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RINGKASAN 

 

Aktivitas Antioksidan dan Kemampuan Proteksi terhadap Kerusakan DNA 

dari Protein Isolat Biji Melinjo (Gnetum Gnemon L.) Terhidrolisis 

Menggunakan Alkalase Terimobilisasi; Anandini Aulia Safiera, 

122210101093; 2016; 80 halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

 

Penyakit degeneratif menjadi permasalahan besar bagi tiap negara dan 

sampai saat ini telah menjadi penyebab kematian terbanyak di dunia. Salah satu 

faktor penyebab yang berhubungan erat dengan penyakit tersebut antara lain 

paparan radikal bebas. Radikal bebas terpenting yang terdapat di dalam tubuh 

adalah radikal derivat dari oksigen yang disebut dengan kelompok oksigen reaktif 

(ROS). Salah satu ROS yang paling reaktif dan toksik dibandingkan dengan 

kelompok radikal lain serta berperan besar dalam kerusakan DNA melalui reaksi 

fenton adalah radikal hidroksil. Pencegahan akibat radikal bebas ini dapat diatasi 

dengan senyawa antioksidan yang berasal dari tanaman melinjo (Gnetum gnemon 

L.).  

Pada penelitian sebelumnya telah dilaporkan bahwa protein isolat biji 

melinjo yang dihidrolisis menggunakan enzim alkalase bebas memiliki potensi 

antioksidan. Namun alkalase bebas tersebut hanya dapat digunakan dalam sekali 

perlakuan. Perlu adanya solusi untuk penggunaan alkalase yang dapat digunakan 

secara berulang, yaitu dengan cara teknik imobilisasi enzim. Sehubungan dengan 

hal tersebut, maka penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektivitas enzim 

alkalase terimobilisasi dalam menghidrolisis protein isolat biji melinjo sebagai 

antioksidan, dalam hal ini uji peredaman radikal hidroksil dan proteksi terhadap 

kerusakan DNA. Efektivitas enzim alkalase terimobilisasi dalam menghidrolisis 

protein isolat biji melinjo dapat dilihat berdasarkan karakterisasi imobilisasi 

enzim pada FTIR dan SEM serta nilai derajat hidrolisis (%), sedangkan 

keberhasilan proses hidrolisis dapat dilihat melalui hasil SDS-PAGE. Uji aktivitas 

antioksidan ditentukan dengan melihat kemampuan dalam menghambat radikal 

hidroksil (%) dan proteksi terhadap kerusakan DNA dalam gel agarosa 1%. Data 

yang diperoleh berupa peredaman radikal hidroksil (%) dan nilai IC50, hasil uji 
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One Way ANOVA dan post hoc LSD serta hasil elektroforesis gel agarosa yang 

dilihat melalui UV transluminator. 

Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa protein isolat biji melinjo telah 

berhasil dihidrolisis menggunakan enzim alkalase terimobilisasi ditandai dengan 

nilai derajat hidrolisis sebesar 70,33% dan profil pita protein yang memudar 

berdasarkan perubahan berat molekul yang semakin kecil. Uji peredaman radikal 

hidroksil diperoleh dari nilai IC50 Gg-PK, Gg-PH terimobilisasi, Gg-PH bebas, 

dan GSH secara berturut-turut sebesar 0,3376 ± 0,0258  g/  , 0,0020 ± 

0,0005  g/  , 0,0008 ± 0,0003
  g/       0,0003 ± 0,0001  g/  . Semakin kecil 

nilai IC50 yang diperoleh, maka semakin besar aktivitas antioksidan melalui 

peredaman radikal hidroksil. Hasil analisis LSD menunjukkan bahwa sampel Gg-

PH terimobilisasi memiliki aktivitas antioksidan lebih bagus dibandingkan Gg-

PK. Sedangkan kelompok sampel Gg-PH terimobilisasi tidak berbeda signifikan 

terhadap sampel Gg-PH bebas dan GSH. Protein yang dihidrolisis menggunakan 

alkalase terimobilisasi juga memiliki kemampuan dalam proteksi kerusakan DNA 

yang ditandai dengan perubahan kembali bentuk pita supercoil akibat paparan 

radikal hidroksil.  

Kesimpulan dari penelitian ini adalah protein biji melinjo (Gg-PH) 

terhidrolisis menggunakan alkase terimobilisasi memiliki aktivitas antioksidan 

paling tinggi dalam meredam radikal hidroksil dibandingkan protein kasar dan 

protein isolat, serta mampu memproteksi DNA dari kerusakan akibat radikal 

hidroksil dengan perbandingan 1:20 (plasmid DNA : protein). 
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BAB  1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar belakang 

Penyakit degeneratif telah menjadi penyebab kematian terbesar di dunia 

hingga saat ini. Menurut WHO, hampir 17 juta orang meninggal lebih awal tiap 

tahunnya akibat epidemi global penyakit degeneratif. Fakta yang beredar, bahwa 

penyakit degeneratif ditemukan lebih buruk di beberapa negara dengan 

pendapatan nasional sedang dan  rendah (82%). Data WHO menunjukkan bahwa 

dari 57 juta kematian yang terjadi di seluruh dunia, sebanyak 36 juta atau hampir 

dua pertiganya disebabkan oleh penyakit degeneratif, terutama penyakit 

kardiovaskular, kanker, penyakit pernapasan kronis, dan diabetes melitus. 

Menurut riset kesehatan dasar (Riskesdas) (2007), penyebab kematian utama yang 

memiliki peringkat terbesar di Indonesia (59,9%) yaitu penyakit degeneratif atau 

penyakit tidak menular (PTM). 

Hal ini tidak terlepas dari perubahan pola hidup dan makin tingginya usia 

harapan hidup masyarakat. Peningkatan penyakit degeneratif ini disebabkan 

karena gaya hidup yang tidak sehat, seperti merokok, pola makan yang tidak 

seimbang, rendahnya asupan buah dan sayur, dan rendahnya aktivitas fisik 

(Indrawati et al., 2009). Kesalahan pola makan dan gaya hidup yang tidak sehat 

ini dapat mengaktifkan radikal bebas yang dapat merusak tubuh. Apabila radikal 

bebas ini berikatan dengan asam lemak tak jenuh, dapat menyebabkan awal mula 

dari kerusakan sel dan akan menimbulkan gangguan terhadap molekul DNA yang 

berakibat pada terbentuknya mutasi basa-basa nitrogen serta berakhir dengan 

karsinogenesis (Handjani et al., 2009). 

Radikal bebas yang terbentuk itu berbahaya karena sangat reaktif mencari 

pasangan elektronnya. Radikal bebas ini memerlukan elektron yang berasal dari 

pasangan elektron molekul sekitarnya. Radikal bebas yang terbentuk dalam  tubuh 

akan menghasilkan radikal bebas baru melalui reaksi berantai yang akhirnya 

jumlahnya terus bertambah dan menyerang tubuh (Kalt et al., 1999). Radikal 
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bebas terpenting di dalam tubuh adalah reactive oxygen species (ROS), yang 

merupakan senyawa pengoksidasian turunan oksigen dan bersifat sangat reaktif 

(Halliwell & Whiteman, 2004). Salah satu jenis ROS adalah radikal hidroksil 

(OH•) (Marks et al., 2000). Radikal hidroksil merupakan senyawa radikal yang 

paling berbahaya karena mempunyai tingkat reaktivitas sangat tinggi. Radikal 

hidroksil dapat merusak salah satu senyawa yang paling penting untuk 

mempertahankan integritas sel yaitu DNA (Halliwel & Gutteridge, 1999). Radikal 

hidroksil merupakan spesies oksigen reaktif yang paling poten dan menjadi 

inisiator reaksi berantai, menyebabkan pemutusan untai serta perubahan basa 

DNA (Marks et al., 2000). Reaksi berantai yang disebabkan oleh radikal bebas ini 

dapat dihentikan dengan antioksidan (Halliwell & Gutteridge, 1999). 

Tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) merupakan tanaman yang banyak 

dimanfaatkan di Indonesia. Hampir seluruh bagian tanaman melinjo, mulai dari 

daun, bunga, buah atau biji sampai batangnya dapat digunakan untuk keperluan 

rumah tangga maupun industri (Sunarto, 1991). Bagian paling penting dari 

tanaman melinjo yaitu bijinya (Tampubolon, 2013). Namun konsumsi biji melinjo 

berlebih dapat meningkatkan kadar asam urat (hiperurisemia) yang berbahaya 

bagi tubuh.  Di sisi lain, biji melinjo juga memiliki kandungan protein yang tinggi 

(9-10%). Protein ini memiliki aktivitas antioksidan alami (Siswoyo et al., 2007).  

Pada penelitian yang dilakukan Sembodo (2015) menjelaskan bahwa protein 

biji melinjo yang telah terhidrolisis memiliki peredaman radikal hidroksil dan 

kemampuan proteksi terhadap kerusakan DNA lebih tinggi daripada protein biji 

melinjo yang tidak terhidrolisis. Hidrolisis protein biji melinjo dilakukan dengan 

cara enzimatik, yaitu hidrolisis yang menggunakan satu jenis enzim atau beberapa 

enzim yang berbeda (Sediaoetama, 2010). Menurut Siswoyo et al. (2013), salah 

satu enzim yang dapat meningkatkan aktivitas antioksidan yaitu enzim alkalase. 

Tetapi enzim alkalase ini hanya dapat digunakan satu kali  dalam  penelitian. 

Sementara enzim alkalase sangat mahal. Jadi, cara untuk mengatasi hal tersebut 

yaitu dengan teknik imobilisasi. Teknik imobilisasi ini menghasilkan enzim yang 

dapat digunakan secara berulang-ulang dan dapat menekan biaya (Bintang, 2010). 

Namun, sejauh ini belum diketahui efek teknik imobilisasi tersebut terhadap 
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aktivitas produk hidrolisat yang dihasilkan. Oleh karena itu, penelitian ini 

ditujukan untuk mengetahui bagaimana efektivitas imobilisasi enzim dalam 

aktivitas antioksidan. Dalam hal ini adalah peredaman radikal hidroksil dan juga 

kemampuan proteksi terhadap kerusakan DNA. 

1.2 Rumusan masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:  

a. Bagaimana kemampuan peredaman radikal hidroksil dari protein biji melinjo 

(protein kasar, protein isolat, dan protein hidrolisat) sebagai aktivitas 

antioksidan menggunakan alkalase terimobilisasi? 

b. Bagaimana kemampuan proteksi protein isolat biji melinjo terhidrolisis 

menggunakan alkalase terimobilisasi terhadap kerusakan DNA? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

a. Mengetahui kemampuan peredaman radikal hidroksil dari protein biji melinjo 

(protein kasar, protein isolat, dan protein hidrolisat) sebagai aktivitas 

antioksidan menggunakan alkase terimobilisasi. 

b. Mengetahui kemampuan proteksi protein isolat biji melinjo terhidrolisis 

menggunakan alkalase terimobilisasi terhadap kerusakan DNA. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah: 

Untuk mengetahui kemampuan protein isolat terhidrolisis menggunakan 

alkalase terimobilisasi pada biji melinjo dalam menghambat kerusakan DNA 

plasmid dengan cara meredam radikal hidroksil dan sebagai bahan acuan atau 

tinjauan pustaka untuk penelitian selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Penyakit Degeneratif 

Penyakit degeneratif adalah penyakit tidak menular yang berlangsung lama 

atau kronis karena penurunan fungsi organ di dalam tubuh (Handjani et al., 2009). 

Penyakit degeneratif ini sudah lama telah menjadi permasalahan tersendiri bagi 

tiap negara dan sampai saat ini telah menjadi penyebab kematian terbesar di 

dunia. Data WHO menunjukkan bahwa dari 57 juta kematian yang terjadi di 

seluruh dunia, sebanyak 36 juta atau hampir dua pertiganya disebabkan oleh 

penyakit degeneratif terutama pada penyakit kardiovaskular (46,2%), kanker 

(21,7%), pernapasan kronis (10,7%), dan diabetes melitus (4%). Menurut 

Kementerian Kesehatan RI (2012), kematian akibat penyakit degeneratif 

diperkirakan meningkat di seluruh dunia. Peningkatan terbesar akan terjadi di 

negara-negara menengah dan miskin. Jumlah total kematian akibat penyakit tidak 

menular diperkirakan meningkat menjadi 52 juta pada tahun 2030.   

Di Indonesia, penyakit tidak menular menunjukkan adanya kecenderungan 

yang semakin meningkat dari waktu ke waktu. Menurut hasil Riskesdas tahun 

2007, kematian akibat penyakit degeneratif yang semakin meningkat dengan 

proporsi 41,7% menjadi 59,5%, sedangkan kematian karena penyakit menular 

semakin menurun dengan proporsi 44,2% menjadi 28,1%.  

Adapun beberapa teori yang menunjukkan proses awal terjadinya penyakit 

degeneratif di dalam tubuh manusia, yaitu (Handjani et al., 2009): 

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

Pada tahap ini terjadi seleksi terhadap umur dalam bertahan hidup. 

Selanjutnya adalah saat dimana fertilitas mulai menurun dan struktur umur 

mulai berubah dengan meningkatnya umur lansia. Disusul dengan angka 

kematian dan kelahiran rendah yang menunjukkan bahwa penyakit degeneratif 

ini menjadi dominan dalam profil kesehatan penduduk. 
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b. 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 

Kedua hormon ini tidak hanya berperan dalam pengaturan seks, tetapi juga 

dalam proses metabolisme tubuh. Salah satu fungsi dari kedua hormon tersebut 

yaitu mendistribusikan lemak ke seluruh tubuh. Sehingga, apabila terjadi 

penurunan produksi kedua hormon tersebut dapat menyebabkan penumpukan 

lemak yang memicu timbulnya penyakit degeneratif seperti kolesterol dan gula 

darah yang tinggi.  

c. Pergeseran pola makan dan pola hidup 

Disini terjadi pergeseran dari pola makan tradisional yang tinggi 

karbohidrat, tinggi serat, dan rendah lemak ke pola makan modern yang tinggi 

lemak, tapi rendah serat dan karbohidrat. Kurangnya mengonsumsi buah-

buahan dan sayur-sayuran membuat tubuh kekurangan serat dan dapat berisiko 

meningkatkan kadar kolesterol tubuh. Bila kondisi ini tidak segera diperbaiki 

dengan pola makan yang benar dan baik, maka dapat berakibat timbulnya 

berbagai penyakit, terutama penyakit degeneratif (jantung, diabetes, bahkan 

kanker kolon). 

d. Paparan radikal bebas 

Kesalahan pola makan dan gaya hidup yang dapat merangsang timbulnya 

radikal bebas (free radical) yang merusak tubuh. Penelitian di bidang gizi 

ortomolekuler membuktikan bahwa antioksidan dapat melindungi jaringan 

tubuh dari efek negatif radikal bebas. Gangguan atau ketidakmampuan sistem 

antioksidan tubuh inilah yang menyebabkan berbagai macam penyakit 

degeneratif.  

2.2 Radikal bebas 

Radikal bebas adalah molekul atau atom yang mempunyai satu elektron 

tidak berpasangan pada orbital terluarnya (Astuti, 2008). Dengan demikian, secara 

teoritis radikal bebas dapat terbentuk bila terjadi pemisahan ikatan kovalen. 

Senyawa ini dianggap berbahaya karena sangat reaktif dalam upaya mendapatkan 
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elektron pasangannnya dengan cara mengambil elektron dari suatu molekul yang 

ada di sekitarnya. Radikal bebas mampu bereaksi dengan setiap molekul untuk 

menarik elektron, dan membentuk radikal bebas yang baru dalam reaksi berantai 

yang menyebabkan stress oksidatif dan menyebabkan timbulnya berbagai 

penyakit (Muhilal, 1991). 

