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ISOLASI IlAN WRPLKTERISASI 
GLOBULIN 7S DAN GLOBULFN 1 1S DAM 

SEPULUH VA TAS KEDELAI INDONESIA 

Sri ~ i d o w a 6 ' )  dm Sri Kusuma Susi wijaYa2) 

Kedelai mempakan bahan pangan sumber protein yang telah menjadi bagian makanan sehari- 
hari bangsa Indonesia. Setiap varietas kedeiai mernpunyai mutu benfariasi, terutama d n l m  
kompsisi gizi. Mutu hmil olah kedelai sangat dipengaruhi oleh protein Fang nzerupabn komponen 
utamanya. Globulin 7S d m  globulin 1IS ndaiah protein utama dalam kedelai. .-ldan-va infornzasi 
Fentang protein globulin kedelai diharapkan sarietas unggul dapat dibentuk melalui rekqvasa 
genetih. Karakferzsasi protein dari sepuluh sarietas/ galur kedelai telah dilakukan denprrn 
elekworesis d m  filtrasi gel. Nmil penelitian akan berguna untuk menzantau trtutu dan kndar 
protein dnri kedelai serfa membentuk varietas-sarietas unggul kedelai. Kadar ,fmksi 7 s  sepuluh 
varietas' galur kedelai berkisar antara 6.40 sanzpai 9,70% bahan kering, sednngh-an kadar frak.vi I IS 
berkisar antara 17,90 sampai 28,20% bahan kering. Perbandingan fraksi I IS d m  frahi 7 s  unruk 
sepuluh sarietas galur tersebut lebih dari satzi. Pemurnian nzasing-nmasii7g.@aksi tersebut n ' i l d u h  
dengan kronlatografi filtrasi gel Sephadex 6-100 darz elektroforesis .sodiunt dodesil .srrlfal (.SD.S'I. 
Dari Sephadex G-100 diperoleh satu pzcncak untuk setiap fraksi protein. Hal ini berarti sefiap.frnk.si 
protein hanya mengandung globulin. Karakterisasi protein globulin 7 s  dengai7 eiehroforesis .'iD"i' 
diperoieh dua fraksi mayor, sedangkan protein globulii? I IS diperoleh satu ,fiaksi mqvor: 

PENDANULUAN 

Peningkatan laju pembangul~an d m  jumlah penduduk berdmpak terhadap peningkatan 

kebutuhan pangan. Upaya pemenuhan kebutuhan pangan tidak hanya mencakup segi 

kumtitas saja, tetapi perlu diimbangi dengan pemenuhan zat gizi dalam pangan. Kebutuhan~ 

protein masih memegarag peranan d a l m  penyediaan pangan di Indonesia. Usaha penlenuhan 

kebutuhan protein dilakukan dengan meningkatkan jumlah ketersediaan sunlber protei~~ 

Kedelai mempakm bahan pangan sumber protein yang telah menjadi bagian makananan 

sehan-hari bangsa Indonesia. Pengolahan kedelai secara tradisional menghasilkan bahan 

makanan yang bewariasi, mtara lain tahu, tauge, susu kedelai, kecap, tempe, $an tauco. I-liasil 

olah kedelai umumya rnerupakan makanan bernilai gizi baik dan tidak mahal. Kedelai 

berperan besar daIam peningkatan kesehatan dan gizi masyarakat. Penggunaan hasil olah 

')Peneliti pada Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan Bogor 
"ahasiswa lumsan Kimia, Fakultas Matematika dan Il111u Pengetahuan Alam, Institut Pertanian 
Bogor 



Sri Widowati dan Sri Kusuma Strsi Rgaya 

M m  kdelai, kmtanra kandungan protein beluna diperhatikan da lm pben tukan  varietas. 

i tentang protein globulin kedelai ini diharapkan varietas u n w l  &pat 

d i k e  melalul rekayasa genetika, dengan menaperhatikan mutu groteimya. 

PeneIitian ini bemjuan unbk rnemisahkan fraksi globulin 7S dan globulin 1 1S dari isolat 

protein kedelai, memumikan fraksi globulin 7S d m  globulin 1 1 S dengan menggunakan met& 

salring out, dan kromatografi filtrasi gel, serta menentukan bobot molekul subunit-subunit 

globulin 7S dahl globulin 11S ymg telah dimumikan. 

