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Abstrak 
Sebagian besar protein akan mengalami denaturasi yang lambat pada suhu tubuh, dapat terjadi dalam 

waktu setengah hari atau bahkan tahun. Proses denaturasi protein dapat diinduksi oleh panas sehingga 

akan terjadi perubahan struktur dari protein dan mengakibatkan perubahan peran biologis dari protein 

tersebut yang dapat berdampak bagi kesehatan. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari metode yang 

dimodifikasi untuk digunakan dalam menganalisis daya hambat suatu bahan terhadap proses denaturasi 

protein yang diinduksi oleh panas. Metode yang digunakan adalah metode analisis penghambatan proses 

denaturasi protein secara in vitro. Protein dikondisikan pada suhu tubuh (37 °C) yang dilanjutkan dengan 

menginduksi protein menggunakan panas pada suhu 70 °C. Modifikasi dilakukan dengan menambahkan 

suatu kontrol tanpa perlakuan, reagen uji protein serta persamaan yang digunakan untuk menentukan 

konsentrasi penghambatan denaturasi 50% protein (IC50). Analisis dilakukan dengan mengukur serapan 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan, bahwa konsentrasi dari natrium 

diklofenak dan ekstrak air daun afrika (Vernonia amygdalina) dengan menggunakan parameter IC50 

diperoleh hasil berturut-turut adalah 520,80 mg/L dan 3.751,88 mg/L. Metode ini dapat digunakan untuk 

menentukan daya hambat proses denaturasi protein, tetapi masih memerlukan pengembangan lebih 

lanjut, agar diperoleh suatu metode yang memiliki tingkat akurasi dan presisi yang baik. 

Kata kunci: daun Afrika; daya hambat; denaturasi protein; induksi panas; modifikasi metode; natrium 

diklofenak 

 

Abstract 

Most proteins denaturate slowly at body temperature, which can occur within half a day or even years, 

but the process of protein denaturation can be induced by heat so that there will be a change in the 

structure of the protein and it can cause many biological consequence. This research aims to study a 

modified method used in analyzing the inhibition of a material against the protein denaturation process 

heat-induced. The method used was the analysis of the inhibits of protein denaturation process by in 

vitro. Protein is conditioned at body temperature (37 °C) followed by heat-induced at 70 °C. 

Modification is done by adding a control without treatment, protein test reagent and the equation to 

determine the inhibitory concentration 50% protein denaturation (IC50). The analysis was carried out 

by measuring the absorption using a UV-Vis spectrophotometer. The results showed that the 

concentration of diclofenac sodium and the water extract of African leaves (Vernonia amygdalina) using 

the IC50 parameter and the results were 520.80 mg/L and 3,751.88 mg/L. This method can be used, 

however, further testing and development is still needed, in order to obtain a method that has a good 

accuracy and precision. 

Keywords: African leaves; heat-induced; inhibition concentration; modification method; protein 

denaturation; sodium diclofenac 
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PENDAHULUAN  

Setiap sel pada manusia mengandung 

ribuan protein berbeda, yang menjalankan 

berbagai fungsi biologis. Fungsi biologis 

dari protein dihasilkan ketika protein berada 

pada keadaan alaminya. Kondisi ketika 

protein mengalami perubahan kimia 

maupun biologis disebut dengan istilah 

denaturasi. Protein memiliki berat molekul 

sekitar lima ribu hingga satu juta, sehingga 

protein sangat mudah mengalami denaturasi 

(Aryadnyani dkk., 2020). 

Salah satu penyebab denaturasi 

protein adalah suhu. Sebagian besar protein 

mengalami denaturasi yang lambat pada 

suhu tubuh yang dapat terjadi dalam waktu 

setengah hari atau bahkan tahunan. 

Denaturasi protein dapat menyebabkan 

gangguan biologis seperti penyakit genetik 

dan kanker mutasi somatik (Fersht, 2013). 

Berbagai bahan, baik bahan kimia 

obat maupun bahan alam, telah diteliti dan 

dikembangkan untuk menghambat 

terjadinya denaturasi protein. Bahan kimia 

obat yang diketahui memiliki daya 

hambatyang tergantung kepada dosis antara 

lain indometasin dan  fenilbutazon (Saso 

dkk., 1999), serta banyak peneliti yang 

melaporkan bahwa natrium diklofenak juga 

memiliki daya hambat terjadinya denaturasi 

protein. Bahan alam seperti daun afrika 

(Vernonia amygdalina) diketahui memiliki 

aktivitas penghambatan terhadap terjadinya 

denaturasi protein (Alara dkk., 2017). 

