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RINGKASAN 

 

Uji Aktivitas  Antioksidan secara in Vitro dan Kemampuan Proteksi terhadap 

Kerusakan DNA dari Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.); Tri Aji Pujo 

Sembodo; 112010101049; 2015:77 Halaman; Fakultas Kedokteran; Universitas 

Jember. 

Penyakit degeneratif telah menjadi segmentasi permasalahan tersendiri seiring 

semakin tingginya angka prevalensi di masyarakat. Peningkatan prevalensi penyakit 

degeneratif erat kaitannya beberapa faktor resiko seperti peningkatan usia, gaya hidup 

yang tidak sehat, makanan berlemak, dan paparan radikal bebas seperti sinar UV, 

asap rokok, dan asap kendaraan. Peranan oksigen aktif dan radikal bebas terhadap 

kerusakan jaringan pada tubuh telah diketahui menempati porsi yang sangat besar. 

Radikal bebas terpenting dalam tubuh adalah radikal derivat dari oksigen yang 

disebut kelompok oksigen reaktif (reactive oxygen species/ROS), termasuk 

didalamnya adalah radikal hidroksil (•OH). Radikal hidroksil diketahui memiliki 

peranan besar dalam inisiasi kerusakan terhadap DNA melalui mekanisme pemutusan 

ikatan hidrogen antar basa DNA karena karakterisktik DNA memiliki bagian paling 

lemah pada ikatan hidrogen antar basa nitrogen, selain itu radikal hidroksil juga 

berperan dalam kerusakan DNA melalui proses oksidasi  gugus pentosa pada 

deoksiribosa membentuk radikal peroksil. Paparan radikal hidroksil secara terus 

menerus menyebabkan fragmentasi DNA sehingga fungsi DNA menjadi abnormal. 

Banyak senyawa antioksidan yang telah direkomendasikan sebagai pencegahan 

radikal bebas, sebagai contohnya sumber antioksidan alami dari tanaman melinjo 

(Gnetum gnemon L.). Dari hasil penelitian sebelumnya melaporkan bahwa protein 

dari biji melinjo (Gg-PI) mempunyai potensi aktif sebagai antioksidan yang efektif 

untuk mengikat radikal bebas. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tahapan pemurnian protein biji 

melinjo (Gnetum gnemon L.) yang paling efektif mencegah kerusakan DNA akibat 
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radikal bebas yang diinduksi reaksi fenton secara in vitro dan uji peredaman radikal 

hidroksil. Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental (true 

experimental). Sampel uji yang dipergunakan merupakan tiga tahapan pemurnian 

protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) Gg-PK, Gg-PI, dan Gg-PH. Konsentrasi 

larutan uji 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; dan 10 µg/mL dalam pengujian aktivitas peredaman 

radikal hidroksil (OH) dan konsentrasi larutan uji 15 µg dalam pengujian kemampuan 

proteksi biji melinjo terhadap kerusakan DNA dalam gel agarose 1%. Data yang 

diperoleh berupa persen (%) peredaman radikal hidroksil dan nilai IC50 yang 

menunjukkan kemampuan sampel uji dalam menghambat radikal hidroksil sebanyak 

50%, serta hasil transiluminasi UV pengujian degradasi deoksiribosa dalam gel 

agarose 1% yang menunjukkan perbandingan bentuk pita DNA supercoiled, open 

circular, dan linear. Analisis data menggunakan uji normalitas, selanjutnya diuji 

dengan uji korelasi sederhana bivariat untuk melihat hubungan antara variable bebas 

terhadap variable terikat. Kemudian uji dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA jika 

data terdistribusi normal dan homogen. 

Hasil dari penelitian ini menunjukkan terdapatnya efek proteksi terhadap 

kerusakan DNA dan kemampuan meredam radikal hidroksil dari sampel uji protein 

biji melinjo (Gnetum gnemon L.). Kemampuan paling besar dalam meredam radikal 

hidroksil ditunjukkan oleh protein terhidrolisis biji melinjo (Gnetum gnemon L.). 

Semakin tinggi konsentrasi protein biji melinjo maka aktivitas peredaman radikal 

hidroksil juga semakin besar. Protein terhidrolisis (Gg-PH) biji melinjo juga 

kemampuan paling besar dalam melindungi DNA dari kerusakan. 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah karakter protein terhidrolisis biji 

melinjo (Gg-PH) memiliki aktivitas peredaman radikal hidroksil paling tinggi 

diantara tahapan pemurnian protein lainnya, ditunjukkan dengan nilai IC50 sebesar 4,4 

± 0,2 µg/mL serta memiliki kemampuan melindungi DNA dari kerusakan akibat 

radikal hidroksil.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit degeneratif dalam beberapa tahun terakhir telah menjadi 

permasalahan tersendiri seiring semakin meningkatnya prevalensi kejadian di 

masyarakat. Selain itu, penyakit degeneratif telah menjadi penyebab kematian 

terbesar di dunia. Hampir 17 juta orang meninggal lebih awal setiap tahun akibat 

epidemi global penyakit degeneratif (WHO, 2014). Menurut data WHO pada tahun 

2014 dari 57 juta kematian yang terjadi secara global pada tahun 2014, 62% 

diantaranya disebabkan oleh penyakit tidak menular terutama penyakit 

kardiovaskular (46%), kanker (22%), paru-paru kronis (12%), dan diabetes melitus 

(3%). Kematian akibat penyakit tidak menular sekitar 29% terdapat pada usia di 

bawah 60 tahun dan hampir 80% terjadi di negara berkembang. Di Indonesia transisi 

epidemiologi menyebabkan terjadinya pergeseran pola penyakit. Dalam kurun waktu 

20 tahun, proporsi kematian penyakit infeksi menurun secara signifikan, namun 

proporsi kematian karena penyakit degeneratif meningkat sekitar 49% (data Dirjen. 

Pengendalian Penyakit dan Penyehatan Lingkungan Departemen Kesehatan RI, 

2013). 

Peningkatan prevalensi tersebut erat kaitannya beberapa faktor resiko seperti 

peningkatan usia, gaya hidup yang tidak sehat, makanan berlemak, dan paparan 

radikal bebas seperti sinar UV, asap rokok, dan asap kendaraan. Peranan oksigen aktif 

dan radikal bebas terhadap kerusakan jaringan pada tubuh telah diketahui menempati 

porsi yang sangat besar (Maryono, 2008). Suatu senyawa radikal bebas dapat 

menyerang asam lemak tak jenuh pada biomembran hingga menyebabkan membran 

lemak mengalami peroksidasi dan dapat menurunkan fluiditas membran, menurunkan 

tingkat aktivitas enzim dan reseptor, menimbulkan kerusakan protein membran yang 

akhirnya mengarah pada inaktivasi sel, serta mampu menyerang DNA dan
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menyebabkan mutasi genetik yang akhinya mengarah kepada kanker (Felig and 

Lawrence, 2001; Proctor dan Reynolds, 1984; Khopkar, 2007).   

Radikal bebas didefinisikan sebagai suatu senyawa atau molekul yang tidak 

memiliki elektron berpasangan pada lapisan terluarnya dan dapat berdiri sendiri 

(Clarkson and Thompson, 2000). Radikal bebas sangat reaktif dan bereaksi cepat 

dengan atom lain untuk menjadi stabil (Araujo et al., 1998). Radikal bebas terpenting 

dalam tubuh manusia adalah radikal derivat dari oksigen (reactive oxygen 

species/ROS) yang terjadi akibat proses oksidasi oksigen dari kondisi stabil (ground 

level) menjadi senyawa aktif (superoxide atau hydroperoxyde tidak stabil), termasuk 

didalamnya adalah radikal hidroksil (•OH) (Thomas et al., 2012). Radikal hidroksil 

merupakan spesies oksigen reaktif paling poten dan menjadi inisiator reaksi berantai 

yang membentuk peroksidasi lemak dan radikal organik (Marks et al., 2000) Radikal 

hidroksil juga diketahui memiliki peranan besar dalam inisiasi kerusakan terhadap 

DNA melalui mekanisme pemutusan ikatan hidrogen antar basa DNA karena 

karakterisktik DNA memiliki bagian paling lemah pada ikatan hidrogen antar basa 

nitrogen (Siswoyo et al., 2011), selain itu radikal hidroksil juga berperan dalam 

kerusakan DNA melalui proses oksidasi gugus pentosa pada deoksiribosa membentuk 

radikal peroksil (Yu et al., 2015). Paparan radikal hidroksil secara terus-menerus 

menyebabkan fragmentasi DNA sehingga fungsi DNA menjadi abnormal. 

Antioksidan adalah suatu senyawa yang dapat mencegah dan memperlambat 

kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas melalui penghambatan mekanisme 

oksidatif. Antioksidan menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan 

elektron yang dimiliki radikal bebas dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari 

pembentukan radikal bebas tanpa merubah fungsinya (Proctor and Reynold, 2007; 

Rooma et al., 2012). Dalam hal mencegah kerusakan DNA, antioksidan mampu 

mengikat radikal bebas sehingga tidak terjadi pemutusan ikatan hidrogen dalam rantai 

DNA.  

Banyak senyawa antioksidan yang telah direkomendasikan sebagai 

pencegahan radikal bebas, sebagai contohnya sumber antioksidan alami dari tanaman 
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melinjo (Gnetum gnemon L.) yang banyak dibudidayakan di Indonesia, Malaysia, dan 

beberapa negara Asia Tenggara lainnya. Pada tanaman Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

kadar antioksidan yang tinggi terutama ditemukan pada biji melinjo. Komposisi 

kandungan biji melinjo (Gnetum gnemon L.) terdiri dari 58% pati, 16.4% lemak, 9-

10% protein dan 1% fenolik (Siswoyo, et al., 2007). Kandungan protein pada biji 

yang relatif sangat besar merupakan suatu potensi sebagai sumber protein fungsional 

alami. Protein dari biji melinjo (Gg-PI) mempunyai potensi aktif sebagai antioksidan 

yang efektif untuk mengikat radikal bebas penyebab berbagai macam penyakit seperti 

hipertensi, kolesterol tinggi, penyempitan pembuluh darah, penuaan dini, dan lain-

lain (Siswoyo et al., 2012).  

Banyak metode untuk menentukan aktivitas antioksidan diantaranya uji 

peredaman radikal ABTS dan uji peredaman radikal hidroksil. Uji peredaman ABTS 

digunakan untuk general screening potensi antioksidan, sementara uji peredaman 

radikal hidroksil dipilih karena radikal hidroksil yang paling reaktif dan 

menyebabkan kerusakan berat pada biomolekul, serta reaksi fenton yang digunakan 

sebagai penghasil radikal bebas memiliki kesamaan model dalam perusakan DNA 

pada tubuh manusia (Halliwell et al., 1987; Kumar et al., 2013). Sedangkan 

kemampuan proteksi terhadap kerusakan DNA dinilai dari pencegahan perubahan 

morfologi SC (super coiled) plasmid DNA menjadi OC (open circular) plasmid DNA 

yang diinisiasi ROS dari reaksi fenton (Arnao et al., 2000) yang dianalisis melalui 

elektroforesis gel agarose 1%. 

Berdasarkan latar belakang diatas, maka dilakukan pengujian aktivitas 

antioksidan dari protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) dan kemampuan 

proteksinya terhadap kerusakan DNA. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diuraikan di atas, maka 

permasalahan yang akan dibahas dalam penulisan skripsi ini adalah sebagai berikut : 

1. Bagaimana karakter protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) dalam beberapa 

tahapan pemurnian protein pada uji peredaman radikal hidroksil berdasarkan 

perbedaan konsentrasi?  

2. Bagaimana kemampuan proteksi protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

terhadap kerusakan DNA? 

 

1.1 Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui karakter protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) dalam beberapa 

tahapan pemurnian protein pada uji peredaman radikal hidroksil berdasarkan 

perbedaan konsentrasi yang diberikan. 

2. Mengetahui kemampuan proteksi protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

terhadap kerusakan DNA. 

 

1.2 Manfaat Penelitian 

1. Sebagai informasi kepada masyarakat tentang protein biji melinjo (Gnetum 

gnemon L.) sebagai zat antioksidan alami 

2. Memberikan sumbangan pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi 

kedokteran terutama di bidang biokimia serta mengembangkan protein biji 

melinjo (Gnetum gnemon L.) sebagai bahan nutracetical komersial yang berbasis 

protein. 

3. Sebagai bahan acuan atau tinjauan pustaka untuk penelitian selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Penyakit Degeneratif 

Penyakit degeneratif adalah istilah yang secara medis digunakan untuk 

menerangkan adanya suatu proses kemunduran fungsi tanpa sebab yang diketahui, 

yaitu dari keadaan normal sebelumnya ke keadaan yang lebih buruk. Penyebab 

penyakit sering tidak diketahui, termasuk diantaranya kelompok penyakit yang 

dipengaruhi oleh faktor genetik. 

Hampir 17 juta orang meninggal lebih awal setiap tahun akibat epidemi global 

penyakit degeneratif (WHO, 2014). Menurut data WHO pada tahun 2014 dari 57 juta 

kematian yang terjadi secara global pada tahun 2014, 62% diantaranya disebabkan 

oleh penyakit tidak menular terutama penyakit kardiovaskular (46%), kanker (22%), 

paru-paru kronis (12%), dan diabetes melitus (3%). Kematian akibat penyakit tidak 

menular sekitar 29 % terdapat pada usia di bawah 60 tahun dan hampir 80% terjadi di 

negara berkembang.  

