara khusus terjadi pada urutan tripeptide 

carboxi-terminal dari peptida, yang dapat berinteraksi dengan tiga wilayah pusat aktif 

dari ACE. Ikatan ini akan dapat lebih menguntungkan jika terjadi pada jenis asam 

amino dengan sifat hidrofobik pada tida posisi akhirnya, seperti Trp, Tyr, Phe, dan 

Pro (Ondetti dan Cushman, 1982). 
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2.4 Protein Modifikasi 

Modifikasi protein dapat dilakukan dengan tujuan untuk meningkatkan 

kemampuan aktivitas protein tersebut. Hidrolisis asam dan hidrolisis secara biologis 

(enzimatik) adalah dua metode utama dalam nelakukan modifikasi protein hal ini 

untuk menghasilkan peptide.  Metode  hidrolisis  asam yang  relative sangat 

sederhana  dan lebih murah, akan tetapi lebih sulit untuk mengontrol reaksinya dan 

juga mengakibatkan kerusakan pada asam amino yang dihasilkan. Metode 

enzimatik lebih mudah untuk mengontrol, menggunakan kondisi ringan, dan tidak 

menyebabkan kerusakan asam amino. Oleh karena itu, hidrolisis enzimatik 

merupakan metode yang umum digunakan untuk memproduksi hidrolisat 

protein terutama ditujukan bahan makanan. Ada beberapa jenis enzim yang sering 

digunakan dalam menghasilkan  beberapa jenis peptide aktif. Proteinase 

(endopeptidases) seperti tripsin, subtilisin, chymotrypsin, thermolysin, pepsin, 

proteinase K, papain, dan plasmin pada umumnya digunakan sebagai proteolitik 

protein yang terkandung pada makanan (Yamamoto et al., 2003). Hewan, 

tumbuhan, dan mikroorganisme adalah sumber utama enzim yang digunakan untuk 

produksi peptide bioaktif. Sedangkan enzim yang berasal dari non-hewan adalah 

papain atau pronase, enzim ini telah banyak digunakan dalam menghidrolisis protein 

kedelai. Protein hidrolisat  telah teruji dengan menunjukkan kemampuannya dalam 

menginduksi pertumbuhan dan meningkatkan produksi budaya hibridoma 

mouse dengan media protein bebas (Franek dan lain-lain 2000).  Proteinase dari 

mikroorganisme seperti Mucor sp, Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis 1389, 

Aterricola 3942 juga digunakan untuk menghidrolisis protein dan menghasilkan 

peptide, Aspergillus oryzae peptidase digunakan untuk menghidrolisis protein 

kedelai untuk menghasilkan peptide dengan panjang rantai pendek (kebanyakan 

panjang rantai peptidenya kurang lebih tujuh peptida) (Korhonen and Pihlanto 2003). 

Jenis enzim yang dihasilkan dari Mucor piriformis  dapat juga digunakan dalam 

produksi peptida dari isolasi protein dari  kedelai (Lidan et al., 2001). Selain itu 

dengan melakukan hidrolisis protein dapat juga akan menghasilkan seuatu produk 

dengan bau, dan rasa pahit yang berkurang.   

Untuk menghasilkan suatu produk yang lebih baik dapat dilakukan dengan 

melakukan kombinasi hidrolisis antara enzimatik dan asam. Untuk menghasilkan 
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protein kedelai hydrolysates dengan konsentrasi tinggi, tepung kedelai dihilangkan 

lemaknya  menggunakan larutan asam klorida rendah sebelum dilakukan degradasi 

protein dengan tujuan untuk menghambat gelasi protein kedelai selama sterilisasi 

panas (Lee dan Lee 2000). Dengan memberikan asam karboksilat sebelum 

melakukan hidrolisis rata-rata peptide yang dihasilkan antara 10 sampai 100 (Hirano 

and Koide, 2000). Perlakuan panas protein juga dapat mempengaruhi efisiensi 

hidrolisis enzim. Fischer et al., (2002) menemukan bahwa makanan yang berasal 

dari kedelai jika dipanaskan dengan dikelembaban tinggi akan memiliki tingkat 

peptide yang teragregat lebih tinggi.  

2.5 Melinjo (Gnetum gnemon) 

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon), adalah tanaman asli Indonesia termasuk 

tanaman purba dan banyak dibudidayakan di Indonesia, Malaysia dan beberapa 

negara Asia Tenggara lainnya sebagai penghasil tepung dari biji melinjo. Di 

Indonesia, tanaman ini merupakan salah satu komoditas favorit dimana bijinya dapat 

dimakan setelah dimasak dan dibuang kulitnya. Komposisi komponen biji melinjo 

terdiri dari 9 - 11% protein, 16.4 % lipid, 58 % starch dan sedikit kandungan 

phenolic/flavonoids. Karakter pati biji melinjo menggunakan X-ray diffraction 

menunjukkan type A dan menggunakan analisa DSC mempunyai 2 puncak titik 

endothermic, peak pertama berupa titik gelatinisasi sekitar 60-78oC, dan titik 

endothermik yang lain  sekitar 95-115 oC (Siswoyo, 2004). Berdasarkan persamaan 

Avrami equation, laju retrogradation pati biji mlinjo sangat lambat dibandingkan 

dengan biji melinjo yang sudah di deffating. Tinggi nilai kompleknisasi antara pati 

dan lipid dimungkinan penyebab terhambat retrogradasi selama penyimpanan 

(Siswoyo, 2004).  

Potensi aktifitas antioksidan dan total kandungan phenolik pada jaringan 

tanaman melinjo seperti akar, batang, daun, biji dan kulit biji juga dipelajari. Total 

phenolik pada jaringan sangat bervariasi antara 5.97 and 9.91 mg GAE g-1, 

sedangkan kandungan flavonoik antara 0.85 – 3.14 mg QE g-1. Tingginya aktivitas  

radical scavenging ditemukan pada jaringan akar dengan kisaran 37.27 mg VCEAC 

g–1 sampel. Lebih lanjut, tingkatan aktifitas radical scavenging pada beberapa jenis 

jaringan sebagai berikut: akar (37.27 mg VCEAC) >daun (36.66 mg VCEAC) > biji 

(34.08 mg VCEAC)> batang (32.52 mg VCEAC)>kulit biji (32.48 mg VCEAC). 



16 
 

Kandungan phenolik/flavonoik yang tinggi mengindikasikan adanya potensi tinggi 

sebagai radical scavenging (Siswoyo and Aldino, 2007). 

