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MOTTO

* Sesungguhnya manusia diciptakan diatas dunia Hanyalah untuk

menyembah Allah (beribadah)”

* Sesungguhnya seseorang dalam keadaan merugi kecuali orang-

orang yang beriman dan beramal soleh”

* Berusaha memanfaatkan masa hidup sebelum mati sehat
sebelum sakit, kaya sebelum miskin, muda sebelum tua, dan waktu

lapang sebelum sempit”

“Waktu adalah pahala, waktu adalah peluang, waktu

adalah uvang,”
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»

Pugi syukur kami panjatkan kepada Allah SWT, vang atas limpahan rahmat
dan hidayahNYA. kami dapat mevelesaikan karya ilmiah tertulis ini. * Ya Allah
sesungguhnya tanpa kekuatan yang Engkau berikan kepada sava, tanpa petunjuk
dan llmu yang Engkau anugrahkan kepada saya. tentulah saya tidak akan mampu
menyelesaikan tulisan ini”. Sholawat dan salam juga selalu mevertai junjunganku

Rasul yang telah mengabarkan [slam, Muhammad SAW.

Pada karva i1lmah tertulis ini, sava berusaha untuk membenkan informasi
tentang protein biji kepuh dan sifat fungsionalnya, Yang mana informasi tersebut
diperoleh setelah kami melakukan kajian dan penelitian terhadap protein biji kepuh

dan sifat fungsionalnya.

Seclama penelitian dan penulisan, sava sebagai manusia yang lemah seringkali
mengalami beberapa kesulitan baik itu vang berhubungan dengan pelaksanaan
penelinan di laboratorium maupun landasan teori. Sehingga mau tidak mau sava
harus merepotkan banyak pihak untuk saya mintai pendapat dan saran untuk
menyempurnakan kerja saya. Untuk itu itu saya tidak dapat memberikan balasan
yang setimpal selain ucapan terima kasih, dan do’a semoga Allah membalas
kebatkan Anda semua. Adapun pihak-pihak yang sangat membantu saya dan oleh

Karcnanya sava ingin menyvampaikan terima kasih tersebut adalah -

1. Ir. Hj. Siti Hartanti, MS. sebagai dekan fakultas Teknologi Pertanian
Universitas Jember yang telah memudahkan saya dalam memenuchi tuntutan
admimstratif]

2. Ir. Susijahadi, MS. sebagai ketua Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, yang
mana beliau telah membantu saya dalam penggunaan fasilitas jurusan sclama

saya studi, dan khususnya selama saya penelitian,

Lad

Dr. ir. Sony Suwasono, sebagai ketua Laboratorium Pengendalian Mutu yang
atas 1jinnya sehingga saya dapat melaksanakan penelitian di laboratorium

tersebut, |
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4. Ir. Muhammad Fauzi, MSi sehag Dosen Pembimbing Utama saya, saya
terlalu banyak merepotkan beliau sclama pelaksanaan penelitian dan
penulisan skripsi, sehingga tak cukup rasanya jika hanya mengucapkan
lenima kasih, untuk itu saya hanva dapat mendo’akan semoga beliau selalu

ditolong Allah.

3. Ir. Giyarto, MSc, sebagai dosen pembimbing anggota 1, bersama beliau
sayva paham lentang tanggung jawab dosen vang begitu besar, sehingea
beliau unidaklah keberatan jika sewaktu-waktu saya mengpanggu jam
1stirahat beliau

6. Dr. Ir. Achmad Subagio, scbagai dosen wali saya yang telah membimbing
saya selama studi.

7. Ir. Sukatiningsih, MS. Secbagai dosen pembimbing anggota 1l vang
nasithatnya insyaAllah selalu akan sava ingat,

8. Mbak Sari, Mbak Ketut, Mbak Widi, sebagai teknisi Lab vang selalu
sabar menungpui saya selama penelitian walaupun sampai sore “Terima

K.asth Mbak =

9. Teman-teman Angkatan 2000 yang “nakal™ sehingpa tidak pernah
membuatku bersedth, marah, apalagi minder. Mereka adalah motifator sava

sclama studi.
10. Pihak-pihak lain vang tidak dapat saya sebutkan satu persatu.
Adapun karya ilmiyah tertulis saya ini tentu sekali banva kekurangan, oleh

karena itu sungguh merupakan penghormatan bagi sava jika ada yang mengoreksi,

mengkritik, atau membert saran guna memperbaiki pemahaman sava.

Demikian apa yang dapat saya sampaikan, atas perhatiannya saya sampaikan

terima kasih,

Jember, Februari 2004 Penulis |
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Yoyok Mulyono (001710101026} Jurusan Teknologi Hasil Pertamian Fakultas
Teknologi Pertamian “Pengaruh pH Ekstraksi Terhadap Sifat Fungsional
Protein Biji Kepuh (Sterculia foetida 1.)", dibimbing oleh Ir. Mukhammad
Fauzi, MSi., Ir. Givano, MSc ., Ir. Sukatinmgsing MS.

RINGKASAN

Kepuh (Serewdia foetida L) merupakan tanaman yvang tumbuh liar pada
daerah disekitar hutan. Biji kepuh memiliki kandungan protein vang cukup tinggi
vaitu 21.61%, namun pemantfaatan biji kepuh umuk menunjang kebutuhan protein
belum dilakukan, terutama untuk peningkatan kualitas ancka produk olahan
pangan sesua dengan sifal fungsional protein.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahw pH isoelekink protein biji kepuh
dan pengaruh pH ckstraks: terhadap sifat fungsional protem biji kepuh. Penelitian
dilakukan dengan membual 1solat protein bipn kepuh vang diekstrak dengan
beberapa pH diatas ntik 1soclekink berdasarkan metode ekstraks: pada amarant
{Bejoseno dan Corke, 1999). Isolat protein yang diperoleh kemudian diamat sifat-
sifat fungsionainya. Sifat fungsional tersebut meliputi dava kalarutan, daya emulsi
dan stabilitasnya, kapasitas pengikatan minvak, kapasitas pengikatan air, daya
buth dan stabilitasnya

Hasil peneliian menunjukkan bahwa pH isoclekink protein biji kepuh
adalah pada pH 5; dan pemingkatan pH Eksiraksi akan semakin menurunkan daya
kelarutan protein, dava emuls), nilai kapasitas pengikatan minvak. dayva buth dan
stabilitas dava buih, serta muningkatkan nilar kasasitas pengikaian air isolat
protein. Secara kescluruhan pH ekstrakst 7 menghasilkan protein yang memifiki
sifat-sifat fungsional lebih baik, dengan daya kelarutan yang tinggi, dava emulsi
4,43 m*/g, kapasitas pengikatan minyak 80 06%, dava buih 10 ml/g, dan kapasitas
pengikatan air 70,94%

X1y
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L PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kepuh (Sterculia foerida 1) merupakan tumbuhan asli Indonesia vang
banyak berkembang di Indonesia bagian Timur, Tanaman kepuh dapat tumbuh di
dataran rendah sampal ketingian 50 m dari permukaan laut {Shadily, 1981} Pohon
kepuh tersebui berbatang lurus dan berdaun banyak diakhir percabangan yany
bentuknya menyerupai jari-jari tangan dengan 7 sampai 9 lembar daun. Bunganva
berbau busuk_ berwarna kuni ng muda atau keungu-unguan dan berdiameter 2.0
2,5 cm. Buah kepuh berisi 15 biji yang berwama hitam dengan panjang biji

sekitar 2 Cm. (Quisumbing, 1951).

