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Diabetes merupakan penyakit yang disebabkan oleh penumpukan kadar gula
dalam darah. Penumpukan kadar gula dalam darah dapat menyebabkan
peningkatan radikal bebas di dalam sel sehingga dapat merusak jaringan. Salah
satu pencegahan yang dapat dilakukan untuk mengurangi kadar gula pada
penderita diabetes dengan cara menghambat aktivitas enzim kunci a-amilase dan
a-glukosidase. Pada penelitian ini penghambatan aktivitas enzim a-amilase dan a-
glukosidase dilakukan dengan menggunakan protein dari biji melinjo. Melinjo
merupakan tanaman yang banyak ditemukan di Indonesia khususnya di
pekarangan-pekarangan rumah. Biji melinjo dimanfaatkan sebagai bahan baku
pembuatan emping dan sebagai sayuran. Baru-baru ini biji melinjo diketahui
mempunyai kandungan protein yang cukup tinggi yang dapat dimanfaatkan
sebagai antioksidan. Kandungan protein yang cukup tinggi pada biji melinjo dapat
dimanfaatkan sebagai sumber protein fungsional khususnya dibidang
nutraciutikal. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan sumber protein yang
mempunyai kemampuan aktivitas double function (antioksidan dan antidiabetes)
dari biji melinjo (Gnetum gnemon) dari tingkat maturasi biji. Sehingga mampu
mencegah dan mengobati penderita penyakit diabetes.

Ekstraksi sample biji melinjo (hijau, kuning dan merah) dilakukan
penumbukan 1 gram biji dengan menambahkan buffer phospat pH 7.0 sebanyak 3
ml, kemudian kandungan protein diukur dengan metode Bradford (Deutcher,
1990). Analisis pola protein menggunakan 15% SDS-PAGE menggunakan
metode Laemmli (1970). Pengujian aktivitas antioksidan dengan menggunakan
2,2’-azinobis 3-ethylbenzothiazole-6-sulfonic acid (ABTS) dilakukan dengan
membuat stock ABTS dan Phosphate Buffer Saline (PBS) (Re et al., 1999).
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Radikal anion superoksida dianalisis dengan metode Tang et al. (2010), sampel
protein sebanyak 200 pl kemudian ditambahkan dengan 1.7 ml buffer Tris-HCI 50
mM (pH 8.2) dalam tabung reaksi yang berbeda. Pirogalol 10 mM (dalam HCI 10
mM) ditambahkan sebanyak 100 pl dan diinkubasi selama 10 menit. Slope reaksi
ditentukan dari autooksidasi pirogalol selama 4 menit dengan panjang gelombang
320 nm menggunakan spektrofotometer.

Peredaman radikal hidroksil menggunakan metode Halliwell et al. (1987).
Analisis penghambatan a-amilase dan a-glukosidase protein biji melinjo
menggunakan metode Hashim et al. (2013) dan Ngawe et al. (2011). Fraksinasi
Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.) Protein antioksidan dimurnikan
menggunakan FPLC (fast protein liquid chromatography). Kemudian untuk
meningkatkan aktivitas antioksidan dan antidiabetes protein biji melinjo di
hidrolisis menggunakan enzim alkalase.

Hasil analisis kandungan N-total pada biji, GM mempunyai kandungan N-
total 2.54%, YM 2.42 dan RM 2.19, dimana dalam hal ini GM mempunyai
kandungan N-total yang lebih tinggi dibandingkan dengan YM dan RM. Hasil
pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS protein biji melinjo
dapat menghambat radikal ABTS dengan konsentrasi protein yang sangat rendah
dengan nilai I1Cs, pada GM 0.33, YM 0.45 dan RM 0.47 pg/mL. Protein GM
mempunyai nilai penghambatan radikal superoksida yang paling -efektif
dibandingkan dengan YM dan RM hal ini ditunjukkan dengan nilai ECsy yang
lebih kecil dibanding dengan YM dan RM. Protein GM mempunyai nilai 2.36
pg/ml YM 3.55 pg/ml dan RM 5.20 pg/ml. GM lebih efektif dalam menangkal
radikal hidroksil dibandingkan dengan YM dan RM karena mempunyai nilai 1Cs
yang lebih rendah. Pengujian aktivitas penghambatan a-amilase dan a-glukosidase
GM mempunyai aktivitas yang paling efektif dalam menghambat enzim tersebut.
Protein GM kemudian di fraksinasi menggunakan FPLC dan didapatkan tujuh
fraksi protein yang mempunyai aktivitas antioksidan dan antidiabetes yang
berbeda-beda, dimana fraksi protein yang mempunyai aktivitas paling tinggi yaitu

pada fraksi 5. Untuk hasil protein melinjo yang di hidrolisis menggunakan enzim
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alkalase aktivitas protein melinjo mengalami peningkatan aktivitas antioksidan

dan aktivitas penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase.
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SUMMARY

Isolation of Double Function Proteins (Antioxidants and Antidiabetic Type-2)
From Melinjo Seeds (Gnetum gnemon) Based on In-Vitro Seed Maturation Stage;
Anang Supriyadi, 152520101002; 2019; pages; Graduate School of Magister
Biotechnology, University of Jember.

Diabetes is a disease caused by a buildup of blood sugar levels. The buildup
of blood sugar levels can cause an increase in free radicals in cells so that it can
damage tissue. One of the prevention that can be done to reduce sugar levels in
diabetics is by inhibiting the activity of the key enzymes a-amylase and o-
glucosidase. In this study, the inhibition of the activity of a-amylase and a-
glucosidase enzymes was carried out using proteins from melinjo seeds. Melinjo
is a plant that is found in Indonesia, especially in the yards of houses. Melinjo
seeds are used as raw material for making chips and as vegetables. Recently
melinjo seeds are known to have a high enough protein content that can be used as
an antioxidant. The high protein content in melinjo seeds can be used as a source
of functional protein, especially in the field of nutrition. This study aims to obtain
a source of protein that has the ability to double function activities (antioxidants
and antidiabetic) from melinjo seeds from the maturation level of seeds. So that it
can prevent and treat diabetics.