Isolasi dan pemurnian protein biji melinjo telah dilakukan dengan 

menggunakan teknik kombinasi kolom kromatograpi seperti ion exchange dan gel 

filtration merupakan langkah pertama dalam usaha untuk dapat mengidentifikasi dan 

mengkarakter potensi aktifitas protein sebagai antioxidant, free radical-scavenging 

dan antimikrobial. Sebagaian besar protein biji melinjo didominasi oleh protein 

dengan berat molekul sebesar 30 dan 12 kD (Siswoyo et al., 2007) berdasarkan 

analisis menggunakan MALDI-TOF-MS dinyatakan keduanya protein tersebut 

adalah jenis baru (Siswoyo et al., 2011) dan mempunyai karakter relative lebih stabil 

pada suhu tinggi jika dikombinasikan dengan NaCl (Siswoyo, 2006). Selanjutnya, 2 

jenis protein hasil pemurnian menunjukkan protein dengan berat molekul 30 kDa 

mempunyai potensi antioksidan lebih besar daripada protein dengan berat 

molekul12 kDa. (Siswoyo et al., 2011). Aktivitas akan meningkat seiring dengan 

penambahan kosentrasi protein yang ditambahkan. Aktivitas antioksidan protein ini 

mempunyai kemampuan yang sama dengan aktifitas BHT pada sistem pengujian 

emulsi asam linoleic. Dua Jenis protein ini juga menunjukkan potensi sebagai 

scavenging melawan free radicals seperti DPPH dan superoxide radicals serta 

kemampuan mereduksi dan mengikat Fe2+ dengan kuat. Dari data yang diperoleh 

dapat disimpulkan bahwa protein biji melinjo sangat berpotensi sebagai sumber 

antioxidant (Siswoyo et al., 2011). Lebih lanjut, pengujian potensi protein biji melinjo 

sebagai antibakteri dan antifungal juga dilakukan. Pengujian dengan menggunakan 

disk diffusion dan pengukuran turbidity menunjukkan protein biji melinjo sangant 

effektif menghambat beberapa jenis jamur dan bakteri baik gram negative atau 

positif seperti Bacillus subtilis, Bacillus cereus Escherichia coli and Salmonella thypi 

(Siswoyo et al., 2007).  

 2.6 Peta Jalan/Rodmap Penelitian 

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon), adalah tanaman asli Indonesia termasuk 

tanaman purba dan banyak dibudidayakan di Indonesia, Malaysia dan beberapa 

negara Asia Tenggara lainnya sebagai penghasil tepung dari biji melinjo. Di 

Indonesia, tanaman ini merupakan salah satu komoditas favorit dimana bijinya dapat 

dimakan setelah dimasak dan dibuang kulitnya. Komposisi komponen biji melinjo 
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terdiri dari 9 - 11% protein, 16.4 % lipid, 58 % starch dan sedikit kandungan 

phenolic/flavonoids. Karakter pati biji melinjo menggunakan X-ray diffraction 

menunjukkan type A dan menggunakan analisa DSC mempunyai 2 puncak titik 

endothermic, peak pertama berupa titik gelatinisasi sekitar 60-78oC, dan titik 

endothermik yang lain  sekitar 95-115 oC (Siswoyo, 2004, Jurnal Ilmu Dasar 

(5)2:97-102). Berdasarkan persamaan Avrami equation, laju retrogradation pati biji 

mlinjo sangat lambat dibandingkan dengan biji melinjo yang sudah di deffating. 

Tinggi nilai kompleknisasi antara pati dan lipid dimungkinan penyebab terhambat 

retrogradasi selama penyimpanan (Siswoyo, 2004, Jurnal Teknologi & Industri 

Pangan, (15) 2: 113-118).  

Potensi aktifitas antioksidan dan total kandungan phenolik pada jaringan 

tanaman melinjo seperti akar, batang, daun, biji dan kulit biji juga dipelajari. Total 

phenolik pada jaringan sangat bervariasi antara 5.97 and 9.91 mg GAE g-1, 

sedangkan kandungan flavonoik antara 0.85 – 3.14 mg QE g-1. Tingginya aktivitas  

radical scavenging ditemukan pada jaringan akar dengan kisaran 37.27 mg VCEAC 

g–1 sampel. Lebih lanjut, tingkatan aktifitas radical scavenging pada beberapa jenis 

jaringan sebagai berikut: akar (37.27 mg VCEAC) >daun (36.66 mg VCEAC) > biji 

(34.08 mg VCEAC)> batang (32.52 mg VCEAC)>kulit biji (32.48 mg VCEAC). 

Kandungan phenolik/flavonoik yang tinggi mengindikasikan adanya potensi tinggi 

sebagai radical scavenging (Siswoyo et al, 2013, Journal of Medical Plant 

Research). 

Isolasi dan pemurnian protein biji melinjo telah dilakukan dengan 

menggunakan teknik kombinasi kolom kromatograpi seperti ion exchange dan gel 

filtration merupakan langkah pertama dalam usaha untuk dapat mengidentifikasi dan 

mengkarakter potensi aktifitas protein sebagai antioxidant, free radical-scavenging 

dan antimikrobial. Sebagaian besar protein biji melinjo didominasi oleh protein 

dengan berat molekul sebesar 30 dan 12 kD (Siswoyo et al., 2007, 19th FAOBMB 

Seoul Conference) berdasarkan analisis menggunakan MALDI-TOF-MS dinyatakan 

keduanya protein tersebut adalah jenis baru (Siswoyo et al., 2011, Journal of 

Agricultural and Food Chemistry) dan mempunyai karakter relative lebih stabil 

pada suhu tinggi jika dikombinasikan dengan NaCl (Siswoyo, 2006, Jurnal 

Teknologi & Industri Pangan, (17) 3:214-220). Selanjutnya, 2 jenis protein hasil 

pemurnian menunjukkan protein dengan berat molekul 30 kDa mempunyai potensi 

antioksidan lebih besar daripada protein dengan berat molekul12 kDa. (Siswoyo et 
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al., 2011, Journal of Agricultural and Food Chemistry). Aktivitas akan meningkat 

seiring dengan penambahan kosentrasi protein yang ditambahkan. Aktivitas 

antioksidan protein ini mempunyai kemampuan yang sama dengan aktifitas BHT 

pada sistem pengujian emulsi asam linoleic. Dua Jenis protein ini juga menunjukkan 

potensi sebagai scavenging melawan free radicals seperti DPPH dan superoxide 

radicals serta kemampuan mereduksi dan mengikat Fe2+ dengan kuat. Dari data 

yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa protein biji melinjo sangat berpotensi 

sebagai sumber antioxidant (Siswoyo, 2007, Toray Research Awards, ITSF; 

Siswoyo et al., 2011, Journal of Agricultural and Food Chemistry). Lebih lanjut, 

pengujian potensi protein biji melinjo sebagai antibakteri dan antifungal juga 

dilakukan. Pengujian dengan menggunakan disk diffusion dan pengukuran turbidity 

menunjukkan protein biji melinjo sangant effektif menghambat beberapa jenis jamur 

dan bakteri baik gram negative atau positif seperti Bacillus subtilis, Bacillus cereus 

Escherichia coli and Salmonella thypi (International Seminar Advance in 

Biological Science, 2007). 