Tanaman kepuh pada dasamya adalah tanaman hutan vane belum
dibudidayakan oleh masvarakat dan lebih banyak tumbuh liar di sekitar hutan, Di
Bah, tanaman kepuh dijadikan sebagai tanaman vang ditanam di pemakaman,
Namun demikian budidaya secara intensif belum dilakukan oleh masvarakat.
Oleh karena itu data-data yang berhubungan dengan tanaman kepuh baik itu

jumiah tanaman, tingkat produksi atau yang fain belum dapat ditemukan.

Pemanfaatan pohon kepuh pada dasarnya sudah dilakukan oleh masvarakat
terdahulu untuk mengobati beberapa penyakit, vaitu daun chgunakan untuk obat
demam, kulit buah digunakan untuk mengobati pendarahan pada hidung, biji
digunakan untuk ovbat batuk (Shadily, 1981). Namun demikian pemanfaatan
pohon kepuh untuk menunjang kebutuhan pangan dan gizi belum dilakukan oleh

masyarakat sampai sekarang ini.

Berdasarkan hasil penelitian Cuisumbing {1951) diketahui bahwa biji kepuh
mengandung 51,78% minyak serta 21,61% protein. Dari data tersebut diketahu
bahwa biji kepuh memiliki kandungan protein yang cukup timggi, oleh karena itu
biji kepuh pada daarnya layak untuk dijadikan sebagai altematif bahan pangan

sumber protein.
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Namun demikian, studi Ierhadag kandungan protein dari biji kepuh belum
banyak dilakukan, terytama untuk mengetahui sejauh mana peran dan efek
fungsional protein biji kepuh tersebut dalam pengolahan pangan. Sementara ity
Fauzi (1990) telah mempelajani kelarutan protein bi1 kepuh pada berbagai pH
pelarut.

Sital fungsional protein merupakan sifat dasar dari protein didalam sistern
pangan selama proses pengolahan, penyvimpanan, dan penvajian (Rhee, 1994
Sifat fungsional protein berperan dalam berbagai pengolahan pangan seperti roti.
susis, kembang pula, es krim, dan schagainya (Winarmo, 1991). Peran protein
tersebut - berhubungan dengan kemampuan protein dalam mengikat air,
membentuk buih, berkatan dengan minyak. membentuk emulsi, membentyk oel,

dan sifal kelarutannva di dalam air (Daoyle, et, al. 198G).

Silal Tungsional protein tersebut meliput Ol Holding ( ‘apaciy (OHC),
daya buih dan aktifitas emulsi. OHC akan berpengaruh terhadap sifat tekstur dan
retensi {lavor. Dava buih akan berpengaruh terhadap pengembangan volume.
Sedangkan aktifitas emulsi akan mempengaruin strephrening adonan dan crumb

suffening.

Sifat fungsional dari protein dipengaruhi oleh komposisi, struktur, dan
konformasi dari susunan protein. Demikian juga denpan kandungan dan sifal
fisitko kimia dari kemponen protemn berpengaruh terhadap sifat fungsionalnya.
(Rhee, 1994) Menurut Simon et al (2001} sifat fungsional protein juga

dipengaruhi oleh sejauh mana protein mengalami denaturasi.

Power of Hydrogen {pH)} berpengaruh terhadap sifat-sifat protein secara
umum sesuai dengan tabiatnya terhadap asam dan basa ( Page, 1985). Yakni, pada
kondisi pH tertentu protein akan mengalami perubahan struktur dan kelarutannya
menjadi menurun. Nilai pH ini disebut sebagal pH isoeletrik (Winarno, 19971).
Pada pl isoelektrik, asam amino penyusun protein berada dalam kondisi netral.
yaitu jumlah muatan negatif dan positif’ sama, schingga protein mempunyai

kelarutan vang rendah.
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Perubahan pli larutan protein dapat merubah keadaan ionisasi dari gugus
rantai samping yang terionisasikan ‘durf asam amino, vang mengakibatkan
perubahan-perubahan dramatik dan sering irreversibel dalam struktur protein
( Page, 1981). Pada pH vang ckstrim rendah (asam kuat) atau pH vang ekstrim
tinggi (basa kuat) protein akan terhidrolisa menghasilkan komponen asam-asam
amino dalam bentuk bebas dan memiliki kelarutan yang tinggi (Grosch, 1999),
Demikian juga Sugijanto dan Manulang (2001) menvatakan bahwa pH ekstraksi

berpengaruh terhadap kadar protein kedelai vang dihasilkan.
1.2 Perumusan Masalah

Mengingat sifat fungsional protein termasuk protein dari biji kepuh dapat
memberikan pengaruh vang baik pada berbagai produk olahan pangan; bakery,
Kembang gula, es krim, industri daging. dan lain-lan. Maka untuk menghasilkan
protein biji kepuh vang optimal, yang memiliki kemampuan sifat fungsional vang
baik perlu dilakukan ekstraks; dengan cara atau metode yang lepat. Salah satu
faktor penting dalam ekstraksi protein dari suatu bahan adalah pH ekstraksi vang
digunakan. Merujuk pendapat  Sugijanto  dan Manulang (2001) diatas,
diperkirakan pH ekstraksi dapat mempengaruhi sifat fungsional dari protein yang
dthasilkan. Untuk itu perlu diketahui pada kondisi pll yang mana pada ekstraksi
protein biji kepuh sehingga dihasilkan protein yang mempunyai sifat fungsional

yang baik.

1.3 Tujuan dan Manfaat Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahun titik isoelektrik dari protein biji
kepuh, mengekstrak protein bij1 kepuh dengan perlakuan beberapa pH diatas titik
isoclektrik, dan mengetahui pengaruh pH ekstraksi térhadap sifat funpsional

protein biji kepuh.

Sedangkan manfaat penclitian ini diharapkan akan memberikan informasi
tentang itk isoelektrik dari protein byt kepuh, informasi tentang pengaruh pll
ekstraksi terhadap sifat fungsional protein biji kepuh, dan memberikan informasi

kepada masyarakat tentang Kandungan protein dari  biji kepuh dan sifat
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fungsionalnya untuk selanjutnya dapat digunakan sebagai alternatif bahan pangan
sumber protein, serta memberikan informasi kepada industri pangan tentang
kemampuan protein biji kepuh untuk dijadikan sebagai bahan fortifikasi atau

pengayaan guna menghasilkan produk pangan yang berkualitas baik.
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IL. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kepuh

Tanaman Kepuh (Sterculia foetida 1) merupakan tanaman dengan biji
berkeping dua (Fauri, 1990) Tanaman inj merupakan tumbuhan asli Indonesia
dan ternasuk suku Sterculiaceae (Shadily, 1982). Adapun taksonomi tanaman

nepuh dapat dituliskan sebagai berikut:

Dirvisio | Spermatophyvta

Sub Dvisio D Anglospermae

Classis . Dicotyledoneae

Sub Classis . Deapetales

Ordo . Malvales

Famiha . Sterculiaceac

Genus : Sterculiaceae

Species - Sterculia joetidu 1. (Steenis, 1981)

Lanaman kepuh banyak tumbuh di Indonesia Bagian Timur dengan tingpi
pohon dapat mencapai 30 m. Tanaman ini tumbuh pada dataran rendah sampai

ketinggian 500 m dan permukaan laut didaerah beriklim kering (Shadily, 19813,

Tanaman kepuh memiliki buah yang termasuk buah bumbung, berkulit
tebal, berwarna merah, dengan tangkai yang panjangnva 12 — 18 meter di ujung

batang. Sedangkan panjang buah kepuh mencapai 10 em. (Steenis, 1981},

Dalam buah kepuh terdapat biji yang berwarna hitam dengan jumlah biji
pada setiap buahnya dapat mencapai 15 biji, vang panjang bijinya 2 cm.
(Quisumbing, 1951). Biji dani Stercufia sp terdini dari kulit luar berwarna hitam
agak menyerupai buah prem vanp telah kermg, menutup bapian-bagian pulp
dengan komposisi 23,54% kulit luar dan pulp, 21,49% kulit dalam, dan keping biji
54.97% (Fauzi, 1988).