Melinjo seed extraction samples (green, yellow and red) were crushed 1
gram of seeds by adding 3 ml pH phosphate buffer, then the protein content was
measured by Bradford method (Deutcher, 1990). Analysis of protein patterns
using 15% SDS-PAGE using the method of Laemmli (1970). Testing of
antioxidant activity using 2,2'-azinobis 3-ethylbenzothiazole-6-sulfonic acid
(ABTS) was carried out by making ABTS stock and Phosphate Buffer Saline
(PBS) (Re et al., 1999). Superoxide anion radicals were analyzed by the method
of Tang et al. (2010), a protein sample of 200 pl was then added with 1.7 ml of a
50 mM Tris-HCI buffer (pH 8.2) in different test tubes. Pyrogalol 10 mM (in 10
mM HCI) was added as much as 100 pl and incubated for 10 minutes. The
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reaction slope was determined from pyrogalol autopsyation for 4 minutes with a
wavelength of 320 nm using a spectrophotometer. Hydroxyl radical reduction
using the method of Halliwell et al. (1987). Analysis of melinjo seed protein a-
amylase and a-glucosidase using the method of Hashim et al. (2013) and Ngawe
et al. (2011). Melinjo Seed (Gnetum gnemon L.) Protein Fractionation
Antioxidant protein is purified using FPLC (fast protein liquid chromatography).
Then to increase the antioxidant and antidiabetic activity of melinjo seed protein
in hydrolysis using the enzyme alkalase.

The results of the analysis for the total N-content in seeds, GM has a total
N-content of 2.54%, YM 2.42 and RM 2.19, in which case GM has a higher N-
total content compared to YM and RM. The results of testing antioxidant activity
using ABTS method of melinjo seed protein can inhibit ABTS radicals with very
low protein concentrations with 1Csq values at GM 0.33, YM 0.45 and RM 0.47
Kg / mL. GM protein has the most effective superoxide radical inhibition value
compared to YM and RM. This is indicated by the smaller EC5, value compared
to YM and RM. GM protein has a value of 2.36 pg / ml YM 3.55 pg / ml and RM
5.20 ug / ml. GM is more effective in counteracting hydroxyl radicals compared
to YM and RM because it has a lower ICs, value. Testing the inhibitory activity of
a-amylase and a-glucosidase GM has the most effective activity in inhibiting the
enzyme. The GM protein was then fractionated using FPLC and seven protein
fractions were obtained which had different antioxidant and antidiabetic activities,
where the protein fraction that had the highest activity was in fraction 5. For the
results of the melinjo protein hydrolyzed using the alkalase enzyme, the activity
of melinjo protein experienced increased antioxidant activity and inhibitory

activity of a-amylase and a-glucosidase enzymes.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes merupakan penyakit yang disebabkan oleh penumpukan kadar gula
dalam darah. Penumpukan kadar gula dalam daram dapat menyebabkan
peningkatan radikal bebas di dalam sel sehingga dapat merusak jaringan. Data
terbaru dari International Diabetes Federation (IDF) (2015), menyebutkan bahwa
penderita diabetes melitus seluruh dunia mecapai 4.72 milyar dan memperkirakan
pada tahun 2040, penderita diabetes akan meningkat menjadi 6.16 milyar jiwa,
dari jumlah tersebut diabetes mellitus tipe-2 mencapai 87-91%. Peningkatan
jumlah penderita diabetes melitus tipe-2 sudah menjadi perhatian serius
sedangkan obat sintetis yang telah banyak digunakan, dilaporkan menyebabkan
berbagai efek samping seperti rasa mual, kembung, dan diare.

Beberapa tahun terakhir obat sintesis untuk diabetes tipe-2 telah diketahui
mempunyai efek samping sehingga perlu adanya penggunaan obat melalui
sumber-sumber dari alam yang dapat menangkal radikal bebas dan menghambat
enzim kunci yang berperan dalam pencernaan pati a-amilase dan a-glukosidase
(Maritim, 2003). Enzim a-amilase dan a-glukosidase merupakan dua enzim yang
terlibat dalam pemecahan pati menjadi glukosa, sehingga meningkatkan jumlah
glukosa dalam aliran darah. Enzim a-amilase dan a-glukosidase dapat dilakukan
upaya penghambatan sehingga kadar glukosa dalam darah tidak mengalami
penumpukan. Penumpukan kadar gula darah nantinya dapat mengakibatkan
terjadinya peningkatan radikal bebas dan rusaknya sistem pertahanan antioksidan
dalam tubuh (Erdos dan Skidgel, 1987). Sehingga perlu adanya pencegahan
dengan cara menghambat kedua enzim tersebut dan menangkal radikal bebas yang
terbentuk akibat penumpukan kadar gula di dalam darah, salah satunya
menggunakan bahan nutrasiutikal alami. Salah satu bahan yang mempunyai
potensi yaitu biji melinjo.

Biji melinjo telah diketahui mempunyai kandungan protein yang
mempunyai aktivitas antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas (Siswoyo

et al., 2011). Kandungan protein dari biji melinjo yang relatif besar berpotensi
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sebagai sumber protein fungsional alami (Siswoyo et al, 2007). Oleh sebab itu
dalam penelitian ini dilakukan pengkajian protein yang berasal dari biji melinjo
pada tingkat kematangan yang berbeda sehingga nantinya didapatkan protein yang
mempunyai kandungan antioksidan tinggi dan mampu menghambat enzim o-

amilase dan enzim a-glukosidase.

1.2 Perumusan Masalah

Biji melinjo diketahui mempunyai aktivitas antioksidan yang cukup tinggi.
Akan tetapi masih belum diketahui protein yang mempunyai double functions
(antioksidan dan antidiabetes). Oleh sebab itu perlu dilakukan karakterisasi
protein dari tingkat maturasi biji sehingga didapatkan sumber protein untuk bahan

nutrasiutikal.

1.3 Tujuan Penelitian
Mendapatkan sumber protein yang mempunyai kemampuan aktivitas double
function (antioksidan dan antidiabetes) dari biji melinjo (Gnetum gnemon) dari

tingkat maturasi biji.

