AKTIVITAS ANTIOKSIDAN HIDROLISAT PROTEIN
IKAN AIR LAUT DAN IKAN AIR TAWAR

SKRIPSI

Oleh

Woulan Suci Wahyuningtyas
NIM 131710101108

JURUSAN TEKNOLOGI HASIL PERTANIAN
FAKULTAS TEKNOLOGI PERTANIAN
UNIVERSITAS JEMBER
2018


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

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN HIDROLISAT PROTEIN
IKAN AIR LAUT DAN IKAN AIR TAWAR

SKRIPSI

diajukan guna melengkapi tugas akhir dan memenuhi salah satu syarat untuk
menyelesaikan Program Strata Satu Jurusan Teknologi Hasil Pertanian
dan mencapai gelar Sarjana Teknologi Pertanian

Oleh

Woulan Suci Wahyuningtyas
NIM 131710101108

JURUSAN TEKNOLOGI HASIL PERTANIAN
FAKULTAS TEKNOLOGI PERTANIAN
UNIVERSITAS JEMBER
2018


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

PERSEMBAHAN

Karya tulis ini saya persembahkan kepada :

1.

Allah SWT yang telah memberikan rahmat, hidayah kemudahan dan kekuatan-
Nya selama ini;

Orang tuaku tercinta, Ibu Jumiyem dan Bapak Sukesi yang telah memberikan
do’a, dukungan, keikhlasan, dan kasih sayang yang besar selama ini;

Adikku Dwi Kurnianing Ratri dan Tri Dias Elvanarose serta seluruh
keluargaku, terimakasih atas doa, cinta dan dukungan kalian selama ini;

Semua guru saya sejak TK sampai perguruan tinggi yang terhormat, telah
memberikan ilmu, membimbing dengan penuh kesabaran dan keikhlasan;
Jajaran Dekanat Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember;
Teman-teman seperjuangan FTP 2013, terimakasih atas persahabatan yang
terjalin selama ini;

Teman-teman THP B 2013 (Kapak Coorporation), terimakasih atas
persahabatan dan kekeluargaan yang terjalin selama ini;

Almamater tercinta, Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.


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

MOTO

“Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman diantara kamu dan orang-orang yang
diberi ilmu pengetahuan beberapa derajat”

(Terjemahan Surat Al-Mujadalah Ayat 11)

“Dia mengetahui apa yang masuk ke dalam bumi dan apa yang keluar dari padanya dan apa
yang turun dari langit dan apa yang naik kepadanya. Dan Dia bersama kamu dimana saja
kamu berada. Dan Allah Maha Melihat apa yang kamu kerjakan”

(Terjemahan Surat Al Hadiid Ayat 4)

“Jika Anda ingin bahagia, tetapkan sasaran yang membangkitkan pikiran, membebaskan
energi, dan menginspirasi harapan Anda”

-Andrew Carnegie-


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

PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

nama : Wulan Suci Wahyuningtyas

NIM :131710101108
menyatakan dengan sesungguhnya bahwa karya ilmiah yang berjudul “Aktivitas
Antioksidan Hidolisat Protein Ikan Air Laut dan Ikan Air Tawar” adalah benar-benar
hasil karya sendiri, kecuali jika dalam pengutipan disebutkan sumbernya dan belum
pernah diajukan pada institusi manapun, serta bukan karya jiplakan. Saya
bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isinya sesuai dengan sikap ilmiah
yang harus dijunjung tinggi.

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenar-benarnya, tanpa ada

tekanan dan paksaan dari pihak mana pun serta bersedia mendapat sanksi akademik

jika ternyata di kemudian hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 18 Desember 2017

Yang menyatakan,

Wulan Suci Wahyuningtyas
NIM 131710101108


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

SKRIPSI

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN HIDROLISAT PROTEIN IKAN AIR LAUT
DAN IKAN AIR TAWAR

oleh
Woulan Suci Wahyuningtyas
NIM 131710101108

Pembimbing:

Dosen Pembimbing Utama : Prof. Dr. Yuli Witono, S.TP., M.P
Dosen Pembimbing Anggota  : Riska Rian Fauziah, S.Pt., M.P

Vi


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

PENGESAHAN

Skripsi berjudul “Aktivitas Antioksidan Hidolisat Protein Ikan Air Laut dan lkan Air
Tawar”, telah diuji dan disahkan oleh Fakultas Teknologi Pertanian Universitas
Jember pada:

hari/tanggal : Selasa, 12 Desember 2017

tempat : Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember
Dosen Pembimbing Utama Dosen Pembimbing Anggota
Prof. Dr. Yuli Witono, S.TP., M.P Riska Rian Fauziah, S.Pt., M.P

NIP 196912121998021001 NIP 198509272012122001

Tim Penguji
Ketua Anggota

Dr. Nurhayati, S.TP., M.Si Dr. Nita Kuswardhani, S.TP., M.Eng.

NIP 197904102003122004 NIP 197107311997022001
Mengesahkan,

Dekan

Fakultas Teknologi Pertanian
Universitas Jember

Dr. Siswoyo Soekarno, S.TP., M.Enq.
NIP 196809231994031009

vii


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

RINGKASAN

Aktivitas Antioksidan Hidrolisat Protein Ikan Air Laut dan lkan Air Tawar;
Wulan Suci Wahyuningtyas, 131710101108; 2017; 84 halaman; Jurusan Teknologi
Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Antioksidan merupakan salah satu senyawa yang sangat diperlukan oleh tubuh
untuk menghambat aktivitas oksidasi sel tubuh oleh radikal bebas. Antioksidan dapat
ditemukan pada bahan pangan hewani misalnya daging atau hidrolisat protein dari
bahan pangan hewani tertentu yang mengandung senyawa bioaktif peptida. Salah satu
produk hidrolisat yang terbukti mempunyai aktivitas antioksidan adalah hidrolisat
protein ikan. Hidrolisat protein diperoleh dari proses hidrolisis enzimatis
menggunakan enzim protease biduri. Hidrolisat protein ikan bisa di dapatkan dari
jenis ikan laut atau ikan air tawar yang memiliki kandungan protein yang cukup
tinggi. Komoditi hasil perikanan yang mempunyai potensi menguntungkan
diantaranya adalah ikan baji-baji (Platycephalidae cymbacephalus) dan ikan bibisan
(Apogon albimaculosus). Selain komoditi hasil perikanan laut, terdapat beberapa
jenis ikan air tawar seperti ikan wader (Rasbora Jacobsoni) dan ikan tawes
(Barbonymus gonionotus) yang bisa dimanfaatkan karena memiliki potensi untuk
diproduksi sebagai hidrolisat protein yang mempunyai aktivitas antioksidan.

Rancangan penelitian menggunakan Experimental laboratory dengan dua
faktor. Faktor A adalah jenis ikan dan faktor B adalah konsentrasi penambahan enzim
biduri. Proses pembuatan hidrolisat protein diawali dengan proses deboning dan
eviserasi, kemudian dilakukan penghancuran dan homogenisasi. Suspensi daging ikan
yang didapatkan kemudian dihidrolisis dengan suhu 55°C selama 3 jam dengan
penambahan enzim biduri sesuai perlakuan. Hidrolisat basah yang diperoleh
kemudian dilakukan pengeringan dengan freeze drying dan dilakukan analisis derajat
hidrolisis, aktivitas antioksidan metode DPPH dan reducing power, komposisi asam

amino, dan distribusi berat molekul protein.
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Hasil penelitian menjukan aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan laut jenis
baji-baji, bibisan dan ikan air tawar jenis wader, tawes berturut-turut memiliki %RSA
sebesar 39,33%; 51,01%; 42,70% dan 53,21%. Nilai 1Cso sebesar 1261,44 ppm;
1027,20 ppm; 1159,76 ppm dan 935,84 ppm. Nilai reducing power sebesar 0,501;
0,515; 0,508 dan 0,524. Komposisi asam amino hidrolisat protein ikan air laut jenis
bibisan dan ikan air tawar jenis tawes memiliki 15 macam asam amino, diantaranya
adalah asam glutamat, asam aspartat dan lysine dengan nilai berturut-turut sebesar
13,95%; 8,80%; dan 8,87% pada hidrolisat protein ikan tawes, serta 13,34%; 8,36%;
dan 8,20% pada hidrolisat protein ikan bibisan. Distribusi berat molekul hidrolisat
protein ikan air laut jenis bibisan memiliki nilai sebesar 20,84 kDa; 50,66 kDa,
sedangkan berat molekul hidrolisat protein ikan air tawar jenis tawes sebesar 23,09
kDa; 59,08 kDa.


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

SUMMARY

Antioxidant Activity of Protein Hydrolisates Obtained From Saltwater and
Freshwater Fish; Wulan Suci Wahyuningtyas, 131710101108; 2017; 84 Pages;
Department of Agricultural Product Technology, Faculty of Agricultural Technology,
University of Jember.

Antioxidants is one of the compounds are needed by the human body to inhibit
the activity of cell oxidation by free radicals. Antioxidants obtained from vegetables,
grains, and nuts that contain lots of vitamin C, E, A and B-carotene. Not only in
vegetables and fruits, antioxidants also found in animal resources such as meat or
protein hydrolysates which containing peptide bioactive compounds. One of
hydrolysates products which shown to have antioxidant activity is fish protein
hydrolysates. Hydrolysates protein was obtained from enzymatic hydrolysis process
using biduri enzyme. Fish protein hydrolysates obtained from the sea fish or
freshwater fish which have a high protein content. Fisheries commaodities which have
potential benefits include baji-baji fish (Platycephalidae cymbacephalus) and bibisan
fish (Apogon albimaculosus). In addition, there are several types of freshwater fish
such as wader fish (Rasbora Jacobsoni) and tawes fish (Barbonymus gonionotus) that
could be utilized because they has a potential to produced as a protein hydrolyzate
which contain antioxidant activity.

The experimental design in this research were used experimental laboratory
with two factor. The A factor was the type of fish and the B factor was the biduri
enzyme concentration. The making process of protein hydrolisates begins with
deboning and eviseration process followed by destruction and homogenization. The
next process was hydrolysis process at 55°C for 3 hours with the addition of biduri
enzyme according to treatment. Fish protein hydrolysates then conducted analysis
include degree of hydrolysis, antioxidant activity using DPPH and reducing power

methods, amino acid composition, and protein molecular weight distribution.
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The results showed that antioxidant activity of protein hydrolysates obtained
from saltwater fish included baji-baji, bibisan fish and freshwater fish include wader,
tawes had percent value of inhibition (% RSA) respectively 39,33%; 51,01%; 42,70%
and 53,21%. ICso value was about 1261,44 ppm; 1027,20 ppm; 1159,76 ppm and
935,84 ppm. The reducing power value was 0,501; 0,515; 0,508 and 0,524. Protein
hydrolysates obtained from bibisan fish and tawes fish had 15 kinds of amino acid
such as glutamic acid, aspartic acid and lysine, respectively 13,95%; 8,80%; and
8,87% in tawes protein hydrolysates, and 13,34%; 8,36%; and 8,20% in the bibisan
protein hydrolysates. The molecular weight distribution of protein hydrolyzate
obtained from bibisan fish had a value about 20,84 kDa; 50,66 kDa, whereas the
molecular weight of protein hydrolysates obtained from tawes fish was 23,09 kDa;
59,08 kDa.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Antioksidan merupakan senyawa yang diperlukan oleh tubuh untuk
menangkal radikal bebas. Asupan antioksidan bisa didapatkan dari sayuran, biji-
bijian, kacang-kacangan, dan buah-buahan yang banyak mengandung vitamin C,
E, A dan B-karoten (Winarsi, 2007). Antioksidan juga dapat ditemukan pada
bahan pangan hewani misalnya daging atau hidrolisat protein dari bahan pangan
hewani tertentu yang mengandung senyawa bioaktif peptida (Je et al., 2008).
Peptida merupakan fragmen pecahan protein yang tersusun dari 3-10 asam amino
(Mine et al.,, 2006). Aktivitas antioksidan peptida sangat ditentukan oleh
komposisi dan urutan asam amino penyusun peptida. Pada umumnya, peptida
yang memiliki sifat sebagai antioksidan mampu bertindak sebagai pengikat
radikal bebas, donor proton dan menghambat pengikatan ion logam.

Hidrolisat protein  memiliki potensi sebagai antioksidan dengan
kemampuannya dalam mereduksi radikal bebas (free radical scavenging), donor
proton dan pengikat ion logam (Samaranayaka & Li-Chan, 2011). Menurut Park
et al. (2001), hidrolisat protein dapat menghambat oksidasi lipid dalam makanan
dan sistem seluler. Aktivitas antioksidan dari hidrolisat protein tergantung pada
jenis peptida dalam hidrolisat (Wiriyaphan et al., 2011). Menurut Mendis et al.
(2005), hidrolisat protein yang mengandung asam amino hidrofobik yaitu proline,
leucine, alanine, tryptophan dan phenylalanine memiliki aktivitas antioksidan.
Peptida yang mengandung tyrosine dan methionine juga menunjukkan aktivitas
antioksidan yang tinggi, diikuti oleh cystein dan histidine (Davalos et al., 2004).
Asam aspartat, asam glutamat dan lysine memiliki peran yang penting
untukmengkelat ion logam oleh sisi karboksil dan asam amino kelompok dalam
rantai samping asam amino (Rajapakse et al., 2005). Salah satu produk hidrolisat
yang terbukti memiliki aktivitas antioksidan adalah hidrolisat protein ikan (Je et

al., 2008). Hidrolisat protein ikan diproduksi melalui proses hidrolisis enzimatis
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yang menggunakan enzim protease sebagai katalisator. Enzim protease dapat
diperoleh dari getah tanaman, salah satunya adalah getah tanaman biduri.
Ketersediaan tanaman biduri sangat melimpah dan banyak ditemukan di pesisir
pantai. Hasil karakterisasi enzim protease biduri berdasarkan spesifitasnya
termasuk dalam golongan eksopeptidase (Witono, 2009). Jenis eksopeptidase
akan memecah polipeptida pada ujung protein, sehingga dihasilkan peptida rantai
panjang dan asam amino. Produksi hidrolisat protein ikan secara enzimatis bisa
dilakukan pada jenis ikan laut dan ikan air tawar yang memiliki kandungan
protein yang cukup tinggi.