Menurut Badan Kesehatan Dunia (WHO), kematian akibat Penyakit Tidak 

Menular (PTM) diperkirakan akan terus meningkat di seluruh dunia, peningkatan 

terbesar akan terjadi di negara-negara menengah dan miskin. Lebih dari dua pertiga 

(70%) dari populasi global akan meninggal akibat penyakit tidak menular seperti 

kanker, penyakit jantung, stroke dan diabetes. Dalam jumlah total, pada tahun 2030 

diprediksi akan ada 66 juta jiwa kematian per tahun karena penyakit tidak menular, 

naik 9 juta jiwa dari 57 juta jiwa pada saat ini. Di sisi lain, kematian akibat penyakit 

menular seperti malaria, TBC atau penyakit infeksi lainnya akan menurun, dari 18 

juta jiwa saat ini menjadi 16,5 juta jiwa pada tahun 2030. Pada negara-negara 

menengah dan miskin PTM akan bertanggung jawab terhadap tiga kali dari tahun 

hidup yang hilang dan disability (Disability adjusted life years (DALYs)) dan hampir 

lima kali dari kematian penyakit menular, maternal, perinatal dan masalah nutrisi
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(Riskesdas DepKes RI, 2014). Indonesia dalam beberapa dasawarsa terakhir 

menghadapi masalah triple burden diseases. Di satu sisi, penyakit menular masih 

menjadi masalah ditandai dengan masih sering terjadi KLB beberapa penyakit 

menular tertentu, munculnya kembali beberapa penyakit menular lama (re-emerging 

diseases), serta munculnya penyakit-penyakit menular baru (new-emergyng diseases) 

seperti HIV/AIDS, Avian Influenza, Flu Babi dan Penyakit Nipah. Di sisi lain, PTM 

menunjukkan adanya kecenderungan yang semakin meningkat dari waktu ke waktu. 

Di Indonesia transisi epidemiologi menyebabkan terjadinya pergeseran pola penyakit. 

Dalam kurun waktu 20 tahun, proporsi kematian penyakit infeksi menurun secara 

signifikan, namun proporsi kematian karena penyakit degeneratif meningkat sekitar 

49% (data Dirjen. Pengendalian Penyakit dan Penyehatan Lingkungan Departemen 

Kesehatan RI, 2013). 

Beberapa teori yang menunjukkan proses awal dan faktor terjadinya penyakit 

degeneratif di dalam tubuh manusia (Handajani et al., 2009) 

1 Adanya hubungan antara transisi demografi, epidemiologi, dan kesehatan. 

2 Perubahan metabolisme tubuh yang ditandai penurunan produksi hormon 

testosteron untuk laki-laki dan estrogen untuk perempuan biasanya mulai tampak 

pada usia 65 tahun ke atas. 

3 Pergeseran pola penyakit dari penyakit infeksi ke penyakit non-infeksi 

(degeneratif) adalah akibat adanya pergeseran pola makan dan pola hidup. 

4 Kelebihan gizi yang mengakibatkan tingginya prevalensi penyakit degeneratif 

sudah dirasakan negara-negara berkembang termasuk Indonesia. 

5 Paparan radikal bebas diketahui memegang peranan dalam terjadinya penyakit 

degeneratif. 

 

2.2 Radikal Bebas 

Radikal bebas (Bahasa Latin: radicalis) adalah sekelompok bahan kimia baik 

berupa atom maupun molekul yang memiliki elektron tidak berpasangan pada lapisan 

luarnya. Radikal bebas sangat reaktif dan mempunyai spesifitas kimia yang rendah 
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sehingga dapat bereaksi dengan berbagai molekul lain seperti protein, lemak, 

karbohidrat, dan Deoxi Nucleic Acid (DNA) (Girindra, 2000). 

Dalam rangka mendapatkan stabilitas kimia, radikal bebas tidak dapat 

mempertahankan bentuk asli dalam waktu lama dan segera berikatan dengan atom 

sekitarnya. Radikal bebas akan menyerang molekul stabil terdekat dan mengambil 

elektron, atom/molekul yang terambil elektronnya menjadi radikal bebas sehingga 

akan memulai suatu reaksi berantai (Proctor dan Reynolds, 1984). 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Struktur kimia radikal bebas (Girindra, 2000) 

 

Menurut Araujo dan Arnal (1998), Radikal bebas terpenting dalam tubuh 

adalah radikal derivat dari oksigen yang disebut kelompok oksigen reaktif (reactive 

oxygen species/ROS), termasuk didalamnya adalah triplet (3O2), tunggal (singlet/1O2), 

anion superoksida (O2•), radikal hidroksil (•OH), nitrit oksida (NO), peroksinitrit 

(ONOO•), asam hipoklorus (HOCl), hidrogen peroksida (H2O2), radikal alkoksil 

(LO•), dan radikal peroksil (LO-2).  
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Tabel 2.1 Radical Oxygen Species 

Kelompok oksigen reaktif 

O2•
 Radikal Superoksida (Superoxide radical) 

•OH Radikal hidroksil (Hydroxyl radical) 

ROO• Radikal peroksil (Peroxyl radical) 

H2O2 Hidrogen peroksida (Hydrogen peroxide) 

1O2 Oksigen tunggal (Singlet oxygen) 

NO• Nitrit oksida (Nitric oxide) 

ONOO Nitrit peroksida (Peroxynitrite) 

HOCl Asam hipoklor (Hypochlorous acid) 

Sumber: Widayati (2012) 

 

Radikal bebas dapat dihasilkan dari dalam tubuh (endogen) dan dari luar 

tubuh (eksogen). 

Tabel 2.2 Sumber Radikal Bebas  

Sumber Internal Sumber Eksternal 

Mitokondria Rokok 

Fagosit Polutan lingkungan 

Xantineoksidase Radiasi 

Reaksi yang melibatkan besi dan logam 

transisi lainnya 

Obat-obatan tertentu, pestisida, 

anestesi, dan larutan industri 

Arachidonat pathway  Ozon  

Peroksisom  

Olahraga   

Peradangan  

Iskemia/reperfusi  

Sumber: Pazil (2009) 
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2.2.1 Mekanisme Pembentukan Radikal Bebas dalam Tubuh Manusia 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Sitokrom P450 reduktase (Marks et al., 2000) 

 

Enzim sitokrom P450 mikrosom terdiri dari dua unit fungsional yang 

terbenam dalam membrane retikulum endoplasma. Sitokrom P450 dan sitokrom P450 

reduktase, merupakan suatu sistem pemberi-elektron yang dependen-NADPH. 

Sitokrom P450 mengandung tempat ikatan untuk O2 dan substrat (RH), dan sebuah 

Fe-hem yang serupa dengan yang terdapat pada haemoglobin “P450” menunjukkan 

sebuah pigmen, hem, yang menyerap sinar tampak pada panjang gelombang 450 nm. 

O2 berikatan dengan P450 Fe-hem di tempat aktif dan diaktifkan menjadi bentuk 

reaktif  dengan menerima elektron. Elektron diberikan oleh sitokrom P450 reduktase, 

yang mengandung sebuah FAD ditambah sebuah FMN atau Fe-S untuk 

mempermudah pemindahan elektron tunggal dari NADPH ke O2 (Marks et al., 2000) 
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Gambar 2.3 Pembentukan superoksida oleh rantai transport elektron (Marks et al., 2000) 

 

KoQ tereduksi di dalam rantai transport elektron mitokondria adalah sumber 

utama radikal bebas oksigen. Sebagian elektron yang sedang dipindahkan dari NADH 

dan senyawa lain ke O2 “lolos” sewaktu KoQH· berinteraksi dengan O2 untuk 

membentuk radikal superoksida. Sebaliknya, pusat Fe-Cu binuklear pada sitokrom 

oksidase mencegah pelepasan radikal oksigen bebas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Pembentukan spesies oksigen reaktif selama ledakan pernafasan fagositik oleh 
makrofag, neutrofil, dan eusinofil (Marks et al., 2000) 
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Pembentukan spesies oksigen reaktif selama ledakan pernafasan fagositik oleh 

makrofag, neutrofil, dan eusinofil. Pengaktifan NADPH oksidase, yang diperkirakan 

terjadi di sisi sebelah luar membran plasma, mencetuskan ledakan pernafasan yang 

disertai pembentukan superoksida. Selama fagositosis, membran plasma membentuk 

invaginasi, sehingga superoksida dibebaskan ke dalam ruang vakuol. Anion 

superoksida (baik secara spontan atau secara enzimatis melalui superoksida 

dismutase) menghasilkan spesies reaktif lain, termasuk H2O2 dan radikal hidroksil. 

Mieloperoksidase, suatu enzim yang mengandung Fe-hem dan terdapat dalam granula 

neutrophil, disekresikan ke dalam vakuol, tempat enzim tersebut membentuk HOCl 

dan halida lainnya. Hasilnya adalah serangan terhadap membran dan senyawa lain 

dari bakteri, dan akhirnya lisis bakteri. Proses keseluruhan disebut sebagai ledakan 

pernafasan karena hanya berlangsung 30-60 menit dan  memerlukan O2. 

 

2.2.2 Mekanisme Radikal Bebas dalam Merusak Biomembran 

Metabolit oksigen utama yang dihasilkan melalui reduksi satu-elektron 

oksigen adalah spesies oksigen reaktif (ROS): superoksida (O2-), radikal hidroksil 

(OH•), dan bentuk oksigen yang tereduksi secara parsial, hidrogen peroksida (H2O2). 

Radikal bebas mampu bereaksi dengan setiap molekul, menarik elektron, dan 

membentuk radikal bebas dalam reaksi berantai oksidatif sitotoksik. Radikal hidroksil 

merupakan spesies oksigen reaktif paling poten dan menjadi inisiator reaksi berantai 

yang membentuk peroksidasi lemak dan radikal organik. Hidrogen peroksida, 

walaupun bukan radikal, adalah zat pengoksidasi dan dengan adanya Fe2+ atau logam 

transisi lainnya, menghasilkan radikal hidroksil melalui reaksi Fenton. Karena larut 

lemak, hidrogen peroksida dapat menimbulkan kerusakan di membran lokal yang 

mengandung Fe2+ bahkan jauh dari tempat pembentukannya. Anion superoksida, 

yang dapat terbentuk dari O2 bebas dengan pemberian satu elektron ke radikal bebas 

lain, sangat reaktif tetapi memiliki kelarutan lemak terbatas dan tidak dapat berdifusi 
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jauh. Namun, O2
- juga dapat menghasilkan radikal hidroksil dan hidroperoksi yang 

lebih reaktif melalui reaksi dengan hidrogen peroksida dalam reaksi Haber-Weiss. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.5 Spesies oksigen reaktif dan pembentukan radikal hidroksil (Marks et al., 2000) 

 

Pembentukan radikal bebas lemak dan peroksida lemak dianggap sebagai ciri-

ciri yang penting dalam cidera sel yang diakibatkan oleh ROS. Jenis reaksi ini, yang 

disebut auto-oksidasi radikal bebas, memerlukan suatu inisiator (misalnya radikal 

hidroksil) agar reaksi berantai dapat berjalan. Peroksidasi biasanya dimulai dengan 

ekstraksi atom hidrogen yang mengandung satu elektron dari ikatan rangkap 

terkonjugasi dalam asam lemak membentuk radikal peroksil lemak dan peroksida 

lemak. Asam lemak utama yang mengalami peroksidasi lemak di dalam membran sel 

adalah asam lemak polyunsaturated dengan hasil akhir degradasi lemak dan terbentuk 

produk seperti malondealdehid dan pentane. Malondealdehid muncul di dalam darah 

dan menjadi indikator kerusakan akibat radikal bebas. 

Protein, lemak membran,  karbohidrat, dan asam nukleat dapat menjadi target 

radikal bebas. Pada protein, asam amino prolin, histidin, arginin, sistein, dan metionin 

terutama rentan terhadap serangan radikal hidroksil dan kerusakan oksidatif. Oksidasi 
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asam amino dalam protein menimbulkan fragmentasi protein, pembentukan ikatan 

silang, dan agregasi serta kerentanan terhadap degradasi proteolitik.  

Peroksidasi molekul lemak selalu mengubah atau merusak struktur molekul 

lemak. Selain sifat peroksidasi lemak membran secara alami menghancurkan dirinya 

sendiri, aldehid yang terbentuk dapat menimbulkan ikatan silang pada protein. 

Apabila lemak yang rusak adalah konstituen suatu membran biologi, susunan lapis 

ganda lemak dan organisasi struktural akan terganggu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.6 Mekanisme peroksidasi lemak (Marks et al., 2000) 

 

Radikal bebas tanpa oksigen juga merupakan sumber utama kerusakan DNA. 

saat ini telah diketahui sekitar 20 jenis molekul DNA yang mengalami gangguan 

oksidatif. Pengikatan nonspesifik Fe2+ ke DNA mempermudah terbentuknya radikal 

hidroksil lokal setempat, yang dapat menyebabkan pemutusan untai dan perubahan 

basa DNA. Sampai tahap tertentu, kerusakan DNA dapat diperbaiki. Kerusakan DNA 

lebih lebih lanjut dibahas pada sub bab 2.3. 
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Gambar 2.7 Cidera sel yang diperantarai radikal bebas (Marks et al., 2000) 

 

2.3 Kerusakan DNA 

Kerusakan DNA adalah perubahan pada struktur kimia DNA, seperti 

malfungsi pada sebuah rantai DNA, hilangnya kompleks basa dari rantai DNA, atau 

perubahan kimia dasar seperti 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) (Khopkar, 2007). 

Kerusakan DNA secara alami merupakan hasil dari metabolisme atau proses 

hidrolisis termasuk spesies oksigen reaktif, spesies nitrogen reaktif, reaktif karbonil 

spesies, produk dari peroksidasi lipid dan alkylating agent (Martinez, 2003). 

Kerusakan DNA berbeda dengan mutasi, meskipun keduanya memiliki 

kesalahan dalam DNA. Kerusakan DNA merupakan struktur kimia abnormal pada 

DNA yang merupakan tahap paling awal mutasi genetik, sedangkan mutasi adalah 

perubahan urutan pasangan basa standar. Kerusakan DNA dan mutasi memiliki 

konsekuensi biologis yang berbeda. Sebagian besar kerusakan DNA dapat mengalami 

perbaikan DNA tetapi perbaikan tersebut tidak 100% efisien. Kerusakan DNA yang 

terakumulasi dalam sel-sel non-replikasi, seperti sel-sel di otak atau otot dapat 

menyebabkan penuaan dini (Khopkar, 2007). Sedangkan dalam sel yang mampu 

bereplikasi, seperti sel-sel usus besar, kerusakan DNA yang terjadi pada template 
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DNA atau perbaikan yang tidak sempurna dapat berlanjut pada tahap mutasi genetik. 