1.4 Manfaat Penelitian
Protein yang diperoleh dapat digunakan sebagai bahan nutrasiutikal alami

dan sumber peptida antioksidan dan antidiabetes.
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BAB 2. TINJUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Melinjo (Gnetum gnemon)

Melinjo merupakan tanaman yang berasal dari Asia Tenggara seperti
Myanmar, Malaysia, Filipina, Indonesia dan Papua Nugini. Berikut ini klasifikasi
tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) menurut National Tropical Botanical
Garden (2015),

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivisi : Spermathophyta
Divisi : Gnetophyta
Kelas : Gnetopsida
Ordo : Gnetales
Famili : Gnetaceae
Genus : Gnetum L.
Spesies : Gnetum gnemon L.

Melinjo (Gnetum gnemon L.) memiliki berbagai macam manfaat. Menurut
Yang et al., (2007) biji merupakan tempat akumulasi protein terbesar. Komposisi
kandungan biji melinjo (Gnetum gnemon L.) terdiri dari 58% pati, 16.4% lemak,
9-10% protein dan 1% fenolik (Siswoyo et al., 2007). Protein dalam biji melinjo
yang cukup tinggi berpotensi sebagai sumber antioksidan yang dapat meredam
radikal bebas dan dapat mencegah terbentuknya stres oksidatif yang dapat

merusak DNA, lipid dan jaringan (Siswoyo, 2014).

2.2 Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon)

Protein merupakan polipeptida berbobot molekul tinggi yang tersusun atas
beberapa asam amino yang bergabung membentuk ikatan peptida (-CONH-).
Peptida merupakan monomer dari protein yang terdiri (kurang atau sama dengan
100) asam amino (Hu, 2014). Semua asam amino (kecuali prolin) mempunyai
struktur dasar yang sama, yaitu terdiri dari gugus karboksilat (-COOH), gugus

amino (-NH2), dan gugus R sebagai gugus fungsional (side chain) yang


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

menentukan sifat kimiawi protein (Fatchiyah et al., 2011). Selain ikatan peptida,
protein juga mempunyai ikatan nonkovalen. Struktur tersier protein terbentuk
melalui interaksi antara gugus R pada rantai polipeptida.

Kandungan protein pada biji yang relatif sangat besar merupakan suatu
potensi sebagai sumber protein fungsional alami. Dari hasil penelitian
sebelumnya melaporkan bahwa protein dari biji melinjo mempunyai potensi
sebagai antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas (Siswoyo et al, 2011).
Protein yang mempunyai aktivitas antioksidan mempunyai berat molekul 30 dan
12 kDa (Siswoyo dan Aldino, 2007).

Biji melinjo diketahui mengandung berbagai macam senyawa Yyang
bermanfaat baik makromolekul berupa protein maupun mikromolekul berupa
senyawa fenolik dan flavonoid. Menurut Siswoyo et al., (2011), pada biji melinjo
ditemukan 2 fraksi protein yang memiliki aktivitas antioksidan yang efektif
menangkal radikal bebas. Sehingga dalam penelitian ini dilakukan pengujian
terhadap protein biji melinjo dari tingkat maturasi, sehingga nantinya didapatkan
sumber protein yang paling potensi sebagai antioksidan dan antidiabetes.

2.3 Protein Hidrolisis
Protein dengan berat molekul rendah dapat diperoleh dengan cara
menghidrolisis protein secara kimia (hidrolisis asam dan basa) dan enzimatik.
Hidrolisis secara kimia sulit dikontrol sehingga dapat mendegradasi asam amino,
dan menghasilkan produk toksis seperti lysino-alanine. Hidrolisis enzimatik
bekerja tanpa merusak asam amino, tidak menggunakan suhu dan pH yang
ekstrim seperti hidrolisis kimia (You et al., 2009. Hidrolisis protein biasanya
menggunakan enzim proteolitik seperti alkalase, flavorzyme, protamex, dan
neutrase yang memiliki perbedaan karakteristik pada produk hasil hidrolisisnya
(Damrongsakkul et al., 2008; Muhamyankaka et al., 2013). Dalam penelitian
protein biji melinjo di hidrolisis menggunakan enzim alkalase.
Alkalase diproduksi dari Bacillus licheniformis, termasuk famili subtilisins
dalam kelompok serine protease dan merupakan enzim komersial yang digunakan

untuk memproduksi protein hidrolisat (Sujith dan Hymavathi, 2011). Enzim ini


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

bekerja optimal pada suhu 50°C, pH 8, buffer 0.1 M KPI, selama 7-8 jam dan E/S
0.2 % (Siswoyo and Hosogawa, 2014), serta toleransi pH yang luas antara pH 5-
11 (Peksa dan Miedzianka, 2014). Alkalase termasuk golongan endoprotease
(Peksa and Miedzianka, 2014) yang menghidrolisis ikatan peptida pada
pertengahan rantai polipeptida bukan dari sisi C terminal atau N terminal (Sujith
and Hymavathi, 2011). Alkalase menghidrolisis ikatan peptida pada spesifisitas
luas yaitu ikatan peptida yang memiliki gugus fungsional (side chain) berupa
asam amino hidrofobik (Sujith and Hymavathi, 2011) seperti asam amino dengan

gugus aromatik: Tyr, Trp, dan Phe (Peksa and Miedzianka, 2014).

2.4 Antioksidan

Antioksidan dapat ditemukan di dalam bahan-bahan yang berasal dari alam.
Antioksidan sendiri dapat melawan pengaruh radikal bebas (Tursiman et al.,
2012). Radikal bebas adalah molekul yang tidak tidak mempunyai pasangan di
luar orbitnya. Radikal bebas dihasilkan dari reaksi kimia dan proses metabolik.
Stres oksidatif didalam tubuh dapat menimbulkan terjadinya radikal bebas
sehingga mempengaruhi kinerja insulin. Insulin berfungsi untuk menurunkan
kadar gula dalam darah. Terbentuknya radikal dalam jumlah banyak dapat
meningkatkan stres oksidatif yang dapat merusak lipid dan protein. Kerusakan
tersebut dapat mengakibatkan komplikasi penyakit seperti ginjal dan
aterosklerosis Maritim et al., 2003). Secara pengertian Kkimis antioksidan
merupakan senyawa penyumbang elektron positif. Sistem kerja dari antioksidan
dengan cara menyumbangkan elektron terhadap senyawa yang bersifat oksidan
yang menghambat senyawa tersebut (Winarsi, 2007).