Radikal bebas bagai dua sisi yang bertolak belakang. Dalam kapasitas 

normal, radikal bebas berguna bagi tubuh yaitu bekerja melindungi jaringan tubuh 

yang sehat dari kerusakan (Muhilal, 1991). Keberadaannya diperlukan untuk 

melawan peradangan maupun membunuh kuman penyebab penyakit. Namun, jika 

dalam keadaan berlebihan akan menjadi ancaman karena dapat melumpuhkan 

mekanisme keseimbangan yang bekerja di dalam tubuh dan menyebabkan 

serangan yang dapat menimbulkan kerusakan di berbagai sel-sel penting bagi 

tubuh (Lingga, 2012). Kerusakan tersebut meliputi kerusakan membran sel, 

protein, DNA, dan lipid serta dapat menimbulkan berbagai macam penyakit 

seperti katarak, kanker, artheosklerosis, dan proses penuaan (Muhilal, 1991). 

Radikal bebas yang dihasilkan oleh tubuh secara alami disebut radikal bebas 

endogen, sedangkan yang berasal dari luar tubuh disebut radikal bebas eksogen. 

Radikal bebas endogen berasal dari proses biokimia yang berlangsung di dalam 

sel (intraselular) dan di luar sel (ekstraselular) yang terus menerus terjadi selama 

hidup. Sedangkan radikal bebas eksogen berasal dari paparan asap rokok, radiasi 

ultraviolet, obat-obatan, zat kimia serta polutan yang lain (Lingga, 2012). 

Radikal bebas terpenting di dalam tubuh adalah radikal derivat dari oksigen 

yang disebut kelompok oksigen reaktif (reactive oxygen species atau ROS). ROS 

merupakan radikal bebas terpenting di dalam tubuh karena memiliki peranan 

dalam ekspresi gen, apoptosis dan transportasi ion. Namun jika ROS dalam 

jumlah banyak dapat menimbulkan kerusakan pada banyak molekul seperti DNA, 

lemak, dan protein (Lu et al., 2010). Radikal superoksida (O2
-
), radikal hidroksil 

(OH•), radikal organik (R
-
), radikal peroksida organik (RCOO

-
), bentuk oksigen 

yang tereduksi yaitu hidrogen peroksida (H2O2), dan asam hipoklorus (HOCl) 

merupakan beberapa contoh ROS. Radikal hidroksil merupakan salah satu ROS 

yang paling reaktif, lebih toksik dibandingkan dengan kelompok radikal lain, dan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


7 

 

 
 

menjadi inisiator reaksi berantai yang membentuk peroksida lemak (Marks et al., 

2000). Proses reduksi pada oksigen yang menghasilkan superoksida, hidrogen 

peroksida dan radikal hidroksil dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

O2    O2
-
 

        (Oksigen)         (Superoksida) 

 

O2
-    

H2O2 

             (Superoksida)                   (Hidrogen peroksida) 

 

H2O2    H2O +  OH• 

                             (Hidogen peroksida)                           (Radikal Hidroksil) 

Gambar 2.1 Proses reduksi pada oksigen yang  menghasilkan superoksida, hidrogen 

peroksida dan radikal hidroksil (Sumber: Marks et al., 2000) 

Radikal hidroksil dihasilkan melalui rekasi fenton dari pengoksidasian 

hidrogen peroksida dan dengan adanya logam (Fe
2+

). Pembentukan radikal 

hidroksil oleh reaksi fenton dapat dilihat pada Gambar 2.2. Namun O2
- 

(superoksida) juga dapat menghasilkan radikal hidroksil yang lebih reaktif melalui 

reaksi dengan hidrogen peroksida dalam reaksi Haber-Weiss (Marks et al., 2000). 

Pembentukan radikal hidroksil oleh reaksi Haber-Weiss dapat dilihat pada 

Gambar 2.2. 

Reaksi Fenton: 

Fe
2+

 + H2O2     Fe
+
 + OH

- 
+ OH• 

 

Reaksi Haber-Wiss: 

O2
-
 + H2O2     O2 + H2O + OH• 

Gambar 2.2 Reaksi Pembentukan radikal hidroksil oleh reaksi Fenton dan Haber-Weiss 

(Sumber: Marks et al., 2000) 

 

Radikal hidroksil juga merupakan sumber utama kerusakan DNA. 

Pengikatan Fe
2+ 

dengan DNA mempermudah menyebabkan pemutusan untai dan 

perubahan basa DNA. Radikal hidroksil dan superoksida dapat mencetuskan 

peroksidasi lemak di membran sel, kerusakan pada mitokondria, inti, dan 

retikulum endoplasma. Peningkatan permeabilitas sel menyebabkan masuknya 

e
-    

e
-
, 2H

+ 
  

e
-
 , H

+ 
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Ca
2+

, sehingga menyebabkan kerusakan mitokondria lebih lanjut (Marks et al., 

2000). Cedera sel yang diperantarai oleh radikal bebas ini dapat dilihat pada 

Gambar 2.3. 

 

 

 Gambar 2.3 Cedera sel yang diakibatkan oleh radikal bebas (Sumber: Marks et al., 2000) 

Meningkatnya akumulasi dari ROS dapat menimbulkan toksisitas bahkan 

kematian sel. Seperti halnya radikal bebas yang dihasilkan dari berbagai sel dalam 

jumlah yang sedikit, maka keberadaan antioksidan di dalam maupun di luar tubuh 

juga diharapkan mengimbangi reaksi radikal bebas yang terbentuk (Ivanova & 

Ivanov (2000) dalam Harliansyah (2001)). 

2.3 Kerusakan DNA 

DNA (deoxyribonucleic acid) merupakan materi genetika pada sel yang 

dimiliki oleh hampir semua organisme hidup. Sebagian besar DNA berada di 

dalam inti sel (DNA inti) dan sebagian kecilnya ditemukan di dalam mitokondria 

(DNA mitokondria). DNA pada manusia memiliki pasangan basa yang terdiri dari 

adenin (A), timin (T), guanin (G), dan sitosin (C) (Brookes, 2005). Peristiwa pada  

basa-basa DNA yang mengalami kerusakan akibat interaksi kimiawi dengan 

sumber-sumber endogen maupun eksogen diesebut kerusakan DNA (Hwang & 

Bowen, 2010). Kerusakan DNA adalah kelainan pada struktur kimia DNA, seperti 

pemutusan double strand dan adanya perubahan kimia dasar seperti 8-

hydroxydeoxyguanosine. Kerusakan DNA disebabkan karena adanya interaksi 
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asam nukelat DNA dan radikal hidroksil (OH•) dengan membentuk 8-

hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG). 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG) dianggap 

sebagai penanda kerusakan oksidatif DNA (Kasai, 1997). Kerusakan DNA ini 

terakumulasi di otak, otot, hati, dan ginjal. Akumulasi kerusakan DNA tersebut 

merupakan penyebab kemungkinan penurunan ekspresi gen dan hilangnya 

kapasitas fungsional dengan bertambahnya usia (Nisha & Deshwal, 2011). 

Selain pada manusia, DNA juga ditemukan pada organisme uniseluler. 

Salah satunya adalah bakteri. Pada bakteri, terdapat DNA kromosom yang 

berbentuk superkoil dan berukuran besar. Selain kromosom, pada DNA bakteri 

juga ditemukan DNA plasmid yang berbentuk sirkuler dan memiliki ukuran lebih 

kecil dari kromosom (Gaffar, 2007). Ukuran plasmid bermacam-macam, sekitar 1 

kb – lebih dari 200 kb (Dwijoseputro, 2003). Selain itu, plasmid DNA memiliki 

tiga konformasi yaitu supercoil, open circular, dan linear (Browm, 2010). Untuk 

mendapatkan DNA plasmid, maka dilakukan isolasi plasmid dengan tahap 

pertumbuhan dan pemanenan bakteri yang dilanjutkan dengan pemurnian plasmid 

(Faatih, 2009). Konformasi plasmid DNA dapat dilihat pada Gambar 2.4.  

 

 

 

Gambar 2.4 Konformasi plasmid DNA; (a) supercoil; (b) open circular; (c) linear  

(Sumber: Browm, 2010) 

 

Elektroforesis gel agarosa dapat digunakan secara efektif untuk deteksi dan 

karakterisasi plasmid DNA. Elektroforesis gel agarosa adalah metode yang 

digunakan untuk memisahkan fragmen DNA yang memiliki perbedaan ukuran 

lebih besar. Pita-pita DNA pada gel dapat diamati secara spesifik dengan 

menggunakan zat pewarna seperti etidium bromida (Marks, 2000). Etidium 

bromida akan menyisip di antara basa-basa DNA. Penggunaan etidium bromida 
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dimaksudkan untuk membantu visualisi, karena zat pewarna ini akan berpendar 

saat gel disinari dengan ultraviolet dari bawah, sehingga nampak pita-pita pada 

gel agarosa. Pita-pita tersebut merupakan molekul-molekul DNA yang bergerak 

sepanjang gel setelah dielektroforesis (Yuwono, 2009). Gel agarosa dilakukan 

secara horizontal dalam kekuatan medan listrik dan arah tetap, seperti ditunjukkan 

pada Gambar 2.5. 

 

Gambar 2.5 Elektroforesis gel agarosa (Sumber: Reddy & Raju,  2012)  

Faktor yang mempengaruhi laju migrasi DNA yaitu ukuran molekul DNA, 

konsentrasi gel agarosa dan konformasi DNA. Molekul yang berukuran lebih 

kecil akan lebih mudah melalui pori-pori (matriks) gel sehingga laju migrasinya 

lebih cepat. Sedangkan konsentrasi agarosa yang digunakan akan menentukan 

besarnya pori-pori gel yang akan memisahkan DNA. Semakin rendah konsentrasi 

agarosa, maka matriks gel akan semakin kecil dan fragmen DNA dapat dipisah 

semakin jauh berdasarkan ukurannya (Poland & Scheraga, 1970). Laju migrasi 

juga tergantung pada bentuk atau konformasi DNA. Urutan konformasi DNA 

mulai dari yang paling cepat adalah supercoil (SC), open circular (OC), dan 

liniear (Meyers et al., 1976).  

Sebelum melakukan elektoforesis gel agarosa, maka dapat dilakukan isolasi 

plasmid kemudian pengukuran kemurnian plasmid secara kuantitatif dengan 

menggunakan spektrofotometer. Isolasi plasmid dapat dilakukan menggunakan 

metode mini preparation (mini-prep) (Sambrook & Russell, 2006). Proses 

pertama yang dilakukan yaitu kultur bakteri selama 16 jam, lalu disentrifus. 

Kemudian hasil sentrifus berupa pelet dilanjutkan dengan pemberian larutan I, II 

dan III. Kandungan glukosa dengan konsentrasi tinggi pada larutan I yang dapat 
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merusak membran sel. Kemudian pemberian larutan II yang digunakan NaOH 

(alkali kuat) dan SDS yang berfungsi untuk merusak sel. Sedangkan larutan III 

berfungsi sebagai penetral. Selanjutnya disentrifus untuk mendapatkan supernatan 

yang berisi DNA. Supernatan yang diperoleh kemudian ditambahkan dengan PCI 

yang berfungsi untuk menghilangkan komponen-komponen lain dalam sel, 

misalnya protein. Supernatan yang dihasilkan ditambahkan natrium asetat dan 

etanol absolut (96%) yang berfungsi untuk membantu pengendapan plasmid. 

Kemudian inkubasi -20ºC selama 1 jam, disentrifus dan penambahan etanol 70% 

yang bertujuan untuk membersihkan sisa-sisa larutan sehingga diperoleh plasmid 

yang murni. Kemudian ditambahkan 40 µL double destillation water (ddH2O). 

Hasil isolasi yang diperoleh berupa plasmid murni. Kemudian kemurnian 

plasmid dilihat menggunakan nanodrop spektrofotometer. Pada kemurnian DNA 

dapat dengan menghitung nilai absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai absorbansi 

280 (A260/280), sedangkan nilai (A260/A230) menunjukkan kemurnian asam 

nukleat  (Nugroho & Rahayu, 2016). Nilai A260/280 menunjukkan pita ganda 

pada DNA dapat menyerap cahaya UV pada panjang gelombang 260 nm, 

sedangkan kontaminan protein atau fenol akan menyerap cahaya pada panjang 

gelombang 280 nm. Menurut Fatchiyah et al. (2011), nilai kemurnian DNA 

berkisar antara 1,8–2,0. 

Proteksi terhadap kerusakan DNA dapat dianalisis dengan menggunakan 

elektroforesis gel agarosa 1%. Proteksi terhadap kerusakan DNA dapat dilihat 

dengan penghambatan perubahan pita supercoil yang diinisiasi radikal hidroksil 

melalui reaksi fenton. Pada reaksi fenton, hasil H2O2 menjadi OH• melalui reaksi  

Fe
2+

 + H2O2       Fe
3+

 + OH• + OH
-
, dimana OH• yang bersifat reaktif dan dapat 

menyebabkan perubahan konformasi pita supercoil (Louis et al., 2014). 

Penghambatan kerusakan DNA tersebut dapat diatasi dengan senyawa antioksidan 

yang merupakan terapi alternatif sebagai perlindungan terhadap kerusakan DNA 

(Nisha & Deshwal, 2011). Salah satu contoh antioksidan yang berperan dalam 

menangkap radikal bebas sehingga dapat mencegah kerusakan sel yaitu glutathion 

sulphhydril (GSH). GSH merupakan suatu tripeptida yang terdiri dari asam 

glutamat, sistein, dan glisin (Murray et al., 2009). GSH ini memiliki kemampuan 
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menghambat radikal hidroksil yang bertujuan untuk menghilangkan radikal bebas 

yang berlebihan (Afriza, 2013) dan merupakan antioksidan yang sering diukur 

untuk melihat dampak peningkatan radikal bebas dalam tubuh. Adanya gugus 

sulfhidril ini yang menyebabkan GSH berperan sebagai pendonor elektron yang 

kuat dalam menangkal radikal (Safyudin & Subandrate, 2015).  

 

2.4 Antioksidan 

Antioksidan adalah senyawa alami yang dapat melindungi sel tubuh kita 

dari kerusakan dan penuaan yang disebabkan oleh molekul reaktif. Antioksidan 

merupakan zat yang dalam kadar rendah mampu menghambat laju oksidasi 

molekul target (Swastika et al., 2013). Antioksidan berfungsi untuk menstabilkan 

radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas, 

sehingga dapat menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal 

bebas (Windono et al., 2001). Dalam mekanisme kerjanya, senyawa alami 

tersebut menghambat reaksi oksidasi dengan cara mengikat molekul liar serta 

menjaga struktur genetik dari suatu sel agar tetap dalam kondisi yang stabil. 

Dalam melakukan aktivitasnya, antioksidan bekerja melalui berbagai cara, yaitu 

mencegah terbentuknya molekul radikal, mereduksi molekul radikal sehingga 

tidak menjadi berbahaya, mengeliminasi molekul yang rusak dan mencegah 

terjadinya mutasi (Lingga, 2012). Peran antioksidan yaitu menghambat reaksi 

oksidasi oleh radikal bebas atau menetralkan radikal bebas yang dapat 

menyebabkan kerusakan sel dan juga merusak biomolekul, seperti DNA, protein, 

lipoprotein di dalam tubuh yang akhirnya dapat memicu terjadinya penyakit 

degeneratif (Sie, 2013).  

Sumber-sumber antioksidan dapat berasal dari sintetik maupun alami (Barua 

et al., 2015). Tetapi saat ini penggunaan antioksidan sintetik mulai dibatasi karena 

dari beberapa hasil penelitian yang telah dilakukan, bahwa antioksidan sintetik 

seperti butylated hydroxy toluena (BHT) ternyata dapat meracuni binatang 

percobaan dan bersifat karsinogenik. Oleh sebab itu, banyak penelitian 

mengembangkan antioksidan alami dan mencari sumber-sumber antioksidan 

alami baru. Kebanyakan sumber antioksidan alami berasal dari tumbuh-tumbuhan 
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seperti minyak, biji-bijian, daun dan kacang-kacangan, serta sumber antioksidan 

alami ini tergolong aman (Miyake & Shibamoto, 1997). Melinjo diketahui 

merupakan sumber antioksidan yang alami (Siswoyo et al., 2007). 