Metode pengujian daya hambat 

denaturasi protein secara in vitro yang ada 

saat ini dan telah banyak digunakan dalam 

berbagai penelitian adalah mengukur 

tingkat kekeruhan hasil denaturasi protein 

yang diinduksi oleh panas menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 660 nm (Bailey-shaw dkk., 

2017; Chandra dkk., 2012; Heendeniya 

dkk., 2018; Mahendran dkk., 2015; Quasie 

dkk., 2016). Namun, terdapat perbedaan 

persamaan yang digunakan pada penelitian 

yang dilakukan oleh Mahendran dkk. (2015) 

dibandingkan yang lain, sehingga 

menyebabkan bias dari metode tersebut. 

Metode tersebut juga mengasumsikan 

semua protein (100%) mengalami 

denaturasi (Anyasor dkk., 2019). Hal ini 

bertentangan dengan hasil penelitian yang 

dilakukan oleh (Nikolaidis & Moschakis, 

2017). 

Hal tersebut yang menjadi dasar 

dilakukannya penelitian ini. Penelitian ini 

bertujuan untuk mempelajari metode yang 

dimodifikasi untuk digunakan dalam 

menganalisis daya hambat suatu bahan obat 

maupun bahan alam terhadap proses 

denaturasi protein yang disebabkan oleh 

panas. Penelitian ini dilakukan dengan 

modifikasi metode yang telah ada, terutama 

dengan adanya parameter kelompok kontrol 

tanpa perlakuan dan parameter kontrol 

negatif (kelompok dengan perlakuan), 

sehingga dapat diperoleh laju 

penghambatan yang terukur.  

 

METODE PENELITIAN  

Alat dan Bahan 

Penelitian ini dilakukan di 

laboratorium Kimia Farmasi, Program 

Studi Farmasi, Universitas Pakuan Bogor. 

Alat yang digunakan meliputi 

spektrofotometer UV-Vis Genesys, oven 

dan alat gelas laboratorium. Bahan yang 

digunakan meliputi daun afrika, natrium 

diklofenak, Tembaga sulfat, Kalium 

Natrium tartrat, natrium hidroksida, natrium 

klorida, kalium klorida, dinatrium hidrogen 

fosfat, kalium dihidrogen fosfat, bovine 

serum albumin (BSA), metanol, akuadest.  

 

Pembuatan Larutan Induk 

Penetapan daya hambat dimulai 

dengan pembuatan larutan buffer fosfat pH 
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7,4, pembuatan larutan BSA 0,6%, 

pembuatan larutan biuret, pembuatan 

larutan natrium diklofenak dan ekstrak air 

daun afrika, kemudian analisis daya 

hambat. Larutan buffer fosfat pH 7,4 dibuat 

dengan cara melarutkan 8 gram NaCl, 200 

mg KCl, 1,44 gram Na2HPO4 dan 245 mg 

KH2PO4 dalam 800 mL akuadest. Setelah 

larut, pH di ukur dan ditepatkan hingga pH 

7,4 menggunakan asam fosfat atau NaOH. 

Larutan BSA 0,6% dibuat dengan cara 

menimbang 0,6 gram BSA dan dilarutkan 

dalam 100 mL akuabidest. Larutan biuret 

dibuat dengan cara menimbang sebanyak 

1,5 gram CuSO4, 6 gram Kalium Natrium 

tartrat, dicampurkan dengan NaOH 2N 

sebanyak 375 mL dan dimasukan ke dalam 

labu ukur volume 1 L, lalu ditambahkan 

akuadest hingga tanda batas. 

Larutan induk natrium diklofenak 

dibuat dengan cara menimbang 500 mg 

standar natrium diklofenak dan dilarutkan 

dengan 10 mL metanol dalam labu ukur 100 

mL, lalu diencerkan menggunakan akuadest 

sampai batas, sehingga diperoleh larutan 

induk natrium diklofenak dengan 

konsentrasi 5.000 mg/L. Sedangkan larutan 

ekstrak air daun afrika dibuat dengan cara 

menimbang 12 gram simplisia daun afrika, 

kemudian direbus dalam 100 mL 

aquabidest pada suhu 90 °C selama 15 

menit. Setelah didinginkan ekstrak disaring 

dan ditepatkan hingga 100 mL 

menggunakan akuabidest, sehingga 

diperoleh larutan ekstrak dengan 

konsentrasi 120.000 mg/L. 