Secara alami tubuh mempunyai sistem pertahanan radikal bebas ketika
proses metabolisme dalam keadaan normal. Antioksidan merupakan inhibitor
yang menghambat proses oksidasi dengan cara menempelkan elektron dengan
radikal sehingga radikal bebas menjadi stabil. Antioksidan terbukti mampu
mengurangi resiko terhadap beberapa penyakit seperti jantung dan kanker
(Rohmatussolihat, 2009). Radikal bebas dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti,

asap rokok, radiasi, stres dan polusi (Rohdiana, 2001).
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2.5 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan elektron yang tidak mempunyai pasangan
(Murray et al., 2009) sehingga menyebabkan radikal bebas tidak stabil dan
memiliki reaktivitas yang sangat tinggi dalam upaya untuk mendapatkan pasangan
dengan mengikat elektron di sekitarnya. Menurut Winarsi (2007), apabila dua
senyawa radikal bertemu akan terbentuk senyawa yang stabil. Dalam keadaan
normal, tubuh manusia membentuk radikal bebas sebagai produk sampingan
metabolisme sel. Selain berasal dari dalam tubuh, radikal bebas juga berasal dari
luar tubuh seperti, polusi lingkungan, radiasi, obat-obatan tertentu, dan pestisida
(Lobo et al., 2010).

Radikal bebas dalam sistem biologi sering berasal dari molekul oksigen,
nitrogen dan sulfur. Kelompok radikal bebas tersebut disebut reactive oxygen
species (ROS), reactive nitrogen species (RNS) dan reactive sulfur species (RSS)
(Lu et al., 2010). Radikal Hidroksil (OHe¢), anion superoksida (O2°), hidrogen dan
peroksida (H,O,) merupakan beberapa contoh spesies oksigen reaktif (ROS)
(Murray et al., 2009). ROS di bentuk selama metabolisme seluler dan aktivitas
fisiologis, dan memiliki peranan penting dalam cell signalling, apoptosis, ekspresi
gen dan transportasi ion (Lu et al., 2010). Namun jika ROS dalam jumlah yang
banyak dapat memiliki efek merusak pada banyak molekul biologis seperti DNA,
protein, karbohidrat dan lipid (Lobo et al., 2010). ROS dapat menyerang
pangkalan di asam nukleat, amino rantai samping asam protein dan ikatan ganda
dalam asam lemak tak jenuh, di mana OH=* adalah oksidan terkuat (Lu et al.,
2010). Kerusakan ini akan mengubah struktur dan fungsi sel sehingga dapat
mengganggu Kinerja organ secara umum (Winarsi, 2007).

2.6 Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes melitus (DM) masuk dalam kelompok penyakit metabolik yang di
akibatkan kelainan dari sekresi insulin dan kerja insulin. DM adalah penyakit
metabolik (kebanyakan herediter) sebagai akibat dari kurangnya insulin efektif
(DM Tipe 2) atau insulin absolut (DM Tipe 1) didalam tubuh (Tjokroprawiro,
2007). Diabetes Melitus tipe-1dicirikan dengan hilangnya sel beta penghasil
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insulin pada Langerhans pankreas sehingga terjadi kekurangan insulin pada
tubuh. Sampai saat ini, diabetes tipe-1 tidak dapat dicegah. Penyebab terbanyak
dari kehilangan sel beta pada diabetes tipe-1 adalah kesalahan reaksi autoimunitas
yang menghancurkan sel beta pankreas. Reaksi autoimunitas tersebut dapat dipicu
oleh adanya infeksi pada tubuh. Saat ini diabetes tipe-1 hanya dapat diobati
dengan menggunakan insulin, dengan pengawasan yang teliti terhadap tingkat
glukosa darah melalui alat monitor pengujian darah (Maulana, 2008).

Diabetes tipe-1 merupakan kondisi yang ditandai dengan tingginya kadar
gula atau glukosa dalam darah. Akibatnya, penderita diabetes tipe 1 memerlukan
tambahan insulin dari luar. Normalnya, kadar gula dalam darah dikontrol oleh
hormon insulin yang dihasilkan oleh pankreas. Diabetes menjadikan perubahan
progresif kepada struktur sel B pankreas (Prameswari dan Widjanarko, 2014).
Gejala yang sering terjadi pada penderita penyakit diabetes sering buang air kecil,
sehingga penderita merasa perlu minum yang berlebihan dan merasa lapar yang
menjadikan penderita diabetes mudah lelah dan berat badan menurun.

Kelainan sistem insulin pada penderita diabetes mengakibatkan kekebalan
pada insulin. Saat terjadi kekebalan insulin sel B-pankreas dan mengakibatkan
hiperinsulinemia, dimana kadar glukosa di dalam darah masih sedikit mengalami
peningkatan. Sel B-pankreas sudah tidak mampu bekerja dengan optimal maka
akan terjadi peningkatan diabetes menjadi tipe-2 akibat kadar gula yang
meningkat. Faktor terjadinya resistensi insulin dan hiperinsulinemia ini juga dapat
disebabkan karena faktor genetik dan inaktivitas (Jafar, 2011).

Resistensi insulin berhubungan dengan obersitas terutama pada bagian
perut, tetapi ada sebagian yang terjadi pada orang kurus. Gejala yang timbul pada
penderita diabetes tipe-2 sebagai berikut, poliuria, polifagi, polidipsi,
hiperglikemia dan berat badan yang menurun (Jafar, 2011). Beberapa faktor
penyebab diabetes melitus tipe-2 yaitu stres, pola makan, merokok hipertensi dan
obesitas (Indraswari, 2010).