Dari informasi penting yang diperoleh dalam kegiatan penelitian sebelumnya 

tentang potensi yang dimiliki oleh protein antioksidan (AOP) dari biji melinjo sebagai 

sumber genetik protein fungsional maka tujuan utama penelitian yang akan 

dilakukan adalah pengembangan teknologi modifikasi protein Gg-AOP dari biji 

melinjo untuk memperoleh protein antioksidan generasi baru yang mempunyai 

tingkat aktivitas yang lebih tinggi, hal tersebut penting artinya untuk melakukan 

produksi protein fungsional generasi baru sebagai bahan dasar pembuatan 

nutraceutical food supplement secara alami dan cepat (Lihat Gambar 1).  
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PENGEMBANGAN PROTEIN FUNGSIONAL DARI BIJI MELINJO (Gnetum gnemon) SEBAGAI 

BAHAN KOMERSIAL NUTRACEUTICAL FOOD SUPPLEMENT 

Karakter aktif protein  

 Isolasi protein aktif   
(Gg-AMP dan Gg-AOP) 

(Riset Fundametal Ristek-2007) 

TARGET UTAMA 

BAHAN KOMERSIAL NUTRACEUTICAL FOOD 

SUPPLEMENT 

 

Karakter potensial komponen 

fungsional biji melinjo 

Aktifitas protein antimikrobia 
(Gg-AMP)(Riset Fundamental-

RISTEK-2006) 

 Isolasi  dan karakter gen cDNA 
Gg-AMP dan Gg-AOP 

(hibah kompetensi/DIKTI 

2009-2011) 

Sintesis peptide antihipertensi 
dan karakter  

(Riset SINas 2012-2013) 

 

Karakter dan kandungan stach-
lipid komplek sebagai dietary 

fiber dan Coating (Hibah 

Bersaing DP2M-2004-2006) 

Ekstraksi dan Isolasi protein, 
immobilisasi enzim, optimalsasi 

sitensis peptide antihipertensi pada 
kolum kontinus, design bioreactor 
kombinasi sintesis dan pemisahan  

(Usulan Stranas/th1) 

Evaluasi dan Redesign Produksi  kolom 

kontinus dan Studi Komersialisasi 

peptide antihipertensi 

 (Usulan Stranas/th2) 

Produksi protein antioksidan 
generasi baru 

(Stranas 2013-2014) 

Studi on the Functional of 

Melinjo seed Protein 

(Heiwa Nakajiwa 

Foundation/Japan 2013) 

Fermented modification for 
increasing antioxidant activities 

(HORN/Japan- 2011) 

Stabilitas Protein fungsional 
pada suhu ektrem 

(Internal Grants 2008) 

karakterisasi protein 
antioksidan(Gg-AOX) 

Toray Research Awards 

ITFS-2007 

Kandungan Fenolik dan 
Flavonoid sebagai antioksidan 

(Internal Grants 2003) 
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Gambar 1. Diagram Peta Jalan Penelitian 

Penelitian ini akan diracangkan untuk dilakukan selama 2 tahun, Tahun I (2014): 

Untuk mencapai 1) Ekstrasi dan isolasi protein kasar; ekstrasi sample 

dilakukanberdasarkan metode yang disebutkan dalam Dawson et al., dalam 

Deutscher (1990), dilanjukan dengan tahap isolasi dengan menggunakan metode 

isoelektrik presipitasi. 2) immobilisasi enzim dalam reactor dilakukan dengan 

menggunakan metode Sol-Gel Immobilized enzim yang disebutkan oleh Corici et al. 

(2011). Enzim alcalse di immobilisasi  menggunakan beberapa campuran bahan 

pembawa silane precursors (DMDMOS/TMOS, 1:1) yang mengandung PEG 20.000, 

NAF dan isopropyl alchohol. Setelah polimerasasi terjadi alcalase gel dikeringkan 

dalam ruangan dan selanjutnya di packing dalam kolum secara bertahap dengan 

perantara ammonium Carbamate.   Optimasi reaksi dalam kolom sintesis untuk 

memperoleh peptide generasi baru dilakukan pada  kosentrasi protein isolate 

sebagai bahan sintesis,dan waktu serta volume feeding, evalusi dilakukan dengan 

mengukur jumlah peptide yang terbentuk dengan mengunakan metode TNBS dan 

HPLC. 3) design biorektor dengan prinsip kombinasi metode sol-gel immobilized 

enzyme” pada sistem kollom kontinus dan metode “Electric field membrane filtration” 

serta pengujian efektifitas produksi dalam produksi peptida aktif yg mempunyai 

aktivitas antihipertensi tinggi; Karakterisasi optimalisasi reaksi dilakukan dengan 

mengamatan. Derajat hidrolisis ditentukan dengan menggunakan asam 

trinitrobenzenesulphonic (TNBS)  (Alder-Nissen, 1979), dan prosedur ini diadopsi 

dari Thiansilakul et al., (2007). Penentuan berat molekulnya dengan elektroforesis 

sesuai dengan metode LaemmLi (Cooper dalam Deutscher, 1990), dengan 

konsentrasi 15% SDS-PAGE dan HPLC (Siswoyo et al, 2013). Sedangkan aktivitas 

antihipertensi dilakukan dengan mengunakan menggunakan ACE Kit-WST (Le Hong 

et al., 2007). 

 

BAB III. METODE PENELITIAN 

Tahun I tahap 1 

3.1 Preparasi Protein Isolates   

Sampel (15 gram) dihaluskan dengan menggunakan mortir. Kemudian 

ditambahkan 15 mL 10mM Tris HCl pH 7. Ekstrak sampel di pusingkan dengan 

kecepatan 12.000 rpm pada suhu 40C selama 20 menit. Protein hasil ekstraksi 
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dipresipitasikan dengan menambahkan Amonium sulfat dengan konsentrasi 

kejenuhan 0-30% (Final concentration of ammonium sulfate : Percentage saturation) 

(Dawson et al., dalam Deutscher, 1990). Selanjutnya protein di pusingkan dengan 

kecepatan 12.000 rpm pada suhu 40C selama 20 menit dan  protein yang 

terpresipitasi di dialisis selama 24 jam. Selanjutnay fraksi ini digunakan sebagai 

bahan untuk melakukan isolasi menggunakan metode isoelectrik 

Protein kasar hasil dari ekstraksi sebelumnya dilarutkan dalam aquades (10% 

b / v) dan pH diatur pada kisaran 7,8-9,2 dengan menambahkan 1 N NaOH. 