Perubahan ini dapat mengubah fungsi gen atau regulasi ekspresi gen dan mungkin 

berkontribusi terhadap perkembangan kanker (Davis et al., 2011).  

Menurut Murray et al. (2003), kerusakan DNA dapat diklasifikasikan kedalam 

4 jenis kerusakan, yaitu: 

1 Pengubahan Basa Tunggal yang terdiri dari depurinasi (hilangnya purin dasar 

dari DNA), deaminasi sitosin menjadi urasil, alkilasi basa serta penyisipan 

dan penghapusan nukleotida. 

2 Pengubahan Dua Basa dimer timin-timin yang diinduksi oleh cahaya UV. 

3 Pemutusan Rantai terdiri dari radiasi ionisasi, disintegrasi radioaktif pada 

rantai DNA dan pembentukan radikal bebas yang oksidatif. Kerusakan DNA 

akibat paparan radikal bebas khususnya radikal hidroksil dalam waktu lama di 

sekitar rantai  DNA yang menyebabkan pemutusan ikatan rangkap DNA (side 

H) yang berdampak pada penguraian rantai DNA dan oksidasi gugus pentosa 

(Thomas et al., 2012) 

4 Hubungan silang antara basa-basa dalam rantai yang sama atau berlawanan 

dan antara DNA dengan molekul protein (Histon) 

Menurut Devlin dan Lin (2011), kerusakan DNA dapat disebabkan oleh 

beberapa faktor seperti tidak tersedianya senyawa kromatin kompleks yang dapat 

berperan sebagai pelindung dari serangan senyawa O2 reaktif, aktivitas DNA 

repair berubah dan terdapat kerusakan pada rantai transport elektron sehingga 

merangsang pembentukan senyawa O2  reaktif sekunder. 

Comet Assay atau uji elektroforesis gel tunggal (Single Gel 

Electrophoresis/SGE) adalah teknik yang umum digunakan untuk menganalisis 

kerusakan DNA, termasuk berbagai jenis kerusakan yang telah disebutkan. Uji 

elektroforsis gel tunggal dilakukan sesuai dengan metode Arnao (2000) untuk 

menganalisis pita DNA (Supercoiled, open circular, dan linear), yang dijelaskan 

lebih lanjut pada sub bab 2.8. 
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2.4 Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

 Klasifikasi tanaman melinjo (Gnetum gnetum L.) menurut Cadiz and Florido 

(2001) adalah 

Kingdom : Plantae 

Divisi      : Gnetophyta 

Subdivisi : Gnetophytina 

Kelas  : Gnetopsida 

Subkelas : Gnetidae 

Ordo   : Gnetales 

Famili  : Gnetaceae 

Subfamili : Gnetidae 

 Genus   : Gnetum 

Spesies  : Gnetum gnemon L. 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2.8 Buah Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

Sumber : Cadiz and Florido (2001) 

  

Menurut National Tropical Botanical Garden (2015), Melinjo (Gnetum 

gnemon  L.) berasal dari Asia tenggara dan pulau-pulau di Pasifik Barat termasuk 

Fiji, Indonesia, Malaysia, Papua Nugini, Filipina, dan Vanuatu. 

Melinjo merupakan salah satu spesies tumbuhan famili Gnetaceae yang 

banyak tumbuh di beberapa daerah di Indonesia. Penelitian yang telah dilakukan 

sebelumnya menunjukkan bahwa biji melinjo (Gnetum gnemon L.) memiliki 

kandungan antioksidan yang tinggi, 9-11% dalam setiap biji melinjo. Protein 
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utamanya efektif untuk mengikat radikal bebas penyebab berbagai macam penyakit 

seperti hipertensi, kolesterol tinggi, penyempitan pembuluh darah, penuaan dini, dan 

lain-lain (Siswoyo et al., 2012). Melinjo juga memiliki kandungan fenolik yang tinggi 

pada biji sekitar 9,91 mg GAE/g ekstrak, sedangkan kandungan flavonoid tertinggi 

terdapat pada bagian daun sekitar 3,14 mg QE/g ekstrak (Siswoyo et al., 2012). 

Melinjo memiliki banyak kandungan gizi yang bermanfaat bagi tubuh. 

Kandungan gizi melinjo dapat dilihat pada Tabel 2.1. 

 

Tabel 2.3 Kandungan Gizi Melinjo 

Kandungan 

Unsur Gizi 
Daun Melinjo Biji Melinjo Tangkil 

Kalori (kal) 99 345 66 

Protein (g) 5,0 12,0 5,0 

Lemak (g) 1,3 1,5 1,7 

Karbohidrat (g) 21,3 71,5 13,3 

Air (g) 70,8 13,0 80,0 

Vitamin A (SI) 10.000,00 0 1.000,00 

Kalsium 219 100 163 

Sumber: Direktorat Gizi Departemen Kesehatan RI (1996).  

 

2.5 Antioksidan  

 Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, memperlambat, dan 

mencegah terjadinya oksidasi makromolekul, seperti lipid, protein, karbohidrat, dan 

DNA (Prangdimurti, 2007; Henenburg et al., 2006) 

Antioksidan mempunyai struktur molekul yang dapat memberikan 

elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa terganggu fungsinya dan dapat 

memutus reaksi berantai dari radikal bebas (Kumalaningsih, 2006).  

 Penggunaan  senyawa antioksidan semakin meluas seiring dengan semakin 

besarnya pemahaman masyarakat tentang peranannya dalam menghambat penyakit 
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degeneratif seperti penyakit jantung, arteriosklerosis, kanker, serta  gejala penuaan. 

Penggunaan senyawa antioksidan ini berkaitan dengan kemampuan antioksidan untuk 

bekerja sebagai inhibitor (penghambat) reaksi oksidasi oleh radikal bebas reaktif yang 

menjadi salah satu pencetus penyakit-penyakit di atas (Tahir et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.9 Mekanisme Donor Elektron oleh Antioksidan (Ming et al., 2010) 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

Gambar 2.10 Oksidasi glutation yang mengandung gugus sulfhidril 
 

2.6 Protein 

Protein merupakan polipeptida berbobot molekul tinggi yang tersusun atas 

beberapa asam amino yang bergabung membentuk ikatan peptida (-CONH-). 
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Pemisah antara polipeptida besar dan kecil biasanya berada di antara BM (berat 

molekul) 8000 dan 10.000. Semua asam amino (kecuali prolin) mempunyai struktur 

dasar yang sama, yaitu terdiri dari gugus karboksilat (-COOH), gugus amino (-NH2), 

gugus R sebagai gugus fungsional (side chain) yang menentukan sifat kimiawi 

protein (Jain, 2005). Struktur umum protein dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.11 Struktur umum protein (Kaiser,1997) 

 

Hidrolisis protein adalah proses pecahnya atau terputusnya ikatan peptida dari 

protein menjadi molekul yang lebih sederhana. Hidrolisis ikatan peptida akan 

menyebabkan beberapa perubahan pada protein, yaitu meningkatkan kelarutan karena 

bertambahnya kandungan NH3
+  dan COO- dan berkurangnya berat molekul protein 

atau polipeptida serta rusaknya struktur globular protein (Nielsen, 2010). Proses 

hidrolisis diharapkan memutus ikatan polipeptida dari protein menjadi peptida-

peptida sehingga afinitas protein tersebut meningkat.  
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Menurut Sediaoetama (2000) ada tiga cara yang dapat ditempuh untuk 

menghidrolisis protein, yaitu hidrolisis menggunakan asam, basa dan enzim. 

 

2.6.1 Hidrolisis Asam 

Hidrolisis dengan menggunakan asam kuat anorganik, seperti HCl atau 

H2SO4  pekat dan dipanaskan pada suhu mendidih, dapat dilakukan dengan tekanan di 

atas satu atmosfer, selama beberapa jam. Menurut Girindra (2000), akibat samping 

yang terjadi dengan hidrolisis asam ialah rusaknya beberapa asam amino (triptofan, 

serin, dan treonin). 

 

2.6.2 Hidrolisis Basa 

Hidrolisis protein menggunakan basa merupakan proses pemecahan 

polipeptida dengan menggunakan basa atau alkali kuat, seperti NaOH dan KOH pada 

suhu tinggi, selama beberapa jam, dengan tekanan di atas satu atmosfer. Menurut 

Girindra (2000), serin dan treonin dapat rusak karena basa. 

 

2.6.3 Hidrolisis Enzimatik 

Hidrolisis enzimatik dilakukan dengan menggunakan enzim. Dapat digunakan 

satu jenis enzim saja, atau beberapa jenis enzim yang berbeda. Pada penambahan 

enzim perlu dilakukan pengaturan kondisi pH dan suhu optimal. Dibandingkan 

dengan hidrolisis secara kimia (menggunakan asam atau basa), hidrolisis enzimatik 

lebih menguntungkan karena tidak mengakibatkan kerusakan asam amino dan asam-

asam amino bebas serta peptida dengan rantai pendek yang dihasilkan lebih 

bervariasi, reaksi dapat dipercepat kira-kira 1012 sampai 1020, tingkat kehilangan asam 

amino esensial lebih rendah, biaya produksi relatif lebih murah dan menghasilkan 

komposisi asam amino tertentu terutama peptida rantai pendek (dipeptida dan 

tripeptida) yang mudah diabsorbsi oleh tubuh. Menurut Reed (2000), enzim 

proteolitik atau enzim protease adalah enzim yang dapat memecah molekul-molekul 

protein dengan cara menghidrolisis ikatan peptida menjadi senyawa-senyawa yang 
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lebih sederhana seperti proteosa, pepton, polipeptida, dipeptida, dan sejumlah asam-

asam amino 

Protein dengan berat molekul yang rendah dapat diperoleh dengan 

menghidrolisis protein secara enzimatik (Zhidong et al., 2013). Selain itu juga 

memiliki struktur sekunder yang lebih sedikit dari pada sebelum dihidrolisis, 

sehingga dapat memperbaiki fungsinya seperti meningkatnya kelarutan mendekati 

titik isoelektrik (Kong et al., 2007), meningkatkan ketahanan terhadap panas (Molina 

Ortiz dan Wagner, 2002), emulsifikasi (Xiong et al., 2008), dan meningkatkan 

pemutusan (Molina Ortiz dan Wagner, 2002), kemampuan tersebut menjadikan 

produk hidrolisis menguntungkan dalam aplikasi berbagai produk makanan 

(Muhamyankaka et al., 2013). Hidrolisis protein menggunakan enzim proteolitik 

seperti alcalase, flavorzyme, protamex, dan neutrase yang memiliki perbedaan 

karakteristik pada produk hasil hidrolisisnya (Mc Carthy et al., 2013; You et al., 

2009; Muhamyankaka et al. 2013).  

Alcalase adalah enzim alkaline yang diproduksi dari Bacillus lincheniform, 

menurut Adler-Nissen (1986) protein yang dihidrolisis dengan alcalase memiliki 

perolehan protein yang paling tinggi (Hoo dan Babji, 2011). Parameter untuk 

memonitoring reaksi hidrolisis menggunakan derajat hidrolisis (DH), merupakan 

parameter untuk mengetahui berapa persen ikatan peptida yang dipotong: 

DH = h/htot x 100% 

dimana htot merupakan jumlah total ikatan peptida per ekuivalen protein, dan h adalah 

jumlah ikatan hidrolisis, htot tergantung pada komposisi asam amino sebelum 

dihidolisis (Nielsen, 2010). 

Metode yang digunakan untuk memonitong DH selama hidrolisis protein 

yaitu trinitro-benzene-sulfonic acid (TNBS) (Nielsen, 2010). Metode TNBS 

didasarkan pada reaksi primer asam amino dengan reagen TNBS membentuk 

kromofor yang kemudian dilihat absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-

Vis (Adler-Nissen, 1979). Reaksi reagen TNBS dengan asam amino ditunjukkan pada 

Gambar 2.3. 
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Gambar 2.12 Reaksi reagen TNBS dengan asam amino (Adler-Nissen, 1979) 

 

2.7 Analisis Kuantitatif Protein 

Metode yang sering digunakan untuk menentukan kadar protein yang didapat 

yaitu dengan metode Bradford. Metode Bradford merupakan suatu metode dalam 

penentuan kadar protein suatu bahan yang prinsip kerjanya didasarkan pada 

pengikatan secara langsung zat warna Coomasie Brilliant Blue G250 (CBBG) oleh 

protein yang mengandung residu asam amino dengan rantai samping aromatik 

(tirosin, triptofan, dan fenilalanin) atau bersifat basa (arginin, histidine, dan leusin). 

Reagen CBBG bebas berwarna merah kecoklatan (λmaks 465 nm), sedangkan dalam 

suasana basa reagen CBBG akan berbentuk anion yang akan mengikat protein 

membentuk warna biru (λmaks 595 nm). Jumlah CBBG yang terikat pada protein 

proporsional dengan muatan positif yang ditemukan pada protein (Stoscheck, 1990). 