Terapi medik yang sering digunakan dengan cara mangatur pola makan
dengan mengurangi karbohidrat dan gula dan memperbanyak kegiatan olah raga

fisik, tetapi apabila kurang maksimal maka perlu adanya penggunaan obat oral.
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Obat oral hipoglikemik ternyata dapat digunakan pada beberapa pasien diabetes
tipe-2 yang tujuannya menstimulasi insulin dari sel p-pankrea atau mengurangi
kadar glukosa (Jafar, 2011). Kekurangan dari obat antidiabetik mempunyai efek
samping seperti mual dan pusing, sehingga disarankan untuk mengkonsumsi obat
tradisional atau obat herbal dalam mengobati dan mencegah penyakit diabetes

(Prameswari dan Widjanarko, 2014).

2.7 a-amilase

Enzim amilase merupakan enzim yang mampu memutuskan ikatan
glikosida yang mampu memaksimalkan kecepatan reaksi kimia yang biasanya
berlangsung lambat. Enzim amilase tidak bisa merubah titik kesetimbangan
reaksi Kkatalisisnya dan enzim ini juga tidak dapat berkurang atau berubah
(Lehninger, 1982).

Enzim o amilase bereaksi dengan molekul substrat (pati), sehingga enzim
tersebut akan merombak pati dan akan menghasilkan senyawa glukosa, dengan
cara menghidrolisis ikatan glikosidik $-1.4 menjadi glukosa yang diakibatkan oleh
terurainya amilosa (Lynd, 2002). Glukosa yang dihasilkan akibat proses hidrolisis
selama reaksi enzimatis dapat diukur dengan menggunakan asam dinitro salisilat
(DNS) pada panjang gelombang 550 nm. Nilai absorbansi yang dihasilkan dapat
menentukan kadar glukosa yang terbentuk, akibat hidrolisis secara enzimatik.

2.8 a-glukosidase

a-glukosidase merupakan enzim yang mempunyai peranan dalam
melakukan proses pemecahan karbohidrat menjadi bentuk yang lebih sederhana
menjadi glukosa pada saluran pencernaan (Subroto, 2006). a-glukosidase dapat
meningkatkan kadar gula di dalam darah, sehingga dibutuhkan pencegahan agar
kadar glukosa dalam darah tidak meningkat dengan cara menghambat o-
glukosidase. Glukosa yang di lepas akan diabsorpsi pada lumen usus dan masuk
kedalam sirkulasi darah sehingga dapat menyebabkan hiperglikermia postprandial

dan berujung pada DM tipe-2 (Luo et al., 2015). Obat antihiperglilemik
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mempunyai efek lebih besar dibandingkan obat yang di ambil dari sumber alami
(Niwa et al., 2011).

Penghambatan enzim o-glukosidase salah satu pendeketan terapeunik
untuk mengurangi kadar glukosa darah (Manaharan et al., 2011) karena dengan
dihambatnya kerja enzim o-glukosidase, maka dapat menunda penguraian
oligosakarida dan disakarida menjadi monosakarida (Shinde, 2008) sehingga
senyawa yang dapat menghambat kerja enzim a-glukosidase tersebut dapat

digunakan sebagai obat oral untuk pasien DM tipe-2.

2.9 Hubungan Diabetes dengan Radikal Bebas

Diabetes melitus tipe-2 berhubungan dengan kadar glukosa darah, kadar
glukosa yang tinggi diperkirakan menjadi penyebab kerusakan pada jaringan
(Rahbani et al., 1999). Kejadian ini diakibatkan karena kemampuan hiperglikemia
secara in vivo yang mampu merubah oksidatif berbagai substrat. Hiperglikemia
terlibat dalam terbentuknya radikal bebas (Droge W, 2002). Terbentuknya
senyawa reaktif mampu memodifikasi lipid, protein dan DNA pada jaringan
(Ueno et al., 2002).

Penambahan antioksidan mampu mencegah komplikasi klinis DM tipe-2
(Rahbani et al., 1999). Status oksidatif pada penderita DM tipe-2 dapat dilakukan
dengan antioksidan dan memperbaiki sistem seluler yang nantinya akan
merangsang respon menantang oksidatif (Nuttal et al., 1999). Sumber stres
oksidatif  pada penderita DM tipe-2 terjadi akibat autooksidasi glukosa,
penurunan konsentrasi antioksidan, dan gangguan aktivitas pertahanan
antioksidan enzimatik, hal ini terjadi sejak awal terjadinya penyakit DM tipe-2
(Kowluru et al., 2001). Sehingga stres oksidatif pada penderita DM tipe-2 dapat

mengakibatkan penyakit komplikasi.
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BAB 3. METODOLOGI

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat penelitian di Labolatorium CDAST (Center for Development of
Advance Science and Technology) Universitas Jember. Waktu Penelitian pada
bulan Juni 2016 sampai April 2018.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah shaker incubator (Stuart
S1600), spektrofotometer (Hitachi U-2900 UV-Vis), SDS-PAGE (Bio-Rad),
sentrifuge (Tomy MRX-150 dan Hitachi CR21GlIl) dan FPLC (fast protein liquid

chromatography), serta alat pendukung lainnya.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji melinjo dengan
tingkat kematangan yang berbeda yaitu (Hijau (GM), Kuning (YM) dan Merah
(RM)), enzim alkalase 24L FG (2.4 AU/g dan densitasnya 1.18 g/mL), enzim o-
amilase dan a-glukosidase, ABTS, pirogalol, H,O,, Bradford dan bahan untuk
elektroforesis SDS-PAGE, serta bahan pendukung lainnya.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok menggunakan 2
faktor dengan 3 kali pengulangan. Faktor pertama yaitu faktor tingkat kematangan
dan faktor kedua menggunakan faktor konsentrasi protein dengan tiga Kali

pengulangan.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Ekstraksi Sampel
Ekstraksi sample biji melinjo dilakukan penumbukan 1 gram biji dengan

menambahkan buffer phospat pH 7.0 sebanyak 3 ml, ditambahkan pasir quarsa

10
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untuk mempermudah ekstraksi, kemudian disentrifuge dengan kecepatan 10.000
rpm selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh tersebut merupakan protein yang
dihasilkan dari biji melinjo Dalam hal ini biji yang di ekstraksi yaitu biji yang

berwarna hijau, kuning dan merah.