2.5 Melinjo (Gnetum gnemon L.) 

Tanaman melinjo termasuk dalam tumbuhan berbiji terbuka, tidak 

terbungkus daging tetapi terbungkus oleh kulit luar. Pada tanaman melinjo buah 

yang terlihat bukan merupakan buah sejati. Buah yang sebenarnya adalah biji 

yang terbungkus oleh selapis aril yang berdaging. Kulit pada biji berwarna 

kuning, kemerah-merahan atau lembayung. Tanaman ini dapat tumbuh pada 

tanaman berkapur, tetapi tidak tahan terhadap dengan tanah yang memiliki air 

dalam kandungan banyak. Tanaman yang tumbuh dan tersebar di berbagai tempat, 

serta banyak ditemukan di tanah-tanah perkarangan penduduk desa maupun kota 

(Sunarto, 1991). 

Klasifikasi tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.) menurut Tjitrosoepomo 

(2004) sebagai berikut: 

Divisi  : Spermatophyta 

Subdivisi : Gymnospermae 

Kelas  : Gnetinae 

Ordo  : Gnetales 

Famili  : Gnetaceae 

Genus  : Gnetum 

Spesies : Gnetum gnemon L. 

Tanaman melinjo dapat tumbuh tinggi sekitar hingga 5-10 meter, 

berkelamin dua, kulit batang berwarna kelabu, gelang-gelang batang timbul, dan 

cabang-cabangnya melingkari batang sampai di pangkal. Daun-daunnya 

berhadapan, berbentuk jorong, tulang daun sekunder melengkung. Buahnya 

berbentuk jorong, berbulu halus, awalnya berwarna kuning, tetapi jika matang 

akan berubah menjadi warna merah sampai lembayung (Tjitrosoepomo, 2004). 

Melinjo memiliki banyak kegunaan pada setiap bagiannya. Kayunya dapat 

digunakan sebagai bahan papan dan alat rumah tangga sederhana. Daun mudanya 
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digunakan sebagai bahan sayuran. Bagian paling penting dari melinjo adalah biji. 

Biji melinjo dapat digunakan sebagai bahan makanan dalam bentuk kering, 

dimasak maupun diawetkan. Melinjo adalah sumber protein fungsional yang 

cocok sebagai suplemen makanan, substansi yang mempunyai manfaat bagi 

kesehatan, termasuk mencegah dan mengobati penyakit (Tampubolon, 2013). 

Tanaman biji melinjo dapat dilihat pada Gambar 2.6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2.6 Biji melinjo (Gnetum gnemon L.) (Sumber: Tampubolon, 2013) 

Komposisi kandungan biji melinjo (Gnetum gnemon L.) terdiri dari 58% 

pati, 16,4% lemak, 9-10% protein dan 1% fenolik (Siswoyo et al., 2007). Pada 

penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, dilaporkan bahwa protein isolat biji 

melinjo (Gnetum gnemon L.) terhidrolisis memiliki potensi aktif sebagai 

antioksidan (Siswoyo & sugiharto, 2012). Aktivitas antioksidan ini diperoleh dari 

konsentrasi protein yang tinggi pada tiap bijinya (Siswoyo et al., 2011). Selain itu, 

protein biji melinjo yang terhidrolisis dengan enzim alkalase memiliki 

penghambatan paling efektif pada kemampuan dalam melindungi DNA dari 

kerusakan akibat radikal hidroksil dan mempunyai peredaman radikal hidroksil 

paling efektif (Sembodo, 2015).  

2.6 Protein 

Protein merupakan makromolekul yang terbentuk dari gabungan asam 

amino-asam amino yang mengandung atom nitrogen, karbon, hidrogen dan 

oksigen, yang dihubungkan oleh ikatan peptida. Dalam makhluk hidup, protein 

berperan sebagai pembentuk struktur sel dan beberapa jenis protein memiliki 
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peran fisiologis (Bintang, 2010). Struktur umum dari protein dapat dilihat pada 

Gambar 2.7.  

           H           R2 

NH2— C  —COOH  +  NH2— C  –COOH 

           R1            H 

 

  H2O 

 

 

           H   O     R2 

NH2— C –C ––N –C –COOH 

            R1         H   H 

 

           Ikatan peptida 

Gambar 2.7 Struktur umum protein (Sumber: Walsh, 2002) 

 

Beradasarkan bentuk molekulnya, protein digolongkan menjadi protein 

globular (albumin, globulin, dan hemoglobin) dan protein serabut (kreatin pada 

rambut dan fibroin pada sutra). Berdasarkan tingkat kelarutannya dalam air, 

protein globular sangat mudah larut dalam air, sedangkan protein serabut tidak 

larut dalam air (Bintang, 2010). 

Berdasarkan stukturnya, protein dibedakan menjadi 4 macam (Bintang, 

2010): 

a. Struktur primer 

Struktur ini terdiri dari asam-asam amino yang dihubungkan satu sama lain 

secara kovalen melalui ikatan peptida. 

b. Struktur sekunder 

Protein sudah mengalami interaksi intermolekuler, melalui rantai samping 

asam amino. Ikatan yang membentuk struktur ini didominasi oleh ikatan 

hidrogen antar rantai samping yang terjadi di antara oksigen karbonil dan 

nitrogen amida pada kerangka peptida, ada dua bentuk dari struktur sekunder 

yaitu α-heliks dan β-sheet. 
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c. Struktur tersier 

Struktur ini terbentuk karena adanya pelipatan membentuk struktur yang 

kompleks dan merupakan rangkaian molekular yang menggambarkan bentuk 

keseluruhan protein. Jenis ikatan yang membentuk struktur tersier terdiri dari 

ikatan hidrogen, ikatan ionik, ikatan disulfida, dan ikatan hidrofobik. 

d. Struktur kuartener  

Dibentuk oleh beberapa polipeptida yang berikatan satu sama lain tidak 

secara kovalen. 

1.6.1 Isolasi Protein  

Isolasi protein pada prinsipnya didasarkan atas dua proses utama yaitu 

ekstraksi dan presipitasi. Isolat protein dibuat dengan cara mengendapkan protein 

pada titik isoelektriknya. Dengan cara ini, protein dapat diisolasi dan dipisahkan 

dari bagian bahan lainnya yang tidak diinginkan (Triyono, 2010).   

Ekstraksi merupakan proses awal untuk mendapatkan protein kasar dengan 

cara memisahkan protein dari zat campuran lainnya dengan menggunakan 

sejumlah pelarut sebagai pemisah. Proses ektraksi secara umum dipengaruhi oleh 

pelarut, temperatur, ukuran bahan, dan waktu kontak, sedangkan tekanan tidak 

berpengaruh (Hartati & Kurniasari, 2010). 

Protein dapat dipresipitasi dengan adanya gangguan pelarut melalui 

penambahan garam (salting out), pengaturan suhu, pengaturan pH, dan 

penambahan pelarut organik (Bintang, 2010). 

a. Pengendapan garam 

Amonium sulfat memiliki daya larut yang sangat tinggi dan garam ini paling 

banyak digunakan untuk fraksinasi protein-protein. Metode yang digunakan 

yaitu salting out. 

b. Pengaturan suhu 

Kenaikan suhu dapat menyebabkan penurunan daya larut, sehingga 

pemanasan dilakukan secara hati-hati untuk mengeliminasi protein yang tidak  

diinginkan. 
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c. Pengaturan pH 

Daya larut protein tergantung pada pH dan mencapai minimum pada titik 

isoeletriknya. Kelarutan protein akan meningkat pada pH basa 8-9, sehingga 

pada keadaan ini sangat bagus untuk mengekstrak protein. Sedangkan pada 

pH asam 4-6 akan mengalami presipitasi protein, sehingga menurunkan 

interaksi dengan air (Salcedo et al., 2002). 

d. Pelarut organik 

Pelarut-pelarut organik ini dapat menyebabkan protein mengendap dengan 

cara menurunkan konstanta dielektrik, yang mengakibatkan peningkatan 

interaksi antara protein dengan protein. 

Metode isolasi protein yang digunakan yaitu isoelectric precipitation, 

dengan cara mengatur pH. Metode isoelectric precipitation merupakan 

pengendapan protein berdasarkan titik isoelektrik. Sampel diatur pHnya menjadi 4 

dengan menambahkan 1 M HCl, sehingga protein akan mengendap pada titik 

isoelektriknya. Pengendapan protein ini karena pada pH 4 kelarutan protein 

menjadi menurun akibat dari muatan positif dan negatif molekul protein yang 

sama, sehingga interaksi antar molekul protein meningkat dan interaksi antara 

molekul protein dengan air menurun (Salcedo et al., 2002). Hal tersebut 

menyebabkan protein tidak larut air dan membentuk endapan. Sehingga pada saat 

larutan disentrifus, hasil berupa cairan dibuang karena mengandung zat yang tidak 

diinginkan seperti gula dan mineral sedangkan endapan (pelet) digunakan karena 

mengandung protein yang lebih murni. Pelet diresuspensi kembali menggunakan 

akuades dan diatur pHnya sampai 8 menggunakan NaOH 1 N, karena pada pH 

tersebut kelarutan protein akan meningkat (Salcedo et al., 2002).  

 

1.6.2 Hidrolisis Protein 

Menurut Hasnaliza et al. (2010), hidrolisis protein merupakan protein yang 

mengalami degradasi hidrolitik dengan asam, basa atau enzim proteolitik yang 

menghasilkan produk berupa asam amino dan peptida.  
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Ada tiga cara yang dapat ditempuh untuk menghidrolisis protein 

(Sediaoetama, 2010): 

a. 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 atsmofer dan dilakukan selama beberapa jam. 

b. Hidrolisis..basa 

Hidrolisis dengan menggunakan basa atau alkali kuat, seperti NaOH dan 

KOH, dilakukan selama beberapa jam, pada suhu tinggi, dengan tekanan di 

atas satu atsmofer. 

c. Hidrolisis enzimatik 

Hidrolisis yang dilakukan dengan menggunakan enzim. Dapat digunakan satu 

jenis enzim atau beberapa enzim yang berbeda dan hidrolisis dilakukan pada 

pH dan suhu optimum.  

Hasil dari hidrolisis secara kimia (asam atau basa) yaitu beberapa asam 

amino mengalami kerusakan dan beberapa lagi mengalami perubahan menjadi 

derivatnya, sedangkan hasil dari hidrolisis enzimatik lebih baik dari hidrolisis 

secara kimia, yaitu tidak ada asam amino yang rusak atau mengalami modifikasi 

menjadi derivatnya. Hidrolisis enzimatik lebih menguntungkan karena tidak 

mengakibatkan kerusakan pada asam amino (Kristinsson, 2007) serta peptida 

dengan rantai pendek yang dihasilkan lebih bervariasi, reaksi dapat dipercepat, 

tingkat kehilangan asam amino 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 (Prasetyo et al., 

2012).  

Selain itu, hidrolisis secara enzimatik dapat meningkatkan aktivitas 

antioksidan dari suatu protein (Elias et al., 2008). Protein dengan berat molekul 

yang rendah dapat diperoleh dengan menghidrolisis protein secara enzimatik 

(Zhidong et al., 2013). Penggunaan enzim dalam menghidrolisis protein dianggap 

paling aman dan menguntungkan. Hal ini disebabkan karena kemampuan enzim 
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dalam menghidroisis protein dapat menghasilkan produk hidrolisat yang terhindar 

dari perubahan dan kerusakan produk (Hasnaliza et al., 2010).  

Alkalase adalah enzim alkalin yang diproduksi dari Bacillus licheniformis. 

Alkalase merupakan enzim terbaik digunakan dalam preparasi protein hidrolisat 

(Bhaskar et al., 2008) dan digunakan untuk imobilisasi (Corici et al., 2011). 

Menurut Siswoyo et al. (2013), enzim alkalase merupakan enzim yang dapat 

meningkatkan aktivitas antioksidan tertinggi di antara enzim tripsin dan peptin. 

Derajat hidrolisis (DH) merupakan parameter utama untuk mengetahui berapa 

persen ikatan peptida yang dipotong pada reaksi hidrolisis. Derajat hidrolisisi 

dapat dihitung menggunakan Persamaan 2.1. 

Derajat hidrolisis = 
 

    
 x 100% .................................. (2.1) 

dimana h merupakan jumlah ikatan peptida yang dihidrolisis dan htot merupakan 

jumlah total ikatan peptida per ekuivalen protein. Metode yang digunakan untuk 

mendeteksi derajat hidrolisis dalam hidrolisis protein yaitu trinitro-benzene-

sulfonic acid (TNBS) (Nielsen et al., 2010). Metode TNBS didasarkan pada reaksi 

primer asam amino dengan reagen TNBS membentuk kromofor yang kemudian 

dilihat absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil reaksi 

tersebut akan terbentuk warna merah muda yang pekat, menandakan nilai 

absorbansi tinggi dan menunjukkan semakin banyaknya asam amino atau peptida 

yang terbentuk (Nissen, 1979). Perhitungan derajat hidrolisis ditentukan dengan 

mengetahui total asam amino dari sampel awal Gg-PI yang dihidrolisis 

menggunakan HCl untuk mencari htot (100% sampel terhidrolisis) dan asam amino 

terlarut dari protein terhidrolisis.  

1.6.3 Analisis Kuantitatif Protein 

Metode yang sering digunakan untuk menentukan kadar protein yaitu 

metode Bradford, karena metode ini paling cepat, mudah dan akurat dibandingkan 

dengan metode lainnya (Bradford, 1976). Metode Bradford merupakan metode 

pengukuran konsentrasi protein total yang melibatkan pewarna coomassie 

brilliant blue (CBB). CBB akan berikatan dengan protein pada sampel larutan 

dalam suasana asam (Purwanto, 2014). Penentuan kadar protein diperoleh 
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berdasarkan absorbansi maksimum untuk larutan coomassie brilliant blue (CBB) 

pada panjang gelombang 595 nm, ketika terjadi pengikatan protein. Kelemahan 

uji Bradford yaitu memiliki kurva linier pada rentang pendek, biasanya antara 2-

120 μg/mL, sehinga perlu pengenceran sampel sebelum dianalisis. Selain itu, 

reaksi juga terhambat jika sampel mengandung detergen (Bintang 2010). 

1.6.4 Elektroforesis 

Elektroforesis merupakan suatu cara untuk memisahkan fraksi-fraksi 

campuran berdasarkan pergerakan partikel-partikel koloid yang bermuatan di 

bawah pengaruh medan listrik. Secara umum elektroforesis banyak digunakan 

untuk menganalisis asam nukleat, virus, enzim, protein dan DNA (Bintang, 2010). 

Elektroforesis gel polyacrylamide merupakan metode yang digunakan 

secara luas pada saat ini. Metode ini menggunakan sodium dodecyl sulphate 

(SDS) yang bertujuan untuk mendenaturasi protein. Metode elektroforesis yang 

demikian disebut sodium dedocyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS PAGE) (Bintang, 2010). Skema elektroforesis gel poliakrilamid dapat 

dilihat pada Gambar 2.8. 

 

Gambar 2.8 Elektroforesis gel poliakrilamid (Sumber: Sattayasi, 2012) 

Elektroforesis gel polyacrylamide dapat digunakan untuk pemisahan, 

identifikasi, dan pemurnian protein. Teknik ini merupakan teknik sederhana, cepat 

dan dapat memisahkan molekul yang diinginkan dari matriksnya (Sudjadi, 2008). 

Gel polyacrylamide tidak hanya digunakan untuk pemisahan dari berbagai 

protein, tetapi juga untuk membandingkan berat molekulnya (Bintang, 2010).  
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Protein yang dielektroforesis dapat dianalisis dengan pengecatan 

menggunakan coomassie blue. Untuk menentukan berat molekul protein, 

dilakukan dengan menghitung Rf dari masing-masing pita dan dibandingkan 

dengan protein standar yang sudah diketahui berat molekulnya (Hanafiah & Allza, 

2013). Pita protein lebih banyak di bawah dengan berat molekul lebih kecil, 

sedangkan pita protein pada bagian atas dengan berat molekul lebih besar 

(Sugiharsono et al., 2014).  

 

2.7 Imobilisasi Enzim 

Imobilisasi enzim merupakan enzim yang diikatkan pada padatan 

pendukung maupun penjerapan pada matriks, sehingga dapat menahan aktivitas 

katalitiknya (Katzir, 1993). Metode imobilisasi yang ideal harus mudah 

pengerjaannya dan tidak merusak substansi yang mengalami imobilisasi. 