Metode Bradford banyak digunakan karena cara pewarnaannya yang praktis 

dan memiliki nilai sensitivitas tinggi. Metode ini dapat mendeteksi sampel yang 

mengandung protein kurang dari 0,01 mg/mL. Selain itu metode Bradford lebih cepat 

dan akurat, melibatkan langkah-langkah pencampuran yang lebih sedikit, tidak 

memerlukan pemanasan, dan memberikan respon kolorimetri lebih stabil 

dibandingkan dengan metode lain (John, 2009). Namun, respon reagen 

Bradford rentan terhadap pengaruh nonprotein, khususnya detergen. Respon Bradford 

juga bervariasi tergantung dari komposisi protein, sehingga dibutuhkan protein solusi 

standar (Neide et al. 2003) 
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2.8 Penentuan Aktivitas Antioksidan secara in Vitro 

2.8.1 Uji peredaman Radikal ABTS 

Metode ABTS menggunakan senyawa 2.2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-

6-sulfonic acid) sebagai sumber penghasil radikal bebas. Metode ini menggunakan 

prinsip inhibisi, yaitu sampel ditambahkan pada sistem penghasil radikal bebas dan 

pengaruh inhibisi terhadap efek radikal bebas diukur untuk menentukan total 

kapasitas antioksidan dari sampel (Wang et al., 2009).  

ABTS dihasilkan dari medium etanol yang merupakan oksidator kuat 

biokatalis, yang dapat dipergunakan dalam media non-aqua, sehingga metode ABTS 

dapat menentukan aktivitas antioksidan dari kompleks sampel hidrofilik (media 

buffer) dan lipofilik (media organik) (Arnao, 2000). Metode ABTS membutuhkan 

waktu reaksi yang lebih sedikit, lebih stabil dalam buffer, lebih sensitif, dan dapat 

diamati dalam rentang pH luas yang mempunyai absorbansi spesifik pada panjang 

gelombang region visible (Arnao, 2000 dalam Cano, 2007). Nilai absorbansi larutan 

kontrol dan sampel diukur dalam panjang gelombang λ 734 nm (Re et al, 2013). 

Besarnya kemampuan peredaman ABTS radikal dinyatakan sebagai persen 

scavenging. Semakin besar nilai persen scavenging suatu senyawa/fraksi 

menunjukkan besarnya kemampuan senyawa tersebut dalam menangkap suatu radikal 

bebas. Pengukuran IC50 dilakukan dengan algoritma regresi nonlinear dari besar 

persen scavenging, dimana nilai IC50 menunjukkan besar konsentrasi yang 

dibutuhkan untuk menghambat radikal bebas sebanyak 50%. 

Persen Inhibisi =  

Dimana Acontrol merupakan besar absorbansi tanpa sampel dan Asampel merupakan besar 

absorbansi sampel dengan konsentrasi tertentu. 

 

2.8.2 Uji Peredaman Radikal Hidroksil  

Diantara spesies oksigen reaktif, radikal hidroksil adalah yang paling reaktif 

dan menyebabkan kerusakan berat pada biomolekul (Gutteridge, 1984 dalam 
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Halliwell, 2002; Kumar et al, 2013). Pada penelitian ini, aktivitas peredaman radikal 

hidroksil menggunakan reagen Fenton sebagai penghasil radikal hidroksil dan gula 

deoksiribosa sebagai model makromolekul yang didegradasi. Radikal hidroksil 

dihasilkan melalui reaksi antara komplek Fe-EDTA dengan H2O2 dengan keberadaan 

asam askorbat (reaksi fenton). Radikal hidroksil akan mendegradasi deoksiribosa 

membentuk produk (fragmen-fragmen). Produk degradasi deoksiribosa oleh radikal 

hidroksil dapat dilihat dengan spektrofotometer visibel karena produk senyawa yang 

dihasilkan dari reaksi degradasi deoksiribosa dapat bereaksi dengan asam 

tiobarbiturat dalam suasana asam dengan bantuan pemanasan dan menghasilkan suatu 

produk berwarna merah muda yang dapat diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang maksimum λ 532 nm (Halliwell et al., 1987). 

 Fe2+-EDTA + H2O2   OH- + OH• + Fe3+ -EDTA 

 OH• + Deoksiribosa  Fragmen  MDA 

 TBA + MDA   Kromogen (Halliwell et al, 1987) 

Suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas sebagai antioksidan apabila 

senyawa tersebut dapat memperlambat atau menghambat proses oksidasi senyawa 

lain (Mc Bridgeand dan Kraemer, 1999). Pengujian aktivitas antioksidan dari ekstrak 

biji melinjo dimaksudkan untuk mengetahui seberapa besar konsentrasi yang 

dibutuhkan untuk menangkap suatu radikal bebas sehingga efek negatif dari radikal 

bebas tersebut dapat dikurangi. 

Besarnya kemampuan peredaman radikal hidroksil dinyatakan sebagai persen 

scavenging. Semakin besar nilai persen scavenging suatu senyawa/fraksi 

menunjukkan besarnya kemampuan senyawa tersebut dalam menangkap suatu radikal 

bebas. Pengukuran IC50 dilakukan dengan algoritma regresi nonlinear dari besar 

persen scavenging, dimana nilai IC50 menunjukkan besar konsentrasi yang 

dibutuhkan untuk menghambat radikal bebas sebanyak 50% (Harnita, 2007) 

panas 
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Persen Inhibisi =  

Dimana Acontrol merupakan besar absorbansi tanpa sampel dan Asampel merupakan besar 

absorbansi sampel dengan konsentrasi tertentu 

 

2.9 Elektroforesis 

 Elektroforesis gel polyacrylamide merupakan metode paling umum untuk 

memisahkan protein berdasarkan migrasi berat molekulnya dengan menggunakan 

discontinuous polyacrylamide gel sebagai medium penyangga dan sodium dodecyl 

sulphate (SDS) untuk mendenaturasi protein. Metode ini disebut Sodium Dedocyl 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). 

 Sodium dodecyl sulphate (SDS) adalah deterjen anionik yang memiliki muatan 

negatif dalam range pH yang luas. Suatu rantai polipetida dapat berikatan dengan 

SDS sesuai dengan ukuran molekul (molecular mass). Protein yang terdenaturasi 

sempurna akan mengikat SDS dalam jumlah yang setara dengan berat molekul 

protein tersebut (Dunn, 1989). Denaturasi protein dilakukan dengan merebus sampel 

dalam buffer yang mengandung β-mercaptoethanol (berfungsi untuk mereduksi 

ikatan disulphide), gliserol, dan SDS (Wilson dan Walker, 2000). Muatan asli protein 

akan digantikan oleh muatan negative dari anion yang terikat kompleks protein-SDS 

memiliki ratio muatan per berat molekul yang konstan (Hames, 1987) Muatan negatif 

SDS akan menghancurkan sebagian besar struktur kompleks protein dan akan tertarik 

kearah anoda (positively-charged electrode) bila ditempatkan dalam suatu medan 

elektrik. 

 Pewarna Commassie Brilliant Blue yang dapat terionisasi memberikan warna 

pada sampel protein yang diinjeksi dalam sumur gel, yang terlihat seperti pita-pita. 

Berat molekul protein dapat diketahui dengan membandingkan Rf protein dengan 

standar yang berat molekulnya telah diketahui (Wilson dan Walker, 2000). Arah 

elektroforesis dari atas ke bawah, dimana protein dengan berat molekul kecil 
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bergerak cepat dalam gel, sedangkan protein dengan berat molekul besar tinggal di 

atas, berdekatan dengan titik aplikasi campuran (Stryer, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.13 Elektroforesis gel poliakrilamida (Sattayasai, 2012) 

 

Elektroforesis merupakan teknik untuk memisahkan sampel berdasarkan atas 

ukuran (berat molekul) dan struktur fisik molekulnya. Prinsip dasar elektroforesis 

adalah proses migrasi molekul bermuatan di dalam suatu media bermuatan listrik, 

kecepatan migrasinya tergantung kepada muatan, ukuran dan bentuk setiap molekul 

yang terlibat, dimana molekul yang berukuran lebih kecil akan bermigrasi lebih cebat 

dibandingkan dengan molekul berukuran besar. Elektroforesis secara umum 

digunakan untuk analisis kualitatif protein dan DNA (Khairul, 2009). 

Elektroforesis gel agarose adalah metode pemisahan molekul DNA yang 

didasarkan pada pergerakan molekul bermuatan dalam media penyangga matriks 

stabil di bawah pengaruh medan listrik dalam media gel agarose. Elektroforesis gel 

agarose digunakan untuk memisahkan fragmen DNA dan menentukan urutan DNA 

(sekuensing) yang berukuran lebih besar dari 100 pb dan dijalankan secara horizontal. 

Lokasi fragmen DNA yang terbentuk seperti pita-pita pada elektroforesis dapat 

diamati secara spesifik dengan menggunakan pewarna. Pewarna yang digunakan 

adalah etidium bromide yang dapat menyisip di antara basa-basa pada DNA.  

Menurut Susanto (2102), laju migrasi DNA ditentukan oleh konformasi 

molekulnya, dari yang paling cepat yaitu Super Coiled/Covalently Closed Circular 
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(CCC), Open Circular (OC), dan linier. Plasmid DNA dengan restriksi enzim 

mengurangi pembentukan bagian linear serta memperjelas formasi bagian 

supercoiled dan open circular. Laju migrasi DNA dalam medan listrik berbanding 

terbalik dengan massa DNA. Migrasi DNA terutama ditentukan oleh ukuran panjang 

dan bentuk DNA. Fragmen DNA yang berukuran kecil akan bermigrasi lebih cepat 

dibanding yang berukuran besar, sehingga elektroforesis mampu memisahkan 

fragmen DNA berdasarkan ukuran panjangnya.  

Proteksi terhadap kerusakan DNA dianalisis melalui elektroforesis gel 

agarose 1%. Proteksi terhadap kerusakan DNA dianalisis dengan pencegahan 

perubahan morfologi SC (super coiled) plasmid DNA menjadi OC (open circular) 

plasmid DNA yang diinisiasi ROS dari reagen fenton (Siswoyo et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.14 Skema Elektroforesis Gel Agarose (SCL, 2009) 
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2.10 Kerangka Konseptual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.15 Kerangka konseptual penelitian  

Keterangan: 

   : Permasalahan 

   : Variabel yang diteliti 

   : Supresi 

 

Penelitian ini berfokus kepada radikal hidroksil (OH•) karena diketahui 

bahwa radikal hidroksil merupakan spesies oksigen reaktif paling poten dan menjadi 

inisiator reaksi berantai dalam DNA yang menyebabkan pemutusan ikatan hidrogen 

pada DNA sehingga menyebabkan kerusakan DNA. 

 

2.11 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan beberapa teori dan tinjauan pustaka, hipotesis yang diajukan pada 

penelitian ini adalah: 

Protein terhidrolisis biji melijo (Gnetum gnemon L.) memiliki kemampuan 

proteksi terhadap kerusakan DNA. 

 

 

OH• 

Radikal bebas 

Kerusakan DNA 

Protein Biji Melinjo 

(Gnetum gnemon L.) Antioksidan 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian  

 Penelitian ini adalah penelitian ekperimental yang bertujuan untuk 

mengetahui suatu gejala atau pengaruh yang timbul sebagai akibat dari adanya 

perlakuan tertentu. Jenis penelitian eksperimental yang digunakan adalah True 

Experimental Laboratories (Notoadmojo, 2005). 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

Secara skematis rancangan penelitian dapat digambarkan sebagai berikut. 

 

Gambar 3.1 Skema Rancangan Penelitian 

 

Keterangan : 

S  : Sampel biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

PK  : Protein kasar biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

PI  : Protein isolat biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

PH  : Protein hidrolisis biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

ABTS  : Pengujian aktivitas peredaman radikal ABTS (2.2’-azino-bis (3- 

    ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
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3.3 Sampel Penelitian 

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah biji melinjo (Gnetum 

gnemon L.) yang sudah masak secara fisiologis, ditandai dengan warna kulit luar 

merah tua. Biji melinjo tersebut diperoleh petani di daerah Jember, Jawa Timur.  

 

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini seluruhnya dilakukan di Laboratorium Center for Development 

of Advance Science and Technology (CDAST) Universitas Jember. Waktu Penelitian 

pada bulan Desember 2014 – Februari 2015. 

 

3.5 Alat dan Bahan 

 3.5.1 Alat 

 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah inkubator (Carbolite), 

microplate reader (spektrofotometer Hitachi tipe U-2900 UV-Vis), sentrifuse (Tomy 

MRX-150 dan Hitachi CR21GIII), gel electrophoresis, Gel Doc UV transluminator, 

dry block heater, microplate, tabung reaksi, siringe Hamilton dan alat pendukung 

penelitian lainnya 

 3.5.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Biji Melinjo, 

aquadest, Buffer fosfat, HCl, NaOH, TNBS (trinitro-benzene-sulfonic acid), reagen 

Bradfod, EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acid), FeCl3, H2O2, deoxyribose, Asam 

Ascorbat, TBA (Tiobarbituric acid), TCA (Trichlorasetic acid), alcalase, plasmid 

DNA pBluescript, media cair Luna Bertani, antibiotik amphicillin, ddH2O, agarose 

gel, ABTS (2.2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), potassium per 

sulfate, fosfat buffer salin, Kit Gene All SV Coloum type T, dan bahan pendukung 

lainnya. 
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3.6 Variabel Penelitian 

3.6.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi sampel uji (protein 

kasar (Gg-PK), protein isolat (Gg-PI), dan protein terhidrolisis (Gg-PH) biji melinjo 

(Gnetum gnemon L.)). 

 

3.6.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah hasil persen (%) peredaman 

radikal bebas, serta pita SC (supercoiled) dan OC (opencircular) pada elektroforesis 

gel agarose 1% terhadap sampel uji. 

 

3.6.3 Variabel Kendali 

Variabel kendali dalam penelitian ini adalah waktu inkubasi, suhu dan waktu 

sterilisasi, cara transluminasi gel, cara ekstraksi sampel, dan prosedur kerja penelitian 

 

3.7 Definisi Operasional 

1. Sampel biji melinjo (Gnetum gnemon L.) adalah sampel yang sudah masak 

secara fisiologis, ditandai dengan warna kulit luar merah tua. 

2. Protein kasar (Gg-PK) adalah ekstrak protein kasar yang diperoleh dari biji 

melinjo (Gnetum gnemon L.) yang telah dihaluskan yang kemudian 

dipisahkan antara pelet dan supernatan. Pengujian ini menggunakan protein 

kasar dari supernatan. 