Suspensi itu diaduk selama 2 jam pada 4°C dan kemudian disentrifugasi selama 15 

menit pada 10.000 rpm pada suhu 4° C. Selanjutnya supernatant diatur pH 4,3-5,7 

dengan menggunakan 1 N HCl  untuk dapat mengpresipitasi protein, dan kemudian 

suspense dibiarkan pada suhu 4 ° C semalam untuk memungkinkan protein dapat 

terendapkan secara sempurna, setelah itu, larutan disentrifugasi pada kecepatan 

10.000 rpm selama 15 menit pada 4°C. Endapan protein (PI-Gg-AH) yang diperoleh 

diresuspended dengan aquadest dan dikering dengan cara pembekuan kering 

dan kemudian sampel disimpan pada -20 ° C sampai digunakan lebih lanjut. 

3.2 Immobilisasi dan optimalisasi reaksi  

Immobilisasi enzim dalam reactor dilakukan dengan menggunakan metode 

Sol-Gel Immobilized enzim yang disebutkan oleh Corici et al. (2011). Enzim alcalse 

di immobilisasi  menggunakan beberapa campuran bahan pembawa silane 

precursors (DMDMOS/TMOS, 1:1) yang mengandung PEG 20.000, NAF dan 

isopropyl alchohol. Setelah polimerasasi terjadi alcalase gel dikeringkan dalam 

ruangan dan selanjutnya di packing dalam kolum secara bertahap dengan perantara 

ammonium Carbamate.  

Optimasi reaksi dalam kolom sintesis untuk memperoleh peptide generasi 

baru dilakukan pada  kosentrasi protein isolate sebagai bahan sintesis,dan waktu 

serta volume feeding. 

Derajat hidrolisis ditentukan dengan menggunakan asam 

trinitrobenzenesulphonic (TNBS)  (Alder-Nissen, 1979), dan prosedur ini diadopsi 

dari Thiansilakul et al., (2007). Asam α-amino Jumlah ditentukan dalam sampel di 

hidrolisis secara asam (6 M HCl pada 100oC selama 24 jam) dan asam α-amino larut 

diukur pada awal dan akhir enzimatik reaksi. Protein yang diperoleh kemudian 
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ditentukan berat molekulnya dengan elektroforesis sesuai dengan metode LaemmLi 

(Cooper dalam Deutscher, 1990), dengan konsentrasi 15% SDS-PAGE.  

 

3.3 HPLC Analisis 

 Perubahan atau distribusi berat molekular protein setelah dan sesudah 

dihidrolisis diamati menggunakan HPLC dengan kolom Cadenza CD-C18 150x46 

mm  dengan gradient kosentrasi larutan A: 5% CH3CN (1% TFA) dan larutan B: 

90% CH3CN (0.07% TFA), kecepatan larutan 0.5 ml/min, kondisi kolum pada suhu 

40oC. 

Luaran Tahun 1 (2015): 1) Model teknologi isolasi dan ekstraksi protein aktif 

potensial dari biji  melinjo (Gnetum gnemon) (bln ke 3); 2) Protein Isolat dari biji 

melinjo (Gnetum gnemon) sebagai bahan dasar  (bln ke 4); 3) immobilisasi dan 

optimalisasi reaksi (bln ke 4-5); 5) design biorektor kolom kontinus (Model design) 

(bln ke 6-8); 4) pengujian dan optimalisasi reaksi dalam reactor kolom kontinus bln 

ke 8-9). 5) penulisan draf paten, seminar dan publikasi (bln ke 6-10).  
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Alur kerja untuk tiap tahunnya serta target yang akan diperoleh pada akhir 

penelitian dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penelitian sebelumnya 

(Hibah Kompetensi, 

Ristek, Fundamental) 

Telah diperoleh teknik 

isolasi dan karakter protein 

dari biji Gg  

 Eksraksi, dan Isolasi protein 
biji melinjo sebagai bahan 
dasar 

 Immobilisasi enzim pada 
kolum kontinus 

 

Luaran 
 Diperoleh Protein Isolat Gg-PI (bulan 

3) 
 Diperoleh Model Teknologi isolasi 

protein potensial (bulan 4) 
 Immobilisasi enzim dan optimal reaksi 

(bulan 4-5) 

 
 Karakteristik immobilisasi 

enzim pada model sol-
gel(+)enzyme dlm sintesa 

peptide 
 

Luaran 
 Model design produksi peptide 

antihypertensi (bulan 6-8) 
 Karakter peptide antihypertensi 

(bulan8- 9) 
 Draf patent, draf Publikasi Ilmiah 

jurnal terakreditasi nasional 
/international dan seminar (bulan 8-
10) 

 Redesign produksi (large 

scale) peptide Antihypertesi 
 pengujian protein generasi 

baru Gg-AH secara 
invitro/invivo 

 Aplikasi pemanfaatan  

 

Luaran 

 Diperoleh prototype dan material 
berupa peptide antihypertensi 
(bulan 4-6) 

 Teknik aplikasi komersial  (bulan 7-
8) 

 Publikasi Ilmiah berupa seminar, 
jurnal terakreditasi nasional/ 
International (bulan 10) 

Tahapan I 

Tahapan II 

Tahapan III 

Target Akhir Penelitian 

 Teknologi proses dan prototipe produksi peptide antihypertensi sebagai bahan 
komersial Nutraceutical Food Supplement   

 Diperoleh material berupa protein antihypertensi atau bahan komersial Nutraceutical 
Food Supplement  serta bentuk komersialnya. 

 Draf patent, publikasi Ilmiah berupa seminar, jurnal terakreditasi nasional/ 
international. 

TAHUN I (TA 2015) 

TAHUN II (TA 2016) 
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Gambar 2. Tahapan dan luaran tiap kegiatan 

BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Isolasi Protein (Gg-PI) dari biji melinjo   

Bahan baku yang yang digunakan adalah biji melinjo berwarna merah penuh 

yang diperoleh dari daerah Jember. Kulit biji melinjo dihilangkan dan biji dikering 

pada oven dengan suhu 40oC selama 18 jam. Biji kering dihilangkan lapisan ke 2 

secara manual. Biji kering lapisan 3 dihancurkan menjadi serbuk, kemudian disaring 

dengan menggunakan penyaring berukuran 100 mesh. Lemak pada tepung biji 

melinjo (50 gram) dihilangkan secara reflux dengan menggunakan n-Hexane dengan 

perbandingan 1:5 selama 3 jam diulang sebanyak 3 kali.  Setelah dikeringkan angin, 

serbuk biji melinjo dilarutkan menggunakan air distilasi yang sudah diatur pHnya 

antara 8-9 dengan menggunakan 2 N NaOH. Bahan yang tidak larut disahkan 

dengan menggunakan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. 