Bin kepuh mengandung komponen-komponen himia minvak, protein dan
i I £ Sk,

karbotndrat dengan komposisi tertentu. Quisumbing (1951) melaporkan bahwa
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komponen minyak, protein dan karbohidrat berturut-turut adalah 51,78%, 21.61%

dan 22,61%.

»

Pemanfaatan tanaman kepuh sudah dimanfaatkan oleh masyarakat terdahulu
mular dan batang sampai bijinva. Kayu pohon kepuh dapat diperpunakan untuk
bahan bangunan, peti kemas dan lain-lain. Sedangkan daun digunakan untuk obat
demam, kulit buah digunakan untuk menghentikan pendarahan pada hidung, dan
biji digunakan untuk obat batuk. Minvak yang didapat dan biji kepuh digunakan

sebagar minvak makan (Shadily, 1981,

2.2 Asam Amino dan Proiein

Protein merupakan suatu zat makanan vang amat penting bagi tubuh, karena
zat 101 disamping berfungsi sebagai bahan bakar dalam tubuh juga berfungsi
schagai zat pembangun dan pengatur. Protein adalah sumber asam-asam amino
vang mengandng unsur C, H, O, dan N yang tidak dimiliki oleh lemak dan
karbohidrat. Molekul protein juga mengandung fosfat, belerang dan jenis protein

yang mengandung unsur logam seperti besi dan tembaga (Winarno, 1991),

Protein merupakan polimer dart asam amino dengan berat molekul yang
tinggi. Asam amino merupakan komponen dasar dari protein, yang mana antar
asam amino lersebut dihubungkan dengan ikatan peptida untuk membentuk rantai
panjang dan berliku dalam membentuk sifat dan karakter khusus dari protein
(Bennion, 1980). Pada ujung-ujung rantai protein terdapat gugus karboksil dan
gugus amino bebas, vang mana hal ini berpengarub terhadap sifat ionisasi dar
protein {Page, 1981) Adapun rumus umum dan asam amino dapat ditunjukkan

pada Gambar 1. H

R— C—COOH

NH:

Gambar 1. Rumus Umum Asam amino

|
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Dan rumus umum asam amino dapat dilihat bahwa semua asam amino yang
lerdapat pada protein mempunvai saty gugus karboksil dan satu gugus amino.
Sehingga sifat-sifat khas dari asam amino tergantung pada gugus R yvang dimilik
dalam hal ini asam amino dapat dikelompokkan menjadi asam amino Nonpolar
(Gugus R-nva hidrofobik), asam amino polar yailu tanpa muatan pada gupus R,
asam amino bermuatan positif pada gugus R, asam amino bermuatan negatit pada

pugus R ((nninda, 1986)

Protein merupakan senvawa amfoterik yang sifatnya iergantung pada
kondisi pH lingkungan. Protein dalam hal ini dapai menjadi kation, anion,
maupun  Zwitterion (Grosch, 1999} Pada kondisi Zwitlerion, protein tidak
mempunyal muatan, dan berada pada keadaan netral, vaitu jumiah antara muatan
positif dan negatif adalah sama, Pada kondisi 1, kelarutan protein cenderung
menurun untuk selanjutnya menggumpal dan akhirnya mengendap (Winamo.

1991).

Derajat onosasi dari protein sangat dipengaruhi oleh pH. pH dimana protein
berada dalam kondisi Zwitterion dikatakan sebagai pH isoionik. Harga pH ini
hampir sama dengan titik isoelektrik vang didefinisikan scbagai harga pH asam-

asam amino (atau protein) tidak berperak dalam medan listrik (Page, 1981).

Karakteristik fisikokimia dari protein adalah khas untuk satu jenis protein
fertentu. Dimana, sifat ini tergantung pada jumiah dan jenis asam amino
penyusunnya (Winarno, 1991). Disamping itu, protein juga memiliki sifat mudah
berubah susunan ruang atau rantai polipeptidanya akibat adanya penganih pli.

temperatur, dan konsentrasi ion (Bennion, 1980,

Denaturasi protein dapat diartikan sebagai suatu perubahan atau modifikasi
terhadap struktur skunder, tersier, dan kuartener pada molekul protein tanpa
lerjadinya pemecahan ikatan-ikatan kovalen (Winarno, 1991). Protein vang
mengalami denaturasi kelarutannya menjadi berkurang sehingga akan terjadi

koagulasi dan pengendapan (Bennion, 1980),
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Menurut Gininda (1986, struktur molekulnya, protein dapat dibagi menjach

empal macam struktur, yaitu primer, sekunder, tersier, dan kuartener,

Struktur primer protein merupakan struktur paling sederhana dan protein
dimana antar asam amino hanya dihubungkan oleh ikatan peptida, dan tidak
terdapat ikatan atau kekuatan yang lain yang menghubungkan asam amino satu
dengan asam amino yang lain, Struktur primer dari protein ini dapat ditunjukkan

pada Gambar 2.

i Il |
H O R

Gambar 2. Struktur Primer Protein

Struktur sekunder protein merupakan struktur protein dimana rantai asam
amino bukan hanya dihubungkan oleh ikatan peptida tetapi juga diperkuat oleh

1katan hidrogen.

Pada keadaan tersier rantai polipeptida dari protein cenderung untuk
membelit dan melipat membentuk struktur vang kompleks. Kestabilan struktur ini
bergantung pada gugus R pada scliap asam amino yang membentuknya, dan
distabilkan oleh ikatan hidrogen, ikatan disulfida, interaksi hidrofilik, interaksi

hidrofobik. dan interaksi dipol-dipol.

Struktur kuartener dari protein terbentuk dari beberapa bentuk tersier dan
bisa terdin dari protomer yang sama alau protomer yang berlainan. Protein vang

dibentuk oleh protomer ini disebut oli goprotomer.

2.3 Pengaruh pH Terhadap Protein

Kondisi pll berpengaruh terhadap sifat-sifat protemn ierutama strukiur
protein dan tingkat kelarutannva. Pada pH tertentu, protein akan terdenaturasi
sehingga akan mengalami perubahan dari bentuk terlarut menjadi gumpalan-

gumpalan dan akhimya mengendap. Nilai pi akan mempengaruhi derajat ionisasi
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asam amino. Pada pH rendah, gugls gugus karboksilnya tidak terdissosiasi,
sedangkan gugus aminonya menjadi ion. Sebaliknya pada pH yang tinggi gugus
karboksilnya terdissosiasi sedang gupus aminonya tidak (Winarno, 1991)
Perubahan pll larutan protein akan dapat merubah keadan ionisasi dari gugus-
gugus rantal samping yang teriomsasikan dari asam amino, yang mengakibatkan
perubahan-perubahan dramatik dan ser ng irreversibel pada struktur protein (Page,

1981).

pH 1soclektrik merupakan pH larutan protein yang mengakibatkan protein
tidak berperak pada medan listrik. Pada pH isoelektrik ( plil) protein berada dalam
keadaan zwitterion wvaitu  tidak memiliki muatan bersih dan cenderung
membentuk ion dipolar ('NH3 — CHR — COO ) dengan kata lain protein tidak
memiliki muatan bersih. Pada keadaan ini gugus hidrofobik berbalik keluar dan
gugus hidrofilik terlipat kedalam yang berakibat terjadinva flokulasi dan koagulasi
antar molekul protein dan akhirnya membentuk agregat vang hidak larut dan
kemudian mengendap (presipitasi) (Winamo, 1991). Dalam keadaan ini protein
juga dikatakan dalam keadaan terdenaturasi, vaitu terjadi perubahan struktur

molekul protein tanpa terjadinya pemecahan ikatan-ikatan kovalen.