3. Protein isolat (Gg-PI) adalah protein yang diperoleh dari ekstraksi biji melinjo 

(Gnetum gnemon L.) yang kemudian dilakukan pengisolasian protein dengan 

metode isoelectric precipitation (pembuatan ekstrak biji melinjo dan isolasi 

protein dapat dilihat di 3.8.1 dan 3.8.2). 

4. Protein terhidrolisis (Gg-PH) adalah protein yang diperoleh dari ekstraksi biji 

melinjo (Gnetum gnemon L.) yang dihaluskan dan dilarutkan dengan aquadest 

(perbandingan 1:3), yang kemudian melalui proses pencernaan oleh alcalase 
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dan dilakukan pengisolasian protein. Tujuan dari proses ini adalah untuk 

menghasilkan protein dengan berat molekul yang lebih kecil. 

5. Uji peredaman radikal hidroksil adalah uji peredaman radikal bebas yang 

menggunakan reagen Fenton sebagai penghasil radikal hidroksil dan gula 

deoksiribosa sebagai model makromolekul yang didegradasi. Penghitungan 

besar absorbansi dari hasil reaksi menggunakan spektrofotometer pada λ 532 

nm. 

6. Uji peredaman radikal ABTS adalah uji peredaman radikal dengan 

menggunakan senyawa 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 

sebagai sumber penghasil radikal bebas. Metode ini menggunakan prinsip 

inhibisi, yaitu sampel ditambahkan pada sistem penghasil radikal bebas dan 

pengaruh inhibisi terhadap efek radikal bebas diukur untuk menentukan total 

kapasitas antioksidan dari sampel. Penghitungan besar absorbansi dari hasil 

reaksi menggunakan spektrofotometer pada λ 732 nm. 

7. Elektroforesis gel agarose 1% adalah metode pemisahan molekul DNA yang 

didasarkan pada pergerakan molekul bermuatan dalam media penyangga 

matriks stabil di bawah pengaruh medan listrik dalam media gel agarose. 

Kerusakan DNA diindikasikan dengan konversi SC (super coiled) plasmid 

DNA menjadi OC (open circular) plasmid DNA 

 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Ekstraksi Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

 Bahan baku yang digunakan adalah 25 gram biji melinjo masak secara 

fisiologis ditandai dengan kulit luar berwarna merah penuh. Kulit biji melinjo 

dibuang dan biji dihilangkan lapisan kedua secara manual. Biji lapisan ketiga digerus 

menjadi serbuk dengan menggunakan mortar dan pasir quarsa untuk mempermudah 

pengekstrakan kemudian disaring menggunakan penyaring dan dilarutakan dalam 75 

ml aquadest (perbandingan 1:3). Selanjutnya, larutan tersebut  dimasukkan ke dalam 

tube dan disentrifus  selama  10  menit  dengan  kecepatan  10.000  rpm pada suhu 15 
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ºC. Supernatan yang dihasilkan dari proses ini disebut sebagai protein kasar biji 

melinjo (Gg-PK). 

 

3.8.2 Isolasi Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

Pengisolasian protein menggunakan metode isoelektric precipitation. 

Supernatan hasil sentrifugasi dari proses ekstraksi biji melinjo (Gnetum gnemon L.) 

diatur diatur pHnya menjadi 4 dengan menambahkan 1 M HCl. Pada pH ini sebagian 

besar protein akan mengendap di titik isoelektriknya. Kemudian suspensi dibiarkan 

selama 30 menit untuk memungkinkan protein dapat terendapkan secara sempurna. 

Larutan disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada suhu 15ºC 

untuk memisahkan protein berupa endapan dan cairan sisa yang mengandung bahan-

bahan terlarut seperti gula, mineral, dan sebagainya. Endapan protein dilarutkan 

dengan air distilat dan diatur pHnya sampai 8 dengan menggunakan 1 N NaOH. Hasil 

dari isolasi protein ini disebut sebagai protein isolat biji melinjo (Gg-PI). 

 

3.8.3 Ekstraksi Protein Terhidrolisis Biji Melinjo 

Pengkondisian protein terhidrolisis biji melinjo dilakukan setelah menjalani 

proses ekstraksi dan pengujian kadar protein Bradford. Protein isolat biji melinjo 

ditambahkan alcalase 20µl 10 kali pengenceran. Setelah itu di inkubasi 50ºC selama 

10 jam. Kemudian dipanaskan kembali selama 10 menit pada suhu 95ºC. Setelah itu 

hasilnya disentrifuse 10000 rpm selama 10 menit dalam suhu 15ºC. Bagian 

supernatan yang kemudian akan dianalisis sebagai protein terhidrolisis biji melinjo 

(Gg-PH)  

 

3.8.4 Penentuan Total Protein Terlarut 

 Kandungan protein diukur dengan metode Bradford (1970) dalam Deutcher 

(1990). Sampel sebanyak (5 µl) ditambahkan dengan 45 µl aquadest dan ditambah 

dengan 950 µl larutan Bradford, kemudian absorban diukur pada panjang gelombang 
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λ 595 nm. Hasil yang didapat dibandingkan dengan Standar Bovine Serum Albumin 

(BSA) untuk mengetahui kandungan protein terlarut. 

 

3.8.5 Pengukuran Derajat Hidrolisis  

Derajat hidrolisis ditentukan dengan menggunakan TNBS (trinitro-benzene-

sulfonic acid) (Adler-Nissen, 1979). Sampel 0,25 mL dicampur dengan 2 mL 0,2 M 

buffer fosfat (pH 8) dan 2 mL 0,1% TNBS, kemudian diinkubasi selama 60 menit 

pada 50oC. Reaksi dihentikan dengan penambahan 4 mL 0,1M HCl, dan dibaca 

absorbansinya pada λ 420 nm. Larutan 1,5 mM L-leucine digunakan sebagai standart. 

Persentasi derajat hidrolisis (DH) ditentukan dengan persamaan : DH = h/htot x 100%; 

dimana h adalah jumlah ikatan peptida yang dihidrolisis dan htot adalah jumlah total 

ikatan peptida per ekuivalen protein. 

 

3.8.6 Uji Peredaman Radikal ABTS  

Uji reredaman radikal ABTS sesuai dengan metode yang dideskribsikan oleh 

You et al (2002). Reagen ABTS (2.2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 

acid)) dipersiapkan dengan mencampurkan 7 mM ABTS dan 2,45 mM potassium per 

sulfate dengan jumlah sebanding yang kemudian diinkubasikan selama 12-16 jam di 

tempat gelap pada suhu ruang. Sebelum memulai pengujian, reagen ABTS dilarutkan 

dengan 0,2 M PBS (phosphate buffer saline) pH 7,4 hingga besar absorbansi 0,70 ± 

0,02 pada λ 734 nm. Sampel untuk uji peredaman ABTS radikal dengan konsentrasi 

yang berbeda, yaitu 2 µg/mL, 4 µg/mL, 6 µg/mL, 8 µg/mL, dan 10 µg/mL. Untuk 

kontrol blanko dibuat dengan cara yang sama tanpa penambahan sampel. Campuran 

sampel dan reagen ABTS dihomogenisasi dengan vortex selama 30 detik dan 

diinkubasi pada ruang gelap selama 6 menit. Uji peredaman ABTS radikal 

denyatakan sebagai persen (%) penghambatan terhadap radikal ABTS. Persen 

penghitungan dihitung sesuai rumus 
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Persen Inhibisi =  

Dimana Acontrol merupakan nilai absorbansi tanpa penambahan sampel (standar) dan 

Asampel adalah nilai absrobansi dengan penambahan sampel. Pengukuran IC50 

dilakukan dengan algoritma regresi nonlinear dari besar persen scavenging. 

 

3.8.7 Pengujian Peredaman Radikal Hidroksil (Hydroxyl Radical Scavenging 

Activity) 

Pengujian peredaman radikal hidroksil (Hydroxyl radical scavenging activity) 

sesuai dengan metode Halliwel dan Gutteridge (1987) dalam Kumar et al., 2013 

dengan perubahan. Pada tabung reaksi tertutup, masukkan 36 µL 10 mM deoksiribosa 

dan 100 µL sampel protein dengan konsentrasi 0,5 µg/mL, 1 µg/mL, 2 µg/mL, 4 

µg/mL, 6 µg/mL, 8 µg/mL, dan 10 µg/mL. kemudian pada masing-masing tabung 

tambahkan FeCl3 1 µL 10 mM, EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acid) 10 µL 1 mM, 

H2O2 10 µL 10 mM, buffer fosfat 33 µL 50 mM pH 7,4; dan asam 10 µL 0,1 mM 

sehingga total volume akhir 200 µL. Inkubasi pada suhu 37ºC selama 1 jam. 

Tambahkan 25 µL TCA (trichloroasetic acid) 10% dan 25 µL TBA (thiobarbituric 

acid) untuk memunculkan warna kromogen pink. Tabung reaksi berisi sampel 

kemudian dipanaskan pada 80ºC selama 30 menit. Kemudian didinginkan dan dibaca 

absorbansinya pada panjang gelombang λ 532 nm. Untuk kontrol dibuat dengan cara 

yang sama tanpa penambahan sampel. Faktor koreksi dibuat dengan cara yang sama 

tanpa penambahan TBA. Aktivitas peredaman hidroksil radikal (OH•) denyatakan 

sebagai persen (%) penghambatan terhadap radikal hidroksil dan IC50 (µg/ml). Persen 

penghitungan dihitung sesuai rumus 

Persen Inhibisi =  

Dimana Acontrol merupakan nilai absorbansi tanpa penambahan sampel (standar) dan 

Asampel adalah nilai absrobansi dengan penambahan sampel. Pengukuran IC50 

dilakukan dengan algoritma regresi nonlinear dari besar persen scavenging. 
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3.8.8 Analisis Pola Pita Protein dengan Elektroforesis SDS-PAGE 

Analisis pola pita protein menggunakan 15% SDS-PAGE (Sodium Dedocyl 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) sesuai dengan metode Laemmli (1970). 

Separating gel 15% dituang ke dalam plate pembentuk gel sampai batas yang 

terdapat pada plate. Aquadest ditambahkan di atas larutan gel dalam plate agar 

permukaan gel tidak bergelombang. Setelah gel memadat, aquadest yang menutupi 

separating gel dibuang, kemudian stacking gel dituang diatas separating gel, comb 

dimasukkan untuk membuat sumuran sampel. Plate yang sudah berisi gel 

dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis. Running buffer dituang sampai bagian 

atas dan bawah gel terendam 

 Sampel buffer ditambahkan ke dalam sampel protein (perbandingan 1 : 1) 

dalam tabung eppendorf  kemudian dipanaskan pada suhu 95oC selama 3 menit.. 

Sampel dengan kandungan protein 40,7 µg dimasukkan ke dalam sumur gel 

menggunakan siringe Hamilton, kemudian dirunning pada arus konstan 20 mA 

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 pada kecepatan 36 rpm selama 24 jam. 

Setelah itu, larutan staining dituang kembali pada wadahnya kemudian dicuci dengan 

aquadest. Gel direndam dalam larutan destaining dengan kecepatan 36 rpm selama 3 

jam atau sampai pita protein terlihat jelas. Berat molekul protein dapat diketahui 

dengan membandingkan antara pola protein sampel dengan marker protein yang telah 

diketahui berat molekulnya.  

 

3.8.9 Kultur dan isolasi plasmid DNA 

Plasmid DNA yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah plasmid DNA 

pBluescript. Dalam 2 ml media LB cair di tabung kultur tertutup yang telah 

disterilkan dengan autoclave, masukkan 2 µl amphicillin sebagai antibiotik untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri lain dan 10 µl plasmid DNA pBluescript. Inkubasi 

16-21 jam dalam shaking inkubator dalam suhu ruang. Kemudian plasmid DNA 
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diisolasi dengan kit Plasmid Quick Method EzClearTM GeneAll dan pengukuran 

konsentrasi DNA dilakukan dengan nanodrop Nano Vue. 

 

3.8.10 Proteksi terhadap Kerusakan DNA melalui Elektroforesis Gel Agarose 1% 

Elektroforesis gel agarose 1% untuk mengetahui efek proteksi ekstrak protein 

biji melinjo (Gnetum genmon L.) terhadap kerusakan DNA yang diinduksi hidroksil 

radikal dari reaksi fenton sesuai dengan metode yang dideskripsikan oleh Arnao 

(2000). Pada tabung ependrop, masukkan 0,5 µg plasmid DNA pBluescript dengan 

campuran larutan 30 mM H2O2, 50µM asam ascorbat, dan 80 µl FeCl3. Tambahkan 

15 µg sampel ekstrak protein dan tambahkan deinonized aquadest steril sampai 

volume akhir 20 µl. Kontrol (+) merupakan plasmid DNA murni tanpa tambahan 

reaksi fenton. Plasmid dan fenton reaction juga ditambahkan sebagai pembanding 

berdasarkan waktu 5 menit, 10 menit, dan 15 menit. Semua sampel kemudian 

diinkubasikan selama 30 menit pada 37ºC. Preparasi sampel sebelum dirunningkan 

dalam sumur gel agarose 1% dilakukan dengan menambahkan loading buffer dengan 

perbandingan 1 : 4. Jumlah maksimal sampel yang dapat dimasukkan dalam setiap 

sumur gel adalah 10 µl. Gel agarose dengan pewarnaan etidium bromide 

dirunningkan dalam buffer TBE dengan tegangan 50V selama ± 60 menit sampai 

terbentuk pita. Setelah elektroforesis selesai, pengamatan pita dilakukan dengan 

trasluminasi UV Gel Doc untuk mendeteksi bagian SC (super coiled)/ CCC 

(covalenty closed circular) plasmid DNA, OC (open circular) plasmid DNA, dan 

Linear plasmid DNA. 