Bagian terlarut dipisahkan dan selanjutnya di atur pH antara 8-9. Dilakukan lagi 

pemisahan dengan menggunakan sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm 

selama 10 pada suhu 4oC diperoleh protein sebanyak 1674.16 mg dengan aktifitas 

antioksidan sebesar 0.035 VCEAC/mg.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.  A. Tahapan freeze dried protein isolate, B. Hasil protein isolate 

   C. Profile SDS PAGE protein isolate 

 

   

A B C 
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Protein yang dihasilkan dipresipitasikan dengan mengatur pH 4 menggunakan 1 N 

HCl, kemudian dibiarkan untuk mengendap pada suhu 4oC selama 24 jam dan 

selanjutnya dilakukan pemisahan dengan menggunakan sentrifugasi pada 

kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4oC.  

 Hasil endapan yang diperoleh dicuci 3 kali dengan air distilat pH 4. Protein 

yang terendapkan dilarutkan dengan air distilat dan diatur pH sampai 8 dengan 

menggunakan 2 N NaOH. Protein yang diperoleh di keringkan dengin (freeze dried). 

Tahap terakhir protein yang diperoleh sebesar 400.10 mg dengan aktivitas 

antioksidan sebesar 0.736±0.008 mgVCEAC/ mg protein (Gambar 3).  

4.2 Karakterisasi protein Isolate  

 Komposisi asam amino protein isolate dari melinjo didominasi oleh aspartic 

acid (Asp) dan glutamic acid (Glu) seperti terlihat di Tabel 1. 

 Tabel 1. Asam Amino komposisi dari protein isolate dari biji melinjo* 

Amino Acid Gg-PI 

Aspartic Acid (Asp) 12.830 
 

Threonine (Thr) 7.141 
 

Serin (Ser) 7.825 
Glutamic Acid (Glu) 12.813 
Proline (Pro) 2.398 
Glycine (Gly) 8.909 
Alanine (Ala) 6.542 
Cysteine (Cys) 0.147 
Valine (Val) 8.449 
Methione (Met) 0.516 

 

Isoleucine (Ile) 4.799 
Leucine (Leu) 8.512 
Tyrosine (Tyr) 5.716 

 

Phenylalanine (Phe) 1.863 
Histidine (His) 0.516 
Lysine (Lys) 6.392 
Arginine (Arg) 2.854 

% mole base 

Evaluasi kemampuan ACE inhibitor dilakukan dengan menggunakan ACE 

Kit-WST (Le Hong et al., 2007) dan metode ABTS untuk melihat kemampuan 

antioksidannya dan juga sebagai pembanding terhadap aktivitas ACE inhibitor. Pada 

Gambar 4, Dari gambar tersebut terlihat bahwa tingkat aktivitas ACE inhibitor dari 

Gg-PI sangatlah rendah jika dibandingkan dengan beberapa jenis protein yang lain 
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seperti pada protein kedelai dengan EC50 sebesar 1.798 mg/ml. Aktivitas  ACE 

inhibitor meningkat seiring dengan peningkatan kosentrasi protein yang diujikann 

begitupula dengan aktivitas antioksidan/ aktivitas ABTS meningkat dengan 

meningkatnya jumlah protein yang ditambahkan sampai mendekati 100% tereduksi 

pada kosentrasi sebesar 0.40 mg/ml dengan EC50 0.127 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.  ABTS (A) dan ACE inhibititory (B) aktivitas protein Isolat (Gg-PI). 

 

4.3 Karakter protein ACE Inhibitor (Gg-AH) 

Evaluasi kemampuan ACE inhibitor dilakukan dengan menggunakan aktivitas 

ACE inhibitor dan metode ABTS untuk mrlihat kemampuan antioksidannya dan juga 

sebagai pembanding terhadap aktivitas ACE inhibitor. Pada Gambar 4, dari gambar 

tersebut terlihat bahwa pengaruh hidrolisis terhadap tingkat aktivitas ACE inhibitor 

dari Gg-PI hidrolisis. Aktivitas  ACE inhibitor secara cepat terjadi peningkatan pada 

kosentarsi 0.1 mg/ml dan meningkat secara maksimum sampai pada kosentrasi 1.5 

mg/ml begitu pula dengan aktivitas ABTS dan akan sangat menyolok jika 

dibandingkan dengan protein isolate non hirolisis (normal), kurang lebih 10 kali lipat 

lebih dengan EC50 0.016 mg/ml untuk PI-hydrolyzed dan 1.798 mg/ml untuk PI-

unhydrolyzed. 
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Gambar 5.  Analisis aktivitas protein hidrolisis (alchalase) menggunakan metode ABTS 

dan ACE inhibitor.  

 

4.4 Karakterisasi Immobilized 

Immobilisasi enzim dilakukan dengan menggunakan metode Sol-Gel 

Immobilized enzim yang disebutkan oleh Corici et al. (2011). Enzim alcalse di 

immobilisasi  menggunakan beberapa campuran bahan pembawa silane precursors 

(DMDMOS/TMOS, 1:1) yang mengandung PEG20.000, NAF dan isopropyl alchohol. 

Setelah polimerasasi terjadi alcalase gel dikeringkan dalam ruangan dan selanjutnya 

di packing dalam kolum secara bertahap dengan perantara ammonium Carbamate.  
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Gambar 6. Kemampuan hidrolisis enzim yang immobilisasi pada sistem sol-gel. 

Kemampuan hydrolisis menggunakan immobilisasi enzim (sol-gel+enzim) 

menunjukkan kemampuan untuk menghidrolisis secara baik seiring dengan 

peningkatan waktu inkubasi dengan ditandai dengan meningkatnya jumlah asam 

amino yang terlepaskan (Gambar 6). Sebagai indikator awal terhadap efektifitas 

dalam hidrolisis, protein yang terhidrolisis diukur kemampuan aktioksidannya dengan 

menggunakan metode  ABTS. Pada Gambar 6 menunjukkan tingkat aktivitas 

antioxidant berdasarkan tingkat pengujian menggunakan metode ABTS. Dari 

gambar tersebut terlihat bahwa pengaruh hidrolisis dapat meningkatkan kemampuan 

antioksidan secara cepat sampai waktu 6 jam dan meningkat secara graduate 

sampai 24 jam. Peningkatan konsentrasi protein hidrolisis akan meningkat seiring 

dengan penambahan konsentrasi jumlah protein hidrolisis. 
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Gambar 7. SEM photogram sol-gel-enzim. A sol-gel (3000x);  B. Sol-gel (6000x);     

C. Sol-gel-enzim (2500x) dan D. Sol-gel-enzim (6000x). 

SEM photogram analisis  immobilized enzim dapat dilihat pada Gambar 7. 

