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MOTTO

"Bring Supply When U Go
Bring Charity When U Die
Bawalah Bekal Jika Kau Pergi
Bawalah Amal Jika Kau Mati"



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

5

-

1

Y

>

»

5

PERSEMBAHAN
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Almamaterku
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ANISAH RAHMY (011710101067), Karakretisasi sifat Fisik, Kimia dan
Fraksinasi Protein Koro Kratok (Piaseolus lunaus (L.) Sweef) Varietas
Kratok Putih, dibimbing oleh Dr. Ir. Achmad Subagio, M. Agr. Phd. (DPU) dan
Ir. Wiwik Siti Windrati, MP. (DPA).

ABSTRAKSI

Koro kratok (Phaseolus lunaus (L.) Sweet) varietas kratok putih
merupakan satu dari beberapa jenis tanaman kacang-kacangan potensial yang
belum termanfaatkan dengan baik. Selain proses budidaya yang mudah dan
produktifitas biji kering yang dihasilkan cukup tinggi, koro kratok putih juga
memiliki kandungan protein yang cukup tinggi. Karakterisasi sifat fisik, kimia dan
fraksinasi protein dari biji koro kratok putih merupakan salah satu tahapan untuk
pemanfaatan koro kratok putih lebih lanjut sebagai bahan pangan,

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengkarakterisasi sifat fisik,
kimia, dan fraksinasi protein dari biji koro kratok (Phaseolus lunaus (L.) Sweet)
varietas kratok putih. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi yang lengkap mengenai alternatif sumber protein nabati baru disamping
kedelai sekaligus informasi mengenai aplikasi proteinnya sebagai bahan tambahan
makanan.

Bij1 koro kratok putih dikarakterisasi sifat fisik dan kimianya. Sifat fisik
yang diukur meliputi tebal, panjang, lebar, berat biji, luas permukaan, volume biji,
BDD (Berat yang Dapat Dimakan), ketebalan kulit, dan warna biji. Sifat kimia
meliputi kandungan karbohidsat, protein, lemak, kadar air, kadar abu, kadar serat,
kadar pati dan total gula. Fraksinasi protein dilakukan berdasarkan kelarutannya
(albumin, globulin, prolamin dan glutelin) dan sifat sedimentasinya (globulin 78
dan 118). Hasil fraksinasi dianalisa clcktroforesis SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) untuk menghitung nilai BM (Berat
Molekul). Pengolahan data dilakukan secara diskriptif,

Hasil penelitian menunjukkan bahwa biji koro kratok (Phaseolus lunaus
(L.) Sweet) varietas kratok putih mempunyai beatuk biji yang bulat memanjang
dan agak sintal dengan warna berkisar antara putih hingga kuning. Nilai BDD
dari koro kratok putih berkisar 92,35+ 0,90 %. Dilihat dari komposisi kimia koro
kratok putih, karbohidrat mempunyai kandungan yang paling tinggi vaitu 67,12 %,
dengan komponen penyusun terbesar paii sebesar 61 27%. Disusul dengan protein
16,15 %, kadar air 11,23 %, kadar abu 4,36 dan kadar lemak yang rendah yaitu
1,14 %. Kandungan protein terbanyak adalah albumin. Dan fraksi globulin yang
terbesar adalah globulin 78.

Nilai BDD yang cukup besar dari koro kratok (Phaseolus lunaus (L)
Sweef) varietas kratok putih dan juga komposisi karbohidrat dan protein yang
cukup tinggi serta kadar lemak yang rendah membuat koro ini potensi sckali unuk
dikembangkan sebagai sumber pangan dan alternatif protein nabati baru. Selain
itu komposisi globulin 7S yang mendominasi memungkinkan protein biji ini
dijadikan sebagai bahan tambahan makanan yang baik.

Kata kunci: koro kratok putih, seed protein, sifat fisikokimia, fraksinasi protein,

Xil
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Jenis tanaman kacang-kacangan yang ada di Indonesia sangat beragam
dan merupakan bahan pangan yang penuh gizl, tetapi yang sering dikonsumsi dan
dikenal masyarakat adalah jenis kacang-kacangan tertentu seperti: kedelai, kacang
tanah dan kacang hijau. Padahal masih banyak Jenis tanaman kacang-kacangan
lain yang potensial untuk dikembangkan di Indonesia.