 

3.9 Analisis Data 

Analisis data regresi linear menggunakan Microsoft Excel 2013 untuk 

menentukan nilai IC50 dari masing-masing tahapan pemurnian protein. Analisis 

statistik menggunakan uji normalitas dengan p > 0,05 selanjutnya dilakukan uji 

korelasi sederhana bivariat untuk mengetahui hubungan antara variabel bebas dan 

variabel terikat. Setelah itu dilakukan uji homogenitas untuk mengetahui apakah 
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sampel yang diambil variannya sama. Jika populasi terdistribusi normal dan homogen 

dilakukan uji statistik one way ANOVA untuk membandingkan antar perlakuan. 
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3.10   Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 Diekstraksi dengan Aquadest  3 ml untuk 

setial 1 gram berat biji (1:3) 

 Disentrifugasi 10.000 rpm, 10 menit, 15oC 

 

 Dihidrolisis 

dengan 

Alcalase, 

50oC, 6 jam 

 Dipanaskan 

90oC, 10 

menit 

 Disentrifugasi 

5.000 rpm, 10 

menit, 15oC 

 

 Diresuspensi 

dengan Aquadest 

 Diatur pH 8 (1 M 

NaOH) 

 Diatur pH 4 

(1 M HCl) 

 Disentrifugasi 

10.000 rpm, 10 

menit, 15oC 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Ekstrasi Protein Kasar Biji Melinjo (Gg-PK) 

Biji melinjo diperoleh dari tanaman melinjo yang berada di Jember. Bahan 

yang digunakan adalah 25 gram biji melinjo masak secara fisiologi, yang ditandai 

dengan kulit luar berwarna merah. Setelah dicuci dan dikupas kulit terluarnya, lapisan 

kulit keduanya dikupas secara manual. Lapisan biji melinjo ketiga digerus dengan 

mortir hingga menjadi serbuk, kemudian disaring dengan menggunakan penyaring 

berukuran 100 mesh dan dilarutkan dalam 75 ml aquades (dengan perbandingan 1:3). 

Selanjutnya, larutan tersebut disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 

rpm pada suhu 150 C. Hasil sentrifus ini dipisahkan antara pelet dan supernatannya, 

supernatan ini yang selanjutnya disebut sebagai protein kasar (Gg-PK). Protein kasar 

yang diperoleh sebanyak 62 mL dan total protein 592,2 mg.  

 

4.2 Isolasi Protein Biji Melinjo (Gg-PI) 

Isolasi protein pada biji melinjo dilakukan dengan metode isoelektric 

precipitation. Metode isoelectric precipitation merupakan pengendapan protein 

berdasarkan titik isoelektriknya, kelarutan protein menjadi minimal ketika mendekati 

titik isoelektriknya (pH 4) akibat peningkatan interaksi elektrostatis antar molekul 

protein sehingga interaksi elektrostatis dengan air menjadi minimal. Supernatan hasil 

sentrifugasi dari proses ekstraksi biji melinjo (Gnetum gnemon L.) diatur pHnya 

menjadi 8 dengan menambahkan 1 N NaOH. Setelah itu dilakukan sentrifugasi 

kembali selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 15ºC untuk 

mengendapkan bahan yang tidak larut berupa ampas dan kotoran lainnya. Selanjutnya 

supernatan di atur pHnya menjadi 4 dengan menambahkan 1 N HCl. Pada pH ini 

sebagian besar protein akan mengendap dititik isoelektriknya. Endapan protein 

dilarutkan dengan air distilat dan diatur pHnya sampai 8 dengan menggunakan 1 N 

NaOH. Proses ini menghasil proten isolat biji melinjo (Gg-PI). Dalam proses tersebut 
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menghasilkan Gg-PI sebanyak 21 mL dengan total protein 243,6 mg. Hasil produksi 

bertahap Gg-PK, Gg-PI, dan Gg-PH dapat dilihat pada Tabel 4.1. 

 

Tabel 4.1 Hasil Produksi Bertahap Protein Biji Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

Sampel 

Uji 

Volume 

(mL) 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

Total Protein 

(mg) 

Recovery 

(%)* 

Gg-PK 63 9,36 ± 0,16 592,2 100 

Gg-PI 21 11,55 ± 0,18 243,6 41,13 

Gg-PH 11 4,07 ± 0,10 45,1 7,61 

*) % Recovery menunjukkan persentase protein yang didapat dalam proses ekstraksi 

 

4.3 Hidrolisis Protein Biji Melinjo (Gg-PH) dan Penentuan Derajat Hidrolisis  

(DH) 

Hidrolisis enzimatik merupakan bagian terpenting dalam proses modifikasi 

struktur protein tanpa mempengaruhi nutrisi yang terkandung didalamnya. Hidrolisis 

enzimatik protein bertujuan untuk memotong ikatan peptida kompleks sehingga 

menurunkan berat molekulnya dan meningkatkan kemampuan fungsional protein 

seperti meningkatkan derajat kelarutan dititik isoelektrik dan lebih stabil terhadap 

pemanasan (Zhidong et al., 2013). Proses hidrolisis protein mempengaruhi struktur 

permukaan protein yang berdampak terhadap interaksi protein dengan air dan 

interaksi dengan protein lain sehingga memiliki sedikit struktur sekunder yang 

berikatan dengan protein (Pace et al., 2004). 

Produksi protein terhidrolisis (Gg-PH) dilakukan dengan menghidrolisis 

protein isolat (Gg-PI) dengan menggunakan alcalase dengan perbandingan 0,2 % 

(E/S) pada kondisi suhu 50oC pada pH 8 selama 7-8 jam (Siswoyo et al., 2012). 

Penggunaan alcalase dalam proses hidrolisis protein karena alcalase mempunyai 

derajat hidrolisis terbesar dan spektrum pemotongan ikatan peptida yang lebih luas 

dibandingkan dengan enzim proteolitik lainnya (Oh et al, 2013; Muhamyankaka, et 

al., 2013). Pengkondisian protein terhidrolisis biji melinjo dilakukan setelah 

menjalani proses ekstraksi kasar, isolasi protein, dan pengujian kadar protein 
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Bradford. Gg-PI sebanyak 11 mL (total protein 127,6 mg) digunakan sebagai bahan 

hidrolisis enzimatik dengan menambahkan alcalase sebanyak 255,2 µL yang sudah 

diencerkan 10x dari stok Alcalase 24 FLG menggunakan buffer fosfat 0,2M pH 7,4. 

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

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

dilakukan melalui inkubasi hidrolisat pada suhu 95oC selama 10 jam. Selanjutnya 

protein terhidrolisis yang terbentuk dipisahkan antara pelet dan supernatan secara 

sederhana dengan sentrifugasi. Supernatan ini yang selanjutnya disebut dengan 

protein terhidrolisis (Gg-PH). Protein terhidrolisis yang diperoleh dalam proses ini 

sebanyak 11 mL dan total protein 45, 1 mg. 

Derajat hidrolisis digunakan untuk memonitoring reaksi hidrolisis dalam 

memotong ikatan peptida. Metode TNBS dipergunakan dalam penentuan derajat 

hidrolisis, dimana reaksi primer asam amino dengan reagen TNBS membentuk 

kromofor yang kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada 

panjang gelombang λ 420 nm. Persentasi derajat hidrolisis (DH) ditentukan dengan 

mengetahui total asam amino dari sampel awal Gg-PI dan total asam amino dari 

sampel terhidrolisis Gg-PH. Hasil perhitungan derajat hidrolisis (DH) Alcalase dalam 

menghidrolisis Gg-PI sebesar 55, 45 % tingginya derajat hidrolisis menunjukkan 

bahwa peptida atau asam amino yang terbentuk semakin banyak sehingga 

menghasilkan protein hidrolisat dengan berat molekul lebih kecil. 

 

4.4 Pola Pita Protein pada Elektroforesis SDS-PAGE 

Elektroforesis adalah suatu proses migrasi atau perpindahan molekul 

bermuatan di dalam suatu media bermuatan listrik, dimana kecepatan migrasinya 

bergantung kepada muatan, ukuran, dan bentuk setiap molekul yang terlibat. Pada 

saat arus listrik diberikan, molekul bermigrasi melalui media gel, molekul yang lebih 

kecil akan bermigrasi lebih cepat, sehingga terjadi pemisahan (Dunn, 1989). Metode 

paling umum untuk memisahkan protein adalah dengan cara elektroforesis 

menggunakan discontinuous polyacrylamide gel sebagai medium penyangga dan 
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Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) untuk mendenaturasi protein. Fungsi dari 

elektroforesis adalah untuk mengetahui pola protein yang terdapat pada biji melinjo 

dan mengetahui berat molekul dari protein yang terkandung didalamnya. Proses 

hidrolisis protein bertujuan untuk menurunkan berat molekul protein melalui 

pemotongan ikatan peptida, hal ini dapat dilihat dari profil proteinnya pada jumlah 

protein yang sama, yaitu sebesar 40,7 µg. Hasil SDS PAGE serta perbandingan pita 

protein hasil SDS-PAGE pada protein biji melinjo  Gg-PK, Gg-PI, dan Gg-PH dapat 

dilihat pada gambar 4.1 dan table 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Elektroforesis SDS-PAGE. M = Marker Protein; PK = Protein Kasar 

(Gg-PK); PI = Protein Isolat (Gg-PI); PH = Protein Terhidrolisis (Gg-PH) 
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Tabel 4.2 Perbandingan pita protein hasil SDS-PAGE dari sampel protein biji melinjo 

(Gnetum gnemon L.) 
 

Protein Rf PK PI PH 

A 0,33 ++ ++ - 
B 0,41 + + - 

C 0,71 +++ +++ + 
 Keterangan : Rf = Retardation factor 

(-) Tidak ada pita 
    (+) Ada pita (tidak jelas) 
    (++) Ada pita (jelas) 
    (+++) Ada pita (sangat jelas) 

 

Pada gambar 4.1 diatas hasil elektroforesis pada protein biji melinjo Gg-PK, 

Gg-PI, dan Gg-PH. Pada Gg-PK dan Gg-PI mempunyai tiga pita protein dengan 

perkiraan berat sebesar 50 kDa dan 40 kDa, serta berat 15 kDa yang mendominasi 

pada kedua tahapan pemurnian protein. Sementara pada protein terhidrolisis (Gg-PH) 

hanya didapatkan pita protein dengan berat molekul 15 kDa seperti perbandingan 

hasil elektroforesis SDS-PAGE yang tampak pada tabel 4.2. Hal ini sesuai dengan 

penelitian yang dilakukan sebelumnya, bahwa protein yang mendominasi pada 

perkiraan berat 15 kDa (Siswoyo et al., 2014). Kesamaan profil pita protein pada Gg-

PK dan Gg-PI menunjukkan bahwa Gg-PI tidak mengalami modifikasi struktur 

protein melainkan hanya peningkatan konsentrasi protein yang didapat melalui 

metode isoelectric precipitation. Profil pita Protein terhidrolisis biji melinjo (Gg-PH) 

didominasi oleh berat molekul 15 kDa dan tidak terdapat pita protein dengan berat 50 

kDa dan 40 kDa, seperti yang tampak pada gambar 4.1 dan tabel 4.2. Protein 50 kDa 

dan 40 kDa yang menghilang menunjukkan bahwa terdapat modifikasi struktur 

protein setelah adanya proses pencernaan oleh enzim alcalase, ditandai dengan 

perubahan berat molekul protein menjadi lebih kecil sebesar 15 kDa atau lebih kecil. 

Hidrolisis enzimatik bekerja dengan memotong protein tanpa merusak kandungan 

asam amino didalamnya. Hidrolisis enzimatik meningkatkan asam amino bebas yang 

ditunjukkan dengan modifikasi struktur protein dengan berat molekul yang lebih kecil 

(Carthy et al., 2013). Hidrolisis ikatan peptida akan menyebabkan beberapa 
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perubahan pada protein, yaitu meningkatkan kelarutan karena bertambahnya 

kandungan NH3
+  dan COO- dan berkurangnya berat molekul protein atau polipeptida 

serta rusaknya struktur globular protein (Pace et al, 2004) 

 

4.5 Aktivitas Protein Antioksidan pada Peredaman Radikal ABTS 

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat kerusakan sel 

melalui penghambatan reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul 

yang sangat reaktif. Antioksidan menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi 

kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas, dengan menghambat terjadinya 

reaksi pembentukan reaksi radikal bebas yang dapat menimbulkan stress oksidatif 

(Waji dan Sugrani, 2009). Pengujian aktivitas protein antioksidan pada biji melinjo 

digunakan untuk mengetahui tahapan pemurnian protein dengan aktivitas peredaman 

radikal bebas paling tinggi. 

ABTS (2.2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) merupakan 

senyawa radikal larut air dan stabil secara kimia (Arnao, 2000). Akumulasi dari 

ABTS dapat dihambat oleh antioksidan pada medium reaksi dengan aktifitas yang 

bergantung waktu reaksi dan jumlah antioksidan. Kemampuan antioksidan untuk 

mereduksi ABTS diukur dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang λ 734 

nm. Absorbansi maksimal juga dapat terjadi pada panjang gelombang yang lain. 

Panjang gelombang yang mendekati infra merah λ 734 nm dipilih untuk 

meminimalkan intervensi dari absorbansi komponen lain. Radikal ABTS ini 

digunakan untuk general screening potensi antioksidan protein biji melinjo (Gnetum 

gnemon L.) 
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Gambar 4.2 Aktivitas Peredaman Radikal ABTS Protein Biji Melinjo (Gnetum 

gnemon L.) pada Berbagai Sampel Protein 
 

Analisis data menggunakan software IBM SPSS 21. Dari uji korelasi bivariat 

sederhana untuk mengetahui apakah ada hubungan antara variabel bebas (konsentrasi 

sampel uji) dengan variabel terikat (% penghambatan radikal bebas). Dari uji korelasi 

bivariate sederhana (lampiran F) didapatkan nilai p=0,000 dan nilai α=0,05 pada 

kedua data serta koefisien korelasi r=0,832. Nilai p<α (p<0,05) menunjukkan bahwa 

ada hubungan yang signifikan antara variabel bebas dan variabel terikat. Besar 

korelasi r=0,832 berada pada rentang 0,75-0,99, hal ini menunjukkan bahwa arah 

korelasi bersifat positif dan keeratan hubungan yang sangat kuat. Artinya semakin 

tinggi konsentrasi sampel uji yang diberikan maka aktivitas peredaman radikal bebas 

cenderung semakin besar pula. 