3.4.2 Penentuan Total ProteinTerlarut dan Kandungan Asam Amino
Kandungan protein diukur dengan metode Bradford (Deutcher, 1990).
Sampel 10 ul ditambahkan dengan aquades 40 pl dan 950 ul larutan Bradford,
kemudian absorban diukur pada panjang gelombang 595 nm. Hasil dibandingkan
dengan Standar Bovine Serum Albumin (BSA) untuk mengetahui kandungan

protein terlarut.

3.4.3 Elektroforesis SDS-PAGE

Analisis pola protein menggunakan 15% SDS-PAGE menggunakan metode
Laemmli (1970). Separating gel 15% dituang ke dalam plate pembentuk gel
sampal batas yang terdapat pada plate, kemudian stacking gel dituang di atas
separating gel, comb dimasukkan untuk membuat sumuran sampel. Sampel
protein ditambahkan SDS-reducing buffer 1:1 (v/v) kemudian dipanaskan pada
suhu 95° C selama 3 menit. Kemudian sampel protein dengan konsentrasi yang
sama dimasukkan ke dalam sumur gel, kemudian dirunning pada 25-80 volt
sampai tracking dye mencapai jarak 0.5 cm dari dasar gel. Setelah selesai, running
buffer dituang dan gel diambil dari plate. Gel direndam dalam larutan staining,
dishaker pada kecepatan 36 rpm selama 0.5 jam untuk mewarnai pita protein.
Kemudian proses pencucian dilakukan 2-3 kali atau sampai pita protein terlihat
jelas. Berat molekul protein dapat diperkirakan dengan membandingkan antara

pola protein sampel dengan marker protein yang telah diketahui berat molekulnya.

3.4.4 Penentuan Aktivitas Antioksidan dengan metode ABTS

Pengujian aktivitas antioksidan dengan menggunakan 2,2’-azinobis 3-
ethylbenzothiazole-6-sulfonic acid (ABTS) dilakukan dengan membuat stock
ABTS dan Phosphate Buffer Saline (PBS) (Re et al., 1999) Pembuatan stok
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ABTS vyaitu dengan melarutkan 0.38 gram ABTS yang ditambah dengan 0.066
gram potassium persulfat ke dalam 50 mL H,0O. Sedangkan pembuatan stock 0.2
M PBS yaitu 3.57 gram NaH,PO, ditambahkan 26.08 gram Na,HPO, (H,0) dan
dilarutkan dengan 500 mL aquadest dan ditambahkan dengan 5.4 gram NacCl.
Setelah selesai dilakukan pembuatan working stock kemudian mengukur nilai
absorbansi + 0.7-0.75 dengan panjang gelombang 734 nm dan siap untuk
digunakan untuk menghitung aktivitas antioksidan dengan peredam ABTS

menggunakan rumus:

Peredam ABTS (%) = [(Ac. — As) / Ac] X 100%

dimana A sebagai absorbansi kontrol dan As sebagai absorbansi sampel.

3.4.5 Analisis Peredaman Radikal Anion Superoksida

Radikal anion superoksida dianalisis dengan metode Tang et al. (2010),
sampel protein sebanyak 200 pl kemudian ditambahkan dengan 1.7 ml buffer
Tris-HCI 50 mM (pH 8.2) dalam tabung reaksi yang berbeda. Pirogalol 10 mM
(dalam HCI 10 mM) ditambahkan sebanyak 100 pl dan diinkubasi selama 10
menit. Slope reaksi ditentukan dari autooksidasi pirogalol selama 4 menit dengan

panjang gelombang 320 nm menggunakan spektrofotometer.

3.4.6 Analisis Peredaman Radikal Hidroksil

Peredaman radikal hidroksil menggunakan metode Halliwell et al. (1987),
yang terdiri dari 50 pl 2-deoksi-D-ribosa 28 mM (dalam buffer fosfat 20 mM pH
7.4) ditambahkan dengan supernatan 150 pl, 100 pl EDTA 1 mM, 100 ul FeCl310
mM, 50 pl H,O; 1 mM, dan 50 pl asam askorbat 1 mM dinkubasi selama 1 jam
pada suhu 37°C. 500 ul TBA 1% dan 500 pl TCA 2.8% ditambahkan kemudian
larutan divortex dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu 80°C untuk
menghasilkan warna pink. Absorbansi diukur dengan panjang gelombang 532 nm

dengan menggunakan spektrofotometer.
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3.4.7 Uji Penghambatan a-amilase

Analisis penghambatan a-amilase protein biji melinjo menggunakan metode
Hashim et al. (2013) yang dimodifikasi. Sebanyak 100 pl protein biji melinjo
ditambahkan 150 ul a-amilase (0.1 u/ml) sedangkan untuk kontrol ditambahkan
150 pl buffer fosfat pH 6.9. Larutan dipreinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°
C. Setelah itu ditambahkan 250 ul pati telarut (1% wi/v) larutan diinkubasi selama
15 menit pada suhu 37° C. Reaksi hidrolisis dihentikan dengan mendidihkan
selama 1 menit. Kemudian diambil 160 pL ditambahkan 80 pul reagen DNS untuk
menentukan total gula reduksinya. Setelah itu diencerkan dengan 720 ul aquades
dan diukur pada panjang gelombang 540 nm. Kemudian dibandingkan dengan
akarbosa yang merupakan obat antidiabetes yang sudah dipasarkan digunakan
sebagai standarnya. Persen penghambatan a-amilase oleh masing-masing ekstrak
dihitung dengan persamaan berikut:
Persen penghambatan = [(Ac: — Ac) — (Ast — As.) /( Act — Ac. )] X 100%

Dimana C+ adalah kontrol sampel dengan enzim dan C- adalah kontrol
sampel tanpa enzim. Sedangkan S+ adalah sampel dengan enzim dan S- adalah

sampel tanpa enzim.

