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BAB 1  

PROTEIN METALLOTHIONEIN 

  

1. Gambaran Umum Protein Metallothionein  

 Metallothioneins (MTs) merupakan superfamily dari ubikuitos protein sitosolik yang 

berukuran kecil (25-82 aa, 2,5-8,0 KDa) yang mampu untuk mengikat kation logam berat melalui 

jumlah residu sistein (Cys) (18-23 Cys yang terdapat dalam wilayah gen yang conserve).(Isani G, 

2014).  Metallothioneins memiliki kemampuan mengikat logam berat dan ditemukan pada 

tanaman maupun hewan.  Berbagai tanaman telah diteliti dan yang paling banyak terdapat pada 

daun padi IR bagendit. Infusa air daun padi telah terbukti dapat memprevensi kerusakan ginjal 

akibat pajanan Pb. Kandungan protein metallothioneins yang terdapat dalam daun padi IR bagendit 

dapat diperiksa melalui teknik imunologi misalnya metoda Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). 

 Penelitian yang telah dilakukan oleh Santosa B (2016), MT nabati yang terdapat pada 

akar, dun, bunga, buah/biji pada padi, jagung, buncis, dan kedelai, kandungan MTs tertinggi 

terdapat pada daun padi, tatapi belum diketahui berasal dari varietas padi apa. Pada tahun 2017 

Santosa B telah meneliti berbagai varietas daun padi yaitu ketan hitam, ketan merah, ketan putih, 

padi merah, padi chiherang, padi serang, padi umbuk, padi ciliwung, padi IR Bagendit, padi IR 64, 

padi umbul. Berbagai varietas daun padi tersebut yang paling tinggi kandungan 

methallothioneinsnya adalah padi IR Bagendit. 

     

 

   

 

 

 

 

Gambar 1. Daun padi IR Bagendit 

 Pada penelitian Wong et al., 2004 telah dilaporkan bahwa ekspresi metallothioneins 

ditemukan disemua jaringan tanaman padi (biji yang belum matang, daun kecambah, dan daun, 
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hasil penelitian menunjukkan ekspresi metallothioneins paling banyak ditemukan pada kultur sel, 

akar. 

 Dasar molekuler dan fisiologi tanaman, terdapat interaksi antara tanaman dengan logam 

berat. Salah satu logam berat yaitu tembaga (Cu). Tembaga dibutuhkan oleh tanaman dalam 

jumlah sedikit (mikronutrien), jika kadarnya berlebihan akan berdampak racun bagi tanaman. 

Sehingga pada tanaman ada upaya untuk mengontrol jumlah kandungan logam berat agar 

seimbang. Metallothioneins merupakan salah satu gen yang dapat diinduksi oleh logam berat. 

 

2. Regulasi gen Metallothionein 

           MT pada tanaman pertama kali diidentifikasi pada tahun 1987, yaitu EcMT (Early cysteine 

MT) pada embrio gandum. Saat ini, lebih dari 140 sekuens MT telah dicatat dari berbagai spesies 

tanaman, termasuk dari beberapa tanaman seperti kedelai,  buncis,  jagung,  Arabidopsis padi 

(Zhou et al. 2006, Steven R, 2000), 

           Gen Mt telah diisolasi dari banyak jenis tanaman dan diekspresikan didalam berbagai 

jaringan maupun organ seperti pada akar, batang, daun, bunga, buah dan biji dari berbagai spesies 

tanaman yang berbeda. Analisis pola ekspresi dapat membantu untuk mengungkapkan 

kemungkinan fungsi biologi dari gen Mt (Ornella, 2000). 

 Regulasi ion logam pada gen Metallothioneins di mediasi oleh sekuens metal-responsive 

element (MRE) yang mengandung promoter. MRE-binding transcription faktor (MTF) yang 

mengikat secara spesifik MRE dikarakteristik pada manusia, Drosophila dan yeast, dan 

menunjukkan kemampuan untuk merespon logam berat dan terlibat dalam beberapa 

perkembangan jaringan dan reaksi fisiologis. Jalur signaling untuk mengaktivasi transkripsi sudah 

ditemukan. Wilayah 5’ upstream pada gen MTs telah diisolasi dari beberapa spesies tanaman, 

tetapi sekuens inti MRE belum diidentifikasi dalam promoter gen MT pada tanaman.  

 Kelompok gen MT pada padi diklasifikasikan menjadi dua kelas, kelas 1 dibagi menjadi 

4 tipe berdasarkan sekuens kemiripan dan hubungan filogenetik. Gen yang disebut OsMT-1-1a , 

OsMT-1-4c dan OsMT-II-1a (tabel 1), genus dan spesies untuk MT (gen MT pada kelas 1 tive 1 

pada padi, Oryza sativa, disebut OsMT-1-1a). Sebagian besar family gen OsMT masuk ke kelas 1 

dikelompokkandalam 2 cysteine-rich domains. Berikut merupakan gen metalothionein yang 

diperoleh dari NCBI. 
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(Gambar 2. Gen MT, NCBI) 

 MTs terbagi menjadi super family pada evolusi yang conserved,masa molekulerya rendah 

(4-10 KDa), cysteine-rich protein yang berperan dalam meng-chelate logam berat dengan afinitas 

yang tinggi paga gugus thiol pada sistein. Berdasarkan turunan pada residues Cys dengan 

polipeptida, MTs diklasifikasikan menjadi 3 kategori yang berbeda. MTs ditemukan tinggi pada 

tanaman masuk dalam tipe protein kelas 2, yang mengandung 2 Cys-rich yang di cluster terpisah 

dengan wilayah spacer, dan selanjutnya dapat dikategorikan menjadi 4 subkategori berdasarkan 

pola distribusi residues pola Cys pada amino (N)-terminal dan Carboxyl ©-terminal pada protein. 

Tipe 1 MT gene OsMT-1-1a (Os12g38270) telah dikarakterisasi untuk memainkan peran penting 

dalam homeostasis Zn dan toleransi kekeringn (Yang et al., 2009). Tipe lainnya 1MT isoform 

OsMT-1-1b daripadi telah dikarakteristik kemampuannya dalam mengikat nikel, cadmium, Zn.  