 Selanjutnya, data diuji menggunakan uji One Way ANOVA (lampiran F). Uji 

One Way ANOVA dilakukan untuk menguji data apakah rata-rata lebih dari dua 

sampel berbeda secara signifikan (nyata) atau tidak. Hasil uji menunjukkan angka 
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signifikansi sebesar 0,006 (p < 0,05), ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 

pengaruh dari pemberian sampel uji protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) secara 

bermakna (signifikan) terhadap aktivitas peredaman radikal ABTS. 

Persentase aktivitas peredaman radikal ABTS pada protein biji melinjo 

dengan konsentrasi 0-10 µg/mL protein seperti grafik diatas menunjukkan bahwa 

protein kasar (Gg-PK) pada konsentrasi protein 10 µg/mL protein memiliki aktivitas 

peredaman mencapai 35,34 ± 0,62 %, protein isolat (Gg-PI) dengan konsentrasi yang 

sama mencapai 30,18 ± 0,19 %, dan protein terhidrolisis (Gg-PH) mempunyai nilai 

aktivitas antioksidan tertinggi yaitu mencapai 63,19 ± 0,14 %. Aktivitas peredaman 

terhadap radikal ABTS mengindikasikan kemampuan protein untuk mendonorkan 

elektron ataupun atom hidrogen sehingga memutus reaksi berantai dari radikal bebas, 

menjadikan senyawa yang lebih stabil dan menurukan nilai absorbansi (Shimada et 

al., 1992).  

 

Tabel 4.3 Nilai IC50 (µg/mL) Protein Biji Melinjo pada Berbagai Sampel Uji 

 

 

 

 

 

 

Tabel 4.3 menunjukkan bahwa terjadi perbedaan nilai IC50 atau konsentrasi 

protein antioksidan biji melinjo yang mampu meredam 50% radikal ABTS dari 

masing-masing tahapan pemurnian protein. Dari hasil pengujian ABTS nilai IC50 

pada sampel protein kasar (Gg-PK) diperoleh sebesar 28 ± 1.0 µg/mL, protein isolat 

(Gg-PI) diperoleh sebesar 54 ± 0,5 µg/mL, dan protein terhidrolisis (Gg-PH) 

diperoleh sebesar 6,9 ± 0,03 µg/mL. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa protein 

terhidrolisis (Gg-PH)  mempunyai tingkat peredaman radikal bebas paling efektif 

dibandingkan dengan tahapan pemurnian protein lainnya, karena pada konsentrasi 6,9 

± 0,03 µg/mL tingkat peredaman radikal ABTS mencapai 50%. Protein terhidrolisis 

SAMPEL UJI Nilai IC50 (µg/mL) 

Gg-PK 28 ± 1,0 

Gg-PI 54 ± 0,5 

Gg-PH 6,9 ± 0,03 
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menggunakan hidrolisis enzimatik dapat memodifikasi distribusi berat molekul 

protein serta strukturnya menjadi lebih sederhana serta meningkatkan distribusi asam 

amino bebas dengan potensi bioaktivitas, salah satunya potensi sebagai antioksidan. 

Ukuran peptida protein yang lebih kecil dan sederhana kemungkinan meningkatkan 

ikatan antara peptida-radikal bebas sehingga aktivitas antioksidannya juga meningkat 

(Elias et al, 2008). 

 

4.6 Aktivitas Peredaman Radikal Hidroksil 

Radikal hidroksil merupakan hasil samping dari respirasi aerob yang sangat 

reaktif diantara spesies oksigen reaktif dan menyebabkan kerusakan berat pada 

biomolekul (Gutteridge, 1984 dalam Halliwell et al., 1987; Kunchandy dan Rao, 

1989). Aktivitas kimia dari radikal hidroksil sangat kuat dan cepat bereaksi dengan 

biomolekul seperti asam amino, protein dan DNA (Jae et al., 2007). Radikal hidroksil 

mempunyai sifat paling elektrofilik diantara reaktif oksigen spesies lainnya yang 

mampu berikatan dengan atom H pada DNA dan memotong ikatan rangkap DNA 

sehingga terjadi penguraian DNA (kerusakan DNA) (Lu et al., 2010). Radikal 

hidroksil memiliki reaktivitas tinggi, secara tidak selektif juga mampu berikatan 

dengan gugus pentosa pada rantai DNA, melakukan penetrasi dan berekasi dengan 

gugus basa. Kemampuan radikal hidroksil dalam bereaksi terhadap senyawa lain 

ditentukan sifat eletrofilik, reaksi termokinetik yang tinggi, dan mekanisme 

terbentukannya radikal hidroksil di sekitar DNA (Pryor, 1988). 

Pada penelitian ini, aktivitas peredaman radikal hidroksil diuji menggunakan 

metode deoksiribosa. Pada metode ini, readikal hidroksil dihasilkan memalui reaksi 

antara kompleks Besi-EDTA dengan H2O2 dengan keberadaan asam askorbat (reaksi 

fenton). Radikal hidroksil menyerang deoksiribosa membentuk produk (fragmen-

fragmen), kemudian campuran reaksi dipanaskan dalam kondisi asam. Ketika 

malondealdehid (MDA) dibentuk dapat dideteksi melalui kemampuannya beraksi 

dengan TBA (tiobarbituric acid) yang dapat membentuk kromagen berwarna merah. 

Reaksi yang terjadi dapat dijelaskan sebagai berikut: 
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Fe2+-EDTA + H2O2   OH- + OH• + Fe3+-EDTA 

OH• + Deoxyribose   fragmen   MDA 

TBA + MDA  kromogen (Halliwell dan Gutteridge, 1987) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Reaksi Pembentukan Radikal Hidroksil melalui reaksi fenton. 

 

Dalam pengujian aktivitas peredaman radikal hidroksil, antioksidan akan 

berkompetisi dengan deoksiribosa untuk berikatan dengan radikal hidroksil dan 

mengurangi pembentukan kromogen. Hubungan antara konsentrasi sampel dan 

aktivitas peredaman (scavenging) radikal hidroksil (% peredaman) disajikan pada 

panas 
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gambar 4.4. Peningkatan konsentrasi sampel dapat meningkatkan aktivitas peredaman 

radikal hidroksil. Selain itu, aktivitas peredaman radikal hidroksil juga dinyatakan 

sebagai nilai IC50 seperti pada table 4.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4  Aktivitas Peredaman Radikal Hidroksil (OH) (%) Protein Biji Melinjo 
pada Berbagai Sampel Uji 

 

Analisis data software IBM SPSS 21. Dari uji korelasi bivariat sederhana 

didapatkan nilai p = 0,000 dan nilai α = 0,05 serta koefisen korelasi r = 0,896. Nilai p 

< α (p < 0,05) menunjukkan bahwa ada hubungan yang signifikan antara variabel 

bebas dan variabel terikat. Besar korelasi r=0,896 berada pada rentang 0,75-0,99, hal 

ini menunjukkan bahwa arah korelasi bersifat positif dan keeratan hubungan yang 

sangat kuat. Artinya semakin tinggi konsentrasi sampel uji yang diberikan maka 

aktivitas peredaman radikal hidroksil cenderung semakin besar pula. Selanjutnya, 

data diuji menggunakan uji One Way ANOVA (lampiran F). Hasil uji signifikansi 
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sebesar 0,000 (p < 0,05), hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pengaruh 

dari pemberian sampel uji protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) secara bermakna 

(signifikan) terhadap aktivitas peredaman radikal hidroksil.  

Aktivitas antioksidan pada sampel protein biji melinjo dengan konsentrasi 

0.5-10 µg/mL protein terlarut seperti pada grafik diatas menunjukkan bahwa protein 

kasar (Gg-PK) pada konsentrasi protein 10 µg/mL protein memiliki aktivitas 

peredaman mencapai 55,47 ± 0,67 %, protein isolat (Gg-PI) dengan konsentrasi yang 

sama mencapai 47,43 ± 1,08 %, dan protein terhidrolisis (Gg-PH) mempunyai nilai 

aktivitas antioksidan tertinggi yaitu mencapai 64,39 ± 0,70 %. Dari grafik diatas 

dapat disimpulkan bahwa protein terhidrolisis (Gg-PH) mempunyai kemampuan 

paling efektif dalam meredam radikal hidroksil. Presentase peredaman protein kasar 

(Gg-PK) lebih besar dari pada protein isolat (Gg-PI) dikarenakan pada protein kasar 

(Gg-PK) masih terdapat senyawa sekunder seperti flavonoid dan tanin yang 

mempunyai sifat antioksidan yang  larut dalam air dan turut terekstraksi (Santoso et 

al., 2010; Kato et al., 2011), dibandingkan dengan protein isolat (Gg-PI) yang 

diharapkan hanya mengandung protein (protein murni dengan konsentrasi tinggi). 

Struktur dari protein isolat (Gg-PI) lebih kompleks sehingga kemampuan untuk 

mengikat radikal bebas menjadi lebih kecil. 

 

Tabel 4.4 Nilai IC50 (µg/mL) pada Pengujian Radikal Hidroksil dari Protein Biji 
Melinjo 

 

 

 

 

 

Tabel 4.4 menunjukkan bahwa terjadi perbedaan nilai IC50 atau kemampuan 

protein antioksidan pada protein biji melinjo dalam meredam 50% radikal hidroksil 

dari masing-masing tahapan pemurnian protein. Dari hasil pengujian radikal hidroksil 

nilai IC50 pada sampel protein kasar (Gg-PK) diperoleh sebesar 8,7 ± 0,3 µg/mL, 

SAMPEL UJI Nilai IC50 (µg/mL) 

Gg-PK 8,7 ± 0,3 

Gg-PI 17,5 ± 2,3 

Gg-PH 4,4 ± 0,2 
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protein isolat (Gg-PI) diperoleh sebesar 17,5 ± 2,3 µg/mL, dan protein terhidrolisis 

(Gg-PH) diperoleh sebesar 4,4 ± 0,2 µg/mL. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa 

protein terhidrolisis (Gg-PH) mempunyai tingkat peredaman radikal bebas paling 

efektif dibandingkan dengan tahapan pemurnian protein lainnya, karena pada 

konsentrasi 4,4 ± 0,2 µg/mL tingkat peredaman radikal hidroksil mencapai 50%. 

Kemampuan dari protein terhidrolisis yang efektif berikatan dengan radikal hidroksil 

tidak terlepas dari proses hidrolisis enzimatik yang menghasilkan bioaktif peptida. 

Bioaktif peptida tersusun atas asam amino rantai pendek yang aktivitasnya 

bergantung pada komposisi dan urutan asam amino (Jae et al, 2007). Berat molekul 

rendah dalam konsentrasi tinggi memberikan hasil peredaman radikal hidroksil yang 

lebih baik dibandingkan dengan berat molekul besar pada konsentrasi tinggi. 

Hidrolisis enzimatik meningkatkan kemampuan fungsional dari protein untuk 

mendonorkan elekton pada radikal bebas dibandingkan dengan protein native (Yu et 

al, 2015). 

Aktivitas peptida antioksidan mungkin bergantung kepada protease yang 

dipergunakan dalam proses hidrolisis enzimatik, besarnya derajat hidrolisis (DH) 

protein, kandungan asam amino alami dalam tanaman (distribusi berat molekul, 

komposisi dan susunan asam amino), atau kombinasi diantaranya. Ukuran peptida 

jelas memegang peranan yang penting, dimana sebagian besar peptida yang bersifat 

antioksidan merupakan peptida pendek yang tersusun atas 3-16 asam amino (Jae et 

al., 2007). Komposisi asam amino pada biji melinjo yang sebagian besar tersusun 

atas Phe, His, Pro, Met, Ile, dan Cys yang mungkin memiliki korelasi dengan 

besarnya aktivitas antioksidan (Siswoyo et al., 2007). 
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Gambar 4.5 Korelasi hasil (%) peredaman radikal ABTS dan radikal hidroksil (OH) 

pada sampel biji melinjo 
 

 Korelasi hasil (%) peredaman radikal ABTS dan radikal hidroksil (OH) pada 

gambar 4.5  didapatkan koefisen korelasi r2=0,8718. Besar korelasi r=0,8718 berada 

pada rentang 0,75-0,99, hal ini menunjukkan bahwa arah korelasi bersifat positif dan 

keeratan hubungan yang sangat kuat. Artinya semakin tinggi hasil (%) peredaman 

radikal ABTS maka aktivitas peredaman radikal hidroksil (OH) cenderung semakin 

besar pula pada sampel uji protein biji melinjo yang digunakan dalam penelitian ini. 

 

4.7 Proteksi terhadap Kerusakan DNA dari Protein Biji Melinjo  

Radikal hidroksil memiliki peranan penting dalam stress oksidatif pada sel, 

kerusakan DNA, kanker, penuaan dini, dan penyakit neuro degeneratif seperti 

Alzheimer dan Parkinson. Antioksidan menghambat oksidasi melalui dua cara, yaitu: 

memutuskan rantai ikatan radikal (direct radical quenching/scavenging) atau sebagai 

metal chelating (sebagai katalis) (Louis et al., 2014). 