Keuntungan dari teknik imobilisasi adalah lebih mudah dalam memisahkan 

produk yang dihasilkan, dapat digunakan secara berulang-ulang, sistem yang lebih 

stabil (Bintang, 2010). Hal ini dikarenakan adanya padatan pendukung yang dapat 

melindungi enzim dari denaturasi, sehingga enzim masih dapat mempertahankan 

aktivitasnya (Wardoyo et al., 2015). 

Metode imobilisasi enzim meliputi ikatan pada matriks pendukung (carrier 

binding), ikatan silang (cross linking) dan penjerapan (Dumitriu, 2002). 

1. Metode carrier binding 

Metode carrier binding adalah teknik tertua pada imobilisasi enzim. Dalam 

metode ini, jumlah enzim yang terikat pada pembawa dan aktivitas setelah 

imobilisasi tergantung pada sifat dari enzim itu sendiri dan karena hal tersebut, 

ada beberapa aspek yang harus diperhatikan. Aspek yang perlu diperhatikan di 

antaranya ukuran partikel, luas permukaan, perbandingan molar hidrofilik dan 

hidrofobik serta komposisi kimia enzim. Metode carrier binding dibagi menjadi 

tiga jenis, yaitu adsorpsi fisik, ikatan ionik, dan ikatan kovalen (Kumar & Greg, 

2002).  
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a. Adsorpsi fisik 

Metode adsorpsi adalah metode paling sederhana dan melibatkan 

interaksi permukaan reversibel antara enzim dan material pembawa. 

Keuntungan dari metode ini yaitu cepat dan murah, sederhana, reversibel, 

dan tidak ada perubahan konformasi enzim. Kelemahan dari metode ini 

adalah enzim yang diserap dapat bocor selama pemakaian dan dapat 

mengkontaminasi produk (Erlashar, 2010). 

b. Ikatan ionik 

Metode pengikatan ionik ini didasarkan pada ionik protein enzim pada 

pembawa yang tidak larut air yang mengandung residu pertukaran ion. 

Sebagai pembawa untuk ikatan ionik, polisakarida dan polimer sintetik 

memiliki residu pertukaran ion yang digunakan. Metode ini memiliki 

kelemahan yaitu kehilangan aktivitas atau perubahan spesifitas aktivitas 

akibat adanya perubahan konformasi enzim. 

c. Ikatan kovalen  

Metode ikatan kovalen merupakan metode yang melibatkan 

pembentukan ikatan kovalen antara enzim dan material pembawa. Ikatan 

kovalen memiliki hubungan kuat antara enzim dan pembawanya, 

dibandingkan dengan jenis lain dari metode imobilisasi enzim. Dengan 

demikian, kebocoran enzim dari matriks sering diminimalkan dengan 

kovalen terikat. Kelebihan dari metode ini yaitu tidak ada kebocoran enzim. 

Namun kelemahannya yaitu biaya yang dibutuhkan sangat mahal dan 

kemungkinan hilangnya aktivitas enzim.  

2. Metode Cross linking 

Metode cross linking didasarkan pada pembentukan ikatan intermolekuler 

antara molekul-molekul enzim dengan pembawa. Dengan teknik ini, enzim akan 

terikat cukup kuat pada pembawa, sehingga kemungkinan untuk terjadi desorpsi 

enzim sangat kecil. Walaupun demikian, teknik ini dapat menyebabkan terjadi 

perubahan sisi aktif enzim secara bermakna dan aktivitas enzim setelah 

diimobilisasi menjadi sangat rendah (Elnashar, 2010). 
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3. Metode Penjerapan  

Metode penjerapan berbeda dari metode lainnya, karena enzim tidak terikat 

pada kisi-kisi membran atau polimer. Metode ini didasari oleh penempatan enzim 

dengan pola matriks polimer dan membran. Metode penjerapan memiliki 

beberapa keuntungan di antaranya adalah metode ini mudah, tidak memerlukan 

waktu dan biaya yang banyak dan lebih hemat dalam penggunaan. Namun 

kelemahan metode ini yaitu lepasnya enzim dari matriks karena ukuran enzim  

lebih kecil dari sel, selain itu penjerapan umumnya menggunakan matriks 

polyacrylamide gel yang bersifat karsinogenik.  

Teknik imobilisasi yang paling baik adalah yang memenuhi kriteria utama 

yaitu tidak terjadi perubahan konformasi enzim dan tidak mengganggu gugus 

fungsi di pusat aktif enzim sehingga enzim tetap dapat berfungsi (Sangeetha et al., 

2008). Metode penjerapan lebih banyak digunakan karena lebih efisien 

dibandingkan dengan metode imobilisasi lainnya karena enzim ada dalam 

keadaan bebas dan tidak terikat pada bahan pendukung sehingga secara relatif 

fungsi katalitik dan struktur alami molekul enzim tidak mengalami gangguan 

(Wirahadikusumah, 1985). Metode yang akan digunakan pada penelitian ini yaitu 

metode penjerapan. Metode imobilisaasi enzim ini dapat dilihat pada Gambar 2.9. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.9 Metode imobilisasi enzim; (a) metode carrier binding; (b) metode 

cross linking; (c) metode penjerapan   (Sumber: Katzir, 1993) 

 

2.8 Penentuan Aktivitas Antioksidan melalui Peredaman Radikal Hidroksil 

Kapasitas penghambatan radikal hidroksil suatu ekstrak berhubungan 

langsung dengan aktivitas antioksidannya. Peredaman radikal hidroksil diuji 

menggunakan metode deoksiribosa (Halliwell et al., 1987). Pada metode ini 

 

support 

Enzim 
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melibatkan pembentukan radikal hidroksil secara in vitro menggunakan Fe
3+

 

dengan menggunakan reaksi fenton (Shivaprasad dalam Febriani 2012). Untuk 

menghasilkan radikal hidroksil diperlukan reaksi fenton. Dalam reaksi fenton, 

vitamin C (ascorbate) berfungsi untuk memprcepat proses reduksi Fe
3+

 menjadi 

Fe
2+

. Semakin cepat Fe
3+ 

direduksi menjadi Fe
2+

 maka radikal hidroksil juga akan 

semakin cepat terbentuk karena Fe
2+

 akan bereaksi dengan dengan H2O2 dan 

menghasilkan radikal hidroksil (OH•). Penambahan EDTA pada besi dapat 

meningkatkan kecepatan reaksi antara Fe
2+

 dan H2O2.  

Radikal hidroksil yang terbentuk dari reaksi fenton akan mendegradasi 

deoksiribosa kemudian membentuk produk yang dinamakan molondealdehid 

(MDA). Kemudian campuran reaksi diinkubasi pada suhu 37ºC. Digunakan suhu 

37ºC dengan alasan untuk menyerupai kondisi seperti pada tubuh manusia normal. 

Pada saat proses inkubasi, adanya reaksi antara deoksiribosa dengan radikal 

hidroksil yang dihasilkan dari reakasi fenton. Radikal hidroksil akan menyerang 

deoksiribosa sehingga deoksiribosa akan mengalami degradasi atau kerusakan. 

Malonaldehid merupakan senyawa yang tidak berwarna. Senyawa ini dapat 

diidentifikasi dengan asam tiobarbiturat (TBA) yang akan membentuk kompleks 

(ikatan MDA-TBA) berwarna merah muda, sehingga dapat ditetapkan secara 

spetrofotometri (Gambar 2.10). Larutan yang mengandung ikatan MDA-TBA 

akan berubah warna menjadi merah muda jika melalui proses pemanasan dan 

dapat diukur absorbansinya pada panjang gelombang 532 nm (Halliwell et al., 

1987). 

Fe
3+

-EDTA + ascorbate              Fe
2+

-EDTA + oxidized ascorbate 

Fe
2+

-EDTA + H2O2   OH
-
 + OH• +Fe

3+
-EDTA 

OH• + deoksiribosa   fragmen   MDA 

TBA + MDA    kromogen (merah muda) 

Gambar 2.10 Reaksi pembentukan ikatan MDA-TBA akibat radikal hidroksil 

(Sumber: Halliwell et al., 1987) 

 

Besarnya aktivitas antioksidan diperoleh berdasarkan peredaman radikal 

hidroksil (%). Nilai absorbansi yang diperoleh kemudian dihitung peredaman 
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radikal hidroksil (%) menggunakan Persamaan 2.2. Selanjutnya data diolah 

menggunakan analisis menggunakan persamaan regresi linier dari besar 

peredaman (%), sehingga diperoleh nilai IC50. Nilai IC50 merupakan konsentrasi 

larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal hidroksil. 

Pengujian aktivitas antioksidan pada konsentrasi yang tinggi memiliki tingkat 

peredaman radikal hidroksil paling efektif. Setelah diperoleh data IC50, kemudian 

dilanjutkan analisis statistik. 

Peredaman radikal hidroksil (%) =  
                    

         
 x 100% ........ (2.2) 

Akontrol merupakan nilai absorbansi tanpa penambahan sampel dan Asampel 

adalah nilai absorbansi dengan penambahan sampel. Radikal hidroksil merupakan 

suatu jenis radikal oksigen dengan reaktivitas yang tinggi sehingga biasanya 

berbahaya bagi makhluk hidup. Radikal hidroksil ini dapat merusak semua tipe 

makromolekul seperti karbohidrat, asam nukleat, lipid dan asam amino. Cara satu-

satunya untuk melindungi sel adalah dengan penggunaan antioksidan untuk 

meredam reaktivitas dari radikal hidroksil (Wahdaningsih et al., 2011).  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh yang timbul akibat dari adanya perlakuan tertentu. Jenis 

penelitian eksperimental yang digunakan adalah true experimental laboratories. 

3.2 Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah biji melinjo (Gnetum 

gnemon L.) yang sudah masak, ditandai dengan kulit biji berwarna merah tua. Biji 

melinjo diperoleh pada bulan Juli 2015 dipagi hari dari petani di daerah Kalibaru, 

Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur. 

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

Tempat penelitian ini seluruhnya dilakukan di Laboratorium Center for 

Development of Advance Science and Technology (CDAST) Universitas Jember. 

Waktu penelitian pada bulan September 2015 – September 2016. 

3.4 Alat dan Bahan Penelitian 

3.4.1 Alat  

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas, vortex, stirer, 

timbangan analitik, blender, autoklaf, mikropipet, oven (Carbolite), orbital shaker 

incubator (Stuart SI600), dry block heater (Techne), sentrifus (Tomy MRX-150 

dan Hitachi CR21GIII), microplate reader (spektrofotometer Hitachi tipe U-2900 

UV-Vis), syringe Hamilton, elektroforesis SDS-PAGE (Bio-Rad), UV 

transluminator (Major science), pH meter (Horiba), orbital shaker (Stuart SSL1), 

nanodrop (Nanovue), gel documentation (Major science). 
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3.4.2 Bahan  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuades, HCl 1 M, 

NaOH 1 M, enzim alkalase 2.4 L FG (2,4 AU/g dan densitasnya 1,18 g/mL), 

isopropil alkohol (Wako), HCl (Sigma), PEG 20000, NaF 1 M (Wako), 

dimethyldimethoxysilane (DMDMOS) (Aldrich), tetramethoxysilane (TMOS) 

(Shin-etsu), buffer fosfat pH 8, bovine serum albumin (BSA) (Sigma), reagen 

0,1% trinitro-benzene-sulfonic acid (TNBS), Na2SO3, 0,1 M reagen Bradfod, 

ethylene diamine tetra acid (EDTA), FeCl3 (Nacalai tesque), H2O2 (Riedel-de 

Haen), deoksiribosa (Wako), asam askorbat (Nacalai tesque), tiobarbituric acid 

(TBA) (Sigma-aldrich), trichlorasetic acid (TCA) (Merck), plasmid DNA, media 

cair luria bertani (LB), antibiotik ampisilin, agarose gel 1%, larutan I, II dan III, 

L-leucin (Wako), coomasie blue, separating gel, stacking gel, larutan pewarna 

(staining dan destaining), running buffer, marka protein, pewarna etidium 

bromida. 

3.5 Rancangan Penelitian 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Rancangan penelitian secara skematik 

 

Keterangan: 

S  : Sampel biji melinjo  

PK  : Protein kasar biji melinjo  

PI  : Protein isolat biji melinjo  

PH  : Protein hidrolisat biji melinjo  

 

S 

PK 

Proteksi 

kerusakan 

DNA 

 

Aktivitas 

antioksidan 

 

Radikal 

hidroksil 
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PH 
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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. 

3.6.2 Variabel Terikat 

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

radikal hidroksil, serta pita SC (supercoil) pada elektroforesis gel agarosa 1% 

terhadap sampel uji. 

3.6.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah waktu inkubasi, suhu 

inkubasi, dan ekstraksi sampel. 

3.7 Definisi Operasional 

Definisi operasional pada penelitian ini adalah: 

a. Sampel biji melinjo adalah sampel yang sudah masak, ditandai dengan kulit 

luar biji melinjo berwarna merah tua. 

b. Protein kasar (PK) adalah ekstrak protein kasar yang diperoleh dari biji 

melinjo yang sudah dihaluskan kemudian dipisahkan antara supernatan dan 

pelet. Pengujian ini menggunakan protein kasar dari supernatan. 

c. Protein isolat (PI) adalah protein yang diperoleh dari ekstraksi biji melinjo 

yang kemudian dilakukan isolasi protein berdasarkan pengaruh pH dengan 

metode presipitasi isoelektrik.  

d. Protein terhidrolisis (PH) adalah protein isolat yang dihidrolisis menggunakan 

enzim alkalase terimobilisasi. 
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3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Preparasi Imobilisasi Enzim Alkalase 

Imobilisasi enzim alkalase menggunakan metode penjerapan berdasarkan 

prosedur Reetz (2013). Larutan alkalase 3,12 mL, PEG 20000 0,8 mL, NaF 0,4 

mL, dan isopropil alkohol 0,8 mL dicampur dan dihomogenkan dalam vial 10 mL 

menggunakan batang pengaduk. Kemudian ditambahkan 24 mmol 

DMDMOS/TMOS (1:1). Larutan diaduk pada suhu ruang sampai terbentuk gel. 

Lalu gel yang diperoleh dikeringkan pada suhu ruang selama 48 jam. 

Karakterisasi enzim terimobilisasi diamati dengan FTIR dan SEM.  

3.8.2 Ekstraksi Biji Melinjo  

Ekstraksi biji melinjo dilakukan dengan menggunakan metode standar. 

Bahan baku yang digunakan adalah 25 gram biji melinjo masak. Pemilihan biji 

yang sudah masak ini karena pada biji melinjo memiliki kandungan metabolit 

primer dan sekunder yang sudah berada dalam kondisi optimal. Kulit biji melinjo 

dibuang dan lapisan kedua pada biji dihilangkan secara manual. Lapisan ketiga 

pada biji dihaluskan dengan menambahkan akuades 75 ml (1:3) menggunakan 

blender sampai mendapatkan konsistensi yang halus dan homogen. Selanjutnya, 

dilakukan penyaringan dengan kasa steril untuk memisahkan larutan dengan 

ampasnya. Kemudian larutan tersebut dimasukkan ke dalam tabung macrotube 

dan disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 25
º
C. 

Supernatan yang dihasilkan dari proses ini disebut sebagai protein kasar biji 

melinjo (Gg-PK). 

3.8.3 Isolasi Protein Biji Melinjo  

Pengisolasian protein menggunakan metode yang dijelaskan Salcedo et al. 

(2002) yaitu presipitasi isoelektrik. Supernatan hasil sentrifus (Gg-PK) diatur 

pHnya menjadi 4 dengan menambahkan 1 M HCl (Siswoyo & Sugiharto, 2012). 

Pada pH ini sebagian besar protein akan mengendap di titik isoeletriknya. 

Kemudian suspensi dibiarkan selama 30 menit untuk memungkinkan protein 

dapat terendapkan secara sempurna. Larutan disentrifus pada kecepatan 10.000 
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rpm selama 10 menit pada suhu 25
º
C untuk memisahkan protein berupa endapan 

dan cairan sisa yang mengandung bahan-bahan terlarut seperti gula, mineral, dan 

sebagainya. Endapan protein dilarutkan dengan akuades dan diatur pHnya sampai 

8 dengan menggunakan NaOH 1 N. Hasil dari isolasi protein ini disebut sebagai 

protein isolat biji melinjo (Gg-PI).  