Beberapa jenis ikan air tawar dan ikan air laut Indonesia banyak yang bisa
dimanfaatkan sebagai hidrolisat protein. Komoditi hasil perikanan yang
mempunyai potensi menguntungkan diantaranya adalah ikan baji-baji
(Platycephalidae cymbacephalus) dan ikan bibisan (Apogon albimaculosus). Pada
tahun 2012, produksi penangkapan ikan baji-baji dan bibisan di Kabupaten
Sumenep mencapai 23,934 dan 84,575 ton (Purwandhani, 2013). lkan baji-baji
dan bibisan biasanya hanya digunakan sebagai bahan baku pembuatan kerupuk.
Selain ketersedianya yang melimpah dan minimnya pemanfaatan dari kedua ikan
tersebut, nilai ekonomi kedua ikan tersebut juga sangat rendah, yaitu berkisar
antara Rp. 3000 rupiah perkilogram. Selain komoditi hasil perikanan laut, terdapat
beberapa jenis ikan air tawar seperti ikan wader (Rasbora Jacobsoni) dan ikan
tawes (Barbonymus gonionotus) yang bisa dimanfaatkan karena memiliki potensi
untuk diproduksi sebagai hidrolisat protein yang mempunyai aktivitas
antioksidan.lkan wader, tawes, baji-baji dan bibisan memiliki kadar protein yang
relatif tinggi, berturut-turut sebesar 12,56%, 19%, 17,86% dan 18,26%. Kadar
protein yang relatif tinggi tersebut bisa meningkatkan nilai ekonomi dan nilai
guna dalam segi pangan fungsional ikan air laut dan ikan air tawar. Upaya yang
bisa dilakukan adalah dengan memanfaatkan kandungan protein ikan tersebut
sebagai produk protein hidrolisat yang memiliki potensi sebagai antioksidan (Je et
al., 2008). Senyawa antioksidan sangat berperan penting baik dalam industri
pangan maupun bidang kesehatan (Balti et al., 2011). Hidrolisat protein ikan

memiliki aktivitas antioksidan yang bermanfaat untuk mencegah ketengikan pada
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makanan (Venugopal 2006), apabila dilakukan pemurnian senyawa hidrolisat
dapat dimanfaatkan sebagai senyawa bioaktif dalam bentuk nutraceutical.
Aktivitas antioksidan dari hidrolisat protein ikan air laut jenis baji-baji, bibisan
dan ikan air tawar jenis wader, dan tawes diharapkan mampu menambah
pengetahuan tentang teknologi pengolahan ikan tersebut menjadi produk yang

menguntungkan baik secara ekonomi maupun nutrisi pangan.

1.2 Rumusan Masalah

Ikan air laut jenis baji-baji dan bibisan mengandung protein masing-masing
sebesar 17,86% dan 18,26%. lkan air tawar jenis wader dan tawes mengandung
protein masing-masing sebesar 12,56%dan 19%. Menurut Je et al., (2008),
kandungan protein yang cukup tinggi pada masing-masing jenis ikan bisa
dimanfaatkan menjadi produk hidrolisat protein. Hidrolisat protein ikan
diproduksi melalui proses hidrolisis enzimatis yang menggunakan enzim protease
biduri sebagai katalisator. Hidrolisat protein ikan diketahui mengandung senyawa
bioaktif berupa antioksidan yang dapat mereduksi senyawa radikal bebas yang
berbahaya bagi tubuh (Je et al., 2008). Masalah yang harus dijawab dalam
penelitian ini adalah seberapa besar aktivitas antioksidan pada hidrolisat protein
ikan air laut jenis baji-baji dan ikan bibisan, serta ikan air tawar jenis wader dan

tawes.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Mengetahui aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan air laut jenis baji-
baji, bibisandan ikan air tawar jenis wader dan tawes.
2. Mengetahui komposisi asam aminohidrolisat ikan air laut dan ikan air tawar
dengan aktivitas antioksidan tertinggi.
3. Mengetahui distribusi berat molekul protein hidrolisat protein ikan air laut

dan ikan air tawar dengan aktivitas antioksidan tertinggi.
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1.4 Manfaat
Manfaat yang diharapkan dari hasil penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Mendorong penggalian sumber-sumber antioksidan alami berbasis potensi
ikan air laut dan ikan air tawar di Indonesia,

2. Menambah pengetahuan tentang ilmu terapan yang lebih menguntungkan dari
baji-baji, bibisan, wader dan tawes,

3. Meningkatkan nilai ekonomi dan nilai guna ikan baji-baji, bibisan, wader dan
tawes yang belum termanfaatkan secara optimal untuk produksi senyawa
bioaktif.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penentuan Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan pada bahan makanan tidak dapat diukur secara
langsung, melainkan melalui efek antioksidan dalam mengontrol proses oksidasi.
Metode yang digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan didasarkan pada
kemampuan antioksidan dalam mencegah proses oksidasi oleh radikal. Beberapa
metode penentuan antioksidan yang paling umum digunakan adalah metode
DPPH dan reducing power. Kedua metode tersebut dibedakan berdasarkan jenis
radikal dan cara kerja senyawa antioksidan.
2.1.1 Metode DPPH

Metode penangkapan radikal bebas senyawa DPPH (2,2-diphenyl-1-

picryl-hydrazyl) merupakan metode yang paling umum digunakan dalam
pengujian aktivitas antioksidan (Mailandari, 2012). Metode uji penangkapan
radikal bebas DPPH merupakan metode pengukuran aktivitas antioksidan
berdasarkan pada hydrogen atom transfer (HAT) dan electron transfer (ET) (Prior
et al., 2005). DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (C1sH12Ns0s) berperan sebagai
radikal bebas akan bereaksi dengan antioksidan membentuk DPPH-H (1,1-difenil-
2-pikrihidrazin) (Ci1sH13NsOs) dan radikal antioksidan. Antioksidan akan
mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal DPPH untuk melengkapi
kekurangan elektron dan membentuk radikal antioksidan yang lebih stabil
(Prakash, 2001). Reaksi ini menyebabkan terjadinya perubahan warna DPPH yang
semula ungu menjadi DPPH-H berwarna kuning yang dapat diukur dengan
spektrofotometer sinar tampak pada panjang gelombang 517 nm, sehingga
aktivitas penurunan radikal bebas oleh sampel dapat ditentukan (Juniarti et al.,
2009). Metode tersebut merupakan prinsip dasar DPPH sebagai senyawa untuk
mengukur aktivitas antioksidan pada berbagai macam sampel. Panjang gelombang
maksimum untuk larutan DPPH adalah 517 nm. Panjang gelombang dengan
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kisaran 500-560 nm dapat menyerap warna hijau dari warna komplementer ungu
(Underwood et al., 1986).

S oy Y
No + AH e NH + A
NO, NO;,
(ungu) (kuning)

Gambar 2.1 Reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa antioksidan (Sumber:
Pisochi et al., 2009)

DPPH mempunyai elektron phi yang dapat mengalami delokalisasi ke
seluruh bagian molekul, sehingga molekul tidak mengalami dimer seperti
kebanyakkan senyawa radikal bebas lain. Proses delokalisasi ini memberikan
warna ungu gelap yang dikarakterisasi oleh pita absorbansi dalam pelarut etanol
pada panjang gelombang 517 nm. Ketika DPPH direaksikan dengan senyawa
yang dapat mendonasikan atom hidrogen, maka warna ungu tersebut akan
memudar yang menggeser pita serapan menuju panjang gelombang lebih kecil
menjadikan warna DPPH menjadi kuning. Parameter yang dapat digunakan untuk
menginterpretasi hasil uji DPPH diantaranya adalah ICso. Nilai ICso didefinisikan
sebagai konsentrasi ekstrak yang dapat menyebabkan penurunan aktivitas DPPH
sebanyak 50% yang dilihat dari pengurangan intensitas warna ungu (Molyneux,
2004). Semakin tinggi aktivitas antioksidan, maka nilai parameter 1Cso akan
semakin kecil (Blois, 1958).

2.1.2 Reducing Power

Metode reducing power ini didasarkan pada prinsip peningkatan
absorbansi dari reaksi campuran. Peningkatan absorbansi menunjukan
peningkatan aktivitas antioksidan. Menurut Oyaizu (1986), reducing power
didasarkan pada electron transfer (ET) dan tidak didasarkan pada hydrogen atom
transfer (HAT). Kebanyakkan senyawa antioksidan mempunyai kemampuan
transfer atom hidrogen. Uji antioksidan lain diperlukan untuk dapat memberikan
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hasil dari proses trasnfer hidrogen, seperti DPPH dan ORAC assay (Prior et al.,
2005). Uji reducing power dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu bahan
pangan sebagai antioksidan sekunder. Senyawa antioksidan yang memiliki
kemampuan mereduksi akan bereaksi dengan ferisianida [Fe(CN)s]*>* membentuk
ferosianida [Fe(CN)s]*. Proses transfer elektron menjadi aktif dengan medium
berupa buffer phospat. Ferosianida kemudian bereaksi dengan feriklorida (FeCls)
membentuk kompleks berwarna Perl’s Prussian Blue yang memiliki absorbansi
maksimum pada panjang gelombang 700 nm (Ferreira et al., 2007). Suasana asam
pada analisis reducing power digunakan untuk menjaga kelarutan besi (Prior et
al., 2005). Reaksi yang terjadi pada uji reducing power terdapat pada persamaan
berikut.

pH 6,6
[Fe(CN)e]* + & » [Fe(CNg]*

H+ (suasana asam)
4Fe3+ + 3[Fe(CNe]* »  Fe4[Fe(CN)6]3

Kompleks berwarna Per/’s
Prussian Blue

Senyawa antioksidan membentuk kompleks berwarna terhadap kalium
ferrisianida, asam trikloroasetat dan besi (I11) klorida. Peningkatan pada serapan
campuran reaksi menunjukan kekuatan mereduksi dari antioksidan. Hal ini
diakibatkan oleh semakin banyaknya kompleks Perl’s Prussian Blue Yyang
terbentuk. Perubahan warna yang terjadi pada analisis reducing power dapat
diukur pada panjang gelombang 700 nm. Panjang gelombang dengan kisaran 610-
750 nm dapat menyerap warna merah dari warna komplementer biru-hijau
(Underwood et al., 1986). Warna komplementer merupakan warna yang dapat
dilihat dalam kehidupan sehari-hari. Misalnya suatu zat akan berwarna orange bila
menyerap warna biru dari spektrum sinar tampak dan suatu zat akan berwarna
hitam bila menyerap semua warna yang terdapat pada spektrum sinar tampak.
Untuk lebih jelasnya, spektrum cahaya tampak dan warna-warna komplementer
dari spektrofotometer dapat dilihat pada Tabel 2.1
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Tabel 2.1 Spektrum cahaya tampak dan warna-warna komplementer

Panjang gelombang

(nm) Warna Warna komplementer
400-435 Violet Kuning-Hijau
435-480 Biru Kuning
480-490 Hijau-biru Orange
490-500 Biru-hijau Merah
500-560 Hijau Ungu
560-580 Kuning-hijau Violet
580-595 Kuning Biru
595-610 Orange Hijau-biru
610-750 Merah Biru-hijau

Sumber: Underwood et al. (1986)

2.2 Antioksidan dari Golongan Peptida

Antioksidan merupakan senyawa kimia yang dapat menyumbangkan satu
atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga dapat menunda atau mencegah
oksidasi yang disebabkan oleh radikal bebas (Winarsi, 2007). Senyawa
antioksidan memiliki berat molekul kecil yang mampu menginaktivasi
berkembangnya reaksi oksidasi, sehingga kerusakan sel dapat dihambat (Winarsi,
2007). Secara endogen, antioksidan juga diproduksi oleh tubuh berupa enzim
superoksida dismutase atau SOD, katalase, dan glutation peroksidase, serta
senyawa lain berupa flavonoid, albumin, bilirubin, dan seruloplasmin (Winarsi,
2007). Senyawa antioksidan juga dapat ditemukan pada bahan pangan hewani
misalnya daging atau hidrolisat protein dari bahan pangan hewani tertentu yang
mengandung senyawa bioaktif peptida. Menurut Je et al. (2008), hidrolisat protein
ikan telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan. Aktivitas antioksidan dari
hidrolisat protein tergantung pada jenis peptida dalam hidrolisat.