BANAN DAN METODE 

Waktu dm L o h i  PeneE~arm 

Penellitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia dm Enzimatik. Balai Penelittan 

Bioteknologi Tanantan Pangan Bogor (Balitbio), dm Laboratorium Biokimia FMEPA IPB. 

Penelitian ini &lakukm dari bulan Oktober 1996 sanlpai bulan Juni 1907 

Bahm yang dlgunakan adalah biji kedelai dari sepuluh varietas/ galur Indonesia. yaitu 

Lumajang, Rinjani, Lokon, Singgdang, 3035lAGS-112-11-4, 85056-9-2- 1. 3695 Tabanan. 

3586 Ngmjuk, 3647 Banyuwangi, dan LB-80 (Gambar 1). Kesepuluh kedeiai yang dipilih 

dari 38 varietas/ galur rnemiliki perbandingan globulin 11s dengan globulin 7S lebih dari satu. 

Kedelai yang digunakan berasal dari Balitbio, yang mempakan hasil pemanenan pada umur 

optimum untuk masing-masing varletas kedelai. 

Persia~an Bahan 

Biji kedeIai sebmyak 200 gram digiiing dengan Hammer-mill dan disaring dengan 

saringan bemkuran 100 mesh. Tepung kedelai dihilangkan lernaknya dengan metodc 

perkolasi. Tepung kedelai dibungkus dengall kertas saring dan ditutup dengan kapas !an% 

bebas len7iak. Bungkusm tersebut dimasukkm ke da lm tabung soklet dan ditetesi dengan n- 

heksana dari labu pisah. Lemak yang terlamt dalam n-heksana di~snpung dalanl labu lemak. 

Tepung kedelai hasiI perkolasi yang telah kering dikemas dalam plastik dan disinlpan dalam 

eksikator smpai  saat isolasi. 
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Cambar 1. Biji kedelai dari delapan varietas/ galur Indonesia yang diuji 
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Globulin 7S dm Globulin I IS 

Protein utama kedelai, yaitu plobulin 7S dan globulin 1 IS diperoleh dengan rnenggunakm 

meMe yang dikemukakan oleh Tanh dan Shibasaki (1976) dengan modifikasi yang 

dikembangkan oleh Iwabuchi dan Ymauchi (1987). Kedelai bebas lemak disuspensikm 

& l a  0,03M bufer Tris HCl yang mengandung 10 rnM 2-merkaptoetanoI pa& pH 8,0 dian 

suhu mang. Fraksi 7S d m  11s kasar dtperoleh dengan pengendapan pa& pH 6,4 dan 4,8 

(Garnbar 2). Kedua fiaksi difraksinasi dengan menggunakan arnonium sulfat. Fraksi 1 IS 

&end$pkan pada 5 1-66% Jenuh (Gmbar 31, sedangkan fraksi 7S diendapkm pada 5 1 - 100% 

Jenuh (Gambar 4). Kedua fraksi tersebut dirnumikm dengan krornatografi filtrasl gel 

Sephadex 6-100 (2,0 x 100 crn). Fr&i dielusi dengan bufer fosfat pH 7,6 yang mengandung 

10 IllM 2-merkaptoetanol. 

Kedelai Bebas Lemak 

Ekstraksi dengan 0,03M Tris-HC1 pH 8,O 
Sentrifugasi pada 20'"~ 10000 rpm 

Ekstrak Bufer 

pH ditepatkan 6,4 
Sentrifugasi pada 4°C 

I 
Supernatan 

pH ditepatkan 4,8 
Sentrifugasi pada 4 " ~  

I 
Whey 

I 
Globulin 7 s  

I 
Globulin 11s 

Endapan 

Dilarutkan dalam 0,03 M Tris-HC1 
pH ditepatkan 6,2 
Sentrifugasi pada 4°C 

I 
Endapan 

Garnbar 2. Fraksinasi Globulin 7s  dan globulin 1 1s (Tanh d m  Shibasaki, 1976) 