Perbandingan antara bentuk fisik dari hasil antara sol-gel(-)enzim dan Sol-

gel(+)enzim sangat berbeda dimana pada sol-gel(-)enzim terlihat berbentuk granular 

elips berpisah (A) sedang pada sol-gel(-)enzim berbentuk spherical bulat tidak 

beraturan dan saling terikat (B). Diameter rata rata antara 0.5-1.5m untuk sol-gel(-

)enzim dan 1.0 - 2.0 m sol-gel(+)enzim. 

FTIR spectra sol-gel(-)enzim dan Sol-gel(+)enzim dapat dilihat dari Gambar 7. 

Immobilisasi enzim sol-gel(-)enzim dan Sol-gel(+)enzim menunjukkan broad band 

antara 3,000 dan 3,700/cm, dimana menunjukkan O–H stretching vibrations dan 

1.260.71/cm menunjukkan carbonyl group. Dan sol-gel(-)enzim band ditunjukkan 

band yang kuat pada panjang gelombang 1,052.8/cm menunjukkan C-O stretching 

vibrations. Perbedaan ini menunjukkan adanya suatu binding antara sol-gel matrik 

dengan protein (enzim). 

 

 

Gambar 8. Spektrum FTIR dari  sol-gel(-)enzim dan Sol-gel(+)enzim   

 

 Untuk mengetahui karakter termal dari sol-gel(-)enzim dan Sol-gel(+)enzim  

dilakukan analisis thermal dengan menggunakan DSC pada Gambar 9. Dari gambar 

sol-gel(-)enzim 

sol-gel(+)enzim 
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tersebut ditemukan peningkatan titik puncak dari 171oC (Sol-gel(-)enzim) menjadi 

183.7 oC (Sol-gel(-)enzim) ayng diikuti dengan peningkatan enthalpi dari 21 J/g 

menjadi 184.4 J/g. Ini menunjukkan bahwa terjadi suatu suatu ikatan khusus antara 

sol-gel matrik dengan enzim, hal ini juga ditemukan pada beberapa hasil penelitian 

yang telah dilaporkan sebelumnya [22, 25].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. DSC Thermograph dari  sol-gel(-)enzim dan Sol-gel(+)enzim   

 

 

4.5 Optimalisasi hidrolisis menggunakan immobilisasi enzim 

enzim alchalase yang terimobilisasi dalam sistem Sol-Gel (Sol-Gel(+)enzim) 

digunakan dalam memproduksi peptida antihipertensi (Gg-AH). Standart hidrolisis 

untuk menghasilkan peptida (Gg-AH) menggunakan metode yang telah disebutkan 

sebelumnya (siswoyo et al., 2014). Optimalisasi hidrolisis protein isolat dari biji 

melinjo dengan menggunakan immobilisasi alcalase (sol-gel+enzim) berdasarkan 

waktu inkubasi dapat dilihat pada Gambar 10A. Pada gambar tersebut menunjukkan 

perubahan hasil yang terus meningkat secara cepat antara 0-4 jam setelah itu 

produk yang dihasilkan mempunyai tendensi yang tetap sampai 6 jam inkubasi. 

Sedangakan pengaruh suhu terhadap hidrolisis terlihat antara suhu antara 45-55oC 

memberikan suhu optimal terhadap proses hidrolisis (Gambar 10B). Sedangkan 

 

sol-gel(-)enzim 

sol-gel(+)enzim 
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hasil hidrolisis dengan perlakuan jumlah subtrat dengan jumlah 6 mg/ml mempunyai 

kecenderungan hasil hidrolisis yang tertinggi (Gambar 10C). Sedangkan jumlah 

enzim yang digunakan dalam hirolisis mempunyai kecenderungan meningkatkan 

persen hidrolisis. Hidrolisis akan mengalami peningkatan dengan meningkatnya 

jumlah enzim. Pada kosentrasi lebih dari 10 mg enzim terdapat kecenderungan 

statis (Gambar 10D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Hidrolisis protein isolate biji melinjo berdasarkan berdasarkan waktu 

(A); suhu (B) dan jumlah subtrat (C); dan jumlah enzim (D).  
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Untuk melihat efisiensi dalam penggunaan kembali (reuse) dari enzim yang telah 

diimmobilisasi (Sol-gel (+)enzim) dilakukan pengujian dengan melakukan hidrolisis 

pada kondisi optimal hidrolisis seperti yang tersebut sebelumnya. Pada Gambar 11. 

terlihat terjadi penurunan efisiensi dalam menghidrolisis PI hampir 50% pada saat 

penggunaan yang ke 2 dan menurun secara dratis pada pengunaan 3 dan ke 4.    

Atas dasar data diatas maka dilakukan optimalisasi model penggunaan jumlah 

enzim, jumlah subtrat dan waktu inkubasi yang tepat berdasarkan jumlah subtrat 

yang terhidrolysis dengan aktivitas ACE tertinggi dalam kisaran waktu yang 

terpendek.  Evaluasi peningkatan produk protein Gg-AOP secara enzimatik 

merupakan dasar dalam peningkatan aktivitas antioksidan pada skala laboratorium. 

Modifikasi aktifitas antioksidan dilakukan dengan melakukan isolasi protein pada biji 

melinjo. Dengan melakukan pemilihan jenis peptidase efektif diharapkan 

memperoleh jenis peptide AOP yang tinggi aktivitasnya. Evaluasi penggunaan 

alcalase protein isolate dihidrolysis dengan variasi waktu inkubasi (Gambar 10A). 

Pada gambar tersebut terlihat pada waktu 4-5 jam alcalase mempunyai kemampuan 

yang tinggi dalam mendegradasi protein isolat yang disertai dengan peningkatan 

beberapa jenis peptide baru yang timbul (low molekul weight <3 KD).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 11. Reuse sol-gel(+)enzim dalam menghidrolisis protein isolat biji 

melinjo. 

4.5 Optimalisasi hidrolisis menggunakan immobilisasi enzim 

Produksi protein aktif Gg-AH dilakukan dengan menghidrolisis protein Gg-PI 

dengan menggunakan alcalase dengan perbandingan 0.2% (E/S) pada kondisi suhu 
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50oC pada pH 8 selama 3-4 jam diikuti dengan pengadukan secara kontinyu. Proses 

hidrolisis Gg-PI oleh alcalase menghasilkan produk berupa campuran peptida dan 

asam-asam amino (Gg-AOP) melalui pemecahan ikatan peptida. Inaktivasi enzim 

dilakukan melalui inkubasi hidrolisat pada suhu 80oC selama 15 min. Selanjutnya 

Gg-AOP yang terbentuk dipisahkan secara sederhana dengan sentrifugasi. 

Supernatan hidrolisat dipekatkan dengan cara pengeringan dingin hingga menjadi 

serbuk. 