Pada setiap pH diatas titik isoelektrik, protein mempunyai muatan negatif
(NHz — CHR — COQ") dan karenanva bergerak kearah elektroda positif,. Pada
setiap pH dibawah ttik isoclektrik, protein  memiliki muatan positif
("NH3- HR - COOH) (Lehninger, 1990). Hal ini dapat ditunjukkan pada Gambar

]
=

NH;" NH:" NH,
f | |
— i — —_— 00— Oy —» P R v e oo
H (l_, COOH ,.‘_ H (I CO0 *_ H 1_ COO
H H :
R K R
pH < plll pH = plI pH = ptii

Keterangan: pHI = pH lsoclektrik

Gambar 3. Pengaruh pH Terhadap lonisasi Asam Amino {Protein)
P p



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

10

Pada pH yang ckstrim vaitu asal kuat atay basa kuat, ikatan peptida dari
protein dapat terhidrolisis menghasilkan komponen asam amino dalam bentuk
bebas. Hidrolisa ikatan peptida secara ini merupakan tahap vang diperlukan dalam

penentuan Komposisi asam amino.

pH merupakan suatu indikator terhadap konsentrasi H' maupun O dalam
suatu bahan cair, Untuk mengetahui pH tersebut adalah dengan men ghitung nilaj
log dani konsentrasi H™ maupun OH. Dalam hal i nilai log dari 1/[11"] adalah
sama dengan nilai pH, sedangkan nilai log dari 1/ [OH] adalah sama dengan pOH
yang untuk mengetahui nilai pH dari pOH adalah berdasarkan asumsi bahwa

pH + pOH = 14 (Lehninger, 1990),

2.4 Pemurnian Protein

Pemurnian  protein  merupakan tahap wvang harus dilakukan untuk
mempelajan sifat dan fungsi protein (Winamno, 1991), Dalam pemurnian mi,
protein yang dihasilkan dapat berupa konsentrat protein maupun isolat protein.
Konsentrat protein adalah produk hasil pemumnian protein dengan kandungan
protein tidak kurang dani 70%, Sedangkan isolat protein merupakan produk hasil

pemurnian protein dengan kadar protein tidak kurang dari 90% (Rhee, 1994),

Konsentrat protein  dibuat dengan cara mengekstrak komponen selain
protemn dengan larutan alkohol. Kom ponen yang tertinggal (terutama protein dan
polisakarida) dikeringkan dengan freezer drver. Protein jenis ini biasanva
digunakan untuk pembuatan roti. produk-produk  daging, dan sebagainva
( Koswara, 1995),

[solat protein dapat dibuat dari lepung atau biji vang bebas dari lemak.
Proses pembuatannva hampir sama dengan konsentrat protein, hanya cara
ckstraksi proteinnya yang berbeda. Ekstraksi protein dilakukan dengan cara

pengaturan pll dengan NaOH 2N (Koswara, 1995).

Isolat protein dari kedelai saat ini sudah banyak digunakan secara komersial,
vang digunakan pada berbagai macam produk pangan. Hal itu dikarenakan isolat

protein kedelai sudah diketahui mempunyal tingkat ekonomi, nutrisi dan sifa
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fungsional protein vang memberikan keuntungan dalam memperbaiki kualitas

produk dan penerimaan konsumen (Doyle, et. al, 1989)

2.4 Sifat Fungsional Protein

Sifat  fungsional protein merupakan sifat sclain sifat nutrisi vang
mempengaruhi fungsi komponen dalam bahan pangan (Sugijanto dan Manulang,
2001). Sifat tersebut merupakan sifat intinsik karakter fisikokimia yang
membenkan pengaruh dar sifat protein didalam sistem pangan selama proses
pengolahan, penyimpanan dan penyajian (Kinsella, 1979 dan Huyghebaert, dan
John, 1999). Secara lcngkap, mekanisme pengaruh fungsional dan aplikasinya
dalam pangan digambarkan pada Tabel 1.

Sifat fungsional protein diantaranya adalah kelarutan dalam air. pengikatan

minyak, emulsifikasi, daya buih, pembentukan gel (gelasi), dan pengikatan air,

Tabel 1. Sifat Fungsional Protein dalam berbagai sistem atau produk

makanan
Sifat Fungsional | Mekanisme Sistem : Sumber Protein |
| makanan ' |
' Kelarutan Hidrofilik | Minuman Protein whey
| Viskositas F_*E:ngikﬂlan ~air, | Sup, eravy, salad | Protei nwhey
- bentuk dan ukuran |
hidrodinamik |
Pcngikatan air Ikatan W, Hidrasi Daging,  Cake, | Protein otot/urat, |
ion roti protein telur,
| Gelasi | Penarikan air dan Daging, gel, | Protein otot/urat,
imobilisasi, cake bekery keju | protein telur, |
| formasi jaringan protein whey |
|
Elastisitas | Hidrofobik. Tkatan | Daging, bakery | Protein otot/urat,
disulfida | protein telur,
, | protein susu i
' Kohesi‘adesi Hidrofobik, ikatan | Daging, bakcr}' ' Protein utétf"urat, |

| disulfida | protein telur,
' protein whey
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Tabei 1. (Lanjutan)

Sifat Fungsional Mekanisme | Sistem Sumber Protein |
o makanan :
5 |
Emulsifkasi Penyerapan pada | Saos, sup, cake, | Protein otot/urat,
| formasi film | bologna | protein telur,
interfase ' proicin susu
Buih Penyerapan Whiped topping, | Protein telur,
interfacial, formasi | es krim, cake protein susu
film !
Pengikatan lemak | Hidrofobik, | Daging buatan, | Protein telur,
dan flavor | penycrapan bakery protein susu

Sumber: Kinsella er. af., (1983)

Menurut Dies (2002), protein dapat ditambahkan pada pangan untuk tujuan
nutrisi dan fungsional. Karakteristik dari protein termasuk variablel kelarutan.
gelasi, adhesi‘kohesi, berikatan dengan air, kontrol viskositas, emulsifikasi dan

pembuihan.

Penelitian dan studi terhadap sifat fungsional protein telah dimulai beberapa
tahun yang falu dalam kaitannya dengan aplikasi baru dalam pangan, namun
secara khusus penelitian tersebut untuk memperbaiki pemahaman dari hubungan
struktur dan fungsi dari protein Diketahui bahwa sifat fungsional protein dapat
diperbaiki jika protein tersebut dihidrolisa dengan enzim dan protein hidrolisat
tersebul ditambahkan untuk meningkatkan kualitas produk. Protein hidrolisat,
tidak memikiki struktur sekunder, lebih larut pada sekitar titik 1soelektrik,
viscositasnya rendah, dan sifat daya buih, emulsifikasi, eelling lebih baik dari

pada protein ash (Dolores er. of., 1999),

2.4.1 Kelarutan Protein dalam Air

Sifat kelarutan protein juga disebut sifat hidrasi, vaitu sifat fungsional vang
berkaitan dengan interaksi molekul protein dan air, diantaranya adalah Prorem
Dispersibility Index (PDI) dan Nitrogen Solubility Index (NSI). Sifat hidrasi ini
penting karena protein fungsional dalam pengunaannya akan mengalami hidrasi

(Suwarning, 2003),
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Kelarutan protein merupakan ukuran dari jumlah atau persen dari protein
yang tertinggal dalam cairan setelah sentrifugasi. Nilai ukuran tersebut tergantung

pada metode penyiapan larutan dan kondisi sentrifugasi (Doyle, ef. al._ 1989).