 Hasil penelitian yang dilakukan oleh de Francisco et al., (2016) menyatakan bahwa 

family MTs dari Tetrahymena merepresentasikan kelompok struktur protein yang conserved 

dengan ciri-ciri yang unik. Antara subfamily Cd dan CuMT memperlihatkan perbedaan 

karakteristik dari berbagai tingkatan : pola sistein, struktur mobular, penggunaan kodon untuk 

glutamine, dan ekspresi gen dibawah tekanan logam. Penggandaan gen melalui evolusi sama 

dengan mekanisme genetik secara umum untuk membuat gen MT baru yang memiliki isoform dan 

meningkatkan fungsi yang beragam. 
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 Penelitian Liu et al., 2014 yang telah mengkarakteristik gen pada metallothioneins padi 

jenis Oxya chinensis melihat pola ekspresi dan perannya pada tekanan logam berat menggunakan 

primer yang spesifik sebagai berikut: 

 

 

Tabel 1. Karakteristik Gen MT pada Oxya chinensis 
 

 
 

3. Regulasi pada Ekspresi Gen Metallothioneins 

 Struktur gen MTs dan regulasinya dapat dipelajari di tikus maupun manusia. Walaupun 

pada tikus, MTs multigen family yang terdiri daru 4 kelompok (MT-1 hingga MT-4) yang 

berlokasi di kromosom nomor 8, dan MTs pada manusia dicode oleh family multigen pada 15 

kelompok berlokasi pada kromosom 16. 15 kelompok gen tersebut merupakan MTs pada manusia 

termasuk dalam MT-II, MT-III, MT-IV pada tiap gen dan 13 gen MT-1. Walaupun pada tikus MT-

I dan MT-II diatur secara bersama, MT-III di ekspresikan di otak dewasa, dan MT-IV memiliki 

tingkatan yang berbeda pada epithelium skuamosa. Ada 4 isofomr yang di ekspresikan di plasenta. 

Pada manusia, MT-II gen isoform (MT-IIA) merupakan gen MT yang sering diekspresikan. 

 Gen MT diekspresikan sebagai pengontrol utama level transkripsi. Sel yang telah resisten 

dengan Cd, ekspresinya diperkuat dengan protein MT dapat diterima melalui hen amplifikasi MT. 

5’ end pada MT-1 dan gen MT-II mengandung TATA box (elemen promoter utama) dan beberapa 

cis-berperan dalam merespon elemen. (promoter proximal elements). Cis- berveran untuk 

meespon elemen termasuk elemen yang responsive terhadap logam berat (MRE). 
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4. Metallothioneins dan Detoksikasi Logam 

 Dalam proses biologi yang komplek, ion logam berperan sebagai kofaktor dan modulator 

di dalam reaksi biokimia oksidasi dan reduksi. Sel perlu menyimpan cadangan logam tetapi tidak 

berlebihan atau pada konsentrasi toksik. Cadangan ion logam tersebut dibebaskan secara perlahan 

sebagai fungsi keperluan sel (Swaran J.S, et al,2010). Peranan metallothioneins dalam mekanisme 

detoksikasi logam berkaitan dengan kemampuan metallothioneins dalam mengikat logam-logam 

yang bersifat toksik. Metallothioneins berfungsi dalam proses pengikatan ataupun penyekapan 

logam di dalam jaringan setiap makhluk hidup sehingga dipakai sebagai indikator pencemaran 

terhadap logam. Metallothioneins dapat mengikat logam dengan sangat kuat karena mengandung 

kelompok “thiol” (sulfidril, SH) dalam jumlah besar. Residu sulfidril dari Cys mampu mengikat 1 

ion logam untuk 2 atau 3 residu SH membentuk struktur tetrahedral tetrathiolate. Residu Cys 

dibutuhkan untuk mendetoksikasi logam-logam berat dengan mengikat kation dari logam transisi. 

          Metallothionein memiliki dua domain yaitu domain β (N-terminal) yang berperan dalam 

homeostasis ion logam esensial, dan domain ᾳ (C-terminal) yang mengikat kuat logam-logam 

toksik Kedua domain ini diilustrasikan seperti gambar 1 berikut: 

 

Gambar 3. Model struktur pengikatan logam oleh PsMTA ((Hamer ; cherian et al. 1994).   
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BAB II 

TEKNIK ELISA 
 

 

1. Gambaran Umum Teknik Elisa 

 Tekni Elisa merupakan salah satu dari Teknik imunologi yang bertujuan untuk 

mengetahui atau mengukur kadar dari aktivitas/respon ekspresi protein dan status reaksi imun dari 

reaksi individu/ respon imun.  Dalam perkembangannya teknik imunologi tidak hanya bisa 

dilakukan dengan metoda ELISA tetapi juga imunohistokimia (IHC), Western blot, Amino Acid 

seq, FACS analysis. Pada metoda ELISA spesimen yang biasa dipakai berupa cairan misalnya 

serum atau hasil ekstraksi dalam bentuk infusa berbagai bahan. Apabila spesimen berupa serum 

maka masuk dalam ranah pemeriksaan serologik yang mempelajari reaksi antigen dan antibodi 

secara invitro. Pemeriksaan serologik sering dilakukan sebagai upaya menegakkan diagnosis, 

walaupun saat ini pemeriksaan serologik tidak terbatas pada penyakit infeksi, namun untuk 

menunjang diagnosis penyakit infeksi memang hal yang sering dilkukan. Pengamatan secara in 

vitro terhadap perubahan kompleks antigen-antibodi (Ag-Ab) sangat mungkin dapat dilakukan 

dengan berbagai metode termasuk Elisa dan sangat membantu dalam menegakkan diagnosis dan 

pengembangan penelitian. 

 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) atau 'penetapan kadar imunosorben 

dengan menggunakan antibodi sekunder berlabel enzim merupakan uji serologis yang umum 

digunakan di berbagai laboratorium imunologi. Keunggulan uji ini antara lain adalah memiliki 

teknik pengerjaan yang relatif sederhana, ekonomis, dan memiliki sensitivitas yang cukup tinggi. 

Pada tahun 1971, Peter Perlmann dan Eva Engvall memperkenalkan teknik ELISA dalam bidang 

imunologi (ELISA konvensional) yang pada waktu itu bertujuan untuk menganalisis interaksi 

antigen dengan antibodi di dalam suatu sampel yang ditandai dengan menggunakan indicator 

enzim sebagai pelapor/reporter label/signal.  

   ELISA adalah suatu teknik biokimia yang terutama digunakan dalam bidang imunologi 

untuk mendeteksi kehadiran antibodi atau antigen dalam suatu sampel. Jika sedang mencari 

antibodi maka plate ELISA di coated dengan antigen yang sesuai demikian pula sebalikknya jika 

sedang mencari antigen maka plate yang disediakan di coated dengan antibodi yang sesuai. Dalam 

perkembanggan kemajuan teknologi, teknik ELISA telah banyak digunakan untuk berbagai bidang 

http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Serologi&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Imunologi
http://id.wikipedia.org/wiki/Antigen
http://id.wikipedia.org/wiki/Antibodi
http://id.wikipedia.org/wiki/Enzim
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baik diagnostik dalam bidang medis, patologi tumbuhan, dan juga berbagai bidang industri. 