Sri Widowati dm Sri Kusuma Susi Wuaya 

Globulin 7s Kasar 

Ditambahkan (NH, ) ,SO, sampai 51% j enuh 
si pada 4 OC 

Endapan Supernatan 

Ditambahkan (NH,) ,SO, sampai 100% jenuh 
Sentrifugasi pada 4 ' ~  

Endapan 

Dilarutkan dalam bufer fosfat pH 7,6 

Kromatografi Filtrasi Gel 

Globulin 7.5 Murni 

G m b a r  3. Pemunnan Globulin 7s (Iwabuchi d m  Ymauchi. 1987) 

Globulin 11s Kasar 

Ditambahkan (NH,) ,SO4 sampai 51% jenuh 
Sentrif ugasi pada 4OC 

Endapan Supernatan 

Ditambahkan (NH,) ,SO, sampal 66% jenuh 
Sentrifugasi pada 4°C 

Endapan 

Dilarutkan dalam bufer fosfat pH 7,6 

Kromatografi Filtrasi Gel 

Globulin 11s Murni 

Garnbar 4. Pernumian Globulin 1 1 S (Iwabuchi d m  Uamauchi, 1987). 

Elektroforesis SDS 

Globulin 7s dan 11s mumi dimasukkan ke &lam gei poliakrilan~ida 10%, lalu 

dielektroforesis pada 30 mA selama 3 jam. Pita protein diwarnai dengasl 0,2% Coomnssie 
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Blue dan penghilangan warm dengan metanol-asm asetat-air (10:7:83). Pita protein yang 

m p &  menandakan subunit-subunit protein (Laemli, 1970). 

m S I L  DAN PEMBAIPASAN 

Fraksimasi Globulin 7S dm Globullisl PIS 

Globulh 7S dan globulin 1 1 S diisolasi berdasarkan perb titik isoelektrihya dengan 

menggunakan metode Tanh (1976). Protein merniliki kelamtan t e r k i l  pada 

titik iswlektrihya, sehingga mudah mgendap pa& pH tersebut. Fraksl 7S 

memgunyai tit& isoel fi&si 1 1 S sebesar 6,4. Tabel 1 rnenunjuMran 

ra&-rata kadar protein fraksl 7S dan fraksi 1 1 S untuk sepuluh varietas kedelai. 

Tabel 1. Hasil fraksinasi Globulin 7S dan Globulin 11s dari sepuluh varietas kedelai 

Sepuluh varietas kedelai mengandung fraksi 7S sebesar 6,40-9,70% bahm kering dan 

fraksi 1 1S sebesar 17,90-28,20% bahan kering. Fraksi 7S ini sebagian besar adalah globulin, 

sedangkan fraksi I 1 S selumhnya mempakan globulin. Perbandingan antara fraksi I B S dengan 

7s  berkisar 1,97 sarnpai 3,223. Varietas yang memiliki perbandingan antara fraksi l l S dengan 

7S tertinggi adalafr Rinjani, sedangkan perbandingan terendah adalah 3695 Tabanan. 

Kedelai yang mernpunyai protein pembe~ltuk tahu yang tinggi, terutarna fraksi 7S dan 

fraksi 1 1S cendemng menghasilkan rendemen tahu yang tinggi (Darnardjati dan Indrasari, 

2,38 I I LB-80 9,20 
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1990). Varietas Rinjani akan menghasilkan rendernen tahu tertinggi, karena mmiliki protein 

pembentuk tahu yang paling tinggi. Selain itu, tahu tersebut &an memiliki tekstur yang keras, 

karma vanetas tersebut mengandung fraksi 11s paling tinggi. Vanetas Singgalang &an 

rnenghasilkan rendemen tahu terendah di antara sepuluh varietas yang &uji, karena memiliki 

fraksi 7S dan fraksi 11s yang rendah. Selain itu, tahu tersebut memiliki kksiur yang 

lunak, karena varietas tersebut mengandung fraksi 11s paling rendah. Be 

penelitian, disarankan untuk rnengunakan kedelai varietas Rinjani jika ingin menghasilkm 

tabu bertekstur keras dengm rendemen tinggi. 