Kelarutan suatu protein dalam air dipengaruhi oleh keberadaan gugus polar
(hdrofilik) dan gupus non polar (hidrofobik) dari molekul protein. Pada pH
isoclektrik  kelarutan protein  berada dalam keadaan sanpat rendah vang
dikarcnakan terbukanya komponen hidrofobik dari molekul protein, scdangkan
komponen hidrofilik dari protein terlipat kedalam. Pada pH diluar titik isoelektrik,
komponen hdrofilik menyelubungi protein sehingga kelarutannya dalam air

tinggi (Grosch, 1999),

2.4.2 Kapasitas Pengikatan Minyak

Kapasitas pengikatan minyak adalah kemampuan protein untuk menyerap
atau megikat femak yang merupakan salah satu sifat fungsional yang terpenting
untuk diaplikasikan, Contohnya protein sebagai pengganti daging (mear extender)
khususnya dapat meningkatkan retensi terhadap flavour dan memperbaiki rasa

dimulut (mouth fell) (Kinsela, 1979}

Kemarnpuan protein fungsional dalam menyerap lemak ini penting untuk
mencegah penyerapan lemak yang berlebihan, misalnya pada penggorengan donat
dan pancakes. Hal ini disebabkan protein fungsional dapat terdenaturasi oleh
panas membentuk scmacam lapisan (coating) pada permukaan bahan schingga

menghalangi penerasi lemak kedalam bahan (Koswara, 1995).

Remampuan protein dalam menyerap minyak tergantung keberadaan BUZUS
nonpolar dan protein yang mana gugus nonpolar tersebut akan berikatan dengan
minyak. Sifal mengikat minyak ini sangat terkait dengan kemampuan protein

untuk membentuk emulsi { Benmon, 1980},

2.4.3 Kapasitas Pengikatan Air

Kapasitas pengikatan air merupakan kemampuan protein untuk menyerap

arr dan menahannya dalam sistem pangan. 1lal ini disebabkan protein bersifat |

TR o A e
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hidrofilik dan mempunyai celah-celah polar seperti gugus karboksil dan aminonya
yang dapat mengion. Adanya kemampuan mengion ini menyebabkan daya serap

protein dipengaruhi oleh pH makanan (Koswara, 1995).

Kapsitas mengikat air merupakan indek yang menunjukkan banyaknya air
yang lerikat pada mamk protein pada kondisi tertentu). WHC yang merupakan
sifat hidrasi protein dapat diartikan lain sebagai kemampuan protem untuk
menyerap air dan menahannya dalam suatu sistem pangan. Sifat menyerap air dari
protein tersebut disebabkan adanya gugus-gugus hidrefilik vang mempunyai
celah-celah polar seperti gugus karboksil dan amino vang dapat mengion. Adanya
kemampuan mengion ini menvebabkan WIHC isolat dan konsentrat protein

dipengaruhi oleh pll.

Dava serap air dari protein fungsional sangat penting peranannya dalam
makanan panggang (buked goods) karena dapat meningkatkan rendemen adonan
dan memudahkan penanganannya. Disamping itu, sifat menahan air dan protein
akan memperlama kesegaran makanan, misalnya pada roti dan biskuit (Koswara.
1995),

2.4.4 Emulsifikasi

Daya emulsi adalah kemampuan protein untuk membentuk emulsi dan
mempertahankan stabilitas emulsi tersebut. Stabilitas emulsi penting karena
emulsifier terpantung pada kemampuannya memelihara sistem emulsi pada saat

mengalami pemasakan atau pemanasan (Sugijanto dan Manulang, 2001 ),

Stabilitas emulsi diartikan sebapai kemampuan suatu emulsi untuk tetap

stabil dan tidak berubah terhadap koalesen (Zayas. 1991),

Emulsi merupakan dispersi droplet-droplet dengan ukuran yang relatif kecil
dengan lapisan cairan tipis di sckelilingnya vang bersifat immiscible (tak dapat
bercampur). Keberadaan protein dapal meningkaikan stabilitas emulsi karena
protein dapat menurunkan tegangan antar muka antara dua fase vang tidak dapat
bercampur dalam emulsi (Bennion, 1980). Sehingga protein merupakan salah satu

emulsifier atau agen pengemulsi,
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Kemampuan protein sebagai pengemulsi tergantung pada scjauh mana
protemn dapat terdifusi diantara dua permukaan droplet (Grosch, 1999). Dalam
emulst minyak dalam air, gugus hidrofobik (non polar) dari protein berikatan
dengan permukaan minyak, sedangkan gugus hidrofilik (polar) berikatan dengan
ait { Bennion, 1980).

2.4.5 Pembentukan Gel dan Daya Buih

Gelasi adalah sifar reologi yang berkaitan dengan penarikan air dari
lingkungan oleh molekul-molekul protein. Susunan molekul pel protem dapat
terbentuk karcna adanya kondisi vang mampu menpubah struktur alam; protein
dimana faktor seperti kondisi termodinamik, konsentrasi protein serta kondisi

lainnya optimal dalam pembentukan matrik tersier.

Kemampuan protein dalam pembentukan buih dikarenakan protein memiliki
karakteristik yang khas pada lapisan batas antara dua fase (udara dan air) sehingea
memiliki daya seperti surfaktan, vaitu kapasitas untuk menurunkan tesangan
permukaan. Kemampuan pembentukan buih dan stabilitasnya dari protein
fungsional ini penting dalam produk bakery, karena selama pengembangan akan
memerangkap sejumlah gelembung gas sehingga menghasilkan produk akhir vang

berbuih (Sugijanto dan Manulang, 2001).



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

4

F A ok
© A
, Lir

% X f:

|
|

L.- PRUTACTY (O I P TR

[II. METODOLOGI PENELITIAN

]

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian im1 dilaksanakan di Laboratorium Pengendalian Mutu Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember

mula bulan Oktober 2003 sampai dengan Januari 2004,

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakun dalam penelitian ini adalah b Kepub (Sreraidiu
Joetida L.} yang diperolch dan Bangil, Pasuruan Jawa Timur. Bahan kimia vang
digunakan meliputi Reagen Mix (Na2C03, CuSO4, N-K Tartrat). Reagen Folin,
Bovine Serum Albimine (BSA), Buffer Phosphat pH 7, 8. 9, 10, dan pH 11,
Buffer phosphat pH 7 0,05M dan 0,1M, HCI IN, NaOH 2N dan 001N, Etanol

T0%, Aquadest, SDS (1%, Minvak Bimoli pasaran untuk analisa.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: Centrifuse Yenaco
model YC-1180T dan tabungnya. Freezer Drver Snijder Scientific tipe 2040
(Belanda). Spectronic 21D Melton Roy dan Kuvetnya, Pengaduk magnetik, alat-

alat gelas dan alat-alat lain yang terkait.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dua tahap yaitu penelitian. Penelitian Tahap T umuk
mengetahui titik isoelektrik dari protein biji kepuh, penelitian Tahap 1 dilakukan
ckstraksi protein biyji kepuh pada berbagai nilai pH. Untuk selanjutnya protein

hasil ckstraksi diamati sifat-sifat fungsionalnya.