Kelebihan metoda ELISA dibandingkan dengan metoda imun lainnya adalah penggunaan antibodi 

dengan spesifitas yang tinggi sehingga akurasi bahan atau analit yang ditemukan sangat dapat 

diandalkan.  Berdasarkan uraian diatas maka penulis akan membahas tentang ELISA dan 

aplikasinya pada infusa daun padi IR bagendit. 

 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) adalah salah satu metoda dalam bidang 

laboratorium terutama imunologi untuk mengetahui ekspresi protein, reaksi imunitas, respon 

imun. Dalam bidang imunologi teknik ini digunakan untuk menentukan adanya antigen atau 

antibodi dalam sampel/serum. ELISA merupakan suatu teknik biokimia yang dalam 

perkembangannya banyak diaplikasikan dalam berbagai bahan baik human, rat, tumbuhan dan lain 

lain yang juga berfungsi sebagai alat diagnostik dalam bidang medis maupun non medis misalnya 

industri. Prinsip dasar reaksi ELISA adalah mereaksikan antigen dengan antibodi yang berlabel 

enzim yang kemudian ditambah dengan substrat sehingga akan dihidrolisis menjadi presipitat 

warna yang dapat dideteksi menggunakan Elisa reader. Pada tahapan akhir Teknik Elisa selalu 

ditambah dengan stop solution yang berfungsi untuk menghentikan reaksi. Bahan asam kuat 

biasanya digunakan sebagai larutan stop solution.    

 Pada Teknik ELISA, kita harus menetapkan dulu apa yang dicari, jika antigen yang dicari 

maka reagen yang disiapkan adalah antibodi demikian sebaliknya jika mencari antibodi maka 

reagen yang disiapkan adalah antigennya. Pada deteksi antigen, maka antibodi yang memiliki 

spesifisitas tinggi untuk antigen tersebut harus disiapkan. Selanjutnya antigen yang dari sampel 

dimasukkan dalam lempeng mikrotiter polisterene yang sudah dikoated dengan antibodi spesifik. 

Kemudian ditambah dengan antibodi pendeteksi sehingga terdapat komplek antigen antibodi. 

Antibodi pendeteksi dapat berikatan dengan antibodi sekunder yang berlabel enzim melalui proses 

biokonjugasi. Setiap akhir tahapan proses ini harus dilakukan pencucian plate dengan deterjen 

yang sudah ada dalam kit. Tahapan berikutnya pemberian substrat enszimatik untuk memproduksi 

presipitat warna yang menunjukkan kadar dari sampel. Substrat yang digunakan bisa dari 

kromogen atau fluorogenik. Tahapan yang diuraikan ini adalah metede ELISA Sandwich, secara 

rinci akan dibahas dalam sub bab buku ini.  
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2. Dasar Teori 

 Sebelum mempelajari Teknik Elisa, kita perlu mengingat kembali pengertian antigen dan 

antibodi serta reaksi antigen dan antibodi. Pada Teknik Elisa selalu menggunakan prinsip 

pertemuan antara antigen dan antibodi. Di bawah ini pengertian antigen dan antibodi serta prinsip 

reaksi antigen dan antibody 

 

2.1 Antigen dan Antibodi 

 Antigen atau sering disebut imunogen terdapat pada berbagai patogen seperti bakteri, 

virus, jamur, parasit. Imunogen spesifik dapat merangsang sel limfosit B atau T dan menghasilkan 

produk respon imun yang disebut antibody dan atau T-Cell Receptor (TCR). Secara fungsional 

antigen terdiri dari immunogen dan hapten misalnya dimitrofenol, antibiotik dan berbagai obat 

yang memiliki berat molekul kecil. Hapten merupakan antigen inkomplit yang tidak bisa secara 

langsung/mandiri bereaksi dengan respon imun tetapi harus melalui molekul protein pembawa. 

Hapten dapat dikenali oleh sel B sedangkan protein pembawa dapat dikenali oleh sel T.  Epitop 

dibentuk oleh Hapten pada protein pembawa yang dapat nerangsang terbentuknya antibody. 

Molekul pembawa dengan hapten membentuk komplek antigen. Komplek antigen diproses 

melalui reseptor Sel B dan melalui peptide dari protein pembawa yang dipresentasikan dalam 

MHC-II ke sel T helper (Th). Gambar 4 berikt untuk memperjelas mekanisme respons sel B 

terhadap hapten. 

 

Gambar 4. Respon sel B terhadap hapten 
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2.1.1 Determinan antigen 

 Determinan antigen disebut juga epitop adalah bagian yang terdapat pada makromolekul 

yang dapat dikenali oleh limfosit, bagian ini mampu membuat kontak fisik dengan reseptor 

antibody.  Berbagai epitop yang terdapat pada antigen yang sama dapat dikenali oleh sel B dan T. 

Antigen yang bebas dalam larutan, epitopnya mudah dikenali sehingga mudah diikat oleh sel B. 

Berbagai epitop yang terdapat pada makromolekul, masing-masing dapat merangsang 

terbentuknya respon imun sehingga menghasilkan antibody spesifik yang berbeda-beda. Bagian 

antigen yang berikatan dengan antibody disebut epitope atau determinan antigen, sedangakan 

bagian dari antibody yang berikatan dengan epitop antigen atau TCR disebut paratop atau disebut 

regio variabel pada molekul antibody. Protein dengan berat molekul lebih dari 40.000 Dalton dan 

komplek polisakarida adalah merupakan antigen poten alamiah terbanyak. Glikolipid yang tidak 

dimurnikan, lipoprotein dapat juga bersifat imunogenik termasuk asam nukleat dalam penyakit 

autoimun. 

 

2.1.2 Mitogen 

 Dalam respon imun di fase pengenalan, setelah makrofag melalui MHC II 

memperkenalkan antigen kepada limfosit maka limfosit akan teraktivasi membentuk klon atau 

memperbanyak diri. Dalam proses proliferasi dan diferensiasi limfoid ini diperlukan suatu bahan 

alamiah yang berfungsi atau mengikat banyak klon yang disebut mitogen atau lektin. 

 

2.1.3 Macam-macam antigen 

 Antigen dapat dibedakan berdasarkan beberapa hal yaitu: epitope yaitu unideterminan 

univalen, unideterminan multivalen, multideterminan univalen, multideterminan multivalen; 

menurut spesifisitasnya yaitu heteroantigen, xenoantigen, alloantigen, antigen organ spesifik, 

autoantigen; menurut ketergantungan terhadap sel T yaitu T depeden dan T independen; menurut 

sifat kimiawi yaitu polisakarida, lipid asam nukleat, protein. 

 

2.2  Antibodi 

 Komponen darah terdiri dari bagian cair dan padat. Bagian cair disebut serum atau plasma 

dan bagian padat disebut sel darah. Bagian cair diperoleh melalui pemisahan darah dengan cara 
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disentrifugasi dapat juga melalui pembekuan sehingga bagian cair terperas. Bagian cair 

mengandung bahan terlarut tanpa sel diantaranya adalah protein globulin yang dikenal sebagai 

imunoglobulin.  Immunoglobulin ini memiliki tingkat spesifisitas dan aktifitas biologik yang 

berfungsi untuk mengikat antigen dan menghantarkannya ke sistem efektor pemusnahan. 

Imunoglibulin ini dikenal dengan nama antibody. 

 Proses pembentukan immunoglobulin (Ig) diawali dari aktivasi sel limfosit B melalui 

rangsangan antigen. Sel B yang teraktivasi membentuk klonal yang selanjutnya menjadi sel plasma 

dan memproduksi antibodi. Antibody yang terbentuk akan mengikat antigen spesifik dengan 

antibody tersebut. Melalui proses pemisahan elektroforesis pada serum akan ditemukan 

immunoglobulin terbanyak yaitu gama, juga ada fraksi globulin alfa dan beta. Struktur antibody 

terdiri dari dua fragmen FAB (fragmen antigen binding) yang berikatan dengan determinan antigen 

dan Fc (fragmen konstan) yang tidak bisa berikatan dengan atigen. Setiap molekul 

immunoglobulin memiliki 4 rantai polipeptida yang terbagi menjadi 2 rantai berat (heavy chain) 

dan 2 rantai ringan (light chain). Jenis immunoglobulin terdiri dari IgM, IgG, IgA, IgD, IgE. 

Imunoglobulin M memiliki struktur pentamer sehingga memiliki berat molekul tertinggi. 

Imunoglobulin A memiliki struktur dimer sedangan IgG, IgE, IgD memiliki struktur yang sama 

yaitu monomer.  

 

 

Gambar 5. Struktur antibodi 
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3.1.1 Imunoglobulin G (IgG) 

 Imunoglobulin G memiliki berat molekul 160.000 dalton dan kadarnya dalam darah mencapai 

kurang lebih 13 mg/ml. Imunoglobulin G terbanyak didalam serum yang merupakan 75% dari semua 

imunoglobuli. Selain didalam darah IgG dapat ditemukan juga dalam urin dan cairan serebrospinalis (CSS). 

IgG dapat menembus plasenta sehingga menjadi imunitas bayi hingga berumur 6-9 bulan. IgG dan 

komplemen dapat menjadi opsonin sehingga memudahkan proses fagositosis antigen.  

 

3.1.2 Imunoglobulin A (IgA) 

 Imunoglobulin A memiliki berat molekul 165.000 dalton dan hanyasedikit ditemukan 

dalam serum, terbanyak ditemukan dalam saluran nafas, cerna, kemih, air mata, keringat, ludah, 

dan air susu ibu. IgA memiliki fungsi melindungi tubuh dari pathogen melalui adhesi dari 

pathogen, dapat bekerja sebagai opsonin, menetralkan toksi dan virus, mengaglutinasi kuman 

dengan cara mengganggu motilitasnya sehingga memudahkan proses fagositosis, dan 

mengaktifkan komplemen melalui jalur alternatif.  

3.1.3  Imunoglobulin M 

 Imunoglobulin M memiliki berat molekul 900.000 dalton dan merupakan makroglobulin 

(M) atau immunoglobulin terbesar.  Dalam aktivasi komplemen pada jalur klasik, IgM merupakan 

Ig yang paling efisien. Pada respon imun primer, IgM dibentuk paling dahulu dibandingkan dengan 

IgG, akan tetapi pada respon imun sekunder IgG akan mencapai titer tertinggi. Antibody alamiah 

sepeti isoaglutinin, golongan darah AB, antibody heterofil adalah IgM. Pada proses imunisasi pada 

anak, produk bakteri seperti toksoid diperlukan beberapa hari sebelum antibody terbentuk dalam 

darah. Setelah pemberian toksoid kedua maka kadar antibody dalam darah meningkat tajam dan 

mencapai kadar maksimal dibandingkan pada respon primer. Hal ini karena adanya ekspansi sel 

memori yang di bentuk oleh respon primer/pertama.  

 

3.1.4 Imunoglobulin D (IgD) 

 Kadar immunoglobulin D yang berada di dalam serum sangat rendah bila dibandingkan 

dengan kelas immunoglobulin lainnya, jumlahnya sekitar 1% dari total immunoglobulin. IgD 

sangat rentan terhadap degradasi proses proteolitik karena tidak dilepas oleh sel plasma. IgD 

digunakan sebagai marker terhadap sel B karena keberadaan IgD ada di permukaan sel B, bersama 
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IgM memiliki fungsi sebagai reseptor antigen untuk aktivasi sel B. Namun peran utama hingga 

sekarang masih belum jelas, diduga mencegah terjadinya toleransi imun. 

 

3.1.5 Imunoglobulin E (IgE) 

 Sel Plasma memproduksi IgE dalam selaput lender saluran nafas dan cerna.  IgE memiliki 

sifat mudah diikat oleh sel mast, sel basophil, dan sel parasite12l pada reseptor fraksi Fc dari IgE 

(Fc-R). Kadar IgE yang tinggi ditemukan pada kasus alergi, infeksi kecacingan, dan hampir 

imunitas terhadap parasit. 

 

3. Teknik Elisa 

3.1  Jenis-Jenis Metode Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

 Secara garis besar ada dua jenis Teknik ELISA yaitu kompetetitif dan non kompetitif.  

Teknik kompetitif menggunakan konjugat antibodi-enzim atau antigen -enzim. Teknik non 

kompetitif menggunakan antibodi primer dan sekunder.  Antibodi sekunder pada Teknik 

nonkompetitif dikonjugasikan dengan anzim yang berfungsi sebagai signal. 

 Seiring dengan kebutuhan deteksi antigen atau antibodi secara secara sensitif dan spesifik, 

maka Teknik ELISA telah banyak digunakan. Inovasi Teknik ELISA telah berkembang pesat yang 

tujuannya adalah untuk mendapatkan hasil yang optimal.  Penjelasan berikut ini adalah contoh 

inovasi teknik ELISA yaitu: ELISA Direct, ELISA Indirect, ELISA Sandwich, dll. 

 

3.1.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) DIRECT 

 Teknik ELISA direct adalah yang paling sederhana. Pada Teknik ini biasanya untuk 

mengukur antige pada sampel dengan menggunakan antibodi monoclonal yang spesifik. Antigen 

dari sampel yang dicari dimasukkan pada microtiter sehingga antigen tersebut dapat menempel 

pada dinding microtiter.  Pada tahapan ini microtiter dibilas untuk menghilangkan antigen yang 

tidak menempel pada dinding microtiter tersebut.  Antibodi yang berlabel enzim (dicoated dengan 

enzim misalnya dengan horse rapid peroksidase/HRP) ditambahkan sehingga terjadi ikatan 

komplek antigen antibodi yang berlabel enzim dan pencucian dilakukan pada tahapan ini untuk 

menghilangkan antibodi yang tidak terikat dengan antigen yang diinginkan. Tahapan akhir 

sebelum pemberian stop solution adalah dengan menambahkan substrat yang bereaksi dengan 
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enzim yang terdapat pada antibodi sehingga akan menghasilkan presipitat warna yang dapat diukur 

kadar atau keberadaan antigen yang dicari baik menggunakan    kolorimetri, chemiluminescent, 

atau fluorescent end-point.  

Beberapa kelemahan ELISA direct antara lain: 

a. Cukup mahal 

b. Kurang sensitive (penurunan imunoreaktifitas antibodi) 

c. Tidak memiliki fleksibilitas enzim 

Sedangkan kelebihan dari ELISA direct antara lain: 

a.  hanya 1 antibodi sehingg cepat 

b.  reaksi silang dapat dihindari   

 

 
(Gambar 6.  Mekanisme ELISA direct) 

 

3.1.2 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)  INDIRECT 

 Pada Teknik ELISA Indirect yang dicari adalah antibodi sehingga diperlukan antigen 

yang spesifik. Antigen spesifik (monoclonal), antibodi yang dicari pada sampel, antibodi sekunder 

yang berlabel enzim, substrat, dan stop solution adalah mutlak diperlukan untuk Teknik ELISA 

indirect ini.   

 Berikut ini secara ringkas tahapan Teknik ELISA indirect untuk mengukur keberadaan 

antibodi pada sampel:   
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1. Pada plate microtiter ditambahkan pengenceran standar yang sudah disiapkan dari reagen 

dan pada plate berikutnya ditambahkan sampel yang akan dicari konsentrasi antibodinya. 

Enceran standar ini berguna untuk menetapkan kurva sebagai acuan menetukan rumus 

dalam penentuan kadar sampel.   

2. Diinkubasi sesuai prosedur yang berfungsi untuk menghasilkan komplek antigen antibodi 

secara optimal. 

3. Dilakukan pencucian untuk menghilangkan antibodi yang tidak terikat pada komplek 

tersebut. 

4. Antibodi pendeteksi yaitu antibodi sekunder yang berlabel enzim ditambahkan sehingga 

terjadi komplek ikatan antigen antibodi dengan antibodi yang berlabel enzim. 

5. Diinkubasi sesuai prosedur, dan dicuci sesuai prosedur dalam kit. 

6. Substrat dimasukkan untuk diubah oleh enzim sehingga dihasilkan presipitat warna 

7. Absorben dibaca pada Elisa reader/spektrofotometer, dikuantifikasi menggunakan kurva 

expert menggunakan absorbansi enceran standar. 

 

 

(Gambar 7. Mekanisme Indirect ELISA) 

 

Kelemahan ELISA indirect  antara lain : 

a. metoda imobilisasi antigen nya non spesifik 

b. waktu pengujian relative lama 
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Kelebihan dari ELISA indirect antara lain : 

a. bayak produk variasi antibodi sekunder. 

b. Lebih sensitive 

 

3.1.3 ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)  SANDWICH 

 Teknik Elisa Sandwich mirip dengan Elisa direct yaitu mencari antigen yang diinginkan 

dan yang membedakan adalah pada Elisa Sadwich, antigen yang dicari tidak perlu dipurifikasikan. 

Teknik Elisa Sandwich menggunakan antibodi primer untuk bereaksi dengan antigen yang 

diinginkan pada sampel dan bereaksi dengan antibodi sekunder yang berlabel enzin. Komplek 

antigen antibodi primer dan antibodi sekunder ini selanjutnya dengan penamnbahan substrat akan 

menghasilkan presipitat warna dan intensitas warna ini mencerminkan konsentrasi antibodi yang 

dicari pada sampel. Pada Teknik Elisa Sandwich. Antigennya bersifat multivalent seperti 

polisakarida atau protein yang memiliki minimal 2 sisi antigenik agar dapat berinteraksi dengan 

antibodi primer spesifik dan antibodi sekunder spesifik yang berlabel enzim. Antibodi primer 

disebut juga antibodi penangkap dan antibodi sekunder disebut juga antibodi deteksi. 

 Elisa Sandwich memiliki tingkat sensitivitas yang tinggi sehingga aplikasi Elisa 

Sandwich kebanyakan untuk mendeteksi keberadaan antigen yang kadarnya rendah dengan tingkat 

kontaminasi pada sampel yang tinggi. 

Secara ringkas berikut ini adalah tahapan Teknik Elisa Sandwich:   

1. Plate yang digunakan sudah disiapkan dengan antibodi spesifik (non spesifik binding site 

diblokir)   

2. Sampel yang berisi antigen yang dicari dimasukkan dalam plate 

3. Untuk membuang kelebihan antigen yang tidak bereaksi, maka dilakukan pencucian plate.   

4. Ditambahkan antibodi primer agar berikatan dengan antigen secara spesifik.   

5. Ditambahkan antibodi sekunder yang berlabel enzim agar berikatan dengan antibodi 

primer.   

6. Untuk membuang konjugat antibodi-enzim yang tidak berikatan maka dilakukan 

pencucian plate.   

7. Substrat ditambahkan agar dapat diubah oleh enzim menjadi presipitat warna yang yang 

dapat diukur intensitasnya. 

8. Ditambahkan stop solution untuk menghentikan reaksi. 
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9. Ingtensitas warna diukur menggunakan Panjang gelombang tertentu menggunakan Elisa 

reader/spektrofotometer.   

 

 

Tingkat sensitifitas Elisa Sandwich dipengaruhi oleh beberapa factor antara lain: 

a. Molekul antibodi primer banyak yang menempel pada dinding-dinding microtiter.   

b. Tingkat avinitas antibodi primer dan antibodi sekunder dengan antigen yang dicari  

c. Pengembangan dari Elisa direct.  

Kelebihan teknik ini adalah: 

a. Kemampuan mendeteksi antigen dengan titer yang sangat rendah karena bisa bereaksi 

dengan antibodi primer dan antibodi sekunder dengan sangat baik. 

b. Kemampuan mengukur antigen multivalent(yang tidak perlu dipurifikasikan) dan mampu 

mengikat antigen yang diinginkan secara selektif.  

Kelemahan Teknik ini adalah: 

a. Sulit mencari dua sisi antibodi yang dapat bereaksi dengan antigen yang sama pada sisi 

antigenik yang berbeda (epitope yang berbeda)  

b. Hanya dapat diaplikasikan untuk mendeteksi keberadaan antigen multivalent pada sampel.   

Prinsip dasar Elisa Sandwich diilustrasikan pada gambar berikut:   

 

 
(Gambar 8. Prinsip kerja Elisa Sandwich)   
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3.1.4 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Biotin Sterptavidin (Jenis ELISA 

Modern) 

 Teknik Elisa Sandwich dikembangkan menjadi Teknik Elisa yang lebih modern yaitu 

tidak hanya mencari antigen tetapi juga antibodi. Tingkat sensitivitas dari jenis Elisa ini relative 

tinggi. Prinsip kerja Teknik ini sama dengan Elisa Sandwich, namun menggunakan antigen 

primer/penangkap dan antigen sekunder/detector yang bersifat opsional apabila antibodi yang 

dicari pada sampel tidak bereaksi dengan label enzim.    

 Teknik ini sudah banyak diaplikasikan pada berbagai analit dengan tingkat keberhasilan 

yang baik misalnya mendeteksi vitamin biotin.    

 

3.1.5 Multiplex imunoassay 

 Multiplex immunoassay merupakan pengembangan prinsip Teknik Elisa yang bertujuan 

untuk menguji secara simultan bernagai analit dalam waktu bersamaan dalam satu sampel. 

Keuntungan dari Teknik ini adalah dapat mengukur marker yang diinginkan dalam waktu yang 

sama. Kekurangannya memerlukan aat yang lebih caggih dengan biaya yang lebih mahal bila 

dibandingkan dengan Elisa konvensional. Teknik Multiplex imunoassay ilustrasikan dalam 

gambar berikut: 

 

 

(Gambar 9. Multiplex assay design, Stephen L, 2017) 
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 Multiplex immunoassay menjadi metoda yang semakin dikenal karena beberapa 

keuntungan diantaranya adalah dapat menghemat waktu dan sampel karena menggabungkan 

deteksi beberapa analit menjadi satu reaksi.  Prinsip kerja multiplex immunoassay bisa 

menggunakan manik-manik yang dicoated dengan antibody yang memungkinkan deteksi simultan 

hingga 500 analit yang berbeda. Setiap manik-manik di kode dengan warna yang berbeda yang 

memungkinkan diferensiasi cepat dan mudah dari peristiwa pengikatan individu. Penambahan 

antibody spesifik berguna untuk menangkap analit yang sesuai, selanjutnya ditambahkan antibody 

yang berlabel enzim sebelum dilakukan pembacaan pada instrumen.  

  

3.1.6 Teknik ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)  COMPETITIVE 

 Teknik ELISA Competitive merupakan pengembangan Teknik Elisa yang berguna untuk 

menguji keberadaan antigen atau antibodi. Prinsip kerja Teknik ini adalah dengan menambahkan 

competitor untuk bereaksi dengan antigen atau antibodi yang terjadi pada microtiter.   

 Prosedur singkat untuk pendeteksian antigen pada Elisa competitive adalah sebagai 

berikut: Pada microtiter diisi dengan antibodi spesifik, larutan yang mengandung antigen spesifik 

dengan antibodi spesifik yang berlabel enzim serta sampel yang mengandung antigen yang 

diinginkan ditambahkan dalam microtiter sehingga terjadi kompetisi untuk saling berebut 

pasangan. Pencucian dilakukan untuk membuang sisa antigen spesifik maupun antibodi yang 

berlabel enzim yang tidak berikatan dengan antigen pada sampel yang tidak berikatan dengan 

antibodi spesifik. Langkah selanjutnya adalah dengan menambahkan substrat yang dapat bereaksi 

dengan antibodi berlabel enzim dan angtigen spesifik yang dapat menghasilkan presipitat warna 

yang intensitasnya merupakan cerminan dari kadar antigen pada sampel. Sebelum pembacaan pada 

Elisa reader maupun spektrofotometer perlu ditambah asam pekat sebagai stop solution yang 

berfungsi untuk menghentikan reaksi.   

 Perlu diperhatikan tanda positif dalam deteksi antigen metoda Elisa competitive adalah 

apabila kompetisi antigen yang diinginkan menang dengan antigen spesifik yang bereaksi dengan 

antibodi berlabel enzim dan berinteraksi dengan antibodi spesifik, maka tidak terjadi signal yang 

ditimbulkan.   

 Prosedur singkat pendeteksian antibodi spesifik pada metoda Elisa competitive adalah 

antigen spesifik dilekatkan pada microtiter sehingga menempel pada dinding microtiter. Langkah 

berikutnya adalah antibodi yang diinginkan pada sampel ditambahkan bersamaan dengan antibodi 
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yang berlabel enzim sehinga terjadi kompetisi antara antigen spesifik dengan antibodi yang 

diinginkan pada sampel dan antibodi yang berlabel enzim. Prosen pencucian pada setiap akhir dari 

langkah ini diperlukan untuk menghilangkan sisa antigen spesifik yang tidak bereaksi dengan 

antibodi yang dicari maupun antibodi yang berlabel enzim.    

 Besarnya kadar antibodi pada sampel yang dicari bisa diketahui setelah ada penambahan 

substrat. Substrat yang biasanya berisi kromogen akan dihidrolisis oleh enzim yang terdapat pada 

antibodi yang bereaksi dengan antigen yang dicari pada sampel dan antigen spesifik menjadi 

presipitat yang berwarna. Intensitas warna yang terjadi diukur absorbansinya dan dibaca pada 

kurva ekspert untuk dihitung kadarnya. Deteksi positif ditandai oleh tidak terbentuknya signal 

yang artinya semua antibodi yang diinginkan pada sampel bereaksi/menang berkompetisi dengan 

antibodi yang berlabel enzim dan antigen spesifik.  Prinsip kerja Elisa Competitive diilustrasikan 

pada gembar berikut: 

  

 

 

(Gambar 10.  Competitive Elisa) 

 

 Teknik Elisa Comptetitive memiliki tingkat sensitivitas tinggi akibat spesifisitas dari 

antibodi dan antigen. Oleh karena itu kelebihan dari teknik ini adalah larutan sampel yang 

mengandung antibodi atau antigen tidak perlu dipurifikasikan atau dimurnikan.     

Berikut ini secara singkat prinsip kerja Teknik Elisa: 
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Microplate atau microtiter dilekati dengan antibodi atau antigen yang dicari (prinsip ini adalah 

untuk direck Elisa). Penempelan tersebut dapat dilakukan secara non spesifik maupun spesifik. 

Jika menggunakan indirect Elisa maka pada dinding microtiter dilekati dengan antibodi spesifik 

dan jika Sandwich Elisa maka pada dinding microtiter dilekati dengan antibodi spesifik. Langkah 

selanjutnya adalah mereaksikan dengan antigen atau antibodi yang dicari pada sampel dan antibodi 

yang berlabel enzim. Penambahan substrat selalu dilakukan setelah penambahan andibodi yang 

berlabel enzim agar terjadi presipitat warna dan reaksinya dihentikan dengan penambahan stop 

solution. Kadarnya dibaca pada alat Elisa reader atau spektrofometer.  

  

Langkah-langkah teknis prosedur kerja Elisa diuraikan sebagai berikut, langkah ini berdasarkan 

manual prosedur tertentu secara prinsip sama, namun pada saat mengerjakan Teknik Elisa wajib 

mengikuti manual prosedur yang ada dalam kit reagen. Contoh berikut ini adalah dari beberapa 

macam teknik Elisa:   

ELISA indirect untuk mendeteksi antibodi pada sampel: 

1) Mikrotiter dilapisi dengan antigen yang sudah dimurnikan dengan membiarkan larutan 

berisi antigen menempel pada dinding/ permukaan selama 30-60 menit. 

2) Dilakukan proses pencucian yang berguna untuk membilas antigen yang tidak terikat 

dengan buffer. 

3) Sampel serum yang akan dideteksi antibodinya ditambahkan dan dibiarkan antibodi 

spesifik untuk berikatan dengan antigen.  

4) Dilakukan pencucian untuk membilas antibodi yang tidak terikat. 

5) Anti-Ig ditambahkan agar berikatan pada daerah Fc pada antibodi yang spesifik     secara 

kovalen dengan enzim. 

6) Dilakukan pencucian untuk membilas kompleks antibodi-enzim yang tidak terikat. 

7) Substrat chromogenic ditambahkan agar dapat dihidrolisis oleh enzim sehingga 

menghasilkan warna setelah diinkubasi pada waktu tertentu. 

8) Intensitas warna yang terjadi diukur pada Elisa reader atau spektrofotometer pada Panjang 

gelombang tertentu. Semakin pekat warna yang terjadi semakin tinggi kadar antibodi yang 

ada pada sampel.   
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ELISA sandwich untuk deteksi antigen: 

1) membiarkan larutan berisi antigen menempel pada dinding/ permukaan selama Mikrotiter 

dilapisi dengan antibodi yang sudah dimurnikan dimurnikan dengan 30-60 menit. 

2) Dilakukan pencucian unuk membilas antibodi yang tidak terikat dengan buffer. 

3) Sampel yang akan dideteksi antigennya ditambahkan dan antibodi dibiarkan untuk 

berikatan dengan antigen spesifik dari sampel. 

4) Dilakukan pencucian untuk membilas antigen yang tidak terikat. 

5) Antibodi yang berlabel enzim ditambahkan dan antibodi ini bersifat spesifik untuk epitp 

dari antigen yang dicari pada sampel  

6) Dilakukan pencucian untuk membilas antibodi yang berlabel enzim yang tidak terikat. 

7) Substrat chromogenic ditambahkan, substrat ini tidak berwarna yang terikat pada enzim 

pada antibodi sekunder dan dikonversi menjadi produk hingga terbentuk warna setelah 

melalui waktu inkubasi.    

8) Larutan asam pekat sebagai stop solution ditambahkan untuk menghentikan reaksi 

9) Intensitas warna yang terjadi diukur absorbansinya menggunakan Elisa reader atau 

spektrofotometer. Semakin pekat warna yang terbentuk semakin tinggi kadar antigen yang 

terdapat padan sampel. Kadar antigen dalam sampel dapat diukur menggunakan kurva 

ekspert.   
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BAB III 

APLIKASI ELISA PADA DAUN PADI IR Bagendit 
 

 

1. Prosedur Pengukuran Protein Metallothionein Pada Daun Padi Ir 

Bagendit Menggunakan Teknik Elisa Indirect 
Pengukuran kadar protein daun padi IR Bagendit bertujuan untuk mengtahui kandungan 

kadar protein metallothionein. Protein ini berfungsi untuk mengikat logam berat misalnya 

Plumbum (Pb).  

  

2. Metoda 

2.1 Bahan dan alat 

 Daun padi berbagai varietas, Assay Plate, Standard, Sampel diluent, Assay Diluent A. 

Assay Diluent B, Wash Buffer (25 x concentrat), Substrat, Stop Solution, Plate sealer for 96 wells 

 

2.2 Preparasi Ekstrak bahan metoda Infundasi (infusa) 

 Daun padi dari berbagai varietas dibersihkan dan dicuci dengan air mengalir sebelum di 

cacah menjadi bagian kecil. Ditimbang sebanyak 100 g dimasukkan kedalam panci A dan 

ditambah aquades sebanyak 1 liter, kemudian ditutup. Panci bagian B (sebagai water bath) 

ditambah air secukupnya hingga panci atas (A) terendam sebagian. Dipanaskan selama 15 menit 

dihitung mulai suhu didalam panci A mencapai suhu 90oC sambil sesekali diaduk. Infusa diserkai 

selagi panas melalui kain planel. Supernatan merupakan Infus. 

 

Gambar 11. Foto pembuatan infusa 
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Gambar 12.  skema pembuatan infusa 

 

 

2.3 Prosedur Pemeriksaan metallothionein/MT (kit ELISA) 

a). Prinsip pemeriksaan: 

 Mikro plate dilapisi dengan antibodi apesifik MT. Standar dan sampel ditambahkan 

kedalam mikro well yang sesuai dengan biotin-terkonjugasi pada antibodi poliklonal spesifik 

untuk MT. Selanjutnya avidin terkonjugasi peroksidase ditambahkan ke dalam setiap sumur dan 

diinkubasi. Substrat solusi ditambahkan ke setiap sumur. Perubahan warna terjadi pada sumur 

yang berisi MT, antibodi biotin-terkonjugasi, dan enzim avidin-terkonjugasi. Reaksi enzim-

substrat diakhiri dengan penambahan larutan asam sulfat dan perubahan warna diukur secara 

spektrofotometri dengan panjang gelombang 450 nm 2 nm. Konsentrasi MT dalam sampel ini 

ditentukan dengan membandingkan OD dari sampel dengan kurva standart. 

 

b). Cara Kerja 

 Semua reagen dipersiapkan dalam suhu kamar dan dihomogenkan.   Pada setiap sumur 

ditambahkan 100 standar, blangko, sampel, ditutup dengan sealer, inkubasi selama 2 jam pada 

suhu 370C. Ditambahkan 100 ml Reagen deteksi solusi pada setiap sumur. Tutup dengan sealer. 

Inkubasi selama 1 jam 370C. Aspirasi masing-masing dengan baik, cuci dengan buffer pencuci 
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kira-kira 400 ml dengn cara menyemprotkan botol,multi pipet, dispenser atau autiwasher. Diulangi 

hingga tiga kali. Ditambahkan 100 ml larutan B Deteksi Reagen setiap sumur, ditutup dengan 

sealer baru, diinkubasi 1 jam suhu 370C. Langkah pencucian diulangi hingga 5 kali. Ditambahkan 

90 ml Substrat Solusi untuk setiap sumur, tutup dengan sealer, inkubasi selama 15 – 30 menit pada 

suhu 370C. Lindungi dari cahaya. Ditambahkan 50 ml Stop Solution untuk setiap sumur. Jika 

perubahan warna tidak muncul, tekan sumur untuk memastikan pencampuran menyeluruh. Dibaca 

pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 450 nm.  

 

 

Gambar 13. Tahapan pemeriksaan MT 

 

 Pada gambar 13, sampel dan standar yang telah dimasukkan pada mikro plate sesuai 

dengan enceran standar dan nomor sampel akan bereaksi dengan antigen pada phase padat, 

antibody sekunder, dan substrat. Absorbance sampel dan enceran standar dibaca pada 

spektrofometr atau elisa reader. 
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Gambar 14. Tahapan pengukuran kadar MT pada kurva ekspert.(1. Pemilihan kurva yang r nya mendekati 1, 2. 

Penentuan tumus, 3. Mengkonversi ke rumus digital, 4. Memasukkan absorbance sampel pada rumus) 

 

 Pada gambar 14, setelah pembacaan pada spektrofotometer atau Elisa reader, maka hasil 

absorbance enceran standar dimasukkan pada kurva expert untuk diketahui kurva yang bagus. 

Kurva yang bagus adalah yang memiliki nilai r mendekati angka 1 dan dipilih untuk menentukan 

rumus perhitungan kadarnya. Setelah ditetapkan kurvanya dan rumusnya diketemukan, maka 

langkah selanjutnya adalah menghitung kadar protein metallothionein berdasarkan rumus tersebut.     

 Daun padi IR Bagendit setelah diperiksa dengan Teknik Elisa ternyata memiliki kadar 

protein metallothionein tertinggi bila dibandingkan dengan batang, akar dan biji termasuk pada 

jagung, kedelai, dan buncis. (Santosa,2016) protein metallothionein memiliki sifat mudah 

mengikat logam berat sehingga dapat dimanfaatkan sebagai bahan detoksikasi. Secara molekuler 

kandungan metallothionein sudah dibuktikan dengan melihat letak gen nya berdasarkan National 

Center for Biotechnology Infornation (NCBI). Gambar berikut adalah hasil penelitian yang 

membuktikan Notasi gen metallothionein pada daun padi IR Bagendit. (Santosa B, 2020) 

Posisi gen terletak pada kromosom 3 tepatnya pada 130432 bp, 

/locus_tag="OSJNBa0003G23.9"/note="putative stress-inducible protein".  
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Notasi gen metallothionein pada padi hasil sekuensing locus_tag="OSJNBa0003G23.9" 

similar to stress-inducible protein STI GB:CAA56165 GI:872116 [Glycine max]. codon_start=1. 

Product="putative stress-inducible protein. 

protein_id="AAK00971.1.translation="MKKCLEVLIPVTFRKELTYHIWNSAIVTYTPVVFT

TAIQLDPTD 

TLHSNRSFCYLKSGEAREALVDAKTCIGLKPDWPKGYYRKGAALMSLKEYKEACDAF 

MDGVKLDPASGEMHEAFWEAAAALKKKHLAGKTVSSFD" 

Gen metallothionein terletak pada kromosom 3 yang memiliki fungsi sebagai protein yang 

terinduksi dengan adanya tekanan lingkungan seperti adanya cemaran logam. Sesuai penelitian 

Taleby M, dkk. 2019 ekspresi gen penyandi metallothionein mengalami peningkatan pada induksi 

logam berat Cu, Zn, Ni, Cd, dan metallothioneins (MTs) adalah ligan pengikat logam berat yang 

terdefinisi dengan baik pada tanaman. Uji laboratorium menggunakan kerang Scrobicularia plana 

yang dipajan logam berat Zn, Cd, Pb dan Cu, selama 15 hari menunjukkan peningkatan konsentrasi 

metallothionein terutama pada pajanan Zn. Sintesis metallothionein adalah hasil dari perubahan 

secara fisiologis seiring dengan   perubahan dalam pajanan logam. (Luque EG, 2004). 
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3. Ringkasan 

 Dalam proses respon imun,  mengukur keberadaan protein sangat pentig untuk diketahui 

sebagai petunjuk pengembangan ilmu pengetahuan termasuk dalam dunia medik digunakan dalam 

menegakkan diagnosis. Keberadaan Protein metallothionein merupakan petanda adanya paparan 

logam berat diantaranya plumbum (Pb).   Protein ini memiliki sifat dapat mengikat dengan kuat 

logam berat mislnya plumbum dan selanjutnya dapat didetoksikasi. Pengembangan melalui 

penelitian telah dilakukan dengan menemukan keberadaan protein metallothionein pada bahan 

alam. Tanaman padi, jagung, buncis, kedelai baik pada daun, batang, biji, maupun akarnya telah 

terbukti mengandung protein metallothionein. Berbagai tanaman yang telah diteliti, daun padi 

memiliki kandungan protein metallothionein tertinggi. Kandungan protein metallothionein ini 

dapat diukur kadarnya melalui Teknik Elisa dengan berbagai metoda baik direct, indirect, 

Sandwich, maupun competitive. Protein metallothionein yang telah diukur kadarnya melalui 

Teknik Elisa diperkuat hasilnya dengan melalui pemeriksaan molekuler, gen penyandi protein 

metallothionein ternyata sesuai fungsinya untuk mengikat logam berat.  

 Semua metoda atau Teknik yang telah dikembangkan tentu memiliki kelebihan dan 

kekurangan, termasuk Teknik Elisa. Beberapa kelebihan Teknik Elisa adalah   pengerjaannya 

relatif sederhana, relatif ekonomis bila dilihat dari jumlah antibody yang digunakan, memiliki 

tingkat sensitivitas yang cukup tinggi, sifat interaksi antigen dan antibody sangat spesifik sehingga 

Teknik Elisa ini dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan antigen walaupun kadar antigen 

tersebut sangat rendah, dapat digunakan untuk menguji berbagai macam analit. Sedangkan 

kekurangan dari Teknik Elisa antara lain hanya menggunakan antibody monoklonal yaitu antibody 

yang hanya mengenal satu antigen yang spesifik, dapat terjadi fals positif karena inefektivitas 

larutan bloking yang menyebabkan kontrol negatif menunjukkan respon positif sehingga antibody 

sekunder dapat antigen dapat bereaksi dengan antiben berlabel enzim, biaya relatif mahal karena 

antibody monoklonal lebih mahal dari antibody poliklonal.  
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