3.8.4 Hidrolisis Protein Isolat Biji Melinjo 

Sebelum dilakukan proses hidrolisis, maka dilakukan optimasi suhu 

inkubasi, waktu inkubasi, jumlah enzim, dan konsentrasi substrat. Optimasi ini 

merujuk pada Matra (2016). Suhu inkubasi, waktu inkubasi, jumlah enzim, dan  

konsentrasi substrat terpilih adalah 50
º
C, 4 jam, 5 mg, dan 5 mg/mL.  

Hidrolisis protein dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan oleh 

Siswoyo & Sugiharto (2012). Protein isolat biji melinjo (Gg-PI) 200 μL ditambah 

dengan 5 mg enzim alkalase terimobilisasi dan 300 μL buffer fosfat (pH 8). 

Selanjutnya diinkubasi pada suhu 50
º
C selama 4 jam. Kemudian disentrifus pada 

kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada suhu 25
º
C. Bagian supernatan 

diambil sebagai protein hidrolisat biji melinjo (Gg-PH) dan ditentukan derajat 

hidrolisisnya. Pelet yang dihasilkan kemudian digunakan untuk melihat hasil 

pengulangan penggunaan enzim alkalase terimobilisasi.  

 

3.8.5 Pengukuran Total Protein  

Kandungan protein diukur dengan menggunakan metode Bradford (1976). 

Prinsip kerja metode Bradford ini melibatkan pewarna coomassie brilliant blue 

(CBB) yang berikatan dengan protein dalam suatu larutan yang bersifat asam 

sehingga memberikan warna biru. Sampel sebanyak 5 μl ditambahkan dengan 45 

μl akuades dan 950 μl larutan Bradford, kemudian absorban diukur dengan 

spektrofotometer pada λ 595 nm. Hasil yang diperoleh dibandingkan dengan 

standar bovine serum albumin (BSA) untuk mengetahui kandungan protein 

terlarut. 
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3.8.6 Pengukuran Derajat Hidrolisis 

Derajat hidrolisis ditentukan dengan menggunakan TNBS (Nissen, 1979). 

Sebanyak 5 μL (Gg-PH) dicampur dengan 400 μL 0,2 M buffer fosfat (pH 8) dan 

200 μL 0,1% TNBS, kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu 50
º
C. 

Reaksi dihentikan dengan menambahkan 400 μL 0,1 N Na2SO3 lalu didinginkan 

pada suhu ruang, kemudian dibaca absorbansinya pada λ 420 nm. Kurva standar 

L-leucine digunakan untuk mengetahui konsentrasi asam amino. Persentasi 

derajat hidrolisis (DH) ditentukan dengan Persamaan 2.1, dimana h adalah jumlah 

ikatan peptida yang dihidrolisis dan htot adalah jumlah total ikatan peptida per 

ekuivalen protein. 

 

3.8.7 Elektroforesis SDS-PAGE 

Analisis pola pita protein menggunakan 17% SDS-PAGE (sodium dedocyl 

sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) sesuai dengan metode Laemmli 

(1970). Separating gel 17% dituang kedalam glass plate electrophoresis sampai 

batas. Akuades ditambahkan di atas larutan gel dalam glass plate electrophoresis 

agar permukaan gel tidak bergelombang. Setelah gel memadat, akuades yang 

menutupi separating gel dibuang, kemudian stacking gel dituang di atas 

separating gel, comb dimasukkan untuk membuat sumuran sampel. Glass plate 

yang sudah berisi gel dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis. Running 

buffer dituang sampai bagian bawah dan atas gel sampai terendam.  

SDS-reducing buffer ditambahkan ke dalam sampel protein (1:1) dalam 

tabung microtube kemudian dipanaskan pada suhu 95
º
C selama 4 menit. Sampel 

dengan jumlah yang sama dan marka protein sebanyak 2,5 μL dimasukkan ke 

dalam sumur gel menggunakan syringe Hamilton, kemudian dijalankan pada 50-

80 volt sampai tracking dye mencapai jarak 0,5 cm dari dasar gel. Setelah selesai, 

running buffer dituang dan gel diambil dari glass plate electrophoresis. 

Gel direndam dalam larutan pewarna (staining) dan digoyang pada 

kecepatan 36 rpm selama 24 jam untuk mewarnai pita protein. Setelah itu, larutan 

pewarna (staining) dituang kembali pada wadah kemudian dicuci dengan akuades. 

Pencucian gel dilakukan dengan merendam gel di dalam larutan pewarna 
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(destaining) dan digoyang pada kecepatan 36 rpm selama ± 5 menit sampai pita 

protein terlihat jelas. Berat molekul protein dapat diketahui dengan 

membandingkan antara pola protein sampel dengan marka protein yang telah 

diketahui berat molekulnya. 

3.8.8 Pengujian Peredaman Radikal Hidoksil   

Pengujian peredaman radikal hidroksil sesuai dengan metode deoksiribosa 

dengan sedikit modifikasi (Kumar et al., 2013). Larutan sampel dipreparasi 

dengan konsentrasi sampel 0,0002; 0,002; 0,02; 0,2; 2 μg/μl. Pengujian dilakukan 

menambahkan masing-masing sampel dengan FeCl3 100 μL 10 mM, EDTA 100 

μL 1 mM, asam askorbat 50 μL 1 mM, H2O2 50 μL 1 mM, buffer fosfat 150 μL 

28 mM pH 7,4, deoksiribosa 50 μL 28 mM. Kemudian inkubasi pada suhu 37
º
C 

selama 1 jam. Lalu ditambahkan 400 μL TBA 1% dan 400 μL TCA 2,8% untuk 

memunculkan warna kromogen merah muda. Tabung reaksi berisi sampel 

kemudian dipanaskan pada 80
º
C selama 30 menit. Kemudian didinginkan dan 

dibaca absorbansinya pada λ 532 nm. Sebagai pembanding digunakan 2 kontrol 

positif yaitu dengan penambahan glutathione (GSH) dan enzim alkalase bebas. 

Aktivitas antioksidan melalui peredaman radikal hidroksil (OH•) dinyatakan 

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

Persen perhitungan dihitung sesuai dengan Persamaan 2.2, dimana Akontrol 

merupakan nilai absorbansi tanpa penambahan sampel dan Asampel  adalah nilai 

absorbansi dengan penambahan sampel. Pengukuran IC50 dilakukan dengan 

analisis menggunakan persamaan regresi linier dari besar peredaman (%), dimana 

nilai IC50 menunjukkan besar konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghambat 

radikal hidroksil sebanyak 50%. yang dilanjutkan dengan analisis ANOVA dan 

post hoc LSD. 

 

3.8.9 Kultur dan Isolasi Plasmid DNA 

Plasmid DNA yang dipergunakan dalam penelitian ini diperoleh dari hasil 

isolasi bakteri Escherichia coli. Inokulasi koloni tunggal sel bakteri Escherichia 

coli kedalam 3 ml media luria bertani (LB) cair di tabung reaksi tertutup yang 
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telah disterilkan dengan autoklaf yang mengandung 2 μL ampisilin sebagai 

antibiotik untuk menghambat pertumbuhan bakteri lain. Inkubasi biakan bakteri 

selama 16 jam dalam shaker incubator dalam suhu 37ºC dengan kecepatan 150 

rpm. Kemudian plasmid DNA diisolasi dengan metode mini preparation (mini-

prep) (Sambrook & Russell, 2001). 

Langkah pertama yang dilakukan dalam mengisolasi yaitu inokulum 

dipindahkan dalam microtube dan sentrifus selama 5 menit dengan kecepatan 

7000 rpm. Supernatan dibuang, pelet yang diperoleh disuspensikan dengan 100 

µL larutan I. Suspensi dihomogenkan dan diinkubasi dalam es selama 5 menit. 

Lalu ditambahkan 100 µL larutan II dan dihomogenkan dengan dibolak-balik 

(tidak divortex). Suspensi kembali diinkubasi dalam es 5 menit. Kemudian 

ditambahkan 200 µL larutan III. Suspensi dihomogenkan kembali dengan dibolak-

balik beberapa kali dan diinkubasi dalam es 5 menit. Suspensi disentrifus 12.000 

rpm, 10 menit. Supernatan yang diperoleh dipindahkan ke microtube baru lalu 

ditambahkan 320 µL PCI kemudian disentrifus 12.000 rpm, 10 menit. Supernatan 

yang dihasilkan selanjutnya ditambahkan natrium asetat sebanyak 10% dari 

volume awal, kemudian dihomogenkan. Lalu ditambahkan etanol absolut (96%) 

sebanyak 2x volume awal, dihomogenkan, dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 

-20ºC. Larutan disentrifus 12.000 rpm, selama 5 menit. Supernatan dibuang, 

sedangkan pelet dicuci dengan penambahan 1 ml alkohol 70%. Larutan dibolak-

balik beberapa kali. Larutan kembali disentrifus 12.000 rpm, selama 5 menit. 

Supernatan dibuang, pelet yang diperoleh dikering-anginkan selama 7-10 menit 

pada suhu ruang. Kemudian pelet plasmid DNA dilarutkan 40 µL double 

destillation water (ddH2O). Selanjutnya pengukuran konsentrasi dan kemurnian 

plasmid DNA dengan nanodrop.  

 

3.8.10  Elektroforesis Gel Agarosa 1% 

Elektroforesis gel agarosa 1% untuk mengetahui efek proteksi ekstrak 

protein biji melinjo terhadap kerusakan DNA yang diinduksi radikal hidroksil dari 

reaksi fenton sesuai dengan metode yang dideskripsikan oleh Arnao (2000). 

Optimasi waktu inkubasi dilakukan berdasarkan waktu 0 menit, 20 menit, dan 40 
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menit pada suhu 37
º
C. Pada microtube, 0,5 μg plasmid DNA ditambah campuran 

larutan 30 mM H2O2, 50 μM asam askorbat, dan 80 μL FeCl3. Tambahkan 10 μg 

sampel Gg-PH dan akuades steril sampai volume akhir 20 μL. Kontrol positif 

dengan penambahan glutathione (GSH). Loading buffer ditambahkan pada sampel 

dengan perbandingan 1:4 sebelum dimasukkan dalam sumur gel agarosa 1%. Gel 

agarosa dengan pewarnaan etidium bromida dijalankan dalam buffer TBE dengan 

tegangan 50V selama ± 60 menit sampai terbentuk pita. Setelah elektroforesis 

selesai, pengamatan pita dilakukan dengan UV transluminator untuk mendeteksi 

bagian supercoil (SC) plasmid DNA dan hasil dicetak menggunakan gel 

documentation. 

3.9  Analisis Data 

Tujuan derajat hidrolisis untuk melihat bahwa protein isolat biji melinjo 

berhasil dihidrolisis secara enzimatik dengan menggunakan enzim alkalase 

terimobilisasi. Hasil absorbansi yang diperoleh dibandingkan dengan standar 

leusin untuk mengetahui jumlah asam amino. Kemudian total asam amino sampel 

isolat dan total asam amino sampel terhidrolisis digunakan untuk mengetahui 

persentase derajat hidrolisis. Hasil derajat hidrolisis yang baik adalah memiliki 

nilai lebih dari 30% (Himonides et al., 2011). 

Hasil elektroforesis SDS-PAGE dapat dilihat dari profil pita protein yang 

diperoleh untuk melihat keberhasilan hidrolisis protein. Masing-masing sampel 

(protein kasar dan hidrolisat) diamati untuk mengetahui jelas tidaknya pita protein 

yang terbentuk. Protein dikatakan berhasil terhidrolisis apabila pita protein pada 

berbagai berat molekul tertentu tidak terlihat jelas (Pace et al., 2004). 

Aktivitas antioksidan diperoleh berdasarkan peredaman radikal hidroksil 

(%). Data nilai absorbansi dari sampel yang diperoleh kemudian dihitung 

peredaman radikal hidroksil (%) dengan Persamaan 2.2. Selanjutnya data diolah 

menggunakan analisis menggunakan persamaan regresi linier dari besar 

peredaman (%), sehingga diperoleh nilai IC50. Nilai IC50 digunakan untuk 

menunjukkan konsentrasi protein yang dibutuhkan untuk meredam radikal 

hidroksil sebanyak 50%. Setelah diperoleh data IC50, kemudian dilanjutkan 
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analisis statistik menggunakan uji normalitas dengan P>0,05. Setelah itu 

dilakukan uji homogenitas. Apabila data terdistribusi normal dan homogen, maka 

dilakukan uji statistik one way ANOVA untuk mengetahui apakah ada perbedaan 

yang signifikan pada masing-masing perlakuan. Kemudian dilanjutkan dengan uji 

post hoc tipe LSD untuk mengetahui kelompok yang memiliki perbedaan secara 

signifikan. Jika data tidak terdistribusi normal, maka dilakukan transformasi data 

dan apabila hasil transformasi tidak normal, maka dilakukan uji non parametrik. 

Data yang diperoleh dari hasil elektroforesis gel agarosa dapat dilihat pada 

pita dengan cara visualisasi DNA. Visualisasi DNA dilakukan dengan 

menggunakan UV transluminator. Parameter pengujian kerusakan DNA 

berdasarkan plasmid dalam bentuk sirkuler. Pengujian ini bertujuan untuk melihat 

kemampuan antioksidan pada protein isolat biji melinjo yang terhidrolisis 

menggunakan enzim alkalase terimobilisasi dalam melindungi DNA dari 

kerusakan yang disebabkan oleh radikal hidroksil. Plasmid DNA akan diberikan 

perlakuan dengan reaksi fenton dan sampel, kemudian dilihat aktivitas 

penghambatannya yaitu ditunjukkan dengan semakin tebalnya pita supercoil 

plasmid DNA yang terbentuk (Sembodo, 2015).  
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Skema Penelitian  

 

 

 

 

 Diekstraksi dengan akuades 3 ml 

untuk setiap 1 gram biji (1:3) 

 Disentrifus 10.000 rpm, 10 menit, 

15
º
C 

  

 

 

 Diatur pH 4 (1M HCl) 

 Disentrifus 10.000  

rpm, 10 menit, 15
0
C 

 

 

 Diresuspensi dengan  

akuades 

 Diatur pH 8 (1 M 

NaOH) 

 

 

 

 

 Dihidrolisis dengan 

alkalase terimobilisasi,  

50
º
C, 4 jam 

 Disentrifus 5.000 

rpm, 10 menit, 15
0
C   

 

 

 

  

 

Biji melinjo 

(Gnetum gnemon L.) 

 

Protein kasar biji 

melinjo (Gg-PK) 

Supernatan Pelet 

Analisis total 

protein terlarut 

dengan metode 

Bradford  

 

Protein isolat biji melinjo (Gg-PI) 
Uji peredaman 

radikal hidroksil 

Proteksi terhadap 

kerusakan DNA 

Pelet 

Supernatan protein 

terhidrolisis biji melinjo 

(Gg-PH) 
Derajat 

hidrolisis dan analisis 

pola pita protein 

dengan elektroforesis 

SDS PAGE  

 

Gambar 3.2 Skema penelitian  
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Karakterisasi Imobilisasi Enzim Alkalase  

Teknik imobilisasi enzim dilakukan dengan menggunakan metode 

penjerapan yang disebutkan oleh Reetz et al. (2003). Enzim alkalase diimobilisasi 

menggunakan beberapa campuran bahan pembawa (DMDMOS/TMOS, 1:1) yang 

mengandung PEG, NaF dan isopropil alkohol. Setelah semua bahan dicampurkan, 

alkalase gel yang terbentuk kemudian dikeringkan dalam suhu ruangan. 

Selanjutnya dilakukan karakterisasi morfologi enzim terimobiliasi menggunakan 

scanning electron microscope (SEM) yang ditunjukkan pada Gambar 4.1. Pada 

Gambar 4.1 menunjukkan morfologi matriks dan enzim alkalase terimobilisasi 

dengan perbesaran 3.000 kali.  

     

 

 

 

Perbandingan bentuk fisik antara hasil dari matriks dan enzim alkalase 

terimobilisasi sangat berbeda dimana pada hasil matriks (a) terlihat berbentuk 

granular elips dan permukaan yang halus serta adanya jarak antar granul. 

