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Abstrak 

Enzim peroksidase telah banyak digunakan sebagai reagen di bidang farmasi, industri 
maupun pangan. Lobak putih (Raphanus sativus L.) merupakan tanaman yang dikenal dengan 
kandungan enzim peroksidase dan senyawa bioaktif lainnya yang baik untuk kesehatan, namun 
pemanfaatannya masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk  mendeteksi enzim peroksidase dari 
lobak putih berdasarkan kadar proteinnya dengan teknik pertukaran ion. Fraksi hasil elusi diukur 
absorbannya pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 280 nm. Jumlah fraksi yang didapat 
sebanyak 29 fraksi. Berdasarkan pengamatan absorban, maka didapat hasil bahwa fraksi dengan 
urutan ke-5 merupakan fraksi yang mempunyai nilai absorbansi terbesar dan perkiraan kadar protein 
sebesar 1,387%, melalui uji Bradford kadar protein yang diperoleh sebesar 0,152%. Penelitian ini 
telah berhasil untuk melakukan pengambilan enzim peroksidase dan dapat digunakan sebagai 
informasi mengenai penelitian lebih lanjut. 

 

Kata kunci : enzim peroksidase, ekstraksi, kandungan protein, lobak,  pertukaran ion.  

 

Abstract 

Peroxidase enzyme has been widely used as reagent in pharmacy, industrial, and also food. 
Radish (Raphanus sativus L.) is a plant that has been known to contain peroxidase and other 
bioactive compounds that are good for health, but its applications are still limited. This study aims to 
detect peroxidase enzymes contained in radish based on its protein content by ion exchange 
techniques. The elution fraction was measured by absorbance on a spectrophotometer with a 
wavelength of 280 nm. Total obtained fraction from elution was 29 fractions. Based on absorbance 
observation, it was found that fraction with the order of-5 is the fraction that has the greatest 
absorbance value which has protein content estimation of 1,387%, protein content obtained through 
Bradford test was 0,152%. This study has succeeded in conducting peroxidase enzyme taking and 
particularly useful for advanced research. 
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Pendahuluan 

Enzim peroksidase telah banyak dimanfaatkan terutama dalam bidang industri, kesehatan 
dan pangan. Enzim ini termasuk kelompok enzim yang sangat penting karena diterapkan di berbagai  
bidang seperti lingkungan, laboratorium dan farmasi (Rodiyah et al., 2014). Aplikasi di bidang industri 
telah menunjukan bahwa enzim peroksidase mampu mereduksi komponen fenolik dalam limbah cair, 
menyintesis senyawa  aromatik dan mengurangi peroksida dari limbah industri (Bódalo et al., 2006). 
Peroksidase adalah salah satu enzim yang mampu mengkatalis berbagai reaksi oksidasi-reduksi 
(Diao et al., 2011). Peroksidase itu sendiri merupakan senyawa protein yang dapat mengkatalis 
reaksi kimia secara aman tanpa merusak sel atau metabolisme yang ada (Al-Baarri, 2016). Sumber 
peroksidase dapat ditemukan di bagian tubuh hewan maupun tanaman (Rusdi et al., 2014). 

Tanaman lobak (Raphanus sativus) merupakan tanaman yang dapat digunakan sebagai obat 
tradisional (Shoeb, 2006) dan banyak memiliki enzim peroksidase (Karossi dan Pudjiraharti, 2010).  
Salah satu metode ekstraksi enzim peroxidase ini yang lazim dilakukan adalah dengan cara 
pertukaran ion (Pudjiraharti dan Karossi, 2009). Metode ekstraksi jenis ini merupakan metode yang 
lazim di dunia industri karena dapat dilakukan secara murah dan simpel (Rakhmawati et al., 2009). 
Prinsip pengambilan enzim dengan metode ini adalah dengan menginteraksikan muatan positif dan 
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negatif antara molekul spesifik dengan molekul atau resin yang berada di dalam kolom, dengan 
bantuan larutan buffer yang dapat mengatur pH yang disesuaikan dengan protein yang didapatkan 
(Motoyama et al., 2007). Metode ini berdasarkan adanya interaksi antara fase gerak dan fase diam 
(Kempe et al., 1999). 