3.3.1.1 Penelitian Tahap Pertama

Penelihan pada tabap ini dilakukan untuk menentukan itik isoclekirik dar;
protein biji kepuh, Penentuan titik isoclektrik dilakukan untuk menentukan pH

pengendapan ekstrak protein biji kepuh pada penelitian benikutnya. Protein biji

16
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kepuh dickstrak berdasarkan metode ekstraksi pada amarant (Bejoseno, dan
Corke, 1999} dengan modifikasi. S&banyak 150 g biji kepuh vang telah
dhilangkan minyaknya direndam dalam NaOH 001N selama 24 jam, kemudian
diblender dan diambil filtratnya. Ampas diekstraksi ulang dengan NaOH 001N,
Filtrat disentrifuse pada 2000 rpm untuk memisahkan pati selama 20 menit,
Cairan hasil sentrifuse (Supernatan) dipresipitasi pada beberapa pH (pH 4.4.5 .5 .
5,5 . 6 dan pH 6,5) dengan HCl IN, kemudian disentrifuse 6500 rpm, suhu 4°C
selama 15 memt. Endapan vang diperoleh adalah isolat protein. PH presipitasi
yang menghasilkan endapan tertinggi adalah pH isoionik atau pH lsoclekirik

Pelaksanaan penelitian tahap ini dapat dilihat pada Gumbar 4.

3.3.1.2 Penclitian Tahap Kedua

Pada penelitian tahap ini dilakukan ekstraksi protein biji kepuh pada kisaran
pH 5 point diatas titik 1soelekirik, dengan metode ckstraksi pada amarant
(Bejoseno dan Corke, 1999) dengan modifikasi. 300 gr. Biji kepuh vang telah di
hilangkan minvaknya, direndam pada Buffer phosphat dengan pH kisaran 5 point
diatas tink isoelektrik selama 24 jam. Kemudian diblender dan dilakukan
penyaningan untuk diambil filtratnva. Ampas dickstraksi ulang dengan buffer
yang sama. Filtral yang diperoleh disentrifuse pada 2000 rpm  untuk
mengendapkan komponen pati selama 20 menit. Kemudian supernatan dart proses
sentrifugasi tersebut diambil dan dipresipitasi pada pH isoelektrik protein biji
kepuh (dari data penelitian Tahap pertamal} depgan HCT IN. Kemudian dilakukan
sentrifuse 6500 rpm, suhu 4 "C selama 15 menit. Endapan vang diperoleh adalah
isolat protein. Isolat tersebut kemudian dilakukan pengeringan dengan Freezer
Diryer selama 48 jam.

Isolat protemn yang diperoleh pada masing-masing pll ekstraksi kemudian
diamati sifat sifat funpsionalnya vang meliputi, daya kelarutan. kapasitas
pengikatan minyak, kapasitas pengikatan air, daya emulsi dan stabilitasnya, daya
busth dan stabilitasnya, serta sifat fisik warna isolat protein. Pelaksanaan pada

penelitan tahap int dapat dilihat pada Gambar 5.
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150 gr biji kepuh bebas minyak

!

Perendaman dim NaOH 0,01N 24 jam

Suhia%"'ﬂ

Anipas — — . . [iBlender .  Filiu
| dan disaring
v
Cuct Ulang dgn NaOH 001N

dicampur

l

Sentrifuse 20 memt 2000 rpm,
subu ruang

Filtrat

Presipitasi pada beberapa pH
dengan HCT 1N

'

Sentrifuse 6500 rpm,
4"C. 15 menit

!

Lndapan protein
I

.

Endapan tertinggi, titik
1soelektrik

Gambar 4, Diagram Alir Penentuan Titik Isoelektrik Protein Biji kepuh
{Bejoseno dan Corke, 1999)

—


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

300 g biji kepuh

l

Perendaman pada Buffer phosphat dengan
pH kisaran 5 poin diatas titik isoelektrik (pH
7.8 9 10, dan pH 11}, selama 24 jam, suhu

4'¢
Ampas ——————— Diblender ——— Fjltrat
i dan disaring
Cuci ulang dengan Buffer
yang sama
(]
L dicampur

Filtrat

Sentrifuse EU{J% rpm, 20 menit
pada suhu ruang

'

Presipitasi pada pH
isoelektnk dengan HC1 1IN

!

Sentrifuse 6500 rpm, 4°C,
15 menit

!

Ambil endapan protein (isolat)

'

[mkenngkan dengan
Freezer Drver, 48 jam

!

Isolat protein

Gambar 5. Diagram Alr Ekstraksi Protein Biji Kepuh (Srercufia Foetida L)
(Bejoseno dan Corke, 1999)
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3.4 Parameter Pengamatan

Parameter pengamatan pada penclitian Tahap | atau penentuan  titik

1soclekirik protein adalah berdasarkan persen endapan tertingpi dari protein.

Isolat proten biji kepuh yang diperolch pada penelitian Tahap 1l diamati
karaktcristiknya vang mehiputi sifat lungsionalnya dan sifat fisik. Sifat fungsional
vang diamati adalah daya kelarutan, dava emulsi dan stabilitasnya, daya buih dan
stabilitasnya, kapasitas pengikatan minyak (il Holding Capacity), dan kapasitas
pengikatan air (Water Holding Capacity). Sedangkan sifat fisika vang diamat

adalah warna isolat protein
Adapun prosedur penpamatannya adalah sebagai berikut:
3.4.1 Penentuan Titik Isoelektrik Protein (Bejoseno dan Corke, 1999)

Sebanyak 150 g biji kepuh vang telah dihilangkan minyaknya direndam
dalam 1000 ml NaOH 0,0IN selama 24 jam, kemudian diblender dan
diambil filtratnya. Ampas diekstraksi ulang dengan NaOH 0.01N. Filtrat
disentrifuse pada 2000 rpm untuk memisahkan pati selama 20 menit. Cairan
hasil sentrifuse (supernatan) dibagi 6 yang masing-masing bervolume 100
ml, kemudian masing-masing dipresipitasi pada beberapa pli (pH4,45 .5,
3.5, 6 dan pH 6,5) dengan HC! IN, kemudian disentrifuse 6500 rpm, suhu
4°C selama 15 menit. Endapan yang diperoleh adalah isolat protein. Untuk
mengetahul persen endapan protein adalah dengan persamaan scbagai
berikut.

Berat Endapan Prorem

Persen Endapan (%) = X005

Volume filtrat

3.4.2 Pengamatan Sifat Fungsional
A. Daya Kelarutan (Doyle, et. al.,1989)

Isolat protein biji kepuh dan masing-masing pH ekstraksi diamati dava
kelarutannya berdasarkan pH perlakuan, Tingkat kelarutan isolat protein
diamati berdasarkan kadar protein terlarut dalam cairan setelah perfakuan pH.

Kadar protein terlarut tersebut diamati dengan metode Lowry {Sudarmadji,
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1997). Sebanyak 1 g isolat protein dilarutkan dalan NaOH 01N 50 mi
kemudian distirer selama 2 j:am.‘[_arulan dipisahkan masing-masing 5 ml
kemudian dipresipitasi pada kisaran pH 3 — 12 Sectelah itu dilakukan
sentrufluse pada masing-masing larutan. Cairan hasil sentrifugasi (supernatan)
kadar protein terlarutnya dinkur dengan metode Lowry. 75 pl cairan sampel
ditambah 250u] NaOH 2N, dipanaskan 10 menit, setelah dingin ditambah mix
lowry 2,5 ml. ditwarkan 10 menit dan selanjutnya ditambah pereaksi folin 250
ul. vortek dan dibiarkan 30 menit. Selanjutnya dibaca absorbansinya pada 750
nrri.