Sedangkan pada hasil enzim alkalase terimobilisasi (b) berbentuk granul yang 

tidak beraturan dan saling terikat. Menurut Reetz et al. (2003) menyatakan bahwa 

metode penjerapan pada teknik imobilisasi enzim merupakan metode yang mudah 

Gambar 4.1 Fotogram SEM dengan perbesaran 3.000 kali; (a) matriks; (b) enzim 

alkalase terimobilisasi 

a b 
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dilakukan dan terbaik daripada metode lainnya karena dapat meningkatkan 

aktivitas enzim secara signifikan. Penggunaan silan (DMDMOS/TMOS, 1:1) 

sebagai matriks menujukkan nilai peptida yang tinggi serta dapat meningkatkan 

aktivitas enzim apabila selama proses pembentukan sol-gel digunakan bersama 

dengan isopropil alkohol (Corici et al., 2011). 

Selain melihat karakterisasi morfologi enzim, dilakukan pula karakterisasi 

komposisi kimia enzim yang dilihat menggunakan spektroskopi fourier transform 

infrared (FTIR). Hasil spektra FTIR pada matriks dan alkalase terimobilisasi 

dapat ditunjukkan pada Gambar 4.2. Pada Gambar 4.2 menunjukkan perbedaan 

spektra matriks dan enzim alkalase terimobilisasi. Pada daerah serapan antara 

3.000-3.500 cm
-1 

menunjukkan bahwa spektra matriks memiliki intensitas rendah 

yang ditandai dengan nilai absorbansi mendekati nol, sedangkan spektra enzim 

alkalase terimobilisasi memiliki intensitas yang tinggi dengan nilai absorbansi 

sebesar 0,05. Hal tersebut dapat dikatakan bahwa adanya interaksi antara enzim 

dengan matriks yang menghasilkan gugus OH, dimana pada daerah serapan antara 

3.000-3.700 cm
-1 

merupakan daerah serapan gugus OH yang paling kuat (Gokgoz 

& Yigitoglu, 2011). 

 

 Gambar 4.2 Spektra FTIR matriks dan  enzim alkalase terimobilisasi 

matriks 

enzim terimobilisasi 
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Pada daerah serapan 1.052 cm
-1

 menunjukkan bahwa spektra matriks 

memiliki intensitas yang tinggi, sedangkan spektra enzim alkalase terimobilisasi 

memiliki intensitas yang rendah. Hal tersebut dapat dikatakan bahwa adanya 

interaksi antara enzim dengan matriks menyebabkan menurunnya gugus eter, 

dimana gugus eter diketahui merupakan gugus utama dari matriks silan. Hasil dari 

pembentukan enzim alkalase yang telah terimobilisasi dapat dilihat pada Gambar 

4.3. 

 

 

 

4.2 Ekstraksi dan Isolasi Biji Melinjo 

Biji melinjo yang berwarna merah yang dihaluskan, disaring, dan disentrifus 

menghasilkan protein kasar biji melinjo (Gg-PK). Jumlah total protein kasar (Gg-

PK) yang diperoleh dari proses ekstraksi sebanyak 266,43 mg dengan hasil 

protein biji melinjo awal sebesar 100% (Tabel 4.1). Proses ekstraksi dilakukan 

dengan tujuan untuk memisahkan protein dari zat campuran lainnya. Kemudian 

protein kasar biji melinjo (Gg-PK) diisolasi menggunakan metode presipitasi 

isoelektrik (Salcedo et al., 2002) yang menghasilkan supernatan yang disebut  

protein isolat (Gg-PI). Protein isolat (Gg-PI) yang diperoleh sebanyak 136 mg 

dengan hasil perolehan kembali protein sebesar 51% (Tabel 4.1).  

Nilai protein awal (Gg-PK) sebesar 100% diperoleh dari supernatan total 

hasil ektraksi biji melinjo yang mengandung protein. Sedangkan penurunan nilai 

perolehan jumlah protein isolat biji melinjo (Gg-PI) sebesar 51%. Penurunan 

jumlah protein sebesar 51% dari semula menunjukkan adanya beberapa protein 

tertentu yang tidak terpresipitasi atau masih larut pada pH 4 saat proses isolasi. 

Gambar 4.3 Enzim alkalase terimobilisasi 
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Hal tersebut dapat dimungkinkan karena adanya perbedaan sifat fungsional pada 

setiap protein yang terkandung pada biji melinjo (Siswoyo, 2006). Presipitasi 

sebagian protein ini dapat disebabkan karena adanya perubahan konfigurasi 

protein dimana terjadi peningkatan interaksi antar molekul protein dan interaksi 

antara molekul protein dan air menurun (Salcedo et al., 2002).  

Tabel 4.1 Hasil produksi bertahap protein biji melinjo 

 Sampel uji Total protein (mg) Protein awal (%) 

Gg-PK 266,43 100 

Gg-PI 136 51 

Gg-PH 29,47 22 

 

 

4.3 Hidrolisis Protein Isolat Biji Melinjo dan Penentuan Derajat Hidrolisis 

Produksi protein hidrolisat (Gg-PH) dilakukan dengan cara menghidrolisis 

protein isolat (Gg-PI) menggunakan enzim alkalase terimobilisasi yang 

menghasilkan protein sebanyak 29,47 mg dengan hasil perolehan kembali protein 

sebesar 22% (Tabel 4.1). Protein yang dihidrolisis secara enzimatik tersebut 

menyebabkan Gg-PH memiliki berat molekul lebih rendah daripada Gg-PK dan 

Gg-PI. Berat molekul yang kecil dapat menghasilkan konsentrasi protein yang 

tinggi sehingga akan menghasilkan jumlah protein rendah (Zhidong et al., 2013). 

Pada proses hidrolisis enzimatik terjadi denaturasi protein yang menyebabkan 

protein mudah dipotong oleh alkalase pada ikatan peptida. Protein dengan berat  

molekul yang lebih kecil kemudian mengalami renaturasi sehingga adanya 

interaksi dengan air yang menyebabkan peptida larut dalam air (Muhamyankaka 

et al., 2013). Namun hidrolisis protein  yang terjadi dapat menyebabkan protein 

yang awalnya tidak larut menjadi protein terlarut yang kemudian dihidrolisis oleh 

enzim alkalase menjadi asam amino. Oleh karena itu, jumlah protein terlarut 

dalam biji melinjo selama proses hidrolisis mengalami penurunan. Reagen 

bradford bereaksi secara spesifik dengan protein, sehingga semakin banyak ikatan 

peptida yang terhidrolisis maka jumlah ikatan peptida yang terhitung sebagai 

protein terlarut semakin rendah (Rising, 1930 dalam Anggraini & Yunianta, 

2015). Sehingga adanya bagian yang tidak terlarut, beberapa polipeptida yang 

kurang larut dibandingkan bentuk peptida hasil hidrolisis yang mudah larut serta 
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adanya peptida yang terdenaturasi menunjukkan hasil pengukuran protein 

terhidrolisis yang lebih rendah dibandingkan dengan protein isolat (Rachmawati, 

2015).  

Untuk memantau proses hidrolisis, maka ditentukan derajat hidrolisis (DH) 

yang sebelumnya telah dilakukan optimasi kondisi hidrolisis. Pada pengukuran 

ini, diperoleh derajat hidrolisis (%) sebesar 70,33%. Hasil ini menunjukkan bahwa 

enzim alkalase terimobilisasi mampu menghidrolisis protein isolat biji melinjo 

(Gg-PI) dengan baik. Proses hidrolisis protein dikatakan baik apabila memiliki 

nilai derajat hidrolisis yang semakin tinggi. Adanya peningkatan derajat hidrolisis 

disebabkan oleh peningkatan jumlah peptida dan asam amino akibat pemutusan 

ikatan peptida selama proses hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010). Hidrolisis 

dikatakan baik jika diperoleh derajat hidrolisis lebih dari 30% (Himonides et al., 

2011). 

Cara untuk meningkatkan efektivitas penggunaan enzim alkalase 

terimobilisasi maka dilakukan uji pengulangan penggunaan enzim dengan tujuan 

untuk mengetahui peluang penggunaan kembali enzim terimobilisasi (Wardoyo et 

al., 2015). Pada penelitian ini, diketahui bahwa enzim alkalase terimobilisasi 

dapat digunakan hingga 4 kali pengulangan dalam menghidrolisis protein isolat 

(Tabel 4.2). Hidrolisis awal diperoleh sebesar 100%. Kemudian terjadi penurunan 

hidrolisis setelah penggunaan kedua, ketiga dan keempat sebesar 32%, 60% dan 

72% dari nilai hidrolisis sebenarnya. Pada proses hidrolisis yang telah dilakukan, 

enzim alkalase terimobilisasi masih efektif menghidrolisis protein hingga 

penggunaan ke-4. Adanya penurunan nilai ini disebabkan oleh terjadinya 

denaturasi enzim terimobilisasi pada matriks silika (Dhini & Febriana, 2010). 

Penurunan aktivitas enzim berhubungan dengan kestabilan dari daya katalis pada 

molekul enzim. Hal ini dapat dikatakan adanya perubahan konformasi matriks, 

dimana saat enzim terimobilisasi digunakan maka akan ada interaksi antara 

matriks dengan enzim sehingga ketika adanya perubahan enzim maka akan dapat 

terjadi perubahan matriks pula. Sehingga kemungkinan enzim keluar dari gel pada 

saat pemakaian (Sebayang, 2006). 
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Teknik imobilisasi enzim menggunakan metode penjerapan menyebabkan  

adanya enzim yang terlindungi oleh bahan pendukung (matriks). Enzim alkalase 

terimobilisasi diketahui memiliki aktivitas dalam menghidrolisis protein isolat 

sebanyak 4 kali dimana pada pengulangan ke-3 dan ke-4 memiliki nilai selisih 

penurunan penggunaan enzim alkalase terimobilisasi dalam menghidrolisis 

protein lebih besar. Dengan demikian semakin besar selisih penurunan 

penggunaan enzim, maka semakin kecil efektivitas enzim alkalase terimobilisasi 

dalam menghidrolisis protein. Melalui teknik imobilisasi enzim ini, diharapkan 

dapat menekan biaya penggunaan enzim bebas yang tidak ekonomis (Wardoyo et 

al., 2015). 

Tabel 4.2 Penggunaan kembali enzim terimobilisasi dalam menghidrolisis   

protein isolat biji melinjo 

Sampel 
Penggunaan 

enzim (n) 

Derajat 

hidrolisis 

(%) 

Aktivitas 

enzim  

(%) 

*Selisih 

penurunan 

aktivitas enzim 

(%) 

Gg-PH 

terimobilisasi 

1 69,84 100 - 
2 47,48 68 32 
3 27,82 40 60 
4 19,23 28 72 

(*) Selisih penurunan aktivitas enzim = aktivitas enzim
(t1)

 – aktivitas enzim
(tn) 

n = nilai penggunaan enzim alkalase terimobilisasi 

 

4.4 Pola Pita Protein Biji Melinjo 

Elektroforesis secara umum digunakan untuk analisis kualitatif protein 

maupun DNA (Langga et al., 2012). Selain dilihat dari derajat hidrolisis (%), 

keberhasilan hidrolisis protein juga dapat dilihat dari profil proteinnya. Profil 

protein biji melinjo dapat dianalisis dengan menggunakan elektroforesis SDS-

PAGE. Metode karakterisasi protein dengan menggunakan SDS-PAGE umumnya 

didasarkan pada berat molekul protein. Hasil SDS-PAGE dan perbedaan pita 

protein biji melinjo dapat dilihat pada Gambar 4.4 dan Tabel 4.3.  

Pada Gambar 4.4 menjelaskan hasil elektroforesis pada protein biji melinjo 

Gg-PK dan Gg-PH. Protein dengan berat molekul kecil akan bergerak cepat dalam 

gel, sedangkan protein dengan berat molekul besar akan tinggal di atas 

(Sugiharsono et al., 2014). Pada Gg-PK dan Gg-PH hasil elektroforesis SDS-
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PAGE tersebut menunjukkan terdapat empat pita protein dengan berat molekul 

yang berbeda, yaitu 76, 63, 26, dan 14 KDa.  Pita protein dengan berat molekul 

76, 63, 26 dan 14 KDa yang memudar menandakan bahwa terdapat proses 

pencernaan enzim alkalase, ditandai dengan perubahan berat molekul yang 

semakin kecil pada protein karena mengalami proses pemutusan ikatan peptida. 

Hal tersebut menandakan bahwa protein berhasil dihidrolisis secara enzimatik 

menggunakan enzim alkalase terimobilisasi. Hidrolisis ikatan peptida ini akan 

menyebabkan beberapa perubahan pada protein, yaitu dapat meningkatkan 

kelarutan dan dapat menurunkan berat molekul protein (Pace et al., 2004).  

 

 

 

     

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

Perbedaan profil protein pada sampel di berbagai berat molekul ditunjukkan 

pada Tabel 4.3. Pada pita protein Gg-PK dengan berat molekul 76 kDa dan 63 

kDa tidak terdapat pada protein terhidrolisis, sedangkan pada pita protein dengan 

berat molekul 26 kDa dan pita protein pada berat molekul 14 KDa hanya terlihat 

tidak jelas pada protein terhidrolisis. Hal tersebut dapat dikatakan bahwa protein 

telah terhidrolisis yaitu pada protein dengan berat molekul 76 KDa, 63 KDa, 26 

kDa dan 14 KDa. 

KDa 

75 

58 

46 

32 

25 

17 

± 76  KDa 

 
± 63 KDa 

 

± 26 KDa 

 

± 14 KDa 

 

Gambar 4.4 Elektroforesis SDS PAGE. M = Marker, A = Protein Kasar (Gg-PK), 

B = Protein terhidrolisis (Gg-PH)  
 

100 

M         A            B 
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Tabel 4.3 Perbandingan pita protein hasil SDS-PAGE biji melinjo 

BM Gg-PK Gg-PH 

± 76 KDa + - 

± 63 KDa + - 

± 26 KDa +++ ++ 

± 14 KDa ++ + 

 Keterangan :   (-) Tidak ada pita  

             (+) Ada pita (tidak jelas) 

           (++) Ada pita (jelas) 

           (+++) Ada pita (sangat jelas) 

 

4.5 Aktivitas Antioksidan Protein Terhidrolisis pada Peredaman Radikal 

Hidroksil 

Penentuan aktivitas antioksidan protein terhidrolisis dalam meredam radikal 

hidroksil menggunakan metode deoksiribosa (Kumar et al., 2013). Dalam metode 

ini, terdapat senyawa antioksidan pada protein akan dapat meredam radikal 

hidroksil yang dihasilkan oleh pereaksi fenton, sehingga jumlah OH• yang 

berikatan dengan deoksiribosa untuk membentuk malondialdehid sedikit 

(Nugroho et al., 2006). Profil hubungan antara konsentrasi protein dan peredaman 

radikal hidroksil (%) disajikan pada Gambar 4.5 yang menunjukkan bahwa 

semakin besar konsentrasi sampel, maka peredaman radikal hidroksil semakin 

meningkatkan. Hal ini disebabkan pada sampel yang semakin banyak, maka 

semakin tinggi kandungan antioksidannya sehingga berdampak juga pada tingkat 

penghambatan radikal bebas yang dilakukan oleh zat antioksidan tersebut (Ulfa et 

al., 2014). Selain itu, peredaman radikal hidroksil juga dinyatakan dengan nilai 

IC50 yang ditunjukkan pada Tabel 4.4. 