 

Analisis Daya hambat 

Analisis daya hambat dilakukan 

dengan cara mengukur serapan dari larutan 

uji kontrol positif (tanpa pelakuan 

pemanasan), kontrol negatif (dengan 

perlakuan pemanasan), deret larutan 

natrium diklofenak dan ekstrak air daun 

afrika. Larutan kontrol positif dibuat 

dengan cara mencampurkan 1,5 mL larutan 

BSA 0,6%, 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 

7,4 dan 3 mL biuret dengan pengulangan 

3x. Serapan campuran tersebut dilakukan 

menggunakan spektrofotometer pada 

panjang gelombang maksimum yaitu 540 

nm.  

Larutan kontrol negatif dibuat dengan 

cara mencampurkan 1,5 mL larutan BSA 

0,6%, 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 7,4 

dan 3 mL biuret dengan pengulangan 3x. 

Campuran tersebut kemudian dipanaskan 

pada 37 °C selama 30 menit, lalu 

dipanaskan pada suhu 70 °C selama 10 

menit. Setelah didinginkan, dilakukan 

pengukuran serapan larutan menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 

maksimum yaitu 540 nm. Larutan kontrol 

positif dan kontrol negatif dapat dilihat pada 

Gambar 1. 

 

 
Gambar 1. [A] Larutan Kontrol Positif, [B] 

Larutan Kontrol Negatif 

 

Larutan uji natrium diklofenak dibuat 

secara seri dengan memipet 0,06; 0,12; 

0,36; 0,6 dan 1,2 mL larutan uji 5.000 mg/L 

ke dalam 5 buah tabung reaksi, lalu larutan 

dalam masing-masing tabung diencerkan 

menggunakan larutan buffer fosfat pH 7,4 

hingga 1,5 mL. Ke dalam masing-masing 

tabung, ditambahkan 1,5 mL larutan BSA 

0,6% dan 3 mL biuret. Campuran ini 

menghasilkan deret dengan konsentrasi 50, 

100, 300, 500, 1000 mg/L dengan 

pengulangan 3x. Masing-masing 

konsentrasi dipanaskan pada 37 °C selama 

[A] [B] 
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30 menit, lalu dipanaskan pada suhu 70 °C 

selama 10 menit. Setelah didinginkan, 

serapan masing-masing larutan diukur 

menggunakan spektrofotometer pada 

panjang gelombang maksimum yaitu 540 

nm. Larutan uji diklofenak dapat dilihat 

pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Larutan Uji Natrium Diklofenak 50 

mg/L dan 100 mg/L 

 

Larutan uji ekstrak air daun afrika 

dibuat seri larutan uji dengan memipet 0,05; 

0,1; 0,2 dan 0,25 mL larutan induk 120.000 

mg/L ke dalam 4 buah tabung reaksi, lalu 

larutan dalam masing-masing tabung 

diencerkan hingga 1,5 mL menggunakan 

larutan buffer fosfat pH 7,4. Ke dalam 

masing-masing tabung, ditambahkan 1,5 

mL larutan BSA 0,6% dan 3 mL biuret. 

Campuran ini menghasilkan deret dengan 

konsentrasi 1000, 2000, 4000, 5000 mg/L 

dengan pengulangan 3x. Masing-masing 

konsentrasi dipanaskan pada 37 °C selama 

30 menit, lalu dipanaskan pada suhu 70 °C 

selama 10 menit. Setelah didinginkan, 

serapan masing-masing larutan diukur 

menggunakan spektrofotometer pada 

panjang gelombang maksimum yaitu 540 

nm. Larutan uji diklorofenak dapat dilihat 

pada Gambar 3. 

 

 
Gambar 3. Larutan Uji Ekstrak Daun Afrika 

5000 mg/L, 4000 mg/L dan 3000 

mg/L 

 

Absorbansi yang diperoleh dirata-rata 

dan digunakan untuk menghitung daya 

hambat terhadap proses denaturasi protein 

menggunakan persamaan (1). 