Proses pengeringan dingin dapat mengatasi perubahan karakteristik hidrolisat 

yang tidak diinginkan, mencegah terjadinya penyusutan padatan dengan 

mempertahankan bentuk dan dimensi aslinya, meningkatkan stabilitas selama 

penyimpanan, mencegah kehilangan flavor, dan menghambat pertumbuhan bakteri. 

Pengeringan 500 ml filtrat hidrolisat menghasilkan rendemen sebanyak 1,47% (b/v) 

setara 2,45 gram serbuk hidrolisat.  
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Lampiran 1. 

Submited Patent 

Deskripsi 

 

METODE PRODUKSI PEPTIDA ANTIOKSIDAN GENERASI BARU DARI BIJI 

MELINJO (Gnetum gnemon) SEBAGAI BAHAN NUTRACEUTICAL FOOD 

SUPPLEMENT 

 

 

Bidang Teknik Invensi 

 Invensi ini berhubungan dengan suatu proses produksi 

peptida antioksidan generasi baru, lebih khusus lagi protein 

hidrolisate dari biji melinjo (Gnetum gnemon), produk dan 

kegunaan sebagai bahan Nutraceutical Food Supplement.  

 

Latar Belakang Invensi 

Pemanfaatan sumber alami berupa protein fungsional 

mendapat perhatian khusus oleh para ahli, oleh karena banyak 

protein antioksidan yang diketemukan menunjukkan kemampuan 

pharmacologis lain sebagai antihipertensi, antimicrobial, 

antiinflamasi dan anticancer (Siswoyo, et al., 2011; Je et 

al., 2009). Sumber protein antioksidan telah banyak 

diketemukan diantaranya  pada  milk protein (lactoferrin), β-

latoglobulin dan casein, protein kedelai, protein dari jenis 

jamur, egg albumen proteins dan egg yolk (phosvitin), jagung 

(zein), kentang (patatin), yam (dioscorin), (Iwami, 1997; Hou 

et al., 2011; Kouoh et al., 1999; Liu, Han, Lee, Hsu, & Hou, 

2003; Maheswari, Ramadoss, & Krishanaswamy, 1997; Rajalakshmi 

& Narasimhan, 1996; Satue-Gracia, Frankel, Rangavajhyala, & 

German, 2000; Zhao et al., 2001; Yuang et al., 2010). 

Hasil penelurusan dokumen paten menunjukkan adanya 

pengunaan ekstrak dari bahan tumbuhan baik dari biji, buah 
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atau bagian tumbuhan sebagai sumber antioksidan seperti pada 

patent US5616323, March 31, 1991, “Cucumis melo protein 

extract with antioxidant activity and process for preparing 

it, cosmetic or pharmaceutical composition or food composition 

containing such an extract”; WIPO Patent WO 2011/152330A1, Dec 

12, 2011, “soybean protein hydrolysate containing and use 

thereof”; US2011/0184146A1, Jul 28, 2011, ”Antioxidant 

polypeptide and a process for isolation and purification of 

the same”; dan PAT-CN101589761, Dec 12, 2008, “Preparation 

method and application hen seed antioxidant peptide”. 

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon), adalah tanaman asli 

Indonesia termasuk tanaman purba dan banyak dibudidayakan di 

Indonesia, Malaysia dan beberapa negara Asia Tenggara lainnya 

sebagai penghasil tepung dari biji melinjo.  Di Indonesia, 

tanaman ini merupakan salah satu komoditas favorit dimana 

bijinya dapat dimakan setelah dimasak dan dibuang kulitnya 

atau dibuat krupuk (emping) setelah digiling, dikeringkan dan 

digoreng.  

Kandungan protein relatif sangat tinggi pada biji melinjo 

antara 9-10% sangat potensi sebagai sumber protein fungsional 

(Siswoyo et al., 2013). Produksi peptida antioksidan generasi 

baru dapat diperoleh dengan cara menghidrolis protein dari 

biji melinjo dengan menggunakan enzim Alclase 24L.  

Indentifikasi protein hidrolisate diperoleh  peptida dengan 

berat molekul dibawah 1 kDa dengan dan didominasi dengan berat 

molekul 800 Da berdasarkan hasil analisis menggunakan matrix 

assited laser desorption/ionization time of flight mass 

spectrometry (maldi-TOF). Invensi oleh Siswoyo et al, 2013 

,International Conference of Asia Pasific Protein Association, 

Korea, 2014, menunjukkan protein hidrolisate biji melinjo 

mempunyai kemampuan aktivitas yang tinggi sebagai penangkap 

radikal bebas pada sistem DPPH (α,α-diphenyl-β-

pirrylhydrazyl), ABTS (2,2’-azinobis(3-ethlbenzothiazoline-6-

sulfonic acid), penangkapan ion Cu
2+
 dan Fe

2+
, dan sebagai 
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pelindung terhadap kerusakan DNA.  Dengan demikian penemuan 

peptida dibawah 1 kDa tersebut pada protein hidrolisate dari 

biji melinjo membuktikan bahwa protein hidrolisate biji 

tersebut sangat berpotensi sebagai bahan nutraceutical food 

supplement. 

 

Uraian Singkat Invensi 

Invensi ini berhubungan dengan suatu metode produksi 

peptida dari protein hidrolisate biji melinjo (Gnetum gnemon) 

yang meliputi langkah-langkah sebagai berikut: mengiling dan 

menepungkan biji melinjo, menghilangkan lemak pada tepung, 

melarutkan tepung pada air destilat yang diatur pH  sampai 8-9 

dengan menggunakan 2N NaOH, memisahkan larutan terlarut dengan 

tidak terlarut, mengatur pH sekitar 4 pada bagian terlarut 

dengan menggunakan 1N HCl, memisahkan bagian yang terendapkan 

dengan yang tidak terendapkan.  Bagian yang terendapkan 

(protein isolate) dilarutkan dengan air distilat dan diatur pH 

sekitar 8 dengan menggunakan 2 N NaOH. Hidrolisis protein 

isolate dilakukan dengan menggunakan  alcalase 2.4L 

berbandingan antara protein dan enzim 0,2 % (b/b)dengan waktu 

hidrolisis antara 2-4 jam dengan waktu optimal 3 jam pada suhu 

40-55
o
C dengan suhu optimal 50

o
C. Aktivitas enzim dihentikan 

pada suhu 80
o
C selama 15 menit dilanjutkan dengan 

mengsentrifuse dengan kecepatan 5,000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 20-25
o
C, selanjutnya protein hidrolisate dikeringkan 

dengan pendinginan (freeze dried)dan menghasilkan peptida 

berbentuk padatan halus. 