Untuk menilai hubungan antara peningkatan konsentrasi dengan besarnya 

aktivitas penghambatan radikal hidroksil terhadap protein biji melinjo, maka dapat 

dianalisis menggunakan persamaan regresi linier dari besar peredaman (%) 

sehingga akan diketahui nilai inhibition concentration (IC50). 
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Tabel 4.4 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada kemampuan 

aktivitas antioksidan protein biji melinjo dalam meredam 50% radikal hidroksil 

atau dinyatakan dalam nilai IC50. Dari hasil pengujian tersebut, diperoleh nilai 

IC50 menggunakan analisis persamaan regresi linier dari protein kasar (Gg-PK) 

sebesar 0,3376 ± 0,0258  g/  , protein terhidrolisis (Gg-PH) terimobilisasi 

sebesar 0,0020 ± 0,0005  g/  , protein terhidrolisis (Gg-PH) bebas sebesar 0,0008 

± 0,0003
  g/       GSH sebesar 0,0003 ± 0,0001  g/  . Semakin kecil nilai IC50 

maka aktivitas antioksidan melalui peredaman radikal hidroksil semakin besar dan 

sebaliknya (Nugroho et al., 2006). Dapat dilihat dari hasil yang diperoleh, dapat 

dikatakan bahwa protein terhidrolisis merupakan protein yang memiliki tingkat 

peredaman radikal hidroksil lebih efektif dari protein kasar karena protein 

terhidrolisis memiliki nilai IC50 lebih kecil dari protein kasar. Pengukuran nilai 

IC50 tidak dilakukan pada sampel Gg-PI karena hasil peredaman radikal hidroksil 

yang diperoleh tidak mencapai 50%. Sedangkan hasil peredaman pada protein 

kasar (Gg-PK) telah mencapai 50% (Gambar 4.5).  

Hasil analisis statistik hasil uji one way ANOVA  yang dilanjutkan dengan 

uji post hoc LSD menunjukkan bahwa kelompok sampel Gg-PH (terimobilisasi) 

lebih bagus daripada sampel Gg-PK. Sedangkan kelompok sampel Gg-PH tidak 
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Gambar 4.5  Profil aktivitas antioksidan pada peredaman radikal hidroksil 

protein biji melinjo 
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berbeda signifikan terhadap sampel Gg-PH (bebas) maupun terhadap kontrol 

(GSH). Hal ini dapat dikatakan bahwa protein biji melinjo baik yang dihidrolisis 

dengan alkalase terimobilisasi dan bebas memiliki aktivitas yang sama seperti 

glutathione (GSH).   

Tabel 4.4 Nilai IC50 protein biji melinjo pada pengujian peredaman  

radikal hidroksil 

Sampel uji Nilai IC50 ( g/    

Gg-PK 0,3376 ± 0,0258
a
 

Gg-PH (terimobilisasi) 0,0020 ± 0,0005
b
 

Gg-PH (bebas) 0,0008 ± 0,0003
b
 

GSH 0,0003 ± 0,0001
b
 

Data nilai IC50 disajikan dalam rata-rata ± SD (n=3). Notasi huruf yang 

berbeda menunjukkan perbedaan  yang signifikan (LSD, p<0,05). 

 

Pengukuran aktivitas peredaman radikal hidroksil ini ditentukan dengan 

metode deoksiribosa. Metode ini menggunakan spektrofotometri visibel untuk 

mengukur produk degradasi deoksiribosa yang disebabkan radikal  hidroksil yang 

dihasilkan  oleh reagen fenton. Hasil produk degradasi deoksiribosa yaitu MDA, 

yang dalam suasana asam akan bereaksi dengan TBA membentuk kromogen 

berwarna merah  muda (kromogen  MDA-TBA) yang menyerap maksimum pada 

λ 532 nm (Kunchandy & Rao, 1990). Adanya senyawa penangkap radikal 

hidroksil di dalam protein biji melinjo akan menurunkan jumlah MDA sehingga 

jumlah kromogen MDA-TBA akan berkurang yang ditunjukkan dengan 

penurunan absorbansi larutan dan  intensitas warna yang dihasilkan lebih pudar. 

Dapat diketahui bahwa MDA merupakan senyawa penanda adanya radikal bebas. 

Jadi, semakin banyak terbentuk produk MDA maka semakin banyak kerusakan 

yang terjadi (Moreno, 2002).  

 

4.6 Proteksi terhadap Kerusakan DNA dari Protein Isolat Biji Melinjo 

Terhidrolisis 

Pengujian terhadap kerusakan DNA bertujuan untuk melihat kemampuan 

antioksidan yang berasal dari biji melinjo terhidrolisis dalam melindungi DNA 

dari kerusakan akibat paparan radikal hidroksil melalui reaksi fenton. Tahap 
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pertama untuk dalam pengujian ini yaitu isolasi plasmid DNA. Metode  yang 

digunakan untuk isolasi plasmid yaitu mini preparation (mini-prep) yang telah 

dijelaskan oleh Sambrook & Russell (2001). Setelah dilakukan isolasi plasmid, 

kemudian dilanjutkan dengan melihat kemurnian dari plasmid DNA yang 

diperoleh menggunakan nanodrop spektrofotometer. Hasil kemurnian DNA yang 

diperoleh (A260/A280) sebesar 1,981 dengan konsentrasi plasmid DNA sebesar 

0,117 µg/µl. Dapat dikatakan bahwa plasmid yang diperoleh sudah dalam keadaan 

murni. Kemudian dilakukan uji proteksi kerusakan DNA menggunakan 

elektroforesis gel agarosa.   

Optimasi waktu inkubasi antara plasmid DNA dan fenton ditunjukkan pada 

Gambar 4.6. Pada optimasi tersebut dapat dilihat adanya perubahan pita supercoil 

yang menandakan terdapat kerusakan plasmid DNA oleh radikal hidroksil yang 

berasal dari reaksi fenton. Tebal pita DNA supercoil mengalami perubahan 

seiring dengan penambahan waktu inkubasi. Semakin lama waktu inkubasi, maka 

akan semakin lama pula paparan radikal hidroksil terhadap plasmid DNA yang 

menyebabkan pita supercoil (SC) semakin memudar. Maka dipilih waktu inkubasi 

40 menit. Radikal hidroksil menyebabkan pita supercoil pada plasmid DNA akan 

berubah stuktur menjadi open circular yang ditandai dengan pemudaran pada 

semua pita plasmid (You et al., 2002). Hal ini dapat diartikan bahwa DNA 

merupakan target dari kerusakan oksidasi yang diperantarai oleh ROS yaitu 

radikal hidroksil (Martinez et al., 2003).  

Penambahan protein terhidrolisis (Gg-PH) biji melinjo pada plasmid DNA 

dengan perbandingan 1:20 memberikan gambaran pita supercoil yang lebih tebal 

dibandingkan dengan plasmid yang tidak diberi protein terhidrolisis (Gg-PH) 

dengan waktu inkubasi yang sama. Hal tersebut menandakan bahwa protein 

terhidrolisis (Gg-PH) memiliki aktivitas antioksidan terhadap radikal hidroksil 

sama dengan kontrol positif (GSH) serta dapat melindungi kerusakan DNA dan 

kemampuan Gg-PH dalam menghambat kerusakan plasmid DNA berhubungan 

dengan hasil pengukuran pada peredaman radikal hidroksil (Gambar 4.7). 

Penambahan protein biji melinjo terhidrolisis pada plasmid DNA yang telah 

dilakukan oleh Siswoyo et al., (2013) dengan perbandingan 1:40 dan 1:30 
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(Sembodo, 2015) mampu melindungi kerusakan DNA akibat radikal hidroksil. 

Hal ini dapat dikatakan bahwa penambahan protein biji melinjo terhidrolisis pada 

plasmid DNA dengan perbandingan 1:20 sudah dapat menghambat kerusakan 

pada DNA. Penghambatan perubahan pita supercoil DNA yang disebabkan oleh 

adanya reaksi dengan radikal hidroksil terjadi melalu dua mekanisme, yaitu 

mekanisme katalis protein pada ion Fe
2+

 sehingga dapat menghambat terjadinya 

peruraian H2O2 menjadi OH
-
 dan OH• serta besarnya kapasitas protein hidrolisat 

yang dapat berikatan dengan dengan OH• hasil dari reaksi fenton (Yu et al., 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa 

penggunaan enzim alkalase terimobilisasi berhasil menghidrolisis protein yang 

dapat dilihat dari nilai derajat hidrolisis dan profil pita protein. Selanjutnya, 

      A       B       C  

Gambar 4.6 Optimasi waktu inkubasi pada DNA plasmid. Plasmid DNA+ fenton 

selama 0 menit (A), 20 menit (B), 40 menit (C) 

Supercoil 

 

Open circular 

 

Gambar 4.7 Efek proteksi protein biji melinjo terhidrolisis pada DNA plasmid. 

  A : Plasmid DNA + fenton selama 40 menit (kontrol negatif) 

B : Plasmid DNA + fenton + Gg-PH (enzim terimobilisasi)  (40 menit)  

C : Plasmid DNA + fenton + GSH (kontrol positif) (40 menit) 

      A        B       C

  

Open circular 

 
Supercoil 
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penggunaan enzim terimobilisasi digunakan untuk penentuan peredaman radikal 

hidroksil dan proteksi terhadap kerusakan DNA. Hasil yang diperoleh ternyata 

tidak jauh berbeda dengan penggunaan enzim bebas yang dilihat dari nilai IC50 

pada peredaman radikal hidroksil. Gg-PH terimobilisasi juga diketahui memiliki 

peredaman radikal hidroksil sama dengan GSH yang diketahui merupakan 

pembanding dalam penentuan aktivitas antioksidan serta dapat terbukti dari hasil 

proteksi terhadap kerusakan DNA dengan metode yang sama. Protein terhidrolisis 

biji melinjo (Gg-PH) menggunakan alkalase terimobilisasi ini memiliki aktivitas 

penghambatan kerusakan plasmid yang efektif dengan pembentukan kembali pita 

supercoil. Hal ini sesuai dengan pengujian peredaman radikal hidroksil, yang 

menyatakan bahwa Gg-PH mempunyai penghambatan yang efektif dibandingkan 

dengan protein kasar dan protein isolat. Penelitian yang telah dilakukan 

sebelumnya menyatakan bahwa protein isolat biji melinjo yang dihidrolisis 

menggunakan enzim alkalase bebas memiliki aktivitas antioksidan. Namun 

alkalase bebas hanya dapat digunakan sekali perlakuan. Sedangkan pada 

penelitian ini menggunakan enzim alkalase terimobilisasi yang dapat digunakan 

secara berulang dan lebih hemat biaya.  
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian yang telah dilakukan adalah:  

a. Protein biji melinjo (Gg-PH) terhidrolisis menggunakan alkase 

terimobilisasi memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi dalam 

meredam radikal hidroksil dibandingkan protein kasar dan protein 

isolat yang ditunjukkan dengan nilai IC50 sebesar 0,0020 ± 

0,0005  g/     

b. Protein isolat biji melinjo terhidrolisis menggunakan alkalase 

terimobilisasi dengan perbandingan 1:20 (plasmid DNA : protein) 

mampu memproteksi DNA dari kerusakan akibat radikal hidroksil.  

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut secara in-vivo dari biji melinjo 

(Gnetum gnemon L.) terhidrolisis menggunakan alkalase terimobilisasi.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Komposisi Bahan yang Digunakan  

1. Komposisi buffer fosfat pH 8 

0,2 M NaH2PO4    5,3 mL 

0,2 M Na2HPO4    94,7 mL 

Akuades     sampai 200 mL 

2. Komposisi SDS-PAGE 

a. Separating gel  

Akrilamida      3,34 mL 

1,5 M Tris-HCL pH 6,8   1,66 mL 

TEMED     3,4 µL 

10% SDS     6,6 µL 

APS       2 µL 

H2O      16 mL 

b. Stacking gel  

 Akrilamida     0,5 mL 

 0,5 M Tris-HCL pH 6,8   0,74 mL 

TEMED     3 µL 

SDS 10%     30 µL 

 APS       2 µL 

H2O      1,7 mL 

c. Stok sampel buffer 

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

Gliserol     1 mL 

SDS 10%     2 mL 

Bromofenol Blue 0,5%   0,5 mL 

Akuades     4,8 mL 
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d. SDS-reducing buffer 

2-merkaptoetanol    50 µL 

Stok sampel buffer    0,95 mL 

e. Running buffer 

0,025 M Tris base    0,3 g 

0,192 M Glisin    1,4 g    

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

Akuades     sampai 100 mL 

f. Larutan staining  

 CBB R-250     0,1 g 

 Metanol     40 mL 

 Asam asetat     10 mL 

 Akuades     sampai 100 mL 

g. Larutan destaining 

 Metanol     40 mL 

Asam asetat     10 mL 

Akuades     sampai 100 mL 

3. Komposisi larutan Luria Bertani cair pH  7,4 

Tripton     1 g 

NaCl      1 g 

Yeast      0,5 g 

Akuades     sampai 100 mL 

4. Kompisisi gel agarosa 1% 

TBE       25 mL 

Agarose L     0,25 g 

Etidium bromida    2 µL 

5. Komposisi bahan isolasi Mini preparation 

a. Larutan I       

50 mM Glukosa    10 mL    

25 mM Tris-Cl pH 8    5 mL 

10 mM EDTA pH 8    4 mL 
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b. Larutan II 

0,5 N NaOH     10 mL 

1% SDS     2 mL 

ddH2O      8 mL 

c. Larutan III  

5 M potassium asetat    15 mL 

Asam asetat glasial    3,5 mL 

ddH2O      11,5 mL  

d. PCI  

0,1 M Tris-Cl pH 8    5 mL 

Phenol      7,5 mL 

Chloroform     7,2 mL 

Isoamyl alkohol    300 µL 
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Lampiran B. Perhitungan Kandungan Protein Biji Melinjo  

B.1 Standar BSA untuk penentuan protein terlarut 

 Preprasi standar:  BSA 1000 µg/ml 

      diambil 

   Sejumlah 1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 µl  

    

Ditambahkan akudes dan bradford sampai1000 µl 

 

M1 

(konsentrasi larutan 

induk) (µg/ml) 

V1  

(volume larutan 

induk) (µl) 

M2  

(konsentrasi akhir 

uji) (µg/ml) 

V2 

 (volume akhir 

uji) (µl) 

1000 1 1 1000 

1000 5 5 1000 

1000 10 10 1000 

1000 15 15 1000 

1000 20 20 1000 

1000 50 50 1000 

1000 100 100 1000 

 

Contoh perhitngan :  

  M1 . V1 = M2 . V2 

 1000 µg/ml . 1 µl  = M2 . 1000 µl 

   M2 = 1 µg/ml 

Kurva standar BSA 

Konsentrasi (µg/ml) Absorbansi 

1 0,193 

5 0,234 

10 0,310 

15 0,377 

20 0,453 

50 0,843 

100 1,483 
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 Preparasi sampel:  

Pipet sampel 5 µl 

 

 

Ditambahkan akuades 45 µl 

 

 

Ditambahkan bradford 950 µl 

 

 

B.2 Hasil Pengukuran Konsentrasi Protein Terlarut 

Sampel Absorbansi 
Konsentrasi 

(µg/µl) 

Rata-

rata 

(µg/µl) 

Stdev 

(%) 

Volume 

(mL) 

Total 

protein 

rata-rata 

(mg) 

Gg-PK 0,585 0,599 0,604 6,176 6,389 6,466 6,344 0,150 42 266,43 

Gg-PI 0,682 0,609 0,657 7,656 6,542 7,275 7,158 0,566 19 136,00 

Gg-PH 0,358 0,354 0,356 2,710 2,649 2,679 2,679 0,031 11 29,47 
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r = 0,9997 
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Lampiran C. Perhitungan Derajat Hidrolisis 

C.1 Standar L-Leusin untuk Penentu Derajat Hidrolisis 

Preparasi standart L-leusin: 

Larutan leusin 1000 µg/ml 

 

Pipet 2, 4, 8, 16, 25 µl 

 

ad buffer fosfat  25 µl 

 

 

Ditambahkan 400 µl buffer fosfat pH 8 

 

 

Ditambahkan 200 µl TNBS 

 

Ditambahkan 400 µl Na2SO3 

 

M1 

(konsentrasi 

larutan induk) 

(µg/ml) 

V1 

(volume 

larutan 

induk) (µl) 

M2 

(konsentrasi 

pengenceran 

pertama) 

(µg/ml) 

V2 

(volume 

pengenceran 

pertama) 

(µl) 

M3 

(konsentrasi 

akhir uji) 

(µg/ml) 

V3 

(konsentrasi 

akhir uji) 

(µl) 