Daya hambat (IC)=
Auji-Akontrol negatif

Akontrol positif-Akontrol negatif

×100% ..(1) 

Keterangan :   

Auji = Serapan masing-masing deret larutan uji 

natrium diklofenak dan ekstrak air daun afrika 

Akontrol negatif = Serapan larutan konrol negatif  

Akontrol positif = Serapan larutan kontrol positif 

 

 

Selanjutnya digambarkan grafik 

hubungan antara konsentrasi (sumbu x) 

dengan daya hambat (sumbu y), lalu 

ditentukan persamaan regresi liniernya. 

Persamaan regresi linier digunakan untuk 

menghitung konsentrasi yang dapat 

menghambat terdenaturasinya 50% protein 

(IC50) dengan menggunakan persamaan 

(2). 

IC50 (x)= 
50 (y) - intercept (a)

slope (b)
                  .....(2) 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Penelitian ini merupakan studi awal 

dalam memperoleh suatu metode in vitro 

yang dapat digunakan untuk memprediksi 

kemampuan suatu bahan, baik bahan kimia 

maupun bahan alam, dalam menghambat 

terdenaturasinya protein. Pengujian daya 

hambatdenaturasi protein dilakukan 

menggunakan metode uji penghambatan 

denaturasi protein yang dilakukan oleh 

Chandra dkk. (2012), metode ini digunakan 

[4000 mg/L] 

[50 mg/L] 
[100 mg/L] 

[5000 mg/L] 
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secara umum untuk menganalisis 

kemampuan penghambatan denaturasi 

protein. 

Perbedaan modifikasi metode dan 

metode sebelumnya terletak pada 

persamaan yang digunakan. Persamaan 

yang digunakan pada penelitian 

sebelumnya adalah 

% inhibition=100× (
Vt

Vc

-1) 

Vt = absorbansi larutan uji 

Vc = absorbansi larutan kontrol 

 

...(3) 

 

Persamaan (3) dapat diturunkan lebih 

lanjut, menjadi persamaan (4). 

% inhibition=100× (
Vt − Vc

Vc

) ...(4) 

Persamaan (4) menggunakan asumsi 

jumlah protein terdegradasi adalah 100%, 

sehingga tidak dapat menggambarkan 

jumlah protein yang terdenaturasi maupun 

yang tidak mengalami denaturasi. Jumlah 

protein terdenaturasi dapat diperoleh 

dengan cara menghitung selisih antara 

jumlah protein awal (tanpa perlakuan 

induksi panas) dengan jumlah protein akhir 

setelah diinduksi oleh panas. Persamaan (1) 

diperoleh dari penurunan Persamaan (4) 

dengan menggunakan jumlah protein yang 

terdenaturasi sebagai pembanding.  

Prinsip pembacaan pada metode 

sebelumnya adalah berdasarkan kekeruhan, 

hal ini dapat mempengaruhi pengamatan. 

Menurut Guo dkk. (2012) protein yang 

mengalami denaturasi akan terurai 

(unfolding) dan jika didinginkan maka 

protein tersebut dapat kembali ke bentuk 

semula (folding). Penggunaan reagen biuret 

dimaksudkan agar dapat membedakan 

antara protein yang terdenaturasi dan yang 

tidak terdenaturasi. Reagen ini dapat 

berikatan dengan protein pada ikatan 

peptida dan dapat bekerja dalam range yang 

lebar, yaitu 0,1 – 0,5 g/L (Bianchi-Bosisio, 

2005). Untuk dapat mengetahui jumlah 

protein yang terdenaturasi, maka jumlah 

protein mula-mula sebaiknya tinggi (Schön 

dkk., 2017), sehingga masih ada sisa protein 

dalam jumlah yang cukup setelah 

mengalami denaturasi. 

Hasil pengukuran absorbansi deret 

larutan uji natrium diklofenak dapat dilihat 

pada Tabel 1. Plot antara konsentrasi dan 

daya hambat diperoleh nilai intercept 

sebesar -3,7111, slope sebesar 0,1031 dan 

R2 sebesar 0,9994 yang dapat dilihat pada 

Gambar 4. Nilai IC50 diperoleh dari 

persamaan (2). Dengan menggunakan 

metode yang telah dimodifikasi, diketahui 

bahwa daya hambat 50% protein yang 

terdenaturasi (IC50) dari natrium 

diklofenak adalah sebesar 520,80 mg/L. 