Peptida bioaktif adalah suatu jenis peptida yang memiliki urutan komposisi
asam amino yang pasti, merupakan fragmen pecahan protein, dengan protein
aslinya sendiri tidak memiliki keaktifan biologi (Mine et al., 2006). Senyawa
peptida menunjukkan sifat-sifat spesifik, segera setelah lepas dari atau dilepaskan
dari molekul protein aslinya oleh kerja enzim. Peptida bioaktif biasanya memiliki
berat molekul yang rendah, hanya terdiri atas 3 sampai 10 asam amino, dan

biasanya bersifat hidrofobik. Senyawa peptida bioaktif bekerja sangat aktif dan
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mempunyai efek positif bagi kesehatan saluran pencernaan manusia (Mine et al.,
2006). Beberapa penelitian tentang pencernaan secara in vitro membuktikan
bahwa peptida yang dihasilkan dari protein makanan tertentu oleh enzim
pencernaan manusia memiliki aktivitas antioksidan yang kuat. Peptida ini
menghambat peroksidasi lipid dan menetralkan hidroksil dan radikal superoksida.
Pada umumnya, peptida yang mempunyai sifat sebagai antioksidan mampu
bertindak sebagai pengikat radikal bebas, donor proton dan menghambat
pengikatan ion logam. Pengikatan ion logam oleh peptida juga bisa merubah
siklus redoks yang sangat penting untuk beberapa oksidasi pembentukan
logam (Xiong, 2010). Peptida yang bersifat sebagai antioksidan umumnya terdiri
dari 2-10 residu asam amino, dan urutan asam amino menjadi faktor penentu
keberhasilan antioksidan peptida. Beberapa macam asam amino seperti tirosin,
metionin, histidin, lisin, dan triptofan telah diketahui memiliki aktivitas
antioksidan (Wang et al., 2005). Berikut merupakan mekanisme penghambatan
radikal oleh senyawa glutathion yang merupakan peptida yang terdiri dari asam
amino glutamat, sistein dan glisin.

elektron digunakan untuk
mereduksi senyawa radikal

s
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Gambar 2.2 Mekanisme reaksi senyawa peptida dalam menghambat radikal
(Sumber: Xiong, 2010)
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Peptida bioaktif dapat ditemukan pada bahan pangan seperti daging, susu
atau produk hasil hidrolisat protein. Menurut Park et al. (2001), hidrolisat protein
dapat menghambat oksidasi lipid dalam makanan dan seluler sistem. Aktivitas
antioksidan dari hidrolisat protein tergantung pada jenis peptida dalam hidrolisat.
Hidrolisat kaya peptida yang mengandung asam amino hidrofobik, seperti proline,
leucine, alanine, tryptophan, dan phenylalanine diyakini memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi (Mendis et al., 2005). Peptida yang mengandung
tryptophan, tyrosine, methionine juga menunjukkan aktivitas antioksidan yang
tinggi, diikuti oleh cystein dan histidine (Davalose et al., 2004). Asam aspartat,
asam glutamat dan lysine memiliki peran yang penting dalam pengkelat ion logam
oleh karboksil dan asam amino kelompok dalam rantai samping (Rajapakse et al.,
2005). Pada dasarnya, hidrolisat protein hewani dan nabati semuanya
mengandung peptida antioksidan. Tidak semua peptida bersifat antioksidan dan

beberapa ada yang prooksidasi tergantung pada jenis peptida dalam hidrolisat.

2.3 Peptida

Peptida merupakan fragmen pecahan protein yang terbentuk dari dua atau
lebih asam amino (Mine et al., 2006). Jika jumlah asam amino masih di bawah 50
molekul disebut peptida, namun jika lebih dari 50 molekul disebut dengan protein.
Asam amino saling berikatan dengan ikatan peptida. Ikatan peptida atau ikatan
amida adalah ikatan kovalen yang terbentuk antara 2 molekul ketika gugus
karboksil (-COOH) dari molekul yang satu bereaksi dengan gugus amino (NHz)
dari molekul yang lain, dengan melepaskan satu molekul air. Reaksi ini tergolong
sintesis dehidrasi, yaitu penggabungan 2 molekul monomer dengan melepaskan
satu molekul air. Reaksi ini juga dikenal sebagai reaksi kondensasi dan umumnya
terjadi pada molekul asam amino. Unsur asam amino penyusun peptida disebut
residu asam amino. Penamaan peptida didasarkan kepada banyaknya residu,
bukan banyaknya ikatan peptida. Peptida yang disusun oleh tiga residu disebut
tripeptida. Peptida yang disusun oleh lebih dari sepuluh residu asam amino

disebut polipeptida. Suatu jenis polipeptida mempunyai aktivitas fisiologis
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tertentu dan apabila dilakukan penggantian satu residu atau lebih maka dapat
mengurangi aktivitas fisiologis dari polipeptida tersebut.

gugus kaboksil gugus amina

H3N C

\ B
/N
. R, II Q H R;

gugus amina gugus karboksil

Gambar 2.3 Ikatan Peptida (Sumber: Sugiyono, 2004)

Ikatan pepetida merupakan ikatan tingkat primer. Dua molekul asam amino
yang saling diikatkan dengan cara demikian disebut ikatan dipeptida. Bila tiga
molekul asam amino, disebut tripeptida dan bila lebih banyak lagi disebut
polipeptida. Polipeptida yang hanya terdiri dari sejumlah beberapa molekul asam
amino disebut oligopeptida. Molekul protein adalah suatu polipeptida, dimana
sejumlah besar asam-asam aminonya saling dipertautkan dengan ikatan peptida
tersebut (Gaman, 1992). Asam amino dan peptida dapat dihasilkan dengan cara

menghidrolisis protein.

2.4 Hidrolisat Protein

Hidrolisat protein merupakan produk yang dihasilkan dari peruraian protein
menjadi senyawa-senyawa berantai pendek karena adanya proses hidrolisis baik
oleh enzim, asam maupun basa (Pigot et al., 1990). Proses hidrolis yang sempurna
akan diperoleh hidrolisat yang terdiri dari campuran 18 sampai 20 macam asam
amino. Produk akhir dapat berbentuk cair, pasta atau bubuk yang bersifat
higroskopis. Hidrolisat protein bisa didapatkan dari bahan pangan yang
mengandung protein seperti kacang-kacangan, daging, maupun ikan. Pengolahan
ikan menjadi hidrolisat protein bertujuan mendapatkan bahan pangan yang lebih

mudah dicerna oleh tubuh karena proteinya telah terurai menjadi asam amino dan
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peptida yang lebih sederhana. Pada umumnya, pemanfaatan hidrolisat protein ikan
adalah untuk pembuatan pepton yang digunakan sebagai media pertumbuhan
mikroorganismevdalam perkembangan bioteknologi (Wijayanti, 2009). Hidrolisat
protein ikan pada industri pangan dapat ditambahkan ke dalam suplemen makanan
diet dan pada industri farmasi digunakan untuk pembuatan produk-produk
dermatologis, seperti krim pembersin muka dan pelembab kulit. Selain itu,
hidrolisat protein ikan dapat digunakan secara fungsional sebagai bahan
pengemulsi (Schimidi et al., 1994). Hidrolisat protein ikan memiliki potensi yang
baik untuk dijadikan sebagai sumber komponen peptida bioaktif yang belum
banyak dikembangkan. Hidrolisat protein ikan memiliki aktivitas menangkap
radikal bebas, menghambat peroksidasi lipid, dan antioksidan.

Hidrolisat protein ikan bisa di dapatkan dari jenis ikan laut yang memiliki
kandungan protein yang cukup tinggi, misalnya ikan baji-baji dan ikan bibisan
yang ketersedianya cukup melimpah. Dewasa ini, telah dikembangkan hidrolisat
protein ikan dari jenis ikan air tawar yaitu ikan tawes dan wader. Produksi
hidrolisat protein dari ikan wader dan ikan tawes merupakan proses yang cukup
sederhana. Hidrolisat protein ikan tersebut memiliki sifat fungsional penting
dalam pengolahan pangan, seperti flavour enhancer, pembentuk tekstur, dan

kelarutan tinggi dalam air (Hall et al., 1992).

2.5 Proses Hidrolisis Protein

Hidrolisis protein merupakan suatu proses degradasi protein secara
hidrolitik dengan katalisator berupa asam, basa, atau enzim proteolitik yang
menghasilkan produk berupa asam amino dan peptida (Hasnaliza et al., 2010).
Hidrolisis ikatan peptida akan menyebabkan beberapa perubahan pada protein,
yaitu meningkatkan kelarutan karena bertambahnya kandungan NH3z" dan COO
serta berkurangnya berat molekul protein atau polipeptida, rusaknya struktur
globular protein. Berikut merupakan mekanisme reaksi protein sebelum

terhidrolisis dan setelah terhidrolisis.
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Gambar 2.4 Struktur protein sebelum dan sesudah proses hidrolisis
(Sumber: Hidayat, 2005 )

Hidrolisis protein bisa dilakukan dengan dengan tiga macam cara yaitu
hidrolisis asam, hidrolisis asam dan hidrolisis menggunakan enzim (Pigot et al.,
1990). Hidrolisis asam dilakukan dengan menggunakan asam kuat anorganik,
seperti HCI atau H2SO4 pekat dan dipanaskan pada suhu 100°C. Hidrolisis asam
dapat dilakukan dengan tekanan di atas satu atmosfer, selama beberapa jam.
Menurut Girindra (1993), efek samping yang terjadi dengan hidrolisis asam ialah
rusaknya beberapa asam amino seperti triptofan, dan threonin. Hidrolisis basa
merupakan proses pemecahan polipeptida dengan menggunakan basa atau alkali
kuat, seperti NaOH dan KOH pada suhu tinggi selama beberapa jam, dengan
tekanan di atas satu atmosfer. Menurut Girindra (1993), asam amino serin dan
threonin akan rusak dengan proses hidrolisis menggunakan metode basa. Teknik
hidrolisis yang ketiga yaitu hidrolisis enzimatis. Hidrolisis enzimatis dilakukan
dengan mempergunakan enzim. Dapat digunakan satu jenis enzim saja, atau
beberapa jenis enzim yang berbeda. Penambahan enzim perlu dilakukan
pengaturan pada kondisi pH dan suhu optimum, dikarenakan enzim dapat bekerja
secara maksimal pada pH dan suhu tertentu.

Metode enzimatik lebih disukai dari teknik hidrolisis kimia karena hidrolisis
kimia melibatkan penggunaan asam kuat atau alkali yang dapat menurunkan
kandungan asam amino. Hidrolisis secara enzimatis lebih efisien, murah,
menghasilkan hidrolisat protein ikan tanpa kehilangan asam amino esensial, serta
terhindar dari perubahan atau kerusakan produk yang bersifat non-hidrolitik,

karena pada proses hidrolisis dengan asam maupun basa dapat merusak sebagian
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asam amino dan juga menghasilkan senyawa beracun (Ariyani et al., 2003).
Menurut Hidayat (2005), hidrolisis protein dipengaruhi oleh konsentrasi bahan
penghidrolisis, suhu, pH dan waktu hidrolisis. Peningkatan konsentrasi enzim
akan meningkatkan volume hidrolisat protein ikan yang bersifat tak larut menjadi
senyawa nitrogen yang bersifat larut. Enzim yang dapat digunakan untuk
hidrolisis protein adalah enzim proteolitik. Dimana enzim ini dapat membantu
pemutusan ikatan peptida pada rantai protein dan dapat meningkatkan kadar

protein terlarut.

2.6 Enzim Protease Biduri

Enzim adalah protein yang berfungsi sebagai katalisator untuk reaksi-reaksi
kimia di dalam sistem biologi (Suhartono, 1992). Katalisator berperan dalam
mempercepat reaksi kimia. Enzim bekerja sangat spesifik dalam arti suatu enzim
hanya dapat mengkatalisa satu atau beberapa reaksi. Sebagai contoh adalah enzim
protease yang merupakan jenis enzim golongan hidrolase yang berfungsi untuk
menghidrolisis protein (Akhdiya, 2003). Enzim protease dapat diperoleh dari
getah tanaman, salah satunya adalah getah tanaman biduri. Enzim protease bisa
didapatkan dari tanaman biduri baik dari getah, batang, maupun daun (Witono et
al., 2006). Hasil karakterisasi enzim protease biduri berdasarkan spesifitasnya
termasuk dalam golongan eksopeptidase (Witono, 2009). Jenis eksopeptidase
memecah polipeptida pada ujung protein, sehingga dihasilkan peptida rantai
panjang dan asam amino.

Enzim protease biduri memiliki suhu hidrolisis optimum pada suhu 55°C dan
aktivitas optimal enzim protease biduri pada pH 7 (Witono et al., 2007a). Enzim
biduri juga memiliki daya tahan terhadap panas (termostabilitas) yang cukup
tinggi dan terdenaturasi dengan cepat pada suhu 90°C. Berat molekul enzim
biduri adalah sekitar 25,18 kDa (Witono et al., 2007a). Reaksi katalisa protease
secara umum adalah menghidrolisis ikatan peptida protein seperti pada Gambar
2.5
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R1 = rantai peptida sebelumnya
R2 = rantai peptida sesudahnya

Gambar 2.5 Reaksi katalisis enzim protease dalam menghidrolisis ikatan
peptida protein (Sumber: Winarno, 1993)

Ekstrak kasar protease biduri mempunyai kemampuan untuk
mengempukkan daging (Witono et al., 2002) dan menggumpalkan susu sebagai
rendemen keju (Witono et al., 2003). Penggunaan enzim biduri (bersifat
eksopeptidase) dalam pembuatan hidrolisat protein kedelai menghasilkan nilai
kadar air dan tingkat ketengikan yang rendah serta nilai kadar protein terlarut dan
jumlah produk Maillard yang tinggi (Witono et al., 2007b). Semakin besar
konsentrasi penggunaan enzim biduri (bersifat eksopeptidase) dalam pembuatan
hidrolisat protein ikan bernilai ekonomi rendah menghasilkan nilai produk
Maillard yang semakin tinggi dan tingkat ketengikan rendah. Hal ini
menunjukkan enzim biduri dapat menghasilkan hidrolisat protein dengan
karakteristik baik (Witono et al., 2014a).