Salting out 

Penambahan I a m m  jenuh amoniurn sulfa ke d a l m  lamtan protein merup 

awal dari peanumian globulin 7S d m  globulin 11s. Pemumim ini bertujuan untuk 

membebaskm molekul air dari permukaan molekul protein serta mengenhpkan globulin dari 

fraksi 7S dan fraksi 1 1s.  Pengendapm globulin terfadi karena adanya persaingan antara 

protein dan garam untuk berikatan hidrogen dengan air. sehingga pada konsentrasi garam 

tinipgi tidak tersedia cukup air untuk melarutkan protein. Endapm yang terbentuk dipisaMan 

dengan sentrikgasi d m  disuspensikm dalam bufer fosfat untuk mengurangi ion-ion sulfat 

ymg terikat pada rnolekul globulin. 

Suspensi yang dihasilkan belum dalam keadaan murni. karena pengaruh ion sulfat masih. 

dominan. Untuk itu d i l h k a n  pen~urnim selanjutnya agar diperoleh globulin murni dari fraksi 

7S d m  fraksl I IS. 

Kromatogra6 Rltrasf Gel 

Suspensi hasil .raltmg out dialirkan ke dalarn kolorn d m  dicuci dengan bufer fosfat untuk 

menghilangkan pengamb ion sulfat dari suspensi protein. D a l m  pencucian molekul protein 

&an rnenembus butiran gel berpori secara berbeda dan mengalir keluar kolom dengan 

kecepatan berbeda pula. Molekul protein yang ukuramya melebihi ukuran pori maksimal 

butiran gel akan keluar pertama dari kolorn. MoIekuI protein yang berukuran lebih kecil dari 

pori butiran dekstran akan bergerak lebih Ianlbat di dalarn kolom dan akan dikeluarkan 
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- - - - -  fraksi 31s 

fraks i  no 

Gambar 5,. Grafik hubungan antara Absorbmi denigan nomor fraksi 7S dm 1 1 S 

Gambar 5 mernperlihatkan bahwa hasil kromatografi filtrasi gel memiliki satu puncak 

yang berarti fraksi 7S dan fraksi 1 IS hai l  salting out hanya rnengandung globulin. Dalm 

kromatografi filtrasi gel ini sebagian besar fiaksi hasil pen~urnian dibuang (fraksi yang berisi 

protein pencemar relatif lebih banyak) untuk meningkatkan kemumian. Fraksi yang 

dikumpulkan adalah fraksi yang banyak mengmdung protein. Besan~ya kandungan protein 

dari setlap fraksi dapat diketahui dengan metode Bradford (1976). Semakin besar nilai 

absorbansi, sernakin tinggi kadar protein dari setiap fr&si. 

Pemilihm fraksi yang dikumpulkan berdasarkan pada kandungan protein yang relatlf 

tinggi dari fraksi tersebut dibandingkan dengan fraksi-fraksi lainnya. Dari kedua grafik pada 

Gmbar 5 dapat dikelafrui bahwa puncak grafik adalah fraksi nornor 10. Hal ini berarti fraksl 

yang rnengandung globulin tinggi mulai terlihat pa& fraksi tersebut. Fraksi yang 

&kumpulkan ada lima fraksi, yaitu fraksi dengan niiai absorbansi terbesar (puncak). dua 

f i s t  sebelum puncak, dan dua fiaksi setelah puncak. Garnbar 5 juga rnelnperiihatkan 

puncak graftk fraksi 1 IS Iebih tinggi daripada fraksi 7S yang berarti bahwa konsentrasi 

protein globulin I 1 s  lebih tinggi daripada globulin 7s. 

Elektrofsresis SDS 

Penggunaan SDS dm 2-rnerkaptoetanol disertai pemanasan akan ~nemecah struktur tiga 

dimensi dari protein, terutama ikatan disulfida menjadi subunit-subunit polipeptida secara 

individual. SDS juga mernbungkus rantai protein yang tidak terikat dengan muatan negatif 

yang sama membentuk kompleks SDS-protein. Kompleks SDS-protein mempunyai densitas 
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muatan yang identlk d m  bergerak pada gel hanya berdasarh ukuran protein. Kornpleks 

SDS-protek yang lebih besar mempunyai mobilia yang lebih rendah dibandingkan dengan 

kompleks yang lebih kecil. 