 

Uraian Lengkap Invensi 

Invensi ini berhubungan dengan suatu metode produksi 

peptida generasi baru dari protein hidrolisate biji melinjo 

melalui beberapa tahapan.  Bahan baku yang yang digunakan 

adalah biji melinjo berwarna merah penuh.  Kulit biji melinjo 

dihilangkan dan biji dikeringkan pada oven dengan suhu 40
o
C 
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selama 18 jam. Biji kering dihilangkan lapisan ke 2 secara 

manual. Biji kering lapisan 3 dihancurkan menjadi serbuk, 

kemudian disaring dengan menggunakan penyaring berukuran 100 

mesh.  Lemak pada tepung biji melinjo (50 gram) dihilangkan 

secara reflux dengan menggunakan n-Hexane dengan perbandingan 

1:5 selama 3 jam diulang sebanyak 3 kali.  Setelah dikering 

anginkan, serbuk biji melinjo dilarutkan dengan menggunakan 

air distilasi yang sudah diatur pHnya antara 8-9 dengan 

menggunakan 2 N NaOH. Bahan yang tidak larut dipisahkan dengan 

menggunakan sentrifugasi dengan kecepatan 10,000 rpm selama 10 

menit.  Bagian terlarut dipisahkan dan selanjutnya di atur pH 

antara 8-9. Dilakukan lagi pemisahan dengan menggunakan 

sentrifugasi dengan kecepatan 10,000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 4
o
C diperoleh protein sebanyak 1674,16 mg dengan aktifitas 

antioksidan sebesar 0,035 VCEAC/mg. Protein yang dihasilkan 

diendapkan dengan mengatur pH sekitar 4 menggunakan 1 N HCl, 

kemudian dibiarkan untuk mengendap pada suhu 4
o
C selama 24 jam 

dan selanjutnya dilakukan pemisahan dengan menggunakan 

sentrifugasi pada kecepatan 10,000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 4
o
C.  Protein yang terendapkan dilarutkan dengan air 

distilat dan diatur pH sekitar 8 dengan menggunakan 2N NaOH. 

Hidrolisis dilakukan dengan berbandingan antara protein dan 

enzim (alcalase 2.4L) 0,2 % (w/w)dengan waktu hidrolisis 

antara 2-4 jam dengan waktu optimal 3 jam pada suhu 40-55
o
C 

dengan suhu optimal 50
o
C. Aktivitas enzim dihentikan pada suhu 

90
o
C selama 5 menit dilanjutkan dengan mengsentrifuse dengan 

kecepatan 5,000 rpm selama 10 menit pada suhu 20-25
o
C. Protein 

hidrolisate selanjutkan dikeringkan dengan pendinginan (freeze 

dried). 

Pada akhir hidrolisis diperoleh beberapa jenis peptida 

dengan berat molekul dibawah 1 kDa (MALDI TOF-MS). Rendemen 

akhir yang diperoleh 1,47% atau setara 2,45 gram padatan halus 

peptida dengan aktivitas sebesar 14,46 TAEC(mM).  
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 Komposisi asam amino dari protein isolate biji melinjo 

dapat dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1.Komposisi asam amino protein isolate dari biji melinjo 

(Gnetum gnemon)  

  Amino Acid Molekul(%) 

Aspartic Acid (Asp) 12,83 

Threonine (Thr) 7,14 

Serin (Ser) 7,83 

Glutamic Acid (Glu) 12,81 

Proline (Pro) 2,40 

Glycine (Gly) 8,91 

Alanine (Ala) 6,54 

Cysteine (Cys) 0,15 

Valine (Val) 8,45 

Methione (Met) 0,52 

Isoleucine (Ile) 4,80 

Leucine (Leu) 8,51 

Tyrosine (Tyr) 5,72 

Phenylalanine (Phe) 1,86 

Histidine (His) 0,52 

Lysine (Lys) 6,39 

Arginine (Arg) 2,85 

Tryptophan (Trp) 1,38 
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Klaim 

 

1. Suatu metode produksi peptida antioksidan dari biji melinjo 

meliputi langkah-langkah berikut:  

 

a) Mengeringkan dan menepungkan biji melinjo (Gnetum gnemon) 

b) Menghilangkan lemak pada tepung biji melinjo; 

c) Melarutkan tepung dengan air distilat dan diatur pH 

sekitar 8 dengan menggunakan 2N NaOH; 

d) Memisahkan bagian tepung yang terlarut dengan tidak 

terlarut; 

e) Mengatur pH sekitar 4 pada bagian terlarut dengan 

menggunakan 1N HCl; 

f) Memisahkan bagian terlarut dengan yang tidak terlarut; 

g) Mengencerkan bagian tidak terlarut (protein isolate) 

dengan air distilat yang telah diatur pH sekitar 8; dan 

h) Menghidrolisis protein isolate menggunakan enzim 

Alchalase 24L 0.2% (b/b) dengan waktu hidrolisis antara 

2-4 jam dengan waktu optimal 3 jam pada suhu 40-55
o
C 

dengan suhu optimal 50
o
C; 

i) Menghentikan proses hidrolisis pada suhu 80oC selama 15 

menit; 

j) Memisahkan bagian terendapkan dengan yang tidak 

terendapkan;  

k) Mengeringkan bagian yang tidak terendapkan dengan cara 

pendinginan (freeze dried)dan diperoleh padatan halus 

protein hidrolisate. 

 

2. Padatan halus protein hidrolisate yang dihasilkan 

sebagaimana dinyatakan pada klaim 1, mengandung peptida 

generasi baru dengan berat molekul dibawah  1 kDa sebesar 

2,45 gram dengan aktivitas antioksidan sebesar 14,46 TAEC 

(mM). 
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3. Padatan halus protein hidrolisate yang dihasilkan 

sebagaimana yang dinyatakan pada klaim 1 dapat digunakan 

sebagai bahan baku untuk nutraceutical food supplement.  
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Abstrak 

 

METODA PRODUKSI PEPTIDA ANTIOKSIDAN GENERASI BARU DARI BIJI 

MELINJO (Gnetum gnemon) SEBAGAI BAHAN NUTRACEUTICAL FOOD 

SUPPLEMENT 

 

4. Invensi ini berhubungan dengan suatu metoda produksi peptida 

antioksidan generasi baru, lebih khusus lagi protein 

hidrolisate yang dibuat dari biji melinjo (Gnetum gnemon) 

yang dikeringkan, digiling dan ditepungkan.  Tepung melinjo 

dihilangkan lemaknya dengan cara reflux menggunakan n-

heksan.  Bahan setelah dikering anginkan kemudian 

diekstraksi menggunakan air distilat pada suhu ruang selama 

24 jam. Proses produksi dengan menghidrolisis protein 

isolate mengunakan alcalase 2.4L menghasilkan  peptida 

generasi baru dengan berat molekul dibawah  1 kDa berupa 

padatan halus dengan peningkatan aktivitas antioksidan 

sebesar 14,46 TAEC (mM). Padatan halus peptida tersebut 

dapat digunakan sebagai bahan baku nutraceutical food 

supplement. 
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