Kromatografi jenis pertukanaran ion telah banyak dilakukan seperti pada ekstraksi enzim 
horseradish peroksidase (HRP) dari bayam telah dilakukan menggunakan amonium sulfat pada 
konsentrasi 0% hingga 65% (Rusdi et al., 2014). Peroksidase dari daun tomat dengan resin SP-
Sepharose FF (Utami et al., 2017). Analisis aktivitas peroksidase (POD) buah persik (Prunus persica 
Batsch w. Redhaven) dengan resin Phenyl-Sepha-rose CL-4B untuk mengamati bobot buah dari 
tahap awal hingga matang (Jiménez-Atiénzar et al., 2007). 

Sampai dengan saat ini telah dilakukan beberapa penelitian mengenai ekstraksi enzim dari 
tanaman, namun belum ada fokus ekstraksi enzim peroksidase dari buah lobak dengan resin DEAE-
Sepharose pada kromatografi pertukaran ion yang kemungkinan mempunyai variasi perbedaan 
aktivitas dan jumlahnya. Penelitian ini difokuskan untuk mendeteksi enzim peroksidase berdasarkan 
kadar proteinnya. Manfaat untuk memperoleh informasi deteksi kadar protein dari enzim peroksidase 
lobak (Raphanus sativus L.) menggunakan resin DEAE-Sepharose. 

 

Materi dan Metode 

Materi 

Lobak putih (Raphanus sativus L.) didapat dari supermarket lokal di sekitar lokasi penelitian, 
aquades, gel, ovalbumin, peroksidase komersial, kit bradford, ABTS dan H2O2. 

Metode 

         Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2017 hingga Januari 2018 di UPT 
Laboratorium Terpadu Universitas Diponegoro, Semarang. 
 
Prosedur Pengambilan Sari Lobak Putih 

             Pembuatan sari lobak dilakukan dengan cara lobak ditimbang sebanyak 300 g yang terlebih 
dahulu dikupas hingga bersih, dicuci dengan menggunakan air bebas klorin, kemudian dipotong 
menjadi 4 bagian dengan berat rata-rata 50 g. Potongan lobak dimasukkan ke dalam juicer (Sigmatic 
SFP 1000, China) untuk didapatkan sari lobak, sisa ampas lobak diperas dengan kain saring 
sebanyak 2 kali. Proses ini dapat menghasilkan 270 ml sari lobak yang kemudian ditambahkan 
aquades hingga volume mencapai 300 ml untuk digunakan ke tahap proses selanjutnya. 

Prosedur Ekstraksi Peroksidase Lobak 

         Proses ekstraksi dimulai dengan melakukan pengaliran sari lobak melalui kolom yang telah 
diisi dengan resin DEAE-Sepharose sebanyak 60 g. Pertama-tama, resin dibersihkan dengan 
mengalirkan 300 ml aquades, dilanjutkan dengan mengalirkan 0,5 mM NaCl sebanyak 300 ml pada  
kolom, dan kembali dialirkan dengan aquades sebanyak 300 ml. Proses dilakukan dalam suhu 4˚C. 
Selanjutnya, sebanyak 300 ml sari lobak yang telah diperoleh pada tahap sebelumnya, dialirkan ke 
dalam kolom secara perlahan. Output yang keluar dari kolom dibuang lalu guna mengambil enzim 
yang terikat pada resin maka dialirkan 10 mM PB pH 7 sebanyak 200 ml yang dilanjutkan dengan 
mengalirkan 300 ml larutan PB pH 7 yang mengandung NaCl konsentrasi 0,4 mM. Tiap hasil larutan 
yang terkumpul, ditampung dalam sentrifuge tube 10 ml. Berdasarkan tahap kegiatan ekstraksi ini, 
dapat dikumpulkan sebanyak 29 buah tabung. Tiap tabung disebut dengan istilah fraksi (Rodriguez-
lopez et al., 2000) yang kemudian langsung disimpan dalam suhu 4˚C dan dalam keadaan tertutup. 
Resin dicuci dengan mengalirkan 300 ml NaCl 1M dan diikuti dengan pengaliran PB 10 mM pH 7, 
kemudian aliran ditutup. 
 

Prosedur Analisis Fraksi 

         Dari 29 fraksi yang didapat dari elusi dilakukan pengecekan absorbansi dengan 
spektrofotometer (Shimadzu 1800, Jepang) pada panjang gelombang 280 nm. Tiap fraksi sebanyak 
100 μl ditambahkan 450 μl H2O2 0,55 mM dan 450 μl  2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) 0,55 mM sebagai radikal bebas (Al-Baarri et al., 2010). Fraksi dengan nilai 
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absorbansi tertinggi dihitung perkiraan kadar proteinnya. Lima fraksi dengan nilai absorbansi tertinggi 
dihomogenkan untuk dilakukan pengujian Bradford. 
 