2.7 Ikan Wader

Ikan wader (Rasbora jacobsoni) merupakan ikan yang mempunyai ukuran
kurang lebih 7-20 cm, memiliki warna tubuh coklat kekuningan, berwarna agak
gelap di bagian dorsal, sisik tepi ikan wader bergaris coklat, dan biasanya hidup
secara berkoloni. Ikan wader sering ditemukan hidup berkelompok di dasar
sungai-sungai kecil berbatu yang berarus sedang dengan kisaran suhu antara
22-24°C dan pH perairan antara 6,0 — 6,5 (Froese et al., 2010). Menurut
Djumanto et al. (2008), di Indonesia terdapat 43 spesies ikan dari genus Rasbora,
salah satunya adalah Rasbora jacobsoni yang tersebar diwilayah Sumatra, Jawa,
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Kalimantan, Bali, Nusa Tenggara dan Sulawesi. Setiap jenis ikan wader memiliki
sifat yang berbeda, baik ukuran tubuh, kecepatan pertumbuhan, dan rasa
dagingnya (Budiharjo, 2002). Klasifikasi ikan wader (Rasbora jacobsoni)
menurut Budiharjo (2002), adalah sebagai berikut.

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Sub Philum  : Vertebrata

Class : Pisces

Ordo : Cypriniformes
Familia : Cyprinidae

Genus : Rasbora

Species : Rasbora jacobsoni

‘A y il
Gambar 2.6 Ikan wader (Rasbora jacobsoni) (Sumber: Sari, 2015)

Ikan wader memiliki kandungan protein yang relatif tinggi yaitu sebesar
12,56% (Akbariwati, 2015). Kandungan protein yang tinggi ini membuatnya
cocok untuk diolah sebagai bahan pangan sehari-hari maupun olahan lain seperti
hidrolisat protein. Pada umumnya ikan wader dimanfaatkan untuk dikonsumsi
secara lokal sebagai lauk, karena selain kandungan proteinya yang tinggi, ikan
wader memiliki tekstur daging yang lembut dan rasa yang gurih, duri di dalam
tubuhnya juga tidak terlalu besar. Ikan wader pada umumnya dimanfaatkan untuk
dikonsumsi secara lokal sebagai lauk (Indrayana, 2012). Berikut adalah

kandungan nilai gizi ikan wader dalam 100 gram daging.
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Tabel 2.2. Komposisi kimia ikan wader dalam 100 g daging

Komposisi Kimia Nilai
Kalori (Kal) 84
Air (%) 76
Protein (g) 14,8
Lemak (Q) 2,3
Kolesterol (mg) 58
Zat besi (mg) 0,3

Sumber : Zaelani (2012).

Dewasa ini, telah dikembangkan hidrolisat protein ikan dari jenis ikan air
tawar yaitu ikan wader. Produksi hidrolisat protein dari ikan wader merupakan
proses yang cukup sederhana. Langkah awal yang dilakukan adalah pencampuran
bahan baku dengan air, kemudian diikuti dengan penyesuaian suhu dan pH
optimal, penambahan enzim dan reaksi hidrolisis enzimatis pada waktu tertentu,
penginaktivasian enzim, langkah terakhir adalah pengeringan dan pemekatan
(Kristinsson, 2000). Komposisi kimia hidrolisat ikan dapat dilihat pada Tabel 2.3

Tabel 2.3. Komposisi kimia hidrolisat protein ikan wader per 100 g

Komposisi kKimia Nilai
Air (9) 7,28
Abu (g) 8,19
Lemak (g) 16,27
Total Nitrogen (g) 20,07

Sumber : Lestari (2016).

2.8 Ikan Tawes

Ikan tawes (Barbonymus gonionotus) merupakan ikan yang mempunyai
bentuk badan agak panjang kurang lebih 7 - 15 cm dan pipih dengan punggung
meninggi. lkan tawes banyak ditemukan di Indonesia terutama di perairan pulau
Jawa seperti rawa, danau, dan sungai yang jernih dengan kisaran suhu antara 22-
28°C dan pH perairan berkisar antara 7. Ikan tawes mempunyai mulut yang kecil
terletak pada ujung hidung, memiliki garis rusuk sempurna yang berjumlah antara
29-31 buah. Badan ikan tawes berwarna keperakan agak gelap di bagian
punggung. Sirip punggung dan sirip ekor iksn tawes berwarna abu-abu atau

kekuningan (Kottelat et al., 1993). lkan tawes termasuk ke dalam famili
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Cyprinidae, sama seperti ikan mas dan ikan nilem. Berikut adalah klasifikasi ikan
tawes menurut Nelson (2006).

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Class : Actinopterygi
Sub Class : Neopterygi
Ordo : Cypriniformes
Familia : Cyprinidae
Genus : Barbonymus

Species : Barbonymus gonionotus

Gambar .7 Ikan tas (Barbon oonouSmer: aia, 2012)
Dalam kehidupan sehari-hari, ikan tawes banyak dimanfaatkan sebagai
menu pangan. lkan tawes banyak disukai oleh masyarakat untuk dikonsumsi
karena mempunyai daging dengan tekstur yang kenyal, sedikit lemak, dan bergizi
tinggi. Ikan ini memiliki nilai protein sebesar 19% (Nio, 2012) dan kandungan
asam lemak Omega-3 sebesar 1,5/100 gram (Muthmainnah, 2008). Berikut adalah

kandungan nilai gizi ikan tawes dalam 100 gram daging.
Tabel 2.4. Komposisi kimia ikan tawes dalam 100 g daging

Komposisi kimia Nilai
Energi (kal) 193
Air (g) 66
Protein (g) 19
Lemak (g) 13
Mineral (g) 20
Kalsium (mg) 48
Fosfor (g) 150
Besi (mg) 0,4

Sumber : Nio (2012).
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2.9 Ikan Baji-baji

Ikan baji-baji (Platycephalidae cymbacephalus) merupakan salah satu
jenis komoditas ikan inferior. Komoditas ikan inferior merupakan komoditas ikan
yang mempunyai nilai ekonomis rendah yang belum banyak pemanfaaatanya
(Saputra, 2006). Ikan baji-baji memiliki nama latin Platycephalus scaber, Cotus
scaber, dan Thysanopris scaber (Kuronuma et al., 1986). Ciri-ciri dari ikan baji-
baji adalah bentuk kepala dan tubuh picak, tubuh dan ekor pada bagian atas
tertutup sisik kretoid yang berukuran kecil, serta sisik sikloid pada bagian bawah
yang datar. lkan famili Platycephalidae hidup di dasar laut yang dangkal
berlumpur, berpasir dan kadang-kadang ditemukan pada daerah estuari.

W -

Gambar 2.8 Ikan baji-baji (Platycephalidae cymbacephalus) (Sumber:
Purwandani, 2015)

Ikan baji-baji mempunyai rasa enak dan daging yang tebal. Rasa enak yang
dihasilkan ketika diolah tersebut dikarenakan kandungan asam amino prekursor
rasa gurih yang tinggi. Pada uji komposisi asam amino yang telah dilakukan oleh
Witono et al. (2014), ikan baji-baji memiliki 17 jenis asam amino. Berikut

merupakan komposisi asam amino dari ikan baji-baji.
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Tabel 2.5. Hasil uji asam amino pada ikan baji-baji dengan metode HPLC

Jenis asam amino Satuan Jumlah
L-aspartic acid % (w/w) 2,100
L-serine % (wiw) 0,504
L-glutamic acid % (w/w) 3,218
Glycine % (wiw) 0,968
L-histidine % (w/w) 0,532
L-agrinine % (wiw) 1,449
L-thereonine % (w/w) 0,890
L-alanin % (wiw) 1,224
L-proline % (wiw) 0,802
L-cystine % (wiw) 0,027
L-tyrosine % (wiw) 0,688
L-valine % (wiw) 1,175
L-metheonine % (wiw) 0,788
L-lysineHCL % (wiw) 2,457
L-isoleucine % (w/w) 1,121
L-leucine % (wiw) 1,766
L-phenilalanine % (w/w) 1,011

Sumber : Witono et al. (2014).

Ikan baji-baji banyak ditemukan di sekitar perairan Pulau Talango
Kabupaten Sumenep - Madura. Secara umum, masyarakat talango memanfaatkan
ikan tersebut menjadi bahan dasar pembuatan kerupuk karena rasanya yang sangat
gurih. Rasa gurih tersebut dikarenakan kandungan asam glutamat yang tinggi.
Harga ikan baji-baji pun relatif murah, yaitu Rp. 3000 per kilogram. Dengan
harga yang sangat terjangkau dan pemanfaatan yang relatif minim, perlu adanya
inovasi untuk meningkatkan nilai ekonomi dan nilai guna ikan tersebut, salah

satunya adalah mengolah ikan tersebut menjadi hidrolisat protein.

2.10 Ikan Bibisan

Ikan bibisan (Apogon albimaculosus) merupakan salah satu jenis ikan yang
tergolong karnivora, mempunyai ukaran badan yang kecil dan gerakanya cepat
(Lieske, 1997). Beberapa jenis ikan bibisan berwarna terang dan mempunyai pola
warna yang menarik. Tubuhnya kecil memanjang, agak tinggi dan pipih,

kepalanya besar dengan mulut yang menonjol (Deptan, 2013).


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

21

Gambar 2.9 Ikan bibisan (Apogon albimaculosus) (Sumber: Purwandani,
2015)

Habitat ikan bibisan adalah disekitar pantai berkarang dan di antara
rumput laut. Namun ada juga yang hidup diantara daerah pasang surut yang
dangkal dan di perairan yang lebih dalam. Beberapa jenis ikan bibisan lebih suka
hidup di perairan payau atau di perairan tawar yang berjarak beberapa mil dari
laut. Ikan jenis ini banyak tersebar di perairan Maluku, Flores, Lampung,
Kepulauan Seribu, Bali dan Banyuwangi (Maesen, 1993). lkan bibisan juga
banyak ditemui di perairan Pulau Talango - Madura. Secara umum, masyarakat
Talango menganggap ikan bibisan adalah hama bagi para nelayan. Biasanya ikan
bibisan hanya dimanfaatkan sebagai umpan dalam mencari ikan. Belum ada
pemanfaatan yang lebih lanjut untuk menjadikan ikan tersebut mempunyai nilai
ekonomi dan nilai guna yang lebih tinggi. Pada uji komposisi asam amino yang
dilakukan, lkan bibisan juga memiliki 17 jenis asam amino. Komposisi asam

amino ikan bibisan daapat dilihat pada Tabel 2.6
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Jenis asam amino Satuan Jumlah
L-aspartic acid % (w/w) 1,915
L-serine % (wiw) 0,484
L-glutamic acid % (w/w) 3,150
Glycine % (wiw) 0,764
L-histidine % (w/w) 0,408
L-agrinine % (wiw) 1,208
L-thereonine % (wiw) 0,722
L-alanin % (wiw) 1,053
L-proline % (wiw) 0,632
L-cystine % (wi/w) 0,039
L-tyrosine % (wiw) 0,548
L-valine % (wiw) 1,035
L-metheonine % (wiw) 0,649
L-lysineHCL % (wiw) 2,345
L-isoleucine % (wiw) 0,975
L-leucine % (wiw) 1,560
L-phenylalanine % (w/w) 0,781

Sumber : Witono et al. (2014).


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

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan
dan Hasil Pertanian, Laboratorium Rekayasa Pangan dan Hasil Pertanian,
Laboratorium Analisa Terpadu Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas
Teknologi Pertanian Universitas Jember. Penelitian dilaksanalan pada bulan April
hingga Oktober 2017.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan baji-baji
(Platycephalidae cymbacephalus), ikan bibisan (Apogon albimaculosus) yang
diperoleh dari Desa Talango Kabupaten Sumenep — Madura. lkan tawes
(Barbonymus gonionotus) dan ikan wader (Rasbora jacobsoni) yang diperoleh di
Pasar Kreongan, Kecamatan Sumbersari Kabupaten Jember. Enzim protease
biduri hasil ekstraksi getah tanaman biduri yang diperoleh dari daerah pesisir
Watu Ulo - Jember.