Untuk mengetahui kadar protein terlarut di hitung dengan persamaan kurva
standart;

Y'=04128X+ 0,0549 .. Y = Absorbansi X= Konsentrasi (L ihat Lampiran 1)
Daya kelarutan diketahui berdasarkan persen kadar protein vang ada pada

larutan setelah sentrifugasi (Dovle, er.al | 1989}

kadar protemrterlurut setelah sentrifueayi

Dava Kelarutan = xH00%,

kadar proteinteriarur total

Daya Emulsi dan Stabilitasnya (Parkington, e, af., 2000)

Daya emulsi diukur dengan menggunakan metode spektrofotometer. Isolat
protein sebanvak 0.1 g dilarutkan dalam 100 ml Buffer phosphat 0,05 M, pH
7. laruten tersebut distirer selama 15 menit denpan kecepatan 650 i (larut).
Selanjutnya ditambahkan 25 m1 minyak dan diblender selama 3 menit. Setelah
diblender langsung diambil | mi dan dimasukkan dalam tabung vang sudah
ada 5 ml SDS 0,1%. Kemudian divortek dan dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang 500 nm. Dava emilsifikasi diukur dengan mengukur
besarnya Fmulsifvmg Activity Indeks (EAT) {ml_fg_}. Stabilitas emulsi diukur
dengan mengambil 1 ml cairan blending setelah diam 10, 15. dan 20 menit.
Untuk selanjutnya diperlakukan sama seperti mengukur daya emulsi (LEAT),
Pengukuran Daya emulsi dengan menghitung  besamva EAI dengan

persamaan di bawah ini:
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EAI

2x2303
] ﬁ ,'){:}"} - X Absx Difution
Cox(l-@)x10 3

Keterangan: C = konsentrasi protein (g/ml) sebel umnya

v = Fraksi volume minyak (v/v) dari emuls;
Abs = Absorbansi

Perhitungan stabilitas emulsi berdasarkan nifaj Kecepatan  penurunan
absorbansi per menit (OD/menit). Nilai tersebut diperoleh dari kemiringan
gralik yang menghubungkan nilai EAI setiap retensi waktu. Semakin landai
grafik hubungan EAI setiap retensi wakiu, akan menghasilkan nilai
kecepatan penurunan OD/menit yang semakin kecil. Dengan demikian
kecilnya nilai penurunan OD/menit menunjukkan stabilitas emulsi semakin
baik.

C. Kapasitas Pengikatan Minyak (Oif Holding capacity, OHC) (Subagio, A.
2003)

Pengupian  kapasitas  pengikatan  minyak (OHC), dilakukan dengan
memasukkan 0.5 g 1solat protein pada tabung vang telah diketahui beratnya,
kemudian ditambah minyak sebanyak tujuh kali berat dan di vortek. Setelah
tu dilakukan sentrifuse 1500 rpm. Minyak vang ada dibagian atas

(supematan) dibuang_ endapan ditimbang bersama tabungnya.
Kapasitas pengikatan minyak (OHC) diukur dengan persamaan berikt ini-

Me—Mb)— A |
QHC (Pay= A Mo Ma oo |
Jl‘l- 'fi {

Keterangan: Ma = berat sampel {g)
Mb = Berat Tabung (g)

Mc = Berat endapan dan tabung (g)

R SRR e
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D.

I~
i

Kapasitas Pengikatan Air (Water Holding Capacity, WHC) (Subagio, A.,
2003)

Pengujian WHC dilakukan dengan memasukkan 0.5 g isolat protein pada
tabung yang telah diketahuwi beratnya, kemudian ditambah air sebanyak tujuh
kali berat dan di vortek. Setelah itu dilakukan sentrifuse. Setelah itu air yang
ada dibagian atas (supernatan) dibuang, endapan ditimbang bersama

tabungnya.
Kapasitas pengikatan air (WHC ) diukur dengan persamaan berikut ini:

 (We- Wh)— W

WHC (%)
\ W

x 100%

Keterangan: Wa = berat sampel (g}
Wh = Berat Tabung (g)

We = Berat endapan dan tabung (g)

Daya Buih dan Stabilitasnya (Subagio, A., 2003)

Pengukuran daya buih meliputi dua aspek vaitu pengukuran kemampuan dari
protein untuk membentuk buth dan stabilitas  buih yang terbentuk.
Remampuan pembentukan buih dilakukan dengan pemberian oclembung-
gelembung pas yang dihasilkan oleh aerator selama 5 menit. Kemudian diukur
volume setelah pembenan pelembung pas tersebut. 0.25 g isolat protein
dilarutkan dalam 50 ml Buffer phosphat 0.1M pH 7 kemudian dimasukkan
pada gelas ukur 100 ml, kemudian diabri udara dengan acrator. Daya buth
divkur dengan perbandingan volume buih denpan berat sampel  vang
digunakan. Stabilitas buih diukur dengan mengukur volume setelah beberapa
waktu tidak dialiri udara (diam) beberapa saat (30 detik) dan dibandingkan

dengan pada saal dialin udara.

Daya buih dapat dihitung dengan persamaan sebagai berikut:
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B-VA 2 : VO -VA :
Daya Buth — L Stabilitas Buih = {— — } x 100%
Berat Sampel . (VBE-F4)
Keterangan: VA = Volume awal
VB = Volume sctelah dialin udara

VC = Volume setelah diam

3.4.3 Pencamatan Sifat Fisik

Isolat Protein Biji kepuh diamati sifat fisik warna dengan mengpunakan
Colour Reader. Warma dan bahan akan ditunjukkan oleh color reider
berdasarkan kecerahan dan mdeks warnanva dengan parameter nilai "L,
“a, dan b7, Nilar L7 menunjukkan sejauhmana bahan dapat memantulkan
sinar yang diberikan, sehingga nilai ini menunjukkan kecerahan dari bahan.
Nila “a” menujukkan warna merah jika angkanva positif, dan menunjukan
warna hijau jika negatif. Nilai “b” menunjukkan warna kuning jika positif

dan menujukkan wamna bitu jika negatif (Dovle, 1989).

A.  Derajat Keputihan (Doyle, er. al., 1989)
Derajat Keputihan diperoleh dengan menghitung dari nilai “L” dan nilai “b™
yang diperoleh dari Colour Reader. Adapun persamaannya dapat
ditunjukkan sebagai berikut:
Wi=i—3h Keterangan: Wi — Derajat Keputihan
B. Kecerahan
Kecerahan isolat protein diamati berdasarkan nilai “1.” vang ditunjukkan, .
Dimana nilai L ini berkisar antara 0 sampai 100 vang menunjukkan warna

dan paling gelap (L. = 0) sampai warna paling terang (L = 100).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh pll ekstraksi protein terhadap
sifat fungsional protein biji kepuh dapat diambil suatu kesimpulan sebagai

berikut:

I. Tk isoelekirik dari protein biji kepuh diketahui pada pll 5, vang
ditunjukkan dengan paling tingginva endapan protein pada pll terschut,

vaitu mencapai 24,60%.

2. pH ckstraksi protein berpengarub terhadap sifat-sifat fungsional protein
bijt Kepuh, yaitu dengan semakin meningkatnva pH ekstraksi akan
semakin menurunkan aktivitas atau Maya Kelarutan protein, menurunkan
Daya Emulsi, menurunkan kapasitas pengikatan minyak, menaikkan
kapasitas pengikatan air, dan menurunkan Dava Buih dan stabilitasnva.
Semakin tinggt pH ekstraksi secara umum juga dapat menurunkan derajat

keputihan dan kecerahan warna dari isolat protein.

L

Daya kelarutan protein paling baik pada pH ekstraksi 7, daya emulsi
protem paling tinggi diperoleh dengan pH ekstraksi 7 dengan nilai EAI
sebesar 4,43 m/g dan stabilitasnyva paling baik pada ekstraksi pH 9.
Kapasitas pengikatan minyak paling baik dihasilkan oleh ekstraksi dengan |
pl 7 dengan nilai 80,06%. Kapasitas pengikatan air paling baik dihasilkan
oleh ckstraksi dengan pll |1 yang mencapai nilai 112.04%, Sedangkan

untuk daya buih dan stabilitasnya paling baik dengan ckstraksi pH 7.

5.2 Saran

I. Untuk melengkapi dan menyempurnakan data dari pengaruh pH ekstraksi
lerhadap sifat fungsional protein kepuh, perlu dilakukan penelitian tentang
pengaruh pH ekstraksi dibawah pH 7, juga perlu dilakukan penelitian

terhadap rendemen protein dari masing-masing perlakuan pH ckstraksi. |
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2, Menyadari bahwa pada penelitian kali ini belum dilakukan pengamatan

ad

terhadap kompisisi kimia dari isolat protein biji kepuh {Analisa proksimat)
dikarenakan beberapa keterbatasan, maka disini dapat disarankan apar
dilakukan penelitian tambahan untuk mengetahui kandungan kimia dari

protein biji kepuh.

Dengan mengetahur bahwa protein biji kepuh memiliki sifat fungsional
yang cukup baik, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap
pengaruh penambahan isolat protein biji kepuh pada berbagar produk

pangan.
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Lampiran 1. Kurva Standar Analisa Protein Terlarut Metode Lowry

Konsentrasi {mg/ml) ' Absorbansi
0,04 0.035
(28 015
0,52 0,325
0,88 0413
1,24 {1,602
1,96 (0,848
232 1,000
1185

¥ = 0,4128x + 0,0549
RE=09914

Absobansi

0 £0%LpE 08 12 15 ta Adih hma 2y |

Lampiran 2. Data Pengamatan pH Isoelektrik Protein Biji Kepuh |

Berat Endapan Persen Endapan
pH Presipitasi {gram) (%)
4.0 3,085 20,57 |
445 3,281 21,87
5,0 3,690 24 60
55 3,334 22,23
6.0 2,386 15,91
6,5 0,918 6,12

—43‘_‘
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Lampiran 4. Data Pengamatan Daya Emulsi dan Stabilitasnya

nH7 "
Waktu Absorbansi EAI (m2/g) Rerata
(menit) | T | Il EAI
0 1.240 1.323 4.284 4.570304 4.430
10 1.215 1.286 4197 4 442487 4 320
15 1.160 1.25%9 4.007 4.348216 4180
20 1.1490 1.245 4111 4 300853 4210
445 - ariar
4 43
£ 440 = < : h AR
Rm 435 y = —G,D_T_E_ijr4:4233
432
E 430 m==-0,0125
E 425 -
4,20 421
415 4 e | |
0 5 1%“1”{"1]?““} 20 25 i
. MW .
pHl 8
Waktu Absorbansi EAl (m2/g) Rerata
(menit) [ Il | Il EAI
0 1.260 1.245 4 353 4,301 4. 330
10 1.250 1.121 4318 3.873 4.100
15 1.245 1.120 4 300 3 869 4 080
20 1.245 1.116 4.301 3.855 4.080
435 o —
430 = - —
o 425 : y = -U0T2BX + 4,2B99
E 4,20 B %
| = 415 i
'Z 410 _'u'm oy
| } - AE
| 4,05 - ERETTLI L AT |
400 | — = ST . ‘
0 5 10 15 20 25
Waktu (menit) !
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Lanjutan lampiran 4.

pH9 ;
Waktu Absorbansi EAl (m2/g) Rerata
(menit) | I I Il EAl
0 1.245 1.260 4.301 4.353 4,330
10 1.200 1.250 4.145 4318 4.230
15 1.185 1.245 4,094 4.301 4,200
20 1.165 1.245 4.024 4.301 4 160
3 |
4,40 |
| 435 Ty =-0,0082x + 43223 |
?:@4 30 - :
'34,25 ! m = - 6,0082 |
(4,20 |
415 - b =8 416 o
410 e | S
0 5 10 18 20 25
| Waktu (menit)
pH 10
Waktu Absorbansi EAl (m2/g) Rerata
(menit) I I | Il EAl
0 0.762 0.691 2.632 2.387 2.510
10 0.694 0.680 2.397 2.349 2.370
15 0.675 0.598 2.332 2.066 2.200
20 0.633 0.590 2.187 2.038 2.110
2,60 . — -
2,50 4
52,40 | |
& :
E230 |
= 2,20 | | #
2,10 - i '
SO0 ——— —— |
0 5 10 15 20 25 |

Waktu (menit)
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pH 11

Waktu Absorbansi p EAI (m2/g) Rerata
(menit) [ [ [ I EAI
0 0.764 0.682 2.639 2.356 2 500
10 0.770 0.601 2.659 2.076 2.370
15 0.714 0.589 2.467 2.035 2.250
20 0.718 0.580 2.480 2.004 2.240
250 4 —
f 245 -
o240 - y =-00137x + 2 4937
E 235 | 2,37
|5 ; m=-0,0137
(& 230
| 2.25 4 2.24
2,20 -

0 5 10 15 20 25
Waktu {menit)

L ‘ AL . 3t

Lampiran 5. Data Pengamatan Daya Emulsi Protein Biji Kepuh

PH Ekstraksi Dava Emulsi
(EAT
7 4430
8 330
g 4 330
10 2.510
B 2,500

47
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Lampiran 6. Data Pengamatan Kapasitas Pengikatan Minyak (QHC)

-

Berat tabung (a) Berat Sampel (b} Berat endapan (c) OHC (%) Rerata

pH OHC
Ekstraksi | I [ i | I | I (%)
7 5627 66177 05016 05021 65424 65096 8250 7763 80.06

8 56209 53383 05015 05034 65273 621895 BO74 7487 77.80
8 5.0845 51243 05057 05038 55723 60057 7548 7485 7521
10 55554 56045 05072 050968 64455 64734 7545 7049 7299
11 56087 54671 05091 05074 64194 6298 5924 6376 61.50

Lampiran 7. Data Pengamatan Kapasitas Pengikatan Air (WHC)

pH Berat Tabung Berat Sampel Berat Endapan  Persen WHC
Ekstraksi (a) (B) {c) (%)

i 55818 0,5003 6,4370 70.94

8 54991 0,5095 6,4043 77,66

g 50925 0,5038 59877 7763

10 51151 05023 68,1565 107,35

11 50937 0,5046 - 615678 112,86
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.......

Lampiran 8. Data Pengamatan daya Buih dan Stabulitasnya

Volume Volume
Volume Awal akhir (Vb) Diam (Vc) Daya Buihi{D) Stabilitas Buih (S}

oH (Va) {ml) (i} {ml} (mifg) (ml/g)
Eketrake i I | Il I i l Il Rerata | [l Rerata
7 52 'me H2 85 B1 B2 8 I2° 100 5D 5330 Aler
8 St 52 535538581 53 M & 8 0 €887 s
g 50 52 52 54 50°°52. 8 8 & D
10 51 52 53 54 81 &2 8 & W D
11 8 52 46353 B 582 8 @ .8 @0

Lampiran 9. Data Pengamatan Sifat Fisik Warna Isolat Protein Biji Kepuh

Nilai Colour Reader Parameter Pengamatan

_pH Ekstraksi  dl a b L wi

7 -11.4 27 9.3 88,6 60,7

8 1356 29 94 86,5 58,3

9 -15,2 36 8.6 84 8 58

10 -17,9 34 7.8 82,1 o8, 7

11 =11, 7 2.8 86 88,3 62,5
Keterangan: . — Kecerahan Wama

Wi = Derajat keputihan
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