3.4.8 Uji Penghambatan a-Glukosidase
Analisis penghambatan a-glukosidase mengacu pada Ngawe et al. (2011)

yang dimodifikasi. Pertama, larutan kontrol dibuat dengan mencampurkan 1 ml
sukrosa, 1 mL aquades. Kedua, larutan dasar dibuat dengan bahan dan jumlah
yang sama. Ketiga, larutan uji dibuat dengan 1 ml sukrosa dan 1 ml sampel
protein dengan range konsentrasi total protein tertentu. Diprainkubasi pada suhu
37° C selama 5 menit. Reaksi dimulai dengan menambahkan 1 ml a-glukosidase
ke dalam larutan kontrol dan uji, sedangkan larutan dasar ditambah 1 ml aquades.
Setelah itu diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. Reaksi dihentikan dengan
pemanasan menggunakan air mendidih selama 10 menit. Kemudian jumlah
glukosa yang dihasilkan dideteksi dengan menambahkan 1 ml reagen GOD

(glucose oxidase, peroxidase, 4-aminoantipyrine, dan fenol). Setelah itu
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diinkubasi selama 1 jam untuk menghasilkan warna dan warna yang terbentuk
ditentukan absorbansinya dengan spektrofotometer pada 505 nm. Persen inhibisi
dihitung dengan mengacu pada Kurihara et al. (1994), melalui persamaan
matematisnya sebagai berikut:
% inhibisi = Ax— Aqg—A, X 100%
Ax
Dimana, % inhibisi = persen inhibisi ekstrak sampel pada aktivitas enzim o
glukosidase
Ak = absorbansi larutan kontrol
Ad = absorbansi larutan dasar

Au = absorbansi larutan uji

3.4.9 Hidrolisis Enzimatik Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon)

Protein biji melinjo yang mempunyai aktivitas antioksidan dan aktivitas
penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase kemudian dilakukan hidrolisis
protein biji melinjo menggunakan alkalase yang telah diencerkan 10X dari stok
alkalase 24 LFG menggunakan 0.2 M buffer fosfat pH 7.4. Gg-Pl dengan
konsentrasi 10 mg/ml dihidrolisis dengan 20 ul alkalase yang sudah diencerkan,
kemudian diinkubasi 50°C selama 6 jam. Setelah itu dipanaskan 95°C selama 10
menit untuk menginaktivasi enzim, kemudian disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 5.000 rpm 15°C. Supernatan diambil dan peletnya dibuang,

supernatannya disebut protein hidrolisat (Siswoyo dan Sugiharto, 2012).

3.4.9 Fraksinasi Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon)

Fraksinasi Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.) Protein antioksidan
dimurnikan menggunakan FPLC (fast protein liquid chromatography). Protein
terlarut sebanyak 300 ul dimasukkan ke dalam FPLC dengan pemisahan laju alir
0.5 ml/menit dalam 50 mM bufer Na-Phospat pH 7.0 dan 50 mM NaCl. Hasil

dari fraksinasi protein biji melinjo kemudian dianalisis sesuai kebutuhan.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Protein biji melinjo mempunyai kandungan antioksidan yang mampu
sebagai antidiabetes terutama pada protein yang didapatkan dari biji hijau. Fraksi
protein biji hijau yang efektif sebagai antioksidan dan antidiabetes adalah fraksi 5.
Protein hidrolisis biji melinjo juga dapat meningkatkan kemampuan antioksidan
dan antidiabetes.

5.2 Saran

Perlu adanya analisis lebih lanjut untuk menentukan peptida yang
berfungsi sebagai antioksiddan terutama pada biji hijau.

31
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Lampiran A. Kandungan asam amino (g/100 g protein) protein biji melinjo

(Gnetum gnemon) berdasarkan tingkat maturasi.

Amino Acid Hijau Kuning Merah
Aspartic Acid (Asp) 10815,35 7172,59 12872,13
Thereonin (Thr) 5589,22 5088,68 6585,64
Serin (Ser) 6654,71 6047,71 9623,55
GlutamicAcid (Glu) 19831,21 13684,49 22942,35
Proline (Pro) 4891,01 4058,62 9203,65
Glycine (Gly) 6029,91 5550,06 7933,61
Alanine (Ala) 6076,78 5170,31 7229,8
Cyteine (Cys) 734,83 693,12 1166,94
Valine (Val) 7260,9 6228,32 8450,28
Methione (Met) 1245,54 1196,12 1658,61
Isoleucine (lle) 4774,36 4095,9 5610,18
Leucine (Leu) 8832,39 7483,89 10626,52
Tyrosine (Tyr) 6912,88 6935,95 9758,14
Phenylalanine (Phe) 4699,58 4845,9 6795,2
Histidine (His) 2038,57 1925,88 2910,35
Lysine (Lys) 7464,42 4854,16 7463,85
Arginine (Arg) 9878,02 9000,12 15943,75
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Lampiran B.1 Persentase Hasil Analisis ABTS pada Biji Melinjo (Gnetum
gnemon) pada Tingkat Maturasi

Hijau
0 0 0 0 %penghambatan rata2 | stdev
2| 0,277 0,266 | 0,275 | 0,542 48,89 | 50,92 | 49,26 | 49,69 | 0,862
41 0,149 0,157 | 0,147 | 0,542 7251 | 71,03| 72,88 | 72,14 | 0,929
8| 0,076 0,075 | 0,075| 0,542 85,98 | 86,16 | 86,16 | 86,10 | 0,036
2| 0,073 0,074 | 0,073 | 0,542 86,53 | 86,35| 86,53 | 86,47 | 0,094
0,07 0,072 | 0,071 | 0,542 87,08 | 86,72 | 86,90 | 86,90 | 0,107
Kuning %penghambatan
0 0 0 0 avarage | stdev
2| 0,394 0,398 0,39 | 0,542 27,31 | 26,57 | 28,04 | 27,31 0,7380
4| 0,308 0,316 | 0,307 | 0,542 43,17 | 41,70 | 43,36 | 42,74 0,9101
8| 0,167 0,159 | 0,165 | 0,542 69,19 | 70,66 | 69,56 | 69,80 | 0,7681
12 | 0,087 0,082 | 0,082 | 0,542 83,95 | 84,87 | 84,87 | 84,56 | 05326
16 | 0,074 0,076 | 0,075 | 0,542 86,35 | 85,98 | 86,16 | 86,16 | 0,1845
Merah %penghambatan
0 0 0 0 Avarage | stdev
2| 0,355 0,357 0,36 | 0,542 3450 | 34,13 | 33,58 34,07 0,46
4| 0,284 0,281 0,29 | 0,542 47,60 | 48,15 | 46,49 47,42 0,85
8| 0,149 0,153 | 0,143 | 0,542 72,51 | 71,77 | 73,62 72,63 0,93
12| 0,089 0,09| 0,093| 0,542 83,58 | 83,39 | 82,84 83,27 0,38
16 | 0,075 0,08| 0,079 | 0,542 86,16 | 85,24 | 8542 85,61 0,49
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Lampiran B.2 Persentase Hasil Analisis Superoksida pada Biji Melinjo
(Gnetum gnemon) pada Tingkat Maturasi