Tabel 2. Nilal Bobot molekul dan Rfdari kit penciri protein BM rendah 

Persamaan antara M dengan log BM: 

Log BM = -1.2398 Rf + 5,2620 r = 0,9965 

Tabel 3 menunjukkan fraksi globulin 7S hasil elektroforesis SDS nlemiliki bobot molekul 

(BM) berkisar 17375 smpai  73601, sedangkan fraksi globulin 11s merniliki BM berkisar 

18803 sanzpai 53095. Pada globulin 7S terdapat enam fraksi protein, sedangkan pada 

globulin 11S terdapat empat fraksi protein. Semua varietas/ galur kedelai yang diuji 

rnenunjuMcm pola penyebaran fraksi globulin 7 s  dan globulin 1 IS yang serupa. Setiap 

varietas memiliki jumlah fraksi yang sama untuk globulin 7S dan globulin I IS. Perbdaan 

yang tarnpak adalah konsentrasi dari setiap fraksi globulin 7 s  dan globulin 11s jika dilihat 

dari ketebalan dan intensitas warna hasil elektroforesis. 

Tabel 3. Nilai Bobot nlolekul dan Rfdari fraksi globulin 7S dan globulill 1 1s  

505 Globulin 7S don 1 IS Kedelai hzdonesio 



Sri FVicfolr~nti &II Sri Kusumn S L ~ ~ I  It'ijqvn 

Dari ~ a m b a r . 6  &pat dilihat bahwa fraksi globulin 7 s  memiliki dua fraksi mayor. yaitu fraksi 

I dengan BM 18400 dan fraksi 5 dengan BM 47604. Sedangkan fraksi l l S hanya mcmiliki 

satu fraksi mayor yaitu fraksi I dengan BM 18803. Fraksi mayor ini n~en~iliki ketcbalan dan 

intensitas wanla yang iebih besar dibandingka~ fraksi-fraksi lainnya. Sclain fraksi ma?.or. 

pada globulin 7S- terdapat empat fraksi minor, sedangka~~ pada globulin I IS terdapat tiga 

fraksi minor yang mempaka~l subunit-subunit protein. Dalam globulin 7S terdapat dua 

subunit protcin nmyor dan empat subunit protein minor, sedangkan dalam globulin 1 IS 

tcrdapat satu subunit protein mayor darl tiga subunit protein minor. S~ ib~~n i t  protcin nln!.or 

mcrupakan fraksi ?.zing selalu clda pada setiap varietas dan men~iliki konsentrasi !ang t i n g i  

dibandingkan dengan fraksi-fraksi laimlya. Penelitian Icbili larl-jut pcrlu dilakukan ~lntuk 

niengetahui komposisi dan urutan asam amino subunit ma!.or agar informasi ini dnpat 

digunakan untuk n~en~bei~ti~k varietas ungul melalui rekayasa genetika. 

Gnmbar 6. Hasil elcktroforcsis SDS globulin 7S (A) dnn globul~n I I S (B)  
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Sepuluh varietas kedelai ymg &uji mengandung fraksl globulin 7S sebesar 6,40-9,70% 

bahan kenng dan globulin 1 1 S sebesar 17.90-28,20% bahan kering. Perbandingan antara l IS 

deragan 7s  berkisar 1,97 (3695 Tabanan) - 3.28 (Rinjani). 

Pemurnian fiaksi 7S cEan fraksi 11S dengan salting out dan kromatografi filtrasi gel 

dperoleh satu pun& mtuk masing-masing fraksi. h n c a k  fraksl 1 1 S Iebih tinggi daripada 

fraksi 7S, yang berarti konsentrasi protein globulin 7S lebh rendah daripada globulin 1 1 S. 

Kar&erisasi protein globulin 7S dengan elektroforesis SDS diperoleh dua fraksi mayor 

dengan BM 18400 d m  47604, serta empat fraksi minor. Sedangkan protein globulin 1 1S 

diperoleh satu fraksi mayor dengan BM 18803 dan tiga M s i  minor. Dalam globulin 7S 

terhpat dua subunit mayor dan empat subunit minor, serta dalam globulin 1 1S terdapat satu 

subunit mayor dan tiga subunit minor. 
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