Tanaman koro-koroan, seperti komak, kratok, koro wedus, koro benguk,
dan koro pedang, merupakan anggota dani tanaman polong-polongan vang
kandungan minyaknya relatif rendah. Tanaman ini mempunyai  keunggulan
dibanding jenis kacang-kacangan lein, yaitu mudah di budidayakan dan
produktivitas biji keringnya cukup tinggi sekitar 800-900 kg/ha pada lahan kering
dan kurang lebih 1700 kg/ha apabila lakan diberi pengairan (Robert, 1985), Di
beberapa daerah di Jawa Timur, seperti di Bondowoso, Situbobdo dan
Probolinggo, koro-koroan, terutama kratok sering digunakan sebagi campuran
dari nasi beras. Sayang sekali, tidak ada data yang pasti tentang produksi koro-
koroan di Indonesia. Hal ini disebabkan oleh nilai ekonomis yang rendah, dan
belum termanfaatkannya biji koro-koroan (Subagio, 2004).

Protein merupakan salah satu komponen gizi terpenting vang harus
dipenuhi, terutama perfumbuhan balita dan anak-anak. Pemenuhan kebutuhan
protein diperoleh dari dua sumber yaitu protein hewani dan protein nabati.
Indonesia kaya akan jenis kacang-kacangan yang merupakan sumber protein
nabati. Disamping kedelai yang sudah terkenal di masyarakat, golongan koro-
koroan (non-vil seed legumes) merupakan salah satu sumber protein yang cukup
bagus yang belum dimanfaatkan dengan baik \Somaatmadja dan Maesan, 1993),

Koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) mempunyai kandungan
protein sebesar 14.4 — 26,4 gram, lemak 1,5 gram (Maesen dan Somaatmadja,
1993). Koro kratok di daerah Jember mempunyai bermacam-macam varietas

antara lain manik, putih, coklat / merzh, ungu, loreng dan hitam.
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Kacang koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) varietas kiatok putih
selama ini sudah banyak digimakan oieh masyarakat sebagai bahan savur-sayuran
saja tanpa adanya penggalian untuk manfaat lain yang juga berarti. Selain itu juga
berpotensi sebagai pengganti protein hewani bagi para vegetarian. Usaha
pendayaguanaan koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih
sebagai salah satu sumber protein baru dipandang sebagai salah satu usaha yang
cukup bagus.

Karakterisasi dari biji koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) varietas
kratok putih yang meliputi karakterisasi sifat fisik seperti panjang, lebar, tebal,
volume dan sifat fisik laiunaya serta komposisi senyawa organik yang ada dalam
biji koro harus diketahui secara pasti terutama komponen penting seperti kadar
protein, lemak dan karbohidrat. Sehingga bisa dijadikan scbagai sumber acuan
dalam pemanfaatannya.

Selain karakterisasi sifat fisik dan khemis dari biji koro kratok
(Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih, fraksinasi protein pada biji
berdasarkan kelarutan dan sifat sedimentasinya Juga diperlukan. Berdasarkan
kelarutannya, protein digolongkan dalam 4 (empat) fraksi yaitu albumin, globulin,
glutelin dan prolamin yang diklasifikasikan menggunakan metode Osborne
(Nielsen, 1985). Sedangkan berdasarkan sifat sedimentasinya digolongkan dalam
4 (empat) fraksi yaitu 28, 78, 118 dan 158. Dalam penelitian ini dibatasi pada
penggolongan fraksi 78 dan 11S. Pemisahan fraksi 78 dan 11S berdasarkan titik
isoelektriknya. Fraksi 7S mempunyai pH isoelektrik 4.8 sedangkan fraksi 118
mempunyai pH iscelektrik pada pH 6,4 (Tanh dan Shibasaki, 1976).

Protein biji koro kratok putih yang telah difraksinasi dapat dikeiahui sifat
fungsionalnya berdasarkan komponen penyusun protein tersebut. Perbedaan
struktur dari globulin 7S dan 118 berperan dalam variasi sifat fungsional makanan
antara lain kelarutan, Water Holding Capacity (WHC), Oil Holding Capacity
(OHC), daya emulsi, daya buih dan sifat gelasi. Dengan demukian, protein koro
kratok putih dapat diketahui potensinya apakah sebagai bahan tinambah,

emulsifier, texturizer dan stabillizer.
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1.2 Rumusan Masalah
Karakterisasi sifat fisik dan kimia biji koro kratok (Phaseolus lunatus
(L.) Sweet) varictas kratok putih serta fraksinasi protein berdasarkan kelarutan dan

sifat sedimentasinya perlu dilakukan sebagai dasar pemanfaatan koro kratok putth
lebih lanjut.

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:
I. Mengetahui karakter fisik dan kimia dari biji koro kratok (Phaseolus lunatus
(L.) Sweer) varietas kratok putih,
2. Mengetahui hasil fraksinasi dari protein biji koro kratok (Phaseolus lunatus
(L.) Sweer) varietas kratok putih berdasarkan kelarutannya.
3. Mengetahui hasil fraksinasi globulin 7S / 118 dari protein biji koro kratok

(Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih.

1.4 Kegunaan Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk:
I. Membernkan informasi dasar mengenai karakterisasi sifat fisik dan kimia serta
fraksinasi protein dari biji koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) varietas
kratok putih sebagai sumber acuan pemanfaatannya.

2. Memberikan informasi alternatif sumber protein nabati baru disamping
kedelai.

!‘._pJ

Meningkatkan nilai eckonomis dan daya guna dari koro kratok putih.
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IL TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Koro Kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer)

Koro kratok merupakan tanaman semusim atau kadang-kadang tahunan,
tipe yang merumpun tingginya mencapai 0,6 m, sedangkan tipe yang memanjat 2—
4 m. Perakarannya langsing atau menggembung, panjangnya 1,5-2 m. Daun
majemuk beranak daun tiga, anak daun bundar telur dan lancip, (5-9) cm x (3-11)
cm. Polongnya lonjong (5-12) cm x 2,5 cm, umumnya melengkung, kadang-
kadang ujungnya berbentuk kail, berbiji 2-4 butir, Biji bervariasi dalam ukuran,
bentuk dan warnanya. Bentuk ginjal, bundar dan belah ketupat. Wama seragam
atau bercak atau berbintik, putih, Wijau, kuning, coklat, merah, hitam atau
lembayung; seringkali dan hilimnya memencar garis-garis yang menyilang.
Kecambahnya epigeal, dua daun pertamanya tunggal dan beradhapen
(Somaatmadja dan Maesan, 1993),

Koro kratok berasal dari daerah Neotropik, dengan sekurang-kurangnya
dua pusat domestikasinya: Amerika Tengah (Meksiko dan Guatemala) untuk yang
berbiji kecil-kecil, dan Amerika Selatan (terutama Peru) untuk yang berbiji besar-
besar. Kini koro kratok dibudidayakan di seluruh daerah panas di dunia. Tanaman
kratok dikenal juga di beberapa negara dengan nama daerah antar lain Lima Bean,
Butter Bean, Madagaskar Bean (Inggns), Kacang Cina, Kacang Jawa, Kekara
Kratok (Malaysia), Burma Bean (Myanmar) (Somaatmadja dan Maesen, 1993),

Nama umum yang mengidenufikasi jenis berbiji kecil adalah kara kratok,
sieva, dan kacang laut. Nama kacang keju dan kacang Madagaskar digunakan
untuk kara kratok berbiji besar. ‘Fordhook’ adalah nama yang dikenal dengan
baik untuk kara berbiji beswr, grup “kara kentang’ (Rubatzky dan Yamauguchi,
1998).

Kultivar-kultivar yang dibudidayakan di Asia umumnya diklasifikasikan

ke dalam 4 kelompok :

|. Kacang Jawa: bijiny. berukuran ssdang, merah lembayung, mengandung
banyak HCN.
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2. Kacang rangon merah atau kacang burma merah: bijinya kecil kemerah-
merahan, biasanya sintal dan kadang-kadang berbecak putih. Kandungan HCN-
nya hampir tidak ada,

3. Kacang rangon putih atau kacang burma putih: bijnya putih kecil, biasanya
sintal dan mirip “haricot™ kecil. Kandungan HCN-nya hampir tak ada.

4. Kacang lima (kratok): bijinya besar putih, sintal. Diberitakan tidak
mengandung HCN.

Di Indonesia jenis tanaman ini sejak lama sudah dikenal sebagai tanaman
budidaya, tumbuh baik didaerah pegunungan antara 300-1300 m diatas
permukaan air laut. Umumnya ditanam didaerah kering dan ditanam di
pekarangan atau di ladang terutama di Jawa Tengah, Jawa Timur dan Nusa
Tenggara (Sastrapradja, dkk, 1981).

Pembungaan tidak terbatas (indeterminate), dan bunga dapat membuah
sendiri, walaupun persilangan sendiri kadang-kadang juga terjadi. Biji yang agak
berbentuk bulan, yang merupakan ciri spesies ini. Panjang polong oblong yang
agak melengkung berkisar antara 5 sampai 15 cm dan lebar 2-3 cm . Biji besar,
pipih dan oblong pada tipe tanaman tertentu memiliki panjang hingga 3 cm. Tipe
biji yang lain juga pipih, tetapi agak bundar dan panjangnya sekitar | cm:
permukaan biji kedua tipe ini rata (Rubatzki dan Yamaguchi, 1998).

Berikut ini adalah gambar dari tanaman koro kratok, bunga serta gambar
dari biji koro kratok putih kering:

Gambar 1. Tanaman koro kratok merambat
(Internet)
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Gambar 2. Bunga koro kratok
(Internet)

Gambar 3. Koro kratok putih dari samping dan atas

(internet)

Syarat-syarat untuk tumbuhnya tanaman kratok yang penting adalah
tanahnya gembur, air tidak menggenang dan iklimnya kering, derajat keasaman
tanah 5,5 sampai 6,5. Tanaman yang sehat biasanya menghasilkan buah secara
terus-menerus selama beberapa minggu, biji kering yang dihasilkan 100-2000
kg/ha (Somaatmadja dan Maesen, 1993).

Kandungan setiap 100 g bagian biji kering koro kratok yang dapat
dimakan dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Daftar komposisi biji koro kratok per 100 g bahan

No. ~ Komposisi _Izandungan
1. Air (g) 132
2 Protein (g) 14,4 -26,4
3 Lemak (g) 1.5
4. Karbohidrat (g) 58,0
5 Serat (g) 3.7
6 Abu (g) 3.4

7 Energi (KJ) 1450,0
(Soemaatmadja dan Maesan, 1993) o

Asam amino pembatas utamanva berupa metionina dan sistina (setara
dengan N total 1,1 - 1,2 g per 16 g). Kandungan proteinnya untuk setiap 100 g
bagian yang dapat dimakan adalah : poiong muda 1,3 g, biji muda 8,4 g dan daun
segar 0,6 g Faktor-faktor anti metaboliknya mencakup penghambat protease,
lektin, dan glikosida sianogenik (linamarin). Berat biji bervariasi antara 30 dan
200 g per 100 butir (Rubatzky, dan Yamaguchi, 1998).

Kratok dibudidayakan terutama untuk dipanen biji muda dan biji
keringnya. Di Filipina, biji keringnya ai gunakan sebagai penghasil tepung kacang
yang kaya protein, untuk meningkatkan mutu roti dan mie. Khususnya di Asia
kecambah muda, daun dan polongnya juga di makan. Biji dan daun dinilai
mengandung khasiat mengencangkan jaringan tubuh. Kratok memberikan suatu
prospek yang cerah, baik di daerah subtropik maupun daerah setengah kering
sampai tropik basah (Somaatmadja Gan Maesan, 1993).

2.2 Sifat Fisik dan Kimia
2.2.1 Sifat fisik

Sifat fisik koro krutok yang diamati disini adalah ukuran dan warna,
Dalam menilai mutu fisik biji-bijiar dan hasil olahannya, warna dan penampakan
sering digunakan sebagai parameter, Kelainan dari warna-warna terscbut menjadi
indeks untuk tak disukai (Syarief, dan Anies, 1988). Menurtut Desrosier (1988),
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warna merupakan kenampakan terlvar dari suatu produk yang dipengaruhi oleh
cahaya, pigmen dan kemampuan mata untuk mendeteksi warna terscbut,
2.2.2 Sifat Kimia

Karakteristik kimia yang biasanya dijabarkan pada daftar analisa bahan
makanan dan kandungan gizi serta kandungan senyawa khusus yang terdapat pada
bahan makanan tersebut. Dalam hal ini perlu diketahui bahwa angka analisa
kimiawi yang tercantum pada suatu dafiar bahan makanan tidak dapat dianggap
sebagal angka yang mutlak. Angka tersebut merupakan angka antar batas sesuai
dengan jenis bahan (Syarief dan Anies, 1988). Sifat kimia tersebut meliputi :

1. Kadar Air

Kadar air suatu bahan biasanya dinyatakan dalam persentase berat
terhadap bahan basah (Syarief dan Anies 1988). Pada umumnya penentuan kadar
air  dilakukan dengan mengeringkan bahan dalam oven pada suhu 105 - 110°C
selama tiga jam atau sampai didapat berat yang konstan (Winarno, 1991),

Prinsip penentuan kadar air dengan cara pengeringan ( Thermogravimetri)
ini yaitu menguapkan air vang ada dalam bahan dengan jalan pemanasan,
Kemudian menimbang bahan sampai berat konstan yang berarti semua air sudah
divapkan (Sudarmadji, dkk., 1997).

2. Kadar Abu

Abu merupakan hasil pembakaran dari suatu bahan organik yang
merupakan zat-zat anorganik. Pengabuan akan mengakibatkan hilangnya bahan-
bahan organik dan anorganik, sehingga terjadi perubahan radikal organik dan
segera terbentuk elemen logam dalam bentuk oksida atau bersenyawa dengan ion-
ion negatif.

Didalam proses pengabuan ada dua cara yang dapat dilakukan. yaitu
dengan cara langsung atau cara kering dan cara tidak langsung atau cara basah.
Cara langsung dengan mengoksidasikan semua zat-zat organik pada suhu tinggi,
yaitu sekitar 500 -600°C dan kemudian mengadakan penimbangan setelah proses
tersebut selesa:. Sedangkan cara tidak langsung dengan menambalkan senyawa

tertentu pada bahan yang diabukan, seperti gliserol alkohol, asam sulfat atau asam
nitrat (Anonim, 2002),
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3. Kadar Gula Toxal

Karbohidrat banyak terdapat dalam bahan nabati, baik berupa gula
sederhana, heksosa, pentosa maupun karbohidrat dengan berat moickul yang
tinggi seperti pektin, pati, selulosa dan lignin.

Penetapan kadar gula total diketahui dari selisih antara kadar gula sebelum
inversi dengan kadar gula setelah inversi. Proses inversi merupakan proses
penguraian oligosakarida dalam hal ini sukrosa menjadi monosakarida dalam hal
ini glukosa dan fruktosa yang disebut sebagai gula invert. Inversi sukrosa terjadi
pada suasana asam (Winarno, 2004).

4. Kadar Pati

Jumlah karbohidrat sering dinyatakan dalam jumlah monomer
penyusunnya. Bahkan untuk senyawa nolimer yang homogen seperti pati yang
terdiri dari monomer glukosa saja, masih memerluakn kurva standar yang
menunjukkan hubungan antara jumiah pati murni dengan indikatornya (misalnya
gula reduksi) (Sudarmadji, dkk, 2003). Penetapan pati dapat dilakukan dengan
menghidrolisa pati dengan asam ataupun enzim. Perhitungan jumlah pati didapat

dari perkalian antara gula reduksi dengan faktor konversi kadar pati yaitu 0,9.

5. Kadar Serat

Serat kasar mengandung senyawa selulosa, lignin dan zat lain vang
belum dapat diidentifikasi dengan pasti. Yang disebut serat kasar clisini adalah
senyawaan yang tidak dapat dicerna dalam organ pencernaan manusia ataupun
binatang. Di dalam analisa penentuan serat kasar diperhitungkan banyaknya zat-
zat yang tak larut dalam asam encer ataupun basa encer dengan kondisi tertentu.

Langkah-langkah yang dilakukan dalam analisa adalah:

I. Defatting, yaitu menghilangkan lemak yang ferkandung dalam sampel
menggunakan pelarut lemak.

2. Digesting, terdiri dari dua tahapan yaitu pelarutan dengan asam dan basa.
Kedua macam proses digesti ini dilakukan dalam keadaan tetutup pada subu
terkontrol (mendidih) dan sedapat mungkin dihilangkan dari pengaruh luar,