Kontrol | 0,1899 | %penghambatan
rata stdev
Hijau 0 0 0 0 0 0 0
2 | 0,17650 0,1759 | 0,17793 7,06 7,37 6,30 6,91| 0,55
510,16730 0,16871 | 0,16902 11,90 11,16 11,00 | 11,35| 0,48
10 | 0,15470 0,1558 | 0,15768 18,54 17,96 16,97 | 17,82 | 0,79
15| 0,10877 0,10893 | 0,11081 4272 | 4264 | 4165| 4234| 0,60
20 | 0,05271 0,05164 | 0,05323 72,24 72,81 71,97 | 72,34 | 0,43
25| 0,02864 0,02698 | 0,02755 84,92 85,79 85,49 | 8540 | 0,44
Kuning 0,1899 rata stdev
0 0 0 0
21017431 | 0,17598 | 0,175128 8,21 1488 7,78 7,77 | 0,440
5| 0,1694 | 0,1698 0,1673 10,80 10,58 11,90 | 11,09 | 0,707
10 0,161 | 0,15982 0,15834 15,22 15,84 16,62 | 1589 | 0,702
15| 0,1178 | 0,11651 0,1159 37,97 38,65 38,97 | 3853| 0,511
20 | 0,08125 | 0,0822 0,08043 57,21 56,71 57,65| 57,19 | 0,466
25 | 0,04451 | 0,04563 0,04301 76,56 75,97 77,35| 76,63 | 0,692
0,1899
Merah rata2 stdev
0,1795 0,1799 0,1771 dlal 5,266 6,740 5,828 0,797
0,1714 0,1712 0,1702 9,742 9,847 10,374 9,988 0,339
10 0,1598 0,1578 0,1564 15,850 16,904 17,641 16,798 0,900
15 0,1342 0,1335 0,1312 29,331 29,700 30,911 29,981 0,826
20 0,0988 0,0962 0,0959 47,973 49,342 49,500 48,938 0,840
25 0,0624 0,0611 0,0643 67,141 67,825 66,140 67,035 0,847
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Lampiran B.3 Persentase Hasil Analisis Hidroksil pada Biji Melinjo (Gnetum

gnemon) pada Tingkat Maturasi

Hijau 0 0 0 0 0
2 0,267 3,506 2 0,2612 5,60
5 0,2511 9,252 5 0,2469 10,77
10 0,2215 19,949 10 0,1992 28,01
15 0,1801 34,911 15 0,1488 46,22
20 0,1279 53,777 20 0,0971 64,91
25 0,0937 66,137 25 0,0681 75,39
kuning 1,12 3 persentase
2 0,421 5,39 0,402 9,66
4 0,398 10,56 0,356 20,00
6 0,323 27,42 0,285 35,96
8 0,282 36,63 0,229 48,54
10 0,232 47,87 0,195 56,18
15 0,192 56,85 0,142 68,09
20 0,117 73,71 0,092 79,33
merah 1 persentase
2 0,429 3,60 0,411 7,64
4 0,409 8,09 0,385 13,48
6 0,378 15,06 0,349 21,57
8 0,313 29,66 0,283 36,40
10 0,274 38,43 0,232 47,87
15 0,218 51,01 0,173 61,12
20 0,168 62,25 0,113 74,61
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Lampiran B.4 Persentase Hasil Analisis Penghambatan o amilase pada Biji
Melinjo (Gnetum gnemon) pada Tingkat Maturasi.

(+) (-) IC50 mg/ml

Kontrol 0,657 0,454 0,203 Hijau 9,34
0,669 0,467 0,202 Kuning 17,73

0,689 0,477 0,212 Merah 18,05

0,206

Hijau 0 5 10 15 20 25
(+) 0 0,198 0,228 0,297 0,305 0,495
(-) 0 0,035 0,096 0,191 0,217 0,426
0 0,163 0,132 0,106 0,088 0,069

Y%tase 0 20,75 35,82 48,46 57,21 66,45
Kuning 0 0,293 0,352 0,399 0,419 0,438
(+) 0 0,123 0,197 0,268 0,305 0,345
() 0 0,17 0,155 0,131 0,114 0,093
Y%tase 17,34 24,64 36,30 44,57 54,78
Merah 0 0,282 0,33 0,384 0,401 0,428
(+) 0 0,115 0,179 0,252 0,289 0,336
(-) 0 0,167 0,151 0,132 0,112 0,092
Ytase 18,80 26,58 35,82 45,54 55,27
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Lampiran C. Persentase Hasil Analisis Penghambatan a glukosidase pada
Biji Melinjo (Gnetum gnemon) pada Tingkat Maturasi.

Hijau (+) () Selisih persentase
5 0,738 0,18 0,558 28,98
10 0,632 0,297 0,335 57,36
15 0,628 0,315 0,313 60,16
20 0,648 0,49 0,158 79,89
25 0,636 0,512 0,124 84,22
Kuning (+) ) Selisih persentase
5 0,821 0,158 0,663 15,61
10 0,787 0,22 0,567 27,83
15 0,789 0,29 0,499 36,49
20 0,845 0,391 0,454 42,21
25 0,815 0,479 0,336 57,23
Merah (+) () selisih persentase
5 0,873 0,241 0,632 19,56
10 0,732 0,152 0,58 26,18
15 0,776 0,327 0,449 42,85
20 0,791 0,399 0,392 50,11
25 0,783 0,416 0,367 53,29
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