Prosedur Pengujian Protein 

         Pengukuran kadar protein dengan metode Bradford menggunakan kit Bradford sebagai 
reagen uji. Kit Bradford dibuat dengan mencampurkan 10 mg coomasie brilliant blue R-250 (CBB R-
250) dengan 50 ml etanol 95%, kemudian ditambahkan 100 ml asam fosfat 85%. Setelah itu, 100 ml 
larutan diambil dan ditambahkan 200 ml aquades dan disaring dengan syringe filter (Bradford, 1976). 

Kit Bradford sebanyak 5 ml ditambahkan pada 100 μl  sampel enzim peroksidase lalu 
dihomogenkan dengan vortex (Scilogex MX-5). Kemudian larutan diukur menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 280 nm dan diuji pada menit ke-0, menit ke-2 jam 
pertama. Blanko memiliki komposisi yang sama, namun ekstrak lobak putih diganti dengan 10 mM PB 
pH 7,0. Pengukuran kadar protein ini ditentukan berdasarkan persamaan linier yang dihasilkan dari 
pembuatan kurva standar yang didapat dari konsentrasi standar protein ovalbumin (Purwanto, 2014) 
dengan kisaran 0,4375% sampai 5% dan nilai R2 yang dihasilkan adalah 0,9723. 
Perhitungan Kadar Protein Fraksi 

Perkiraan total protein tiap fraksi dihitung dengan cara melihat absorbansi masing-masing 
fraksi pada panjang gelombang 280 nm (Touch et al., 2005). Kadar perkiraan protein sampel (%) 
ditentukan dengan cara nilai absorbansi fraksi pada gelombang 280 nm dibagi dengan 1,5 yang 
merupakan faktor konversi protein.  
 

Analisis Data 

         Data hasil absorbansi diolah dengan perhitungan kadar protein untuk mendapatkan 
persentase kadar protein peroksidase lobak. 

Hasil dan Pembahasan 

Ekstraksi Enzim Peroksidase Lobak   

Proses ekstraksi enzim peroksidase dilakukan dengan menggunakan bagian supernatan dari 
jus lobak yang didapatkan dengan bantuan juicer. Supernatan tersebut, lalu diendapkan dan disaring 
untuk memisahkan padatan yang masih terlarut. Hal ini dilakukan untuk menghindari masalah yang 
sering muncul pada saat proses pengaliran dengan menggunakan kolom, yaitu masalah berhentinya 
aliran elusi (Fitriansyah, 2016). Proses elusi dengan menggunakan kolom DEAE-Sepharose, 
dilakukan pada suhu 4˚C guna menjaga kestabilan peroksidase dari lobak (Rusdi et al., 2014). 

Proses ekstraksi diawali dengan pencucian resin DEAE-Sepharose menggunakan PB 10 mM 
pH 7,0 yang mengandung NaCl untuk membersihkan resin dari kemungkinan enzim sisa proses 
ekstraksi sebelumnya (Al-Baarri et al., 2011). Proses ekstraksi menggunakan resin DEAE-Sepharose 
yang merupakan resin dengan jenis anion exchanger. Resin ini bersifat positif sehingga dapat 
menarik protein yang bermuatan negatif, seperti sebagian besar protein dari tanaman termasuk 
lobak. Enzim peroksidase dari lobak dapat terikat karena resin DEAE-Sepharose berfungsi sebagai 
penukar anion yang kuat (Yu dan Sun, 2012). 

Hasil ekstraksi enzim peroksidase dari 300 g lobak didapatkan 29 fraksi yang masing-masing 
sebanyak 10 ml dalam sentrifugal tube. Pengukuran kadar protein dari tiap fraksi dilakukan 
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 280 nm. Panjang gelombang 280 nm 
digunakan untuk mengetahui jumlah protein pada hasil sampel purifikasi protein, protein yang terlarut 
akan menyerap sinar UV dengan baik. Hal ini sesuai dengan pendapat Purwanto (2014) yang 
menyatakan bahwa asam amino protein optimum pada spektrofotometer adalah pada panjang 
gelombang 280 nm, asam amino Tyrosine (Tyr/Y), Tryptophan (Trp/W) dan Phenylalanine (Phe/F) 
memiliki absorbanasi sekitar 280 nm karena adanya cincin aromatik dalam strukturnya. 