Bahan kimia analisis yang digunakan adalah aquadest, buffer phospat 0,2
M pH 7, NaOH 0,01N, HCI 0,01N, etanol p.a, etanol 97%, BHT (Butylated
hydroxytoluene), NaH2POs, Na;HPO4, DPPH 0,1 mM, potassium ferricyanide
1%, TCA 10%, FeClz 0,1%, TCA 20%, selenium, H.SO. pekat, NaOH 40%, HCI
0,1 N, asam borat 4%, asam askorbat, buffer ekstraksi (50 mM MOPS-NAOH pH
7,5, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl, dan 1 mM Phenyl Methyl Sulfonyl Flouride
(PMSF)), reagen Bradford, Buffer loading (Tris-Cl 0,5 M pH 6,8; SDS 10%;
glycerol 10%; bromophenol blue), acrylamide 15%, buffer elektroda (Glycine 192
mM, Trisbase 25 mM, SDS 0,1%), Coomassie Brilliant Blue (CBB), Blue
Prestained Protein Standart, ortoftalaldehida (OPA), HCI 6 N, HCI 0,01 N,
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larutan buffer kalium borat pH 10,4, fase gerak (larutan A (Na-asetat, Na-EDTA,
metanol, THF) dan larutan B (metanol 95%, aquades)), flouresensi, ultra
techspere, kertas milipore No. 45.
3.2.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian meliputi HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel), spektrofotometer Shimadzu dan kuvetnya, destilator, vortex
Thermolyne type 16700, freeze dryer, sentrifuge Yenaco model YC-1180 dan
tabungnya, waterbath GFL 1083, lemari pendingin, freezer, ice box, pH meter Jen
Way tipe 3320, blender stainless steel Philips, pemanas listrik Maspion, pisau
stainless steel, neraca analitik Ohaus, pipet mikro, eppendorf, yellow tip, botol
semprot, bulp pipet, magnetic stirer, penjepit, baskom dan alat-alat gelas (Pyrex
dan Duran).

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian dilakukan menggunakan experimental laboratory
dengan dua faktor. Faktor A adalah jenis ikan dan faktor B adalah konsentrasi
penambahan enzim biduri. Adapun jenis ikan yang digunakan yaitu ikan bibisan
(Al), ikan baji-baji (A2), ikan wader (A3), dan ikan tawes (A4). Konsentrasi
enzim yang ditambahkan meliputi penambahan enzim biduri 1% (B1),
penambahan enzim biduri 2% (B2),dan penambahan enzim biduri 3% (B3).

Percobaan dilakukan dengan tiga kali pengulangan dan dua Kali
pengulangan pengamatan (duplo). Data hasil penelitian diolah dengan microsoft
excel dan dianalisis secara deskiptif. Data hasil analisis ditampilkan dalam bentuk
tabel, dan untuk mempermudah interprestasi data, dibuat grafik dan histogram.
3.3.2 Pelaksanaan Penelitian
a. Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahap, yaitu penelitian pendahuluan,

penelitian utama tahap |, dan penelitian utama tahap Il. Penelitian pendahuluan
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dilakukan untuk menentukan konsentrasi penambahan enzim biduri terbaik (1%,
2%, dan 3%) yang ditentukan berdasarkan aktivitas antioksidan (% RSA)
(Shimada et al., 1992) dan derajat hidrolisisnya (Hasnaliza et al., 2010).
Penelitian utama tahap | adalah pembuatan hidrolisat kering dari perlakuan terbaik
pada penelitian pendahuluan (penambahan enzim biduri 3%). Sampel yang
didapatkan kemudian dilakukan pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Shimada et al. 1992), penentuan nilai 1Cso, dan
reducing power (Oyaizu, 1986). Penelitian utama tahap Il adalah analisis
komposisi asam amino (AOAC, 2005) dan distribusi berat molekul (Laemlli,
1970) pada hidrolisat ikan air laut dan ikan air tawar yang memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi.
b. Pembuatan Hidrolisat Protein

Pembuatan hidrolisat protein ikan wader, tawes, baji-baji dan bibisan
mengacu pada metode Bhaskar et al. (2008) yang telah dimodifikasi. Ikan wader,
tawes, baji-baji dan bibisan yang masih dalam keadaan segar dilakukan deboning
dan eviserasi untuk menghilangkan kepala, tulang, sisik, isi perut dan ekor,
sehingga dihasilkan daging ikan. Daging ikan yang diperoleh kemudian dilakukan
pencucian menggunakan air mengalir. Tujuan dari proses pencucian ini untuk
menghilangkan sisa kotoran setelah proses deboning dan eviserasi. Selanjutnya,
daging ikan dilakukan penghancuran dan homogenisasi menggunakan blender
dengan perbandingan aquades dan bahan adalah 2:1 (volume/berat) dari berat
daging ikan. Suspensi yang didapatkan kemudian dilakukan pengondisian pH
dengan menambahkan NaOH 0,01 N atau HCI 0,01 N sampai niali pH mencapai
angka 7. Proses hidrolisis menggunakan pH 7 dikarenakan enzim protease biduri
memiliki aktivitas optimal pada pH 7 (Witono et al., 2007a). Ketika nilai pH
diubah, hal ini akan mengarah ke perubahan bentuk enzim. Perubahan tingkat pH
yang signifikan akan membuat enzim dan substrat mengalami denaturasi,
sehingga hidrolisis tidak akan berjalan secara optimal. Suspensi daging ikan yang
kemudian dilakukan penambahan enzim biduri sebanyak 1%, 2%, dan 3% (v/w)
untuk penelitian pendahuluan, dan 3% untuk penelitian utama tahap 1 dimana

penambahan 3% merupakan penambahan enzim yang menghasilkan derajat
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hidrolisis dan persen penghambatan tertinggi pada penelitian pendahuluan.
Suspensi yang telah ditambahkan enzim kemudian diletakan dalam waterbath
untuk dilakukan proses hidrolisis.

Hidrolisis dilakukan menggunakan waterbath suhu 55°C selama 3 jam.
Proses hidrolisis dilakukan pada suhu 55°C selama 3 jam karena merupakan suhu
dan waktu yang optimum untuk menghidrolisis protein ikan dengan enzim biduri.
Jika suhu hidrolisis lebih dari 55°C, stabilitas struktur molekul enzim tidak dapat
dipertahankan dan pudar, sehingga aktivitas proteolitiknya hilang. Sejalan dengan
hal tersebut, jika hidrolisis dilakukan dibawah waktu 3 jam, hidrolisis tidak akan
berjalan maksimal, sedangkan jika diatas 3 jam kerja enzim akan berada pada
tahap stasioner. Menurut Shahidi et al., (1995), tahap stasioner terjadi karena
adanya penghambatan kinerja enzim untuk menghidrolisis substrat akibat
terbentuknya produk dalam jumlah besar. Asam amino yang terbentuk dari proses
hidrolisis akan menutup sisi aktif protein substrat, sehingga enzim tidak dapat
melanjutkan proses hidrolisis. Setelah proses hidrolisis, hidrolisat yang diperoleh
dipanaskan pada suhu 85°C selama 20 menit untuk inaktivasi enzim biduri dan
menghentikan proses hidrolisis. Hidrosisat protein yang dihasilkan kemudian
didinginkan dan diendapkan selama 24 jam pada suhu 4°C dengan tujuan
mencegah kemungkinan proses hidrolisis yang masih berlangsung dan
membekukan lemak yang terdapat pada hidrolisat basah sehingga lapisan lemak
dapat dihilangkan dengan mudah. Setelah 24 jam, dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 3500 rpm selama 30 menit dengan suhu 10°C untuk memisahkan fraksi
terlarut (filtrat), fraksi tidak terlarut (pellet), dan lapisan lemak yang masih
tersisa.

Fraksi tidak terlarut (pellet) sebagian besar merupakan lemak dan daging,
sedangkan supernatan yang didapatkan merupakan hidrolisat protein basah yang
selanjutnya akan dilakukan pengeringan dengan menggunakan freeze drying.
Tujuan utama dari pengeringan menggunakan freeze drying adalah pengeringan
bahan dengan meminimalisir kerusakan kandungan bahan terutama protein pada
bahan yang mudah terdenaturasi karena panas. Freeze driying dilakukan dengan

menggunakan suhu -50°C. Serbuk hidrolisat protein yang didapatkan kemudian
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dilakukan analisis aktivitas antioksidan (Shimada et al., 1992), Reducing Power
(Oyaizu, 1968), komposisi asam amino (AOAC, 2005) dan distribusi berat
molekul (Laemlli, 1970).

3.4 Parameter Analisis

Parameter analisis dalam penelitian ini terdiri dari parameter analisis pada
penelitian pendahuluan, penelitian utama tahap 1, dan penelitian utama tahap 2.
Parameter analisis pada penelitian pendahuluan meliputi kadar protein pada
masing-masing ikan menggunakan metode Kjeldahl (AOAC, 2005), derajat
hidrolisis menggunakan metode SN-TCA (Soluable Nitrogen — Thricloroacetic
acid) (Hasnaliza et al.,, 2010) yang selanjutnya dianalisis total protein
menggunakan metode Kjeldahl (AOAC, 2005), dan aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH (Shimada et al., 1992). Parameter analisis pada
penelitian utama tahap 1 meliputi aktivitas antioksidan metode DPPH, penentuan
nilai 1Csp (Shimada et al., 1992) dan analisis aktivitas antioksidan metode
reducing power (Oyaizu, 1986). Parameter analisis pada penelitian utama tahap 2
meliputi komposisi asam amino menggunakan HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) (AOAC, 2005), dan distribusi berat molekul protein
menggunakan SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) (Laemlli, 1970).

3.5 Prosedur Analisis
3.5.1 Derajat hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010)

Persentase ikatan peptida yang terlepas akibat proses hidrolisis dapat
dinyatakan dengan derajat hidrolisis. Rutherfurd (2010), menyatakan bahwa
selama proses hidrolisis enzimatis berlangsung, terjadi pemutusan ikatan peptida
pada molekul protein yang dikatalisis oleh enzim proteolitik. Derajat hidrolisis
dihitung berdasarkan presentase rasio trichloroacetic acid (TCA). Sebanyak 20 mli

hidrolisat protein ikan wader, tawes, baji-baji dan bibisan ditambakan 20 ml TCA
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20% (b/v). Campuran tersebut kemudian didiamkan selama 30 menit agar terjadi
pengendapan. Setelah terjadi pengedapan lalu disentrifugasi (kecepatan 7800,
selama 15 menit). Supernatan yang diperoleh kemudian dianalisis kadar
nitrogennya menggunakan metode Kjeldahl (AOAC, 2005). Derajat hidrolisis
dihitung menggunakan rumus berikut

_ _ . Nitrogen terlarut dalam TCA 20% (b /v)
Derajat Hidrolisis (%) = Nitrogen total sampel X 100%

3.5.2 Persentase Total Nitrogen / Kadar Protein (AOAC, 2005)

Prinsip dari analisis total nitrogen sama dengan analisa protein, tanpa
dikalikan dengan faktor konversi. Presentase total nitrogen dan kadar protein
dianalisis dengan menggunakan metode Kjeldahl. Pada metode Kjeldahl, protein
diukur berdasarkan jumlah nitrogen total yang ada di dalam sampel. Semakin
banyak jumlah nitrogen yang terukur, maka semakin besar kadar protein yang
terkandung dalam sampel. Bahan organik dalam sampel mengalami reaksi
oksidasi dengan adanya asam sulfat (H2SO4). lon amonium yang terbebas dari
bahan organik tersebut, berikatan dengan ion sulfat membentuk amonium sulfat.
Amonium sulfat terionisasi dalam air menjadi kation amonium dan anion sulfat.
Penambahan NaOH menyebabkan ion amonium melepaskan satu atom
hidrogennya dan membentuk amonia bebas. Amonia bebas sifathya mudah
menguap, oleh karena itu perlu ditampung dalam larutan asam borat. Satu atom
hidrogen dalam asam borat diberikan kepada amonia sehingga membentuk ion
amonium, ion amonium yang terbentuk dititrasi dengan HCI standar untuk
mengetahui jumlahnya dalam larutan. Dalam hal ini, jumlah HCI yang dibutuhkan
pada saat titrasi sebanding dengan jumlah ion amonium karena keduanya
memiliki perbandingan mol yang sama (Hermiastuti, 2013).

Tahapan yang dilakukan dalam analisis protein terdiri dari tiga tahap, yaitu
destruksi, destilasi dan titrasi. Sampel masing-masing sebanyak 5 ml hidrolisat
protein ikan dimasukkan kedalam labu Kjeldahl, lalu ditambahkan 0,9 gram
selenium dan 2 ml H>SO4 pekat. Sampel didestruksi pada suhu 410°C selama

kurang lebih 1 jam sampai larutan jernih lalu didinginkan. Setelah dingin,
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ditambahkan 50 ml akuades dan 20 ml NaOH 40% dalam labu Kjeldahl,
kemudian dilakukan proses destilasi dengan suhu destilator 100°C. Hasil destilasi
ditampung dalam labu erlenmeyer 250 ml yang berisi campuran 15 ml asam borat
(H3BO3) 4% dan 2 tetes indikator MmMb yang berwarna ungu. Setelah volume
destilat mencapai 40 ml dan berwarna kehijauan, maka proses destilasi dihentikan.
Lalu destilat ditritasi dengan HCI 0,1 N sampai terjadi perubahan warna biru
keunguan. Volume titran dibaca dan dicatat. Larutan blanko dianalisis seperti
sampel. Persentase total nitrogen dihitung dengan rumus sebagai berikut:

_ (ml HCI — ml blanko) x N HCl x 14.008
Total Nitrogen = x100%
gram sampel

3.5.2 Aktivitas Antioksidan
Analisis aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan dua
metode. Penggunaan dua metode analisis antioksidan yang berbeda disebabkan
oleh  perbedaan mekanisme kerja dari kedua analisis. Pada metode DPPH,
antioksidan memberikan sebuah atom hidrogen atau elektron untuk menstabilkan
radikal bebas yang berupa DPPH. Pada metode reducing power, antioksidan
bekerja dengan menekan pembentukan radikal bebas yang kemudian mencegah
kerusakan oksidatif (Hue et al., 2012). Berikut merupakan penjabaran dari metode
analisis aktivitas antioksidan metode DPPH dan reducing power.
1. DPPH (Shimada et al., 1992)
Aktivitas antioksidan dalam mereduksi radikal bebas dari hidrolisat protein
ikan ditentukan dengan kemampuanya dalam mereduksi DPPH. DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) (C1sH12NsOg) berperan sebagai radikal bebas akan
bereaksi dengan antioksidan membentuk DPPH-H (1,1-difenil-2-
pikrihidrazin) (CisH13NsOg) dan radikal antioksidan. Antioksidan akan
mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal DPPH untuk melengkapi
kekurangan elektron dan membentuk radikal antioksidan yang lebih stabil
(Prakash, 2001). Reaksi ini menyebabkan terjadinya perubahan warna DPPH
yang semula ungu menjadi DPPH-H berwarna kuning yang dapat diukur

dengan spektrofotometer sinar tampak pada panjang gelombang 517 nm,
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sehingga aktivitas penurunan radikal bebas oleh sampel dapat ditentukan
(Juniarti et al., 2009). Metode tersebut merupakan prinsip dasar DPPH
sebagai senyawa untuk mengukur aktivitas antioksidan pada berbagai macam
sampel. Sampel yang diuji untuk penentuan konsentrasi enzim terbaik
(penelitian pendahuluan) dilakukan pengenceran 20 kali dengan pelarut
etanol p.a. Larutan sampel hidrolisat protein yang telah diencerkan diambil
masing-masing sebanyak 1,5 ml dan direaksikan dengan larutan DPPH
difenil-2-pikrilhidrazil 0,1 mM dalam tabung reaksi. Campuran tersebut
kemudian divortex kurang lebih satu menit dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 30 menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 517 nm untuk
mengetahui persen inhibisi terhadap radikal DPPH.

Pada penelitian utama tahap Il, produk yang diuji aktivitas antioksidannya
merupakan hidrolisat protein yang telah dikeringkan menggunakan freeze
drying. Hidrolisat protein dilarutkan dalam pelarut etanol p.a dengan
konsentrasi 500, 1000, 1.500, 2000, dan 2500 ppm. Sebagai kontrol positif,
digunakan antioksidan sintetis BHT (Butylated hydroxytoluene) dibuat
dengan cara melarutkan dalam pelarut etanol p.a dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8
dan 10 ppm. Larutan sampel dan larutan antioksidan pembanding diambil
sebanyak 1,5 ml dan direaksikan dengan 1,5 ml larutan DPPH 0,1 mM dalam
tabung reaksi. Campuran kemudian di vortex kurang lebih 1 menit dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Larutan diukur absorbansinya
pada panjang gelombang 517 nm. Selain pengukuran terhadap sampel, juga
dilakukan pengukuran terhadap blanko. Pengukuran nilai blanko ini
dilakukan untuk memperoleh nilai absorbansi yang nantinya digunakan
sebagai acuan dari nilai absorbansi sampel. aktivitas antioksidan DPPH dapat

dihitung dengan menggunakan persamaan berikut:

Absorbansi blanko—Absorbansi sampel

% inhibisi =
0 Absorbansi blanko

X 100%

Setelah didapatkan persentase inhibisi dari masing masing konsentrasi,
persamaan y = ax + b ditentukan dengan perhitungan secara regresi linear

dimana x adalah konsentrasi (ppm) dan y adalah persen inhibisi (%).
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Persamaan tersebut digunakan untuk mencari nilai 1Cso (Inhibitor
Concentration 50%) dari masing-masing sampel dengan menyatakan nilai y
sebesar 50 dan nilai x yang akan diperoleh sebagai nilai 1Cso. Nilai 1Cso
menyatakan besarnya konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk
mereduksi radikal bebas DPPH sebesar 50%.
2. Reducing power (Oyaizu, 1986)

Uji reducing power dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu bahan
pangan sebagai antioksidan sekunder. Semakin tinggi absorbansi dari
sampel, semakin tinggi pula kemampuan mereduksinya (Tatiya et al.,
2011). Reducing power dari hidrolisat protein ikan wader, tawes, baji-baji,
dan bibisan ditentukan menurut metode dari Oyaizu (1986). Sebanyak 1 ml
sampel hidrolisat protein yang telah dilarutkan (0,001 gram/ml) dilakukan
penambahan 2,5 ml larutan buffer phospat 0,2 M (pH 6,6) dan potassium
ferricyanide KsFE(CN)s 1%. Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 50°C
selama 20 menit. Selanjutnya sebanyak 2,5 ml larutan TCA 10%
ditambahkan untuk menghentikan reaksi. Dari larutan tersebut, diambil
sebanyak 2,5 ml ditambahkan dengan 2,5 ml akuades dan 0,5 ml FeCls
0.1%. Setelah inkubasi selama 10 menit, dilakukan peneraan absorbansi
larutan pada panjang gelombang 700 nm. Blanko mengandung semua
reagen kecuali sampel. Nilai absorbansi hidrolisat protein pada panjang
gelombang 700 nm menyatakan aktivitas reducing power hidrolisat
protein. Peningkatan absorbansi reaksi mengindikasikan peningkatan
aktivitas reducing power. Sebagai kontrol positif, digunakan asam askorbat
dibuat dengan cara melarutkan dalam pelarut aquadest dengan konsentrasi 2,
4, 6, 8, dan 10 ppm.

3.5.3 Komposisi Asam Amino (AOAC, 2005)

Analisis komposisi asam amino dilakukan untuk mengetahui jenis asam
amino yang terkandung didalam sampel hidrolisat protein ikan. Prinsip analisis
asam amino menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

adalah memanfaatkan reaksi prakolom gugus amino, vaitu pereaksi
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ortoftalaldehida (OPA) yang akan bereaksi dengan asam amino primer dalam
suasana basa. Merkaptoetanol membentuk senyawa yang berfluorensensi
sehingga dapat dideteksi dengan detektor fluoresensi. Berikut merupakan langkah
analisis asam amino menggunakan HPLC.
1. Preparasi sampel
Kadar protein sampel hidrolisat protein ikan ditentukan terlebih dahulu dengan
metode Kjeldahl (AOAC, 2005). Sampel yang mengandung 3 mg protein
dimasukkan ke dalam tabung ulir, ditambah 1 mL HCI 6 N dan dialiri gas N2,
kemudian ditutup. Sampel tersebut dihidrolisis dalam oven bersuhu 110°C
selama 24 jam lalu disaring menggunakan penyaring kaca masir. Sampel
kemudian dipindahkan ke labu rotary evaporator untuk dikeringkan, ditambah
dengan HCI 0,01 N dan ditera sampai 5 ml, dan disaring dengan kertas
milipore No. 45.
2. Analisis asam amino dengan HPLC
Larutan bufer kalium borat pH 10,4 ditambahkan ke dalam sampel dengan
perbandingan 1:1 sehingga diperoleh larutan sampel yang siap dianalisis.
Larutan sampel sebanyak 10 pL dicampur dengan 25 pl pereaksi
ortoftalaldehida (OPA). Hal yang sama dilakukan pada larutan standar asam
amino. Larutan yang telah tercampur (baik sampel maupun standar) didiamkan
selama 1 menit agar derivatisasi berlangsung sempurna. Larutan standar
diinjeksikan ke dalam kolom HPLC sebanyak 5 pL, lalu ditunggu sampai
pemisahan semua asam amino selesai. Kondisi alat HPLC pada saat dilakukan
analisis:
Kolom : Ultra techspere
Fase gerak : Larutan A (Na-asetat, Na-EDTA, metanol, THF) dan larutan B
(metanol 95%, akuades)
Detektor : Flouresensi
Konsentrasi asam amino (umol) dalam sampel dihitung menggunakan rumus:

. luas puncak sampel )
Konsentrasi AA (umol) = luas puncak standar x konsentrasi standar
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Persen asam amino dalam sampel dapat dihitung dengan rumus:

) umol x Mr Asam amino
% Asam amino = x 100%
ug sampel

3.5.4 Distribusi berat molekul (Laemlli, 1970)

Analisis distribusi berat molekul protein dilakukan untuk mengetahui berat

molekul protein pada hidrolisat protein ikan. Prinsip analisis distribusi berat

molekul menggunakan SDS-PAGE adalah pemisahan komponen atau molekul

bermuatan berdasarkan perbedaan tingkat migrasinya dalam sebuah medan listrik.

Sebuah arus listrik dilewatkan melalui medium yang mengandung sampel yang

akan dipisahkan. Berikut merupakan langkah analisis distribusi berat molekul

protein menggunakan SDS-PAGE.

1.

Ekstraksi protein

Sebanyak 0.25 gram hidrolisat protein berbentuk padatan serbuk ditambahkan
0.75 ml buffer ekstraksi mengandung 50 mM MOPS-NaOH (pH7,5), 1 mM
EDTA, 10 mM MgCI, dan 1 mM Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride (PMSF)
dihomogenkan. Homogenat kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rom selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan didapat dipindah ke
microtube baru dan disimpan dalam suhu -80°C untuk dilakukan analisa.
Pengukuran kandungan protein

Penentuan kandungan protein dilakukan dengan menggunakan metode
Bradford (1976). Sebanyak 5 ul supernatan ekstrak protein ditambah 950,5 pl
reagen Bradford lalu dihomogenkan menggunakan vortex dan diinkubasi
selama 15 menit. Warna vyang terbentuk diukur menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. Kandungan protein total
dihitung dengan mengkonversikan nilai absorbansi sampel kedalam
persamaan regresi linier dari standart protein BSA yang telah dibuat
sebelumnya. Hasil penghitungan konsentrasi protein kemudian digunakan

untuk menentukan volume sampel yang akan dianalisis.


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

34

3. Analisa SDS-PAGE
Analisa SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate - polyacrylamide gel
electrophoresis) dilakukan menggunakan metode yang disebutkan oleh
Laemmli (1970). Larutan hasil pengujian heat stability ditambah buffer
loading (Tris-Cl 0,5 M pH 6,8; SDS 10%; glycerol 10%; bromophenol blue)
dan didenaturasi dengan pemanasan 100°C selama 3 menit. Sampel protein
kemudiaan dimasukkan kedalam sumuran gel lalu dipisahkan dengan
menggunakan (SDS-PAGE) dengan konsentrasi akrilamide 15%. Pemisahan
protein dengan SDS-PAGE dilakukan dengan arus listrik 50-95 V selama 5
jam dalam buffer elektoda (glycine 192 mM, Trisbase 25 mM, SDS 0,1%).
Protein yang terpisah diwarnai dengan Coomassie Brilliant Blue (CBB).

Protein marker menggunakan Blue Prestained Protein Standard sebanyak 3
ul.

3.6 Analisa Data
Data hasil penelitian diolah dengan menggunakan software Microsoft Excel
dan dianalisis secara deskriptif. Data hasil analisis ditampilkan dalam bentuk

tabel, dan untuk mempermudah interprestasi data, dibuat grafik dan histogram.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan laut jenis baji-baji, bibisan dan
ikan air tawar jenis wader, tawes berturut-turut memiliki % RSA sebesar 39,33%;
51,01%; 42,70% dan 53,21%. Nilai ICso sebesar 1261,44 ppm; 1027,20 ppm;
1159,76 ppm dan 935,84 ppm. Nilai reducing power sebesar 0,501; 0,515; 0,508
dan 0,524. Komposisi asam amino pada hidrolisat protein ikan air laut jenis
bibisan dan ikan air tawar jenis tawes memiliki 15 macam asam amino,
diantaranya adalah asam glutamat, asam aspartat dan lysine dengan nilai paling
tinggi berturut-turut sebesar 13,95%; 8,80%; dan 8,87% pada hidrolisat protein
ikan tawes, serta 13,34%; 8,36%; dan 8,20% pada hidrolisat protein ikan bibisan.
Distribusi berat molekul hidrolisat protein ikan air laut jenis bibisan memiliki nilai
sebesar 20,84 kDa; 50,66 kDa, sedangkan berat molekul hidrolisat protein ikan air
tawar jenis tawes sebesar 23,09 kDa; 59,08 kDa.

5.2 Saran

Diperlukan pengujian lebih lanjut mengenai urutan asam amino dalam
peptida atau biasa dikenal sebagai sekuens. Dari hasil analisis sekuens dapat
diketahui urutan asam amino pada hidrolisat protein ikan yang bersifat sebagali

antioksidan.
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LAMPIRAN A. DATA HASIL ANALISIS

A.1 Kadar protein ikan wader, tawes, baji-baji dan bibisan

Tabel A.1.1 Hasil pengukuran kadar protein (% wb)

Kadar Protein (%)

Jenis Ulangan Ulangan Ulangan Jumlah  Rata-rata SD
Ikan 1 9 3
Wader 12,50 12,58 12,60 37,68 12,56 0,053
Tawes 19,08 18,98 18,94 57,00 19,00 0,072
Baji-baji 17,80 17,84 17,94 53,58 17,86 0,072
Bibisan 18,20 18,26 18,32 54,78 18,26 0,060

A.2 Aktivitas antioksidan (Penentuan konsentrasi enzim terbaik berdasarkan
%RSA tertinggi) metode DPPH (Shimada et al., 1992)

Tabel A.2.1. Hasil pengukuran aktivias antioksidan %RSA

Aktivitas Antioksidan

Jenis (Y%oRSA) Rata-

ikan Pefetiu Ulangan Ulangan Ulangan Quiiah rata x
1 2 3

Wader  Biduri 1% 20,87 21,84 22,48 65,20 21,73 0,80
Biduri 2% 30,61 32,36 31,65 94,63 31,55 0,88
Biduri 3% 37,98 38,07 38,85 11490 38,30 0,47
Tawes  Biduri 1% 34,82 36,14 36,52 107,49 3583 0,89
Biduri 2% 44,64 43,77 44,74 133,16 44,39 0,53
Biduri 3% 50,08 49,64 49,88 149,62 49,87 0,22
Baji- Biduri 1% 20,08 19,12 20,59 59,80 1993 0,74
baji Biduri 2% 25,61 27,01 27,29 79,92 26,64 0,90
Biduri 3% 33,86 34,91 33,92 102,69 34,23 0,59
Bibisan Biduri 1% 32,01 33,15 32,07 97,25 32,42 0,64
Biduri 2% 35,00 35,52 36,18 106,71 35557 0,59
Biduri 3% 43,07 43,07 42,12 128,26 42,75 0,54
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A.3 Derajat Hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010) (Penentuan konsentrasi enzim
terbaik berdasarkan derajat hidrolisis tertinggi)

Tabel A.3.1. Hasil pengukuran derajat hidrolisis

Jenis

Derajat hidrolisis (%DH)

Rata-

ikan Perlakuan Ulaggan Ulaggan Ulaggan Jumlah rata SD
Wader  Biduri 1% 39,75 39,74 38,63 118,13 39,38 0,64
Biduri 2% 58,87 59,05 58,87 176,81 58,94 0,10

Biduri 3% 75,11 74,79 76,38 226,29 75,43 0,84

Tawes  Biduri 1% 42,89 41,33 43,16 127,39 42,46 0,99
Biduri 2% 63,82 63,21 62,79 189,83 63,28 0,51

Biduri 3% 78,53 76,97 78,45 233,95 77,99 0,87

Baji- Biduri 1% 36,22 35,43 37,40 109,07 36,36 0,99
baji Biduri 2% 53,86 53,86 52,91 159,97 53,33 0,48
Biduri 3% 74,95 73,28 74,79 223,02 71,34 0,92

Bibisan Biduri 1% 39,75 41,09 39,47 120,33 40,11 0,86
Biduri 2% 60,63 61,51 59,77 181,91 60,64 0,86

Biduri 3% 76,88 75,53 76,74 229,16 76,39 0,73

A.4. Aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan tahap 1 (Freeze drying)
metode DPPH (Shimada et al., 1992)

Tabel A.4.1. Hasil uji analisis aktivitas antioksidan (%RSA)

Aktivitas Antioksidan

(% RSA)

Jenis ikan e U P W Jumlah Rata-rata  SD
1 2 3

Wader 42,77 42,47 42,86 128,10 42,70 0,20

Tawes 53,91 53,14 52,59 159,65 53,21 0,66

Baji-baji 39,49 38,32 40,19 118,01 39,33 0,94

Bibisan 51,17 50,97 50,91 153,05 51,01 0,13
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Tabel A.4.2. Kurva standart BHT (Butylated hydroxytoluene)
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Absorbansi (A =517)

Konsentrasi Of i hilic
(ppm) Ulaggan Ulaggan Ulaggan Rata-rata Yo inhibisi
0 0,498 0,498 0,498 0,498
2 0,409 0,408 0,407 0,408 17,97
4 0,376 0,375 0,374 0,375 24,60
6 0,337 0,337 0,337 0,337 32,33
8 0,301 0,300 0,299 0,300 39,66
10 0,249 0,248 0,247 0,248 50,10
Kurva Standart
60 -
y = 3.9659x + 13.102
R2=0.9929
50 -
S 40 -
S
< 30 -
E
£ 20 -
o
10 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasi (ppm)
Nilai 1ICso BHT
y = 3,9659x + 13,102
50 = 3,9659x + 13,102
36,898 = 3,9659x
36,898
~3,9659
X = 9,306 ppm

Nilai 1Cso untuk BHT adalah 9,306 ppm


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

Tabel A.4.3 Nilai IC50 pada hidrolisat protein ikan wader

Absorbansi (& =517)

Konsentrasi Ulangan Ulangan Ulangan  Rata-rata % inhibisi
(PPM) ) ) 3
0 0,446 0,446 0,446 0,446
500 0,301 0,299 0,300 0,300 32,74
1000 0,255 0,254 0,253 0,254 42,94
1500 0,169 0,167 0,168 0,168 62,33
2000 0,113 0,113 0,113 0,113 74,66
2500 0,085 0,083 0,084 0,084 81,17
100 +
90 - y = 0.0257x + 20.194
80 - R2=0.9753
g 70 -
Z 607
=
£ 50 -
g 40 -
E 30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Konsentrasi (ppm)

Nilai 1Cso Hidrolisat ikan wader

y =0,0257x + 20,194
50 =0,0257x + 20,194
20,194 = 0,0257x

20,194
X =

0,0257
X =1159,76 ppm

Nilai 1Cso untuk Hidrolisat Protein ikan wader adalah 1159,76 ppm
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Tabel A.4.4 Nilai IC50 pada hidrolisat protein ikan bibisan

Absorbansi (& =517)

Konsentrasi Ulangan Ulangan Ulangan  Rata-rata % inhibisi
(PPM) ) A 3
0 0,462 0,462 0,462 0,462
500 0,301 0,301 0,301 0,301 34,85
1000 0,223 0,225 0,224 0,224 51,52
1500 0,161 0,161 0,161 0,161 65,15
2000 0,140 0,139 0,138 0,139 75,00
2500 0,091 0,089 0,090 0,090 82,03
100 -
90 - y = 0.0236x + 25.758
80 - Rz =0.9826
g 70 -
@ 60 1
=
£ 50 -
g 40 -
E 30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Konsentrasi (ppm)

Nilai 1Cso Hidrolisat ikan bibisan

y = 0,0236x + 25,758
50 = 0,0236x + 25,758
25,758 = 0,0236x
25,758
0,0236
X =1027,20 ppm

Nilai 1Cso untuk Hidrolisat Protein Ikan Bibisan adalah 1027,20 ppm
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Tabel A.4.5 Nilai IC50 pada hidrolisat protein ikan tawes

Konsentrasi

Absorbansi (& =517)

Ulangan Ulangan Ulangan Rata-rata % inhibisi
(ppm) h > 2 °
0 0,455 0,455 0,455 0,455
500 0,293 0,291 0,292 0,292 35,82
1000 0,211 0,211 0,211 0,211 53,63
1500 0,149 0,147 0,148 0,148 67,47
2000 0,104 0,104 0,104 0,104 77,14
2500 0,065 0,061 0,063 0,063 86,15
100 -
90 - y =0.0248x + 26.791
R2=0.9777
80 -
70 1
X
~ 60 -
2 50 -
[
= 40
£ 30 -
[a
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Nilai 1Cso Hidrolisat ikan tawes

y =0,0248x + 26,791
50 =0,0248x + 26,791
23,209 = 0,0248x

23,209
X =

0,0248
X = 935,84 ppm

Konsentrasi (ppm)

Nilai 1Cso untuk Hidrolisat Protein Ikan Tawes adalah 935,84 ppm
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Tabel A.4.6 Nilai IC50 pada hidrolisat protein ikan baji-baji

67

Absorbansi (& =517)

Konsentrasi Ulangan Ulangan  Ulangan Rata-rata % inhibisi
(PPM) ) ) 3
0 0,430 0,430 0,430 0,430
500 0,305 0,304 0,303 0,304 29,19
1000 0,255 0,256 0,254 0,254 40,58
1500 0,172 0,172 0,172 0,172 60,00
2000 0,121 0,121 0,121 0,121 71,86
2500 0,089 0,089 0,089 0,089 79,30
100 ~
90 -
y = 0.0263x + 16.824
80 - R2=0.9787
g 70 -
@ 60 1
=
£ 50 -
g 40 -
E 30 -
20 -
10 ~
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Konsentrasi (ppm)

Nilai 1Cso Hidrolisat ikan baji-baji
y =0,0263x + 16,824

50 =0,0263x + 16,824
26,824 = 0,0263x
26,824
X =
0,0263
X =1261,44ppm

Nilai 1Cso untuk Hidrolisat Protein Ikan Baji-Baji adalah 1261,44 ppm
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A.5. Aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan tahap 11 (Freeze drying)
metode Reducing power (Oyaizu, 1986)

Tabel A.5.1. Hasil uji analisis aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan metode
reducing power
Absorbansi (£ =700 nm)

Jenisikan Ulangan Ulangan Ulangan Rata-rata SD
1 2 3

Blanko 0,422 0,422 0,422 0,422

Wader 0,509 0,507 0,509 0,508 0,001

Tawes 0,522 0,526 0,523 0,524 0,002

Baji-baji 0,500 0,500 0,503 0,501 0,002

Bibisan 0,514 0,515 0,516 0,515 0,001

Tabel A.5.2. Kurva standart Asam askorbat

Absorbansi (A =700 nm)

No >t Ulangan Ulangan  Ulangan Rata-rata
(ppm) } A ’
1 0 0,422 0,422 0,422 0,422
2 2 0,439 0,440 0,438 0,439
3 4 0,461 0,462 0,460 0,461
4 6 0,481 0,480 0,480 0,480
5 8 0,513 0,513 0,512 0,513
6 10 0,537 0,538 0,536 0,537
7 12 0,552 0,551 0,550 0,551
0.700 ~
E 0.650 -
S 0.600 -
'F ' y=0.0117x + 0.4148
2 0550 - R2=0.9912
<
« 0.500 -
[«5)
=
S 0.450 -
=4
S 0.400 -
>
£ 0.350 -
0.300 . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14

Konsentrasi (ppm)
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A.6. Komposisi Asam Amino

Tabel A.6.1 Komposisi Asam Amino Hidrolisat protein ikan tawes
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No. Parameter Result Unit Method
1  L-aspartic acid 8,80 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
2 L-glutamic acid 13,95 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
3  L-serine 3,48 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
4  L-histidine 2,24 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
5 Glycine 5,30 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
6 L-threonine 3,90 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
7  L-arginine 5,74 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
8 L-alanine 5,82 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
9 L-tyrosine 2,79 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
10 L-metheonine 2,93 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
11 L-valine 4,06 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
12 L-phenylalaanine S % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
13 L-isoleucine 3,74 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
14 L-leucine 7,01 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
15 L-lysine 8,87 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)

Tabel A.6.2 Komposisi Asam Amino Hidrolisat protein ikan bibisan

No. Parameter Result Unit Method
1  L-aspartic acid 8,36 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
2  L-glutamic acid 13,34 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
3 L-serine 3,09 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
4 L-histidine 1,62 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
5 Glycine 4,35 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
6 L-threonine 3,64 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
7  L-arginine Br2.2 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
8 L-alanine 5,69 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
9 L-tyrosine 2,39 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
10 L-metheonine 2,76 % w/iw  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
11 L-valine 3,80 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
12 L-phenylalaanine 3,35 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
13  L-isoleucine 3,37 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
14 L-leucine 6,57 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
15  L-lysine 8,20 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
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A.7 Berat molekul protein

A.7.1 Hasil uji elektroforesis SDS-PAGE pada hidrolisat protein ikan

120 kDa =
91 kDa w=—
62 kDa —

46 kDa <+ SN
38 kDa +— [

26 kDa st -

M | I

Keterangan : M = Marker
| = Hidrolisat protein ikan tawes
Il = Hidrolisat protein ikan bibisan

Tabel A.7.1 Tabel Log BM

Protein Jarak

Marker EM(kDa) tracking (cm) LoREN) 3
I 200 0,05 2,30103 0,00675
I 120 0,65 2,07918 0,08783
i 91 1,05 1,95904 0,14189
v 62 1,49 1,79239 0,20135
\% 46 2,40 1,66275 0,32432
VI 38 3,45 1,57978 0,46621
VI 26 4,78 1,41497 0,64594
VIII 19 6,45 1,27875 0,87162
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Panjang separating gel = 7,40 cm

A. RF Marker
Panjang pita 1 0,05
e RF = ——WaNEPIA = —— =0,00675
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 2 0,65
e RF,=———WaNEPIA = —— =0,08783
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 3 1,05
e RF;= ———aNEPIA = ——=0,14189
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 4 1,49
e RFj=—T8P% =~ =0,20135
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 5 2,40
e RFs=—-aN8PTA = —— =0,32432
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 6 3,45
e /R, - —= Tdane DT == = 0,46621
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 7 4,78
e R =— D BB27 " _ 64504
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita 8 6,45
e RFg=—— 8P =22 -0,87162
Panjang separating gel 7,40
B. RF Sampel
Panjang pita sampel 2,45
L4 RF(Tawes) = ; Z78 D 3 P = =0,33108
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita sampel 5,20
L4 RF(Tawes) = ; 278D 3 - = =0,70270
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita sampel 2,9
o RF@ibisan) = .] 8P - BT - =0,39189
Panjang separating gel 7,40
Panjang pita sampel 5,50
¢ RF@ibisan) = et £ = =0,74324

Panjang separating gel 3 7,40
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Kurva Log BM

25
2 4
S 15 -
g
g1
y =-1.0989x + 2.1357
R2=0.9124
05
O T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

RF

Perhitungan berat molekul hidrolisat protein ikan tawes

RF(sampel) = x

y =-1,098x + 2,135

y =-1,098 (0,33108) + 2,135
y =1,77147

RF(sampel) = x

y =-1,098x + 2,135

y =-1,098 (0,70270) + 2,135
y = 1,363432

y = log BM

BM = anti log y

BM = anti log 1,77147
BM = 59,08 kDa

y = log BM

BM =anti log y

BM = anti log 1,363432
BM = 23,09 kDa

Perhitungan berat molekul hidrolisat ikan bibisan

RF(sampel) = x

y =-1,098x + 2,135

y =-1,098 (0,39189) + 2,135
y =1,704703

y = log BM

BM = anti log y

BM = anti log 1,704703
BM = 50,6643 kDa
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e RF(sampel) = x y = log BM
y =-1,098x + 2,135 BM =anti log y
y =-1,098 (0,74324) + 2,135 BM = anti log 1,318919

y =1,318919 BM = 20,84 kDa
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LAMPIRAN B. PEMBUATAN BAHAN KIMIA

B.1. Bahan kimia pada analisis derajat hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010) dan
kadar protein

1. TCA 20%

Pembuatan larutan TCA 20% dilakukan dengan cara melarutkan 20 gram TCA

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Larutan TCA

digunakan pada analisis derajat hidrolisis.

2. Asam borat 4%

Pembuatan larutan asam borat 4% dilakukan dengan cara melarutkan 4 gram asam

borat dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Dalam proses

pelarutan menggunakan stirer.

3. NaOH 40%

Pembuatan larutan NaOH 40% dilakukan dengan cara melarutkan 40 gram NaOH

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.

4. HCIO0,1 N

Pembuatan larutan HCI 0,1 N dilakukan dengan cara melarutkan 0,83 ml HCI

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Peneraan dilakukan

dalam ruang asam.

B.2 Bahan kimia pada analisis aktivitas antioksidan metode DPPH (Shimada
et al., 1992)

1. Larutan DPPH 0,1 mM

Pembuatan larutan DPPH 0,1 mM dilakukan dengan cara melarutkan 0,0039 gram

DPPH dengan etanol p.a dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.

2. Kurva standart BHT

Pembuatan kurva standart BHT diawali dengan pembuatan larutan induk yaitu

larutan BHT 2000 ppm. Sebanyak 20 mg BHT dilarutkan dengan etanol p.a dalam

labu takar 10 ml hingga batas tera. Kemudian larutan induk diambil sejumlah

volume dalam perhitungan dibawabh ini ditambahkan etanol p.a dalam labu tera 10

ml hingga batas tera.
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. Larutan BHT 2 ppm

M1 X V1 =M x V>

2000 ppm x V1 =2 ppm x 10 ml
V1 = (2 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm
V1 =20 mi/2000

V1 =0,01 mi

. Larutan BHT 4 ppm

M1 X Vi =M x V>

2000 ppm x V1 =4 ppm x 10 ml
V1 = (4 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm
V1 =40 ml/2000

V1 =0,02 mi

. Larutan BHT 6 ppm

M1 X Vi=M2 X V>

2000 ppm x V1 =6 ppm x 10 ml
V1 = (6 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm
V1 = 60 ml/2000

V1 =0,03 mi

. Larutan BHT 8 ppm

M1 X Vi=M2 X V>

2000 ppm x V1 =8 ppm x 10 ml
V1 = (8 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm
V1 = 80 ml/2000

V1= 0,04 mi

. Larutan BHT 10 ppm

M1 X Vi=M2 X V>

2000 ppm x V1 =10 ppm x 10 ml
V1 = (10 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm
V1 =100 ml/2000

V1 = 0,05 ml
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3. Larutan sampel hidrolisat protein ikan
Hidrolisat protein ikan dilakukan pengenceran berbagai konsentrasi untuk
menghitung nilai 1Cso. Pembuatan larutan hidrolisat protein diawali dengan
pembuatan larutan induk 3000 ppm. Sebanyak 30 mg hidrolisat protein dilarutkan
dengan etanol 97% dalam labu takar 10 ml hingga batas tera. Kemudian larutan
induk diambil sejumlah volume dalam perhitungan dibawah ini ditambahkan
etanol 97% dalam labu tera 10 ml hingga batas tera.
a. Larutan sampel 2500 ppm

M1 X V1 =M x V>

3000 ppm x V1 = 2500 ppm x 10 ml

V1 = (500ppm x 10 ml)/ 3000 ppm

V1 = 25000 mi/3000

V1 =8,33ml
b. Larutan sampel 2000ppm

M1 X Vi=M2 X V>

2500 ppm x V1 = 2000 ppm x 10 ml

V1 = (2000ppm x 10 ml)/ 2500 ppm

V1 = 20000 ml/2500

Vi=8ml
c. Larutan sampel 1500ppm

M1 X Vi=M2 X V2

2000 ppm x V1 = 1500ppm x 10 ml

V1 = (1500 ppm x 10 ml)/ 2000 ppm

V1 = 15000 mi/2000

V1i=75ml
d. Larutan sampel 1000 ppm

M1 X Vi=M:2 X V>

1500 ppm x V1 = 1000 ppm x 10 ml

V1 = (1000ppm x 10 ml)/ 1500 ppm

V1 = 10000 ml/1500

V1 =6,67 ml
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e. Larutan sampel 500 ppm
M1 X V1 =M x V>
1000 ppm x V1 =500 ppm x 10 ml
V1 = (500ppm x 10 ml)/ 1000 ppm
V1 = 5000 mi/1000
Vi=5ml

B.3 Bahan kimia pada analisis aktivitas antioksidan metode reducing power
(Oyaizu, 1986)

1. Buffer phosphat 0,2 M pH 6,6

Pembuatan larutan buffer phosphat 0,2 M pH 6,6 dilakukan dengan cara

melarutkan 2,78 gram NaH2POs dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga

batas tera (larutan A). Larutan B dibuat dengan cara melarutkan 5,265 gram

Na;HPO; dengan aquades 100 ml hingga batas tera. Larutan A kemudian

dilakukan pengambilan sebanyak 62,5 ml dan larutan B sebanyak 37,5. Kedua

larutan dihomogenkan dan dilakukan penambahan aquades hingga mencapai

volume 200 ml.

2. Potassium ferricyanide 1% [KsFe(CN)s]

Pembuatan larutan potassium ferricyanide dilakukan dengan cara melarutkan 1

gram KsFe(CN)sdengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.

3. Larutan TCA 10%

Pembuatan larutan TCA 10% diawali dengan cara melarutkan 10 gram TCA

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.

4. Larutan FeClz 0,1%

Pembuatan larutan FeCls dilakukan dengan cara melarutkan 0,11 gram FeCls

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
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B.4 Bahan kimia pada analisis komposisi asam amino menggunakan HPLC
(AOAC, 2005)

1. Ortoftalaldehida (OPA)

Pembuatan pereaksi Ortoftalaldehida (OPA) dilakukan dengan cara melarutkan

50 mg OPA dalam 4 ml metanol dan ditambahkan merkaptoetanol. Campuran

dikocok dengan hati-hati kemudian ditambahkan dengan larutan brij-30 dan

buffer borat pH 10,4. Larutan stok disimpan dalam botol berwarna gelap pada

suhu 4°C selama 2 minggu agar larutan stabil. Pereaksi derivatisasi dibuat dengan

cara mencampurkan satu bagian larutan stok dengan dua bagian bufer kalium

borat pH 10,4 dan dibuat baru setiap hari.

2. HCI6N

Pembuatan larutan HCI 6 N dilakukan dengan cara melarutkan 49,75 ml HCI

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Peneraan dilakukan

dalam ruang asam.

3. HCIO01LN

Pembuatan larutan HCI 0,01 N dilakukan dengan cara melarutkan 0,083 ml HCI

dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Peneraan dilakukan

dalam ruang asam.

4. Fase gerak

Buffer A: Bufer A terdiri dari Na-asetat, Na EDTA, THF (Tetrahidrofuran) yang

dilarutkan dalam 1 liter air Hi Pure (H.P.). Bufer disaring menggunakan kertas

saring milipori 0,5 mikron yang stabil selama 5 hari pada suhu kamar.

Buffer B: Bufer B terdiri dari metanol 95% dalam air Hi Pure dan dalam

pembuatannya disaring dengan kertas saring milipori 0,45 mikron.
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B.5 Bahan kimia pada analisis berat molekul protein SDS-PAGE (Laemlii,
1970)
1. Buffer ekstraksi
a. EDTA 1 mM (C1oH16N20s)

79

Pembuatan larutan EDTA 1 mM dilakukan dengan cara melarutkan 0,037 gram

EDTA dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
b. MgCl 10 mM

Pembuatan larutan MgCIl 10 mM dilakukan dengan cara melarutkan 0,095 gram

MgCl dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
c. PMSF 1 mM (Phenyl Methyl Sulfonyl Flouride)

Pembuatan larutan PMSF 1 mM dilakukan dengan cara melarutkan 0,017 gram

PMSF dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
2. Reagen Bradford

Commasive Blue sebanyak 0,01 gram dilarutkan ke dalam 5 ml etanol 95%

ditambah asam fosfor 85% sebanyak 10 ml, kemudian di saring dengan

menggunakan kertas saring dan disimpan dalam botol gelap pada suhu rendah.

Saat hendak akan digunakan maka harus dilakukan pengenceran sebanyak lima

kali. (Bradford, 1976).
3. Buffer Loading

a. Tris-C10,5M pH 6,8

Pembuatan larutan Tris-Cl 0,5 M pH 6,8 diawali dengan melarutkan 6 gram
basa tris dalam 60 ml air deionisasi dan dilakukan pengadukan. pH disesuaikan
hingga 6,8 dengan menambahkan HCI 6 N, dan dilakukan peneraan hingga
volume 100 ml. Lrutan disimpan pada suhu 4°C

b. SDS 10% (w/v)

Pembuatan SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) 10 % dibuat dengan cara
melarutkan 10 gram SDS dalam 90 ml air deionisasi, kemudian dilakukan
pengadukan dengan hati-hati. Setelah homogen kemudian dilakukan peneraan
hingga volume 100 ml.

c. Glycerol 10%
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Pembuatan larutan Glycerol 10% dilakukan dengan cara melarutkan 10 ml
Gliserol dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
d. Bromophenol blue
Pembuatan indikator Bromophenol blue diawali dengan melarutkan
Bromophenol blue sebanyak 0,1 gram dalam campuran 5 ml etanol 95% dan 3
ml NaOH 0,05 N, kemudian diencerkan dengan air destilasi sampai volume
250 ml.
5. Acrylamide 15%
Pembuatan acrylamide 15% diawali dengan melarutkan 14,5 gram acrylamide dan
0,25 gram N’N’-bis-methylene-acrylamide ke dalam air deionisasi hingga volume
mencapai 100 ml. Larutan di homogenisasi menggunakan stirer dan disaring.
Larutan disimpan pada suhu 40C di tempat yang terhindar dari cahaya. Larutan
dapat disimpan maksimal 30 hari sebelum digunakan.
6. Buffer elektroda
a. Glycine 192 mM
Pembuatan larutan Glycine 192 mM dilakukan dengan cara melarutkan 1,44
gram Glycine dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
b. Trisbase 25 Mm
Pembuatan larutan basa tris 25 mM dilakukan dengan cara melarutkan 0,3
gram Tris dengan aquades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera.
c. SDS 0,1 %
Pembuatan SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) 0,1 % dibuat dengan cara
melarutkan 0,1 gram SDS dalam 90 ml air deionisasi, kemudian dilakukan
pengadukan dengan hati-hati. Setelah homogen kemudian dilakukan peneraan

hingga volume 100 ml.
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LAMPIRAN C. DOKUMENTASI

C.1 Dokumentasi bahan baku dan produk hidrolisat protein

A) lkan wader, B) tawes, C) baji-
baji dan D) bibisan
] x L

& .

Hidrolisat basah ~ Hidrolisat protein ikan
(setelah freeze drying)

C.2 Tahapan produksi hidrolisat protein i

sr— e

.

Daging ikan setelah proses deboning
dan eviserasi

Suspensi hidrolisat protein ikan Proses hidrolisis (dalam waterbath)
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Pengeringan dengan freeze drying

C.3 Pengujian aktivitas antioksidan hidro

lisat protein ikan (metode DPPH)

v

BHT 0-8 ppm

Hasil uji antioksidan (%0RSA) sampel
hidrolisat protein
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Pengujian ICso hidrolisat protein ikan
wader

83

Pengujian ICsp hidrolisat protein ikan
tawes

T
Ty

N ‘ WU
-

Pengujian ICso hidrolisatprotein ikan
bibisan

C.4 Pengujian aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan (metode reducing
power)

Larutan Kalium Ferricyanide 0,1%

Larutan seri asam askorbat 2 — 12 ppm

ARy

Hasil analisa reducing power asam
askorbat 2 — 12 ppm
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Pengujian reducing power pada
hidrolisat protein ikan

84

C.5 Pengujian derajat hidrolisis

Hidrolisat protein ikan setelah

Proses destruksi protein di ruang asam

penambahan TCA

L - 5% )
Proses destilasi menggunakan mesin
destilator

Sampel setelah dilaukan titrasi



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