Daya hambat ini disebabkan oleh 

kemampuan natrium diklofenak dalam 

berikatan dengan albumin (Hossain dkk., 

2016) dan membuat protein lebih stabil, 

sehingga ketika diinduksi oleh panas, 

protein tidak mengalami denaturasi. Obat-

obat golongan Non-steroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs) seperti 

natrium diklofenak telah terbukti mengikat 

serum albumin pada residu triptofan (Czub 

dkk., 2020). 

Metode ini juga dapat digunakan 

untuk mengukur daya hambat dari ekstrak 

bahan alam. Ekstrak yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah ekstrak air daun afrika. 

Hasil pengukuran daya hambat terhadap 

denaturasi protein oleh daun afrika dapat 

dilihat pada Tabel 1. Plot antara konsentrasi 

dan daya hambat diperoleh nilai intercept 

sebesar -12,1162, slope sebesar 0,0166 dan 

R2 sebesar 0,9726 yang dapat dilihat pada 

Gambar 5. Nilai IC50 diperoleh dari 

persamaan 2. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa ekstrak air daun afrika memiliki 

daya hambat 50% denaturasi protein (IC50) 

pada konsentrasi 3.751,88 mg/L. Aktivitas 
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penghambatan ini disebabkan oleh adanya 

metabolisme sekunder seperti senyawa 

flavonoid (Kumar dkk., 2011) yang 

berikatan dengan albumin dan membuat 

protein lebih stabil, sehingga ketika 

diinduksi oleh panas, protein tidak 

mengalami denaturasi. Hal ini disebabkan 

adanya interaksi antara gugus hidroksil dan 

cincin aromatik senyawa flavonoid dengan 

residu asam amino dalam rantai protein 

(Zinellu dkk., 2015). 

 

Tabel 1. Daya Hambat Larutan Natrium Diklofenak dan Ekstrak Air Daun Afrika 

Larutan Uji Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi Daya Hambat 

(%) 

IC50 

(mg/L) 

Natrium 

Diklofenak 

Kontrol (+) 0,313 
 

 

Kontrol (-) 0,263 

50 0,264 0,67 

520,80 

100 0,266 6,04 

300 0,277 28,19 

500 0,288 48,99 

1000 0,312 98,66 

Ekstrak Air 

Daun Afrika 

Kontrol (+) 0,206 
 

 

Kontrol (-) 0,125 

1000 0,127 1,66 

       3.751,88  
2000 0,147 26,56 

4000 0,164 48,55 

5000 0,184 73,44 

 

 

 
 
Gambar 4. Grafik Hubungan Konsentrasi 

dan Daya Hambat dari Natrium 

Diklofenak 

 
 

Gambar 5. Grafik Hubungan Konsentrasi dan 

Daya Hambat dari Ekstrak Air Daun 

Afrika 

Metode ini masih memerlukan studi 

dan pengembangan lebih lanjut, terutama 

untuk mengetahui mekanisme 

penghambatan terjadinya denaturasi 

protein. Metode ini juga masih memerlukan 

verifikasi lebih lanjut agar metode ini 

memiliki tingkat akurasi dan presisi yang 

baik. Metode ini juga perlu dilakukan 

pengujian menggunakan serum albumin 

pada manusia.  

 

 



 

Zaldy Rusli*), Lusi Agus Setiani 

 

Modifikasi Metode Analisis Daya Hambat terhadap Proses Denaturasi Protein yang Diinduksi oleh Panas 

    

 CHEESA, Vol. 3 No. 2 Hal 55-62, 2020 | 61  

  

KESIMPULAN  

Metode yang telah dimodifikasi ini 

dapat digunakan dalam menentukan daya 

hambat senyawa obat maupun bahan alam. 

Konsentrasi yang dapat menghambat 

terdenaturasinya 50% protein (IC50) dari 

natrium diklofenak menggunakan metode 

ini adalah 520,80 mg/L dan ekstrak air daun 

afrika adalah 3.751,88 mg/L. Metode ini 

masih memerlukan pengembangan lebih 

lanjut, agar diperoleh suatu metode yang 

memiliki tingkat akurasi dan presisi yang 

baik. 
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