Pengujian model kerusakan DNA (pemutusan ikatan rangkap) bertujuan untuk 

melihat kemampuan antioksidan dalam melindungi DNA dari kerusakan yang 

Digital Repository Universitas Jember

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


54 
 

 

diakibatkan oleh radikal hidroksil. Radikal hidroksil dihasilkan melalui reaksi fenton 

yang bersifat oksidatif dan menimbulkan kerusakan DNA dengan pemotongan ikatan 

rangkap (side H). Pada reaksi fenton, H2O2 menjadi OH• melalui reaksi Fe2+ + H2O2 

 Fe3+ + OH• + OH-. OH• yang bersifat reaktif dan merupakan spesies oksidatif 

yang menyebabkan perubahan struktur supercoiled plasmid DNA menjadi open 

circular dan linear tipis dalam elektroforesis gel agarose 1%. (Arnao, 2000; Louis et 

al., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gambar 4.6 Efek Proteksi Protein Biji Melinjo pada Supercoiled pBluescript Plasmid 

DNA. Kontrol Positif tanpa perlakuan (K(+));  Plasmid DNA + Reaksi 
Fenton pada 5 menit, 10 menit, dan 15 menit (Garis 1, 2, dan 3); Plasmid 

DNA + Reaksi Fenton + Gg-PK (PK); Plamid DNA + Reaksi Fenton + 
Gg-PI (PI); Plasmid DNA + Reaksi Fenton + Gg-PH (PH) 

 

Gambar 4.5 terdiri dari K(+) sebagai kontrol plasmid DNA tanpa perlakuan 

menunjukkan  3 pita, supercoiled, open circular dan linear. Plasmid DNA + fenton 

reaction menunjukkan perubahan supercoiled DNA menjadi open circular dan linear 

berdasarkan perbedaan waktu 5, 10, dan 15 menit. Penambahan masing-masing 15 µg 

ekstrak protein biji melinjo Gg-PH, Gg-PI, dan Gg-PH menunjukkan penghambatan 

paling efektif proses oksidasi DNA oleh reaksi fenton yang ditunjukkan dengan 

semakin tebalnya pita supercoiled plasmid DNA yang terbentuk. 

Protein terhidrolisis biji melinjo (Gg-PH) memiliki aktivitas penghambatan 

yang paling efektif dengan sedikitnya pembentukan open circular dan linear. Hal ini 

Open Circular 

Linear 

Supercoiled 

form 

K(+) 2 PK PI PH 3 1 
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sesuai dengan hasil diskusi sebelumnya, bahwa pada pengujian peredaman radikal 

hidroksil, Gg-PH mempunyai aktivitas penghambatan paling efektif dibandingkan 

dengan tahapan pemurnian protein yang lain. Inhibisi perubahan supercoiled DNA 

yang diinduksi oleh radikal hidroksil terjadi melalui dua mekanisme, yaitu: 

mekanisme katalis (metal chelating) protein kepada ion Fe2+ sehingga menghambat 

dekomposisi (penguraian) H2O2 menjadi OH- dan OH• serta besarnya kapasitas 

protein hidrolisat yang mampu berikatan dengan OH• hasil dari reaksi fenton (Yu et 

al, 2015). 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Dari penelitian yang telah dilakukan, didapatkan beberapa kesimpulan antara 

lain: 

1. Karakter protein terhidrolisis biji melinjo (Gg-PH) memiliki aktivitas peredaman 

radikal hidroksil paling tinggi diantara sampel tahapan pemurnian protein 

lainnya, ditunjukkan dengan nilai IC50 sebesar 4,4 ± 0,2 µg/mL.  

2. Protein terhidrolisis biji melinjo (Gg-PH) memiliki kemampuan dalam 

melindungi DNA dari kerusakan akibat radikal hidroksil.  

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui fraksi protein biji 

melinjo yang paling efektif menghambat radikal bebas. 

2. Perlu dilakukan uji lanjutan seperti uji in vivo, uji toksisitas, dan uji klinis agar 

protein biji melinjo (Gnetum gnemon L.) dapat dimanfaatkan secara maksimal.
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Lampiran A. Penghitungan Kandungan Protein Biji Melinjo 

A.1 Standar BSA untuk Penentuan Protein Terlarut 

Konsentrasi 

BSA (µg/µL) 

Hasil 

Absorbansi 

0 0 

2 0.043 

5 0.169 

10 0.349 

15 0.484 

20 0.553 

 

 

A.2 Hasil Pengukuran Konsentrasi Protein Terlarut 

SAMPEL 
ABSORBANSI 

KOSENTRASI 

(5µg/µL) 

KOSENTRASI 

(µg/µL) 
RERATA 

KONSENTRASI 

(µg/µL) 

VOLUME 

(mL) 

JUMLAH 

PROTEIN 

(mg) U1 U2 U3 U1 U2 U3 U1 U2 U3 

CE 1.418 1.428 1.383 47.07 47.40 45.90 9.41 9.48 9.18 9.36 ± 0.16 63 592,2 

PI 1.765 1.74 1.712 58.64 57.80 56.87 11.73 11.56 11.37 11.55 ± 0.18 21 243,6 

PH 0.628 0.624 0.6 20.73 20.59 19.79 4.15 4.12 3.96 4.07 ± 0.10 11 45,1 
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Lampiran B. Aktivitas Peredaman Radikal ABTS  

B.1 Perhitangan aktivitas peredaman radikal ABTS 

Sampel Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi Peredaman (%) Average STDEV 

 

 
Gg-PK 

0 0.748 0.763 0.756           

2 0.679 0.676 0.678 9.22 11.40 10.32 10.32 1.09 

4 0.626 0.616 0.621 16.31 19.27 17.80 17.79 1.48 

6 0.579 0.563 0.571 22.59 26.21 24.42 24.41 1.81 

8 0.504 0.543 0.524 32.62 28.83 30.71 30.72 1.89 

10 0.479 0.498 0.489 35.96 34.73 35.34 35.34 0.62 

 

 
 

Gg-PI 

0 0.747 0.764 0.756           

2 0.685 0.675 0.680 8.30 11.65 9.99 9.98 1.67 

4 0.652 0.639 0.646 12.72 16.36 14.56 14.55 1.82 

6 0.606 0.604 0.605 18.88 20.94 19.92 19.91 1.03 

8 0.556 0.552 0.554 25.57 27.75 26.67 26.66 1.09 

10 0.573 0.462 0.518 23.29 39.53 31.50 31.44 8.12 

 

 
 

Gg-PH 

0 0.747 0.788 0.768           

2 0.627 0.634 0.631 16.06 19.54 17.85 17.82 1.74 

4 0.52 0.531 0.526 30.39 32.61 31.53 31.51 1.11 

6 0.458 0.417 0.438 38.69 47.08 43.00 42.92 4.20 

8 0.35 0.344 0.347 53.15 56.35 54.79 54.76 1.60 

10 0.296 0.289 0.293 60.37 63.32 61.89 61.86 1.48 
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Lampiran C. Perhitungan Aktivitas Peredaman Radikal Hidroksil 

Sampel Konsentrasi (µg) Absorbansi Peredaman (%) Average STDEV 

 
 

 
Gg-PK 

0 0.745 0.8 0.773           

0.5 0.679 0.719 0.709 8.86 10.13 8.22 9.07 0.97 

1 0.646 0.668 0.657 13.29 16.50 14.95 14.91 1.61 

2 0.564 0.579 0.572 24.30 27.63 26.02 25.98 1.67 

4 0.499 0.516 0.508 33.02 35.50 34.30 34.27 1.24 

8 0.39 0.399 0.400 47.65 50.13 48.22 48.67 1.30 

10 0.307 0.32 0.301 54.79 55.49 57.55 55.94 1.43 

 
 
 

Gg-PI 

0 0.789 0.801 0.756           

0.5 0.746 0.734 0.740 3.49 5.05 2.12 3.55 1.47 

1 0.697 0.704 0.701 9.83 8.93 7.34 8.70 1.26 

2 0.633 0.644 0.639 18.11 16.69 15.54 16.78 1.29 

4 0.556 0.579 0.568 28.07 25.10 24.93 26.03 1.77 

8 0.473 0.495 0.474 40.05 38.20 37.30 38.52 1.40 

10 0.405 0.425 0.415 47.61 45.02 45.11 45.91 1.47 

 

 
 

Gg-PH 

0 0.768 0.773 0.793           

0.5 0.633 0.643 0.638 18.11 16.82 19.55 18.16 1.36 

1 0.56 0.569 0.565 27.55 26.39 28.81 27.59 1.21 

2 0.483 0.5 0.492 37.52 35.32 38.02 36.95 1.44 

4 0.425 0.402 0.414 45.02 47.99 47.86 46.96 1.68 

8 0.369 0.322 0.329 52.26 58.34 58.51 56.37 3.56 

10 0.279 0.282 0.281 63.91 63.52 64.63 64.02 0.56 
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Lampiran D. Perhitungan Derajat Hidrolisis 

D.1 Standar derajat hidrolisis dengan Leucin 

KONSENTRASI 

L-LEUCIN (µL) 
ABSORBANSI 

0 0 

1 0.117 

2 0.156 

3 0.205 

4 0.267 

5 0.331 

6 0.401 
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D.2 Hidrolisis asam Gg-PI 

Tujuan  : memotong seluruh ikatan peptide 

Prinsip  : sampel + HCl  konsentrasinya 6 M HCl 

Langkah : 10 M HCl diencerkan menjadi 6 M HCl 

M1 x V1 = M2 x V2 

10 M x V1 = 6 M x 500 µL 

V1 = 300 µL 

Jadi 10 M HCl diambil sebanyak 300 µL dan ditambahkan sampel Gg-PI sebanyak 

200 µL, kemudian diinkubasi 110 C selama 24 jam. Hasil hidrolisis Gg-PI secara 

asam disebut sebagai Gg-PI(asam) 

D.3 Penghitungan derajat hidrolisis 

 Diketahui: 

Konsentrasi Gg-PI = 11, 6 µg/ µL 

 Total asam α-amino Gg-PI yang dihidrolisis secara asam (Gg-PI(asam)) 

o 200 µL Gg-PI + 300 µL 10 M HCl = 500 µL Gg-PIasam dengan jumlah protein 

yang dimasukkan 2,32 mg 

o Gg-PIasam yang diencerkan 10X untuk pengukuran α-amino menggunakan 

metode TNBS (10 µL Gg-PIasam dalam 90 µL aquadest) = Gg-PIasam10X 

o Absorbansi 25 µL Gg-PIasam10X pada λ420 (TNBS) = 0,712 sehingga jumlah 

asam α-amino dalam 25 µL Gg-PIasam10X = 6,62 µg 

o Total asam α-amino terlarut sebesar 66,2 µg/ 290 µg protein atau 228,28 mg/g 

protein 

 Total asam α-amino terlarut Gg-PH 

o Gg-PH diencerkan 5X untuk pengukuran α-amino menggunakan metode 

TNBS (10 µLGg-PH dalam 40 µL aquadest) = Gg-PH5X 

o Absorbansi 25 µL Gg-PH5X pada λ420 (TNBS) = 0,653 sehingga jumlah asam 

α-amino dalam 25 µL Gg-PH5x = 6,03 µg 

o Asam α-amino terlarut Gg-PH = 30,15 µg/ 290 mg protein 
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 Jadi asam α-amino terlarut Gg-PH yaitu 103,97 mg/g proteinPenghitungan 

derajat hidrolisis (DH) 

  

 
DH = 55, 45 % 
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Lampran E. Komposisi Bahan yang Digunakan dalam Penelitian 

E. 1 Komposisi buffer fosfat pH 8 

 0,2 M NaH2PO4    5,3 mL 

 0,2 Na2HPO4.7H2O    94,7 mL 

 Aquadest     sampai 200 mL 

E. 2 Komposisi pereaksi Bradford 

 CBB G-250     100 mg 

 Etanol 95%     50 mL 

 Asam Fosfat 85%    100 mL 

 Aquadest     sampai 1000mL 

E. 3 Komposisi SDS-PAGE 

Separating gel 15% 

 Akrilamida (30% T, 2,7% C)   5mL 

 1,5 M Tris-HCl pH 8,8   2,5 mL 

 TEMED     5 µL 

 10% APS     50 µL 

 H2O      2,445 mL 

Stacking gel 

 Akrilamida (30% T, 2,7% C)   0,45 mL 

 0,5 M Tris-HCl pH 6,8   0,75 mL 

 TEMED     4,5 µL 

 10% APS     1,8 mL 

 H2O 

Stok sampel buffer 

 0,5 M Tris-HCl pH 6,8   1,2 mL 

 Gliserol     1 mL 

 10% SDS     2 mL 

 0,5% Bromofenol Blue   0,5 mL 
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 Aquadest     4,8 mL 

SDS-reducing buffer 

 2-merkaptoetanol    50 µL 

 Stok sampel buffer    0,95 mL 

Running buffer 

 0,025 M Tris base    0,3 g 

 0,192 M Glisin    1,4 g 

 0,1% (w/v) SDS    1 mL 

 Aquadest     sampai 100 mL 

Larutan staining 

 CBB R-250     0,1 g 

 Metanol     40 mL 

 Asam asetat     10 mL 

 Aquadest     sampai 100 mL 

Larutan destaining 

 Metanol     40 mL 

 Asam asetat     10 mL 

 Aquadest     sampai 100 mL 

E. 4 Komposisi media cair Luria Bertani pH 7 

 Triptone      10 g 

 NaCl      5 g 

 Yeast      5 g 

 Aquadest     sampai 100 mL 

E. Komposisi gel Agarose 1% 

 TBE      25 mL 

 Agarose L     0,25 g 

 Etidium Bromide     4 µL 
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Lampran F. Pengujian Statistik Data Penelitian 

F.1 Uji normalitas data 
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F.2 Uji Korelasi Bivariat Sederhana 
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F.3 Uji One Way ANOVA 
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 Lampiran G. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 
 

 

pH Meter & Magnetic Strirrer   Shaker Inkubator 

 

 

 

 

 

 

 

Spektrofotometer UV-Vis       Sentrifuse Hitachi CF15AXZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dry Block Heater           Media LB Cair dan Kultur PBluescript 
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