Berdasarkan nilai absorbansi pada panjang gelombang 280 nm, maka didapat nilai absorban 
tertinggi sebesar 2,080 yang didapat dari fraksi nomor 5. Berdasarkan hasil perhitungan pada 
Lampiran 1, fraksi ini diperkirakan mengandung protein sebesar 1,387%. Nilai absorbansi ini perlu 
diklarifikasikan lagi dengan jumlah aktivitas enzim dan profil proteinnya. Penelitian sebelumnya 
dengan menggunakan daun tomat sebagai sumber peroksidase menghasilkan kandungan protein 
sebesar 0,152% (Utami et al., 2017). Peroksidase juga telah berhasil diambil dari ekstrak daun 
kangkung dengan protein yang didapat sebesar 0,062% (Ipomoea aquatica Forssk.) (Rusdi et al., 
2014). Empat fraksi lainnya dengan absorbansi yang tinggi yakni fraksi nomor 3, 4, 6 dan 7 diduga 
memiliki rentang besar protein yang tidak jauh dari hasil fraksi nomor 5. Pada proses selanjutnya 
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menggunakan kelima fraksi tersebut untuk mengambil rata-rata kandungan protein melalui pengujian 
Bradford. 

Ilustrasi 1. Grafik Absorbansi Enzim Peroksidase Lobak 

Kadar Protein dengan Bradford 

Penentuan kadar protein dapat dilakukan dengan berbagai metode, diantaranya dengan 
metode Bradford, metode Lowry, dan metode Biuret. Metode Bradford adalah metode untuk 
mengukur konsentrasi protein total secara kolorimetri dalam suatu larutan. Metode ini menggunakan 
larutan pewarna (CBB) yang berikatan dengan protein dalam suatu larutan yang bersifat asam, 
sehingga memberikan warna (kebiruan). Karena menghasilkan warna, sehingga secara kolorimetri 
dapat diukur absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 465-
595 nm (cahaya tampak) (Kumaunang dan Kamu, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan ovalbumin digunakan sebagai larutan standar dalam penentuan kadar protein dengan 
konsentrasi 0,4375%, 0,875%, 1,75%, 2,5% dan 5%. Percobaan ini dilakukan dengan menambahkan 
sejumlah NaCl pada larutan ovalbumin, yang berfungsi sebagai pelarut protein yang akan diukur. 
Penambahan NaCl ini dapat menyebabkan nilai absorbansinya menurun atau semakin kecil, karena 
pengompleksan protein dan zat warna CBB dalam reagen Bradford akan semakin sedikit. Semakin 
kecilnya nilai absorban, menunjukkan bahwa protein yang larut semakin banyak (Khopkar, 2007). 
Ilustrasi 3 menunjukkan kurva standar yang didapatkan dari ovalbumin sebagai acuan penentuan 
kadar protein enzim (Purwanto, 2014).  

Berdasarkan perkiraan kadar protein dari salah satu fraksi dengan nilai absorbansi tertinggi 
didapatkan  hasil sebesar 1,387%. Berdasarkan Tabel 2, dengan perhitungan pada Lampiran 1, 
kandungan protein peroksidase dari lobak putih dengan persamaan kurva standar ovalbumin 
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didapatkan kandungan protein sebesar 0,542% yang lebih rendah jika dibandingkan dengan protein 
enzim peroksidase komersial maupun dengan perkiraan perhitungan. Hal ini disebabkan karena 
hanya menggunakan satu fraksi dengan nilai absorbansi tertingggi untuk menghitung kadar protein, 
serta kemungkinan masih terdapatnya protein lain hasil pengaliran ekstrak lobak putih dalam kolom 
selama proses kromatografi. Sedangkan pada pengujian Bradford, kandungan protein dihitung dari 5 
fraksi dengan nilai absorbansi  tertinggi yang dihomogenkan ditambahkan dengan kit Bradford, 
sehingga kemungkinan kadar protein menjadi lebih rendah, namun nilai absorbansi menunjukkan 
kemurnian enzim peroksidase yang lebih tinggi. 

  

 

 

 

Kesimpulan 

Pengambilan enzim peroksidase dari lobak putih (Raphanus sativus L.) dapat dilakukan 
dengan menggunakan metode kromatografi pertukaran ion. Dari 29 fraksi yang didapat dari proses 
ekstraksi, fraksi ke-5 menunjukan nilai absorbansi tertinggi dengan kisaran kandungan protein 
sebesar 1,387%. Uji Bradford menunjukkan hasil kandungan protein enzim peroksidase lobak putih 
sebesar 0,542%. 
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