1000 2 80 25 2 1025 

1000 4 160 25 4 1025 
1000 8 320 25 8 1025 
1000 16 640 25 16 1025 
1000 25 1000 25 25 1025 

   

Kurva standar L-Leusin 

Konsentrasi (µg/ml) Absorbansi 

2 0,036 

4 0,076 

8 0,193 

16 0,438 

25 0,682 
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Preparasi sampel:  

Pipet sampel Gg-PH 5 µl 

 

 

Ditambahkan 400 µl buffer fosfat pH 8  

 

 

Ditambahkan 200 µl TNBS 

 

     Ditambahkan 400 µl Na2SO3 

 

C.2 Hidrolisis Total Gg-PH 

Sampel Absorbansi 
Asam amino 

(µg/µl) 

Derajat 

Hidrolisis 

(%) 

Rata-rata  (%) 
Stdev 

(%) 

Gg-PH 0,659 0,660 0,624 4,817 4,824 4,572 100 100 100 100 0,000 

 

C.3 Hidrolisis Optimal Gg-PH  

Sampel Absorbansi 
Asam amino 

(µg/µl) 

Derajat 

Hidrolisis (%) 

Rata-

rata  

(%) 

Stdev 

(%) 

Gg-PH 0,447 0,443 0,449 3,334 3,306 3,348 69,22 68,54 73,23 70,33 0,025 

 

 

 

 

y = 0,0286x - 0,0298 
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C.4 Hidrolisis Berulang Gg-PH 

Penggunaan 

ke- 
Absorbansi 

A-amino 

(µg/µl) 

Derajat 

Hidrolisis (%) 

Rata-

rata 

(%) 

Stdev 

(%) 

1 0,445 0,437 0,447 3,320 3,264 3,334 68,93 67,67 72,93 69,84 0,027 

2 0,292 0,292 0,291 2,250 2,250 2,243 46,72 46,65 49,07 47,48 0,014 

3 0,161 0,162 0,153 1,334 1,341 1,278 27,70 27,81 27,96 27,82 0,001 

4 0,102 0,095 0,104 0,922 0,873 0,936 19,13 18,09 20,46 19,23 0,012 
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Lampiran D. Perhitungan Peredaman Radikal Hidroksil  

 

 

  

Sampel 
Konsentrasi 

(μg/μl) 
Absorbansi 

Peredaman 

(%) 

Rata-rata 

(%) 

Stdev 

(%) 

Kontrol  0,385 0,455 0,445  0,428  

Gg-PK 

0,0002 0,263 0,265 0,260 38,60 38,13 39,30 38,68 0,006 

0,002 0,242 0,233 0,255 43,50 45,60 40,47 43,19 0.026 

0,02 0,229 0,218 0,231 46,54 49,11 46,07 47,24 0,016 

0,2 0,219 0,214 0,210 48,87 50,04 50,97 49,96 0,011 

2 0,207 0,191 0,201 51,67 55,41 53,07 53,39 0,019 

Gg-PI 

0,0002 0,302 0,285 0,270 29,49 33,46 36,96 33,31 0,037 

0,002 0,273 0,271 0,269 36,26 36,73 37,20 36,73 0,005 

0,02 0,250 0,267 0,262 41,63 37,67 38,83 39,38 0,020 

0,2 0,229 0,241 0,239 46,54 43,74 44,20 44,82 0,015 

2 0,229 0,221 0,217 46,54 48,40 49,34 48,09 0,014 

Gg-PH 

(terimo

bilisasi) 

0,0002 0,242 0,238 0,224 45,50 44,44 47,70 45,88 0,022 

0,002 0,206 0,203 0,210 51,91 52,61 50,97 51,83 0,008 

0,02 0,197 0,193 0,187 54,01 54,94 56,34 55,10 0,012 

0,2 0,166 0,162 0,156 61,25 62,18 63,58 62,33 0,012 

2 0,126 0,122 0,120 70,58 71,52 71,98 71,36 0,007 

Gg-PH 

(bebas) 

0,0002 0,233 0,233 0,227 45,60 45,60 47,00 46,07 0,008 

0,002 0,208 0,201 0,194 51,44 53,07 54,71 53,07 0,016 

0,02 0,185 0,181 0,172 56,81 57,74 59,84 58,13 0,016 

0,2 0,152 0,147 0,150 64,51 65,68 64,98 65,06 0,006 

2 0,116 0,112 0,114 72,92 73,85 73,39 73,39 0,005 

GSH 

0,0002 0,231 0,226 0,217 46,07 47,24 49,34 47,55 0,017 

0,002 0,194 0,182 0,179 54,71 57,51 58,21 56,81 0,019 

0,02 0,155 0,143 0,150 63,81 66,61 64.98 65,14 0,014 

0,2 0,103 0,112 0,107 75,95 73,85 75,02 74,94 0,011 

2 0,089 0,081 0,075 79,22 8109 82,49 80,93 0,016 
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Lampiran E. Perhitungan Nilai IC50 dan Analisis Data Statistik 

 

E.1 Nilai IC50 Gg-PK replikasi 1  

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 38,60 

0,002 -2,698 43,50 

0,02 -1,698 46,54 

0,2 -0,698 46,87 

2 0,301 51,67 

 

 
 

y a b x antilog 

50 50,45 2,951 -0,153 0,70389 

 

E.1.1  Nilai IC50 Gg-PK replikasi 2 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 38,13 

0,002 -2,698 45,60 

0,02 -1,698 49,11 

0,2 -0,698 50,04 

2 0,301 55,41 

 

 
 

y a b x antilog 

50 54,284 3,9 -1,098 0,07971 

y = 2,951x + 50,45 

r = 0,9403 
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E.1.2  Nilai IC50 Gg-PK replikasi 3 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 39,90 

0,002 -2,698 40,47 

0,02 -1,698 46,07 

0,2 -0,698 50,97 

2 0,301 53,07 

 

 
 

y a b x antilog 

50 52,355 3,684 -0,639 0,22948 

 

E.2 Nilai IC50 Gg-PH (terimobilisasi) replikasi 1 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 43,50 

0,002 -2,698 51,91 

0,02 -1,698 54,01 

0,2 -0,698 61,25 

2 0,301 70,58 

 

 
 

y a b x antilog 

50 67,038 6,35 -2,683 0,002074 

 

y = 3,684x + 52,355 

r = 0,9528 
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E.2.1 Nilai IC50 Gg-PH (terimobilisasi) replikasi 2 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 44,44 

0,002 -2,698 52,61 

0,02 -1,698 54,94 

0,2 -0,698 62,18 

2 0,301 71,52 

 

 
 

y a b x antilog 

50 67,996 6,373 -2,819 0,00151 

 

E.2.2 Nilai IC50 Gg-PH (terimobilisasi) replikasi 3 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 40,70 

0,002 -2,698 50,97 

0,02 -1,698 56,34 

0,2 -0,698 63,58 

2 0,301 71,98 

 

 
 

y a b x antilog 

50 69,485 7,517 -2,592 0,00255 

 

y = 6,373x + 67,966 

r = 0,9697 
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E.3 Nilai IC50 Gg-PH (bebas) replikasi 1 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

 0,0002  -3,698 45,60 

0,002 -2,698 51,44 

0,02 -1,698 56,81 

0,2 -0,698 64,51 

2 0,301 72,92 

 

 
 

y a b x antilog 

50 69,76 6,771 -2,918 0,00120 

 

E.3.1 Nilai IC50 Gg-PH (bebas) replikasi 2 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 45,60 

0,002 -2,698 53,07 

0,02 -1,698 57,74 

0,2 -0,698 65,68 

2 0,301 73,85 

 

 
  

y a b x antilog 

50 70,93 6,911 -3,028 0,000936 

 

y = 6,771x + 69,76 

r = 0,9905 
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E.3.2 Nilai IC50 Gg-PH (bebas) replikasi 3 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

 0,0002  -3,698 47,00 

0,002 -2,698 54,71 

0,02 -1,698 59,84 

0,2 -0,698 64,98 

2 0,301 73,39 

 

 
 

y a b x antilog 

50 70,696 6,305 -3,282 0,000522 

 

E.4 Nilai IC50 GSH replikasi 1 

 
Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 46,07 

0,002 -2,698 54,71 

0,02 -1,698 63,81 

0,2 -0,698 75,95 

2 0,301 79,22 

 

 

y a b x antilog 

50 78,825 8,754 -3,292 0,00051 

 

y = 6,305x + 70,696 

r = 0,9911 
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E.4.1 Nilai IC50 GSH replikasi 2 

Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 47,24 

0,002 -2,698 57,51 

0,02 -1,698 66,61 

0,2 -0,698 73,85 

2 0,301 81,09 

 

 

y a b x antilog 

50 79,538 8,404 -3,514 0,000306 

 

E.4.2 Nilai IC50 GSH replikasi 3 

Konsentrasi (μg/μl) Log konsenterasi Peredaman (%) 

0,0002 -3,698 49,34 

0,002 -2,698 58,21 

0,02 -1,698 64,98 

0,2 -0,698 75,02 

2 0,301 82,49 

 

 

y a b x antilog 

50 80,128 8,311 -3,625 0,000237 

 

y = 8,404x + 79,538 

r = 0,9934 

0

20

40

60

80

100

-4 -3 -2 -1 0 1

A
k

ti
v
it

a
s 

p
er

ed
a
m

a
n

 

ra
d

ik
a
l 

h
id

ro
k

si
l 

(%
) 

Konsentrasi  (μg/μl) 

y = 8,311x + 80,128 

r = 0,9974 

0

20

40

60

80

100

-4 -3 -2 -1 0 1

A
k

ti
v
it

a
s 

p
er

ed
a
m

a
n

 

ra
d

ik
a
l 

h
id

ro
k

si
l 

(%
) 

Konsentrasi  (μg/μl) 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


75 

 

 
 

E.5 Uji Normalitas 

Tests of Normality 

 

Sampel 
Kolmogorov-Smirnov

a
 Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

IC50 

PK .177 3 . 1.000 3 .968 

PH .222 3 . .985 3 .668 

PHB .270 3 . .949 3 .563 

GSH .284 3 . .933 3 .501 

a. Lilliefors Significance Correction 
    

 

 Dari hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data normal (p>0,05). 

 

E.6 Uji Homogenitas  

Test of Homogeneity of Variances 

IC50 
   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.785 3 8 .228 

 

 Dari hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data homogen (p>0,05), 

sehingga dapat dilanjutkan dengan uji ANOVA 

 

E.7 Uji ANOVA 

ANOVA 

IC50 
     

 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 14.128 3 4.709 66.200 .000 

Within Groups .569 8 .071 
  

Total 14.697 11 
   

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


76 

 

 
 

E.8 Uji Post Hoc tipe LSD 

Multiple Comparisons 

IC50 

LSD 

      

(I) 

Sampel 

(J) 

Sampel 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

PK PH 2.06915
*
 .21777 .000 1.5670 2.5713 

PHB 2.44721
*
 .21777 .000 1.9450 2.9494 

GSH 2.79039
*
 .21777 .000 2.2882 3.2926 

PH PK -2.06915
*
 .21777 .000 -2.5713 -1.5670 

PHB .37807 .21777 .121 -.1241 .8803 

GSH .72124 .21777 .011 .2191 1.2234 

PHB PK -2.44721
*
 .21777 .000 -2.9494 -1.9450 

PH -.37807 .21777 .121 -.8803 .1241 

GSH .34318 .21777 .154 -.1590 .8454 

GSH PK -2.79039
*
 .21777 .000 -3.2926 -2.2882 

PH -.72124 .21777 .011 -1.2234 -.2191 

PHB -.34318 .21777 .154 -.8454 .1590 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Lampiran F. Nilai IC50 Gg-PK, Gg-PH (terimobilisasi), Gg-PH (bebas) dan 

GSH 

 

 

 

 

Sampel 

 

Konsentrasi 

(μg/μl) 

Absorbansi 
Peredaman 

(%) 

Rata-rata 

(%) 

Gg-PK 

0,0002 0,263 0,265 0,26 38,60 38,13 39,30 

 

0,002 0,242 0,233 0,255 43,50 45,60 40,47 

0,02 0,229 0,218 0,231 46,54 49,11 46,07 

0,2 0,219 0,214 0,210 48,87 50,04 50,97 

2 0,207 0,191 0,201 51,67 55,41 53,07 

IC50  0,7039 0,0797 0,2295 0,3376 ± 0,0258 

Gg-PH 

(terimob

ilisasi) 

0,0002 0,242 0,238 0,224 45,50 44,44 47,70 

 

0,002 0,206 0,203 0,210 51,91 52,61 50,97 

0,02 0,197 0,193 0,187 54,01 54,94 56,34 

0,2 0,166 0,162 0,156 61,25 62,18 63,58 

2 0,126 0,122 0,120 70,58 71,52 71,98 

IC50 
 0,0021 0,0015 0,0026 0,0020 ± 0,0005 

Gg-PH 

(bebas) 

0,0002 0,233 0,233 0,227 45,60 45,60 47,00 

 

0,002 0,208 0,201 0,194 51,44 53,07 54,71 

0,02 0,185 0,181 0,172 56,81 57,74 59,84 

0,2 0,152 0,147 0,150 64,51 65,68 64,98 

2 0,116 0,112 0,114 72,92 73,85 73,39 

IC50  0,0012 0,0009 0,0005 0,0008 ± 0,0003 

GSH 

0,0002 0,231 0,226 0,217 46,07 47,24 49,34 

 

0,002 0,194 0,182 0,179 54,71 57,51 58,21 

0,02 0,155 0,143 0,150 63,81 66,61 64,98 

0,2 0,103 0,112 0,107 75,95 73,85 75,02 

2 0,089 0,081 0,075 79,22 81,09 82,49 

IC50  0,0005 0,0003 0,0002 0,0003 ± 0,0001 
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Lampiran G. Pengukuran Berat Molekul Protein 

  

 

 

 

 

   

 

 

Pita 

protein 

standar 

Jarak 

pergerakan 

protein dari 

tempat awal 

(cm) 

Jarak 

pergerakan 

warna pelacak 

dari tempat 

awal (cm) 

Migrasi 

Relatif 

(Mr) 

Berat 

Molekul 

(BM) 

(KDa) 

Log BM 

1 0,4 

5,8 

0,07 100 2 

2 0,9 0,16 75 1,88 

3 1,2 0,21 58 1,76 

4 2 0,34 46 1,66 

5 3 0,52 32 1,51 

6 3,5 0,60 25 1,40 

7 4 0,69 17 1,23 

 

 

 

 

 

 

KDa 

75 

58 

46 

32 

25 

17 

A 

 
B 

 

C 

 

D 

 

100 

Jarak pergerakan pita 

protein A dari tempat 

awal = 0,9 cm 

 

Jarak pergerakan 
pita protein warna 

pelacak  dari tempat 

awal = 5,8 cm 
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Kurva standar berat molekul  

 

Perhitungan 

Pita 

protein 

standar 

Jarak 

pergerakan 

protein dari 

tempat awal 

(cm) 

Jarak 

pergerakan 

warna pelacak 

dari tempat 

awal (cm) 

Migrasi 

Relatif 

(Mr) 

Log BM 

Berat 

Molekul 

(BM) 

(KDa) 

A 0,9 

5,8 

0,16 1,88 76 

B 1,3 0,22 1,80 63 

C 3,3 0,57 1,41 26 

D 4,6 0,79 1,15 14 

 

Contoh perhitungan pita: 

Jarak pergerakan pita protein dari tempat awal = 0,9 cm 

Jarak pergerakan warna pelacak dari tempat awal = 5,8 cm   

Migrasi relatif = 
      

      
 = 0,16 

Persamaan kurva standar berat molekul y= -1,134x + 2,0543 

Log BM : y = -1,134 (0,16) + 2,0543; y = 1,88 

BM : antiLog y ; antiLog 1,88 yaitu 76 

Sehingga berat molekul yang diperoleh sebesar 76 KDa.  

  

y = -1,135x + 2,0543 

r = 0,9811 
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Lampiran H. Perhitungan Plasmid DNA 

 

Konsentrasi plasmid yang diharapkan = 0,5 µg 

Konsentrasi plasmid yang diperoleh = 0,117 µg/µl 

Volume plasmid yang dibutuhkan  = 
       

            
  

 = 4,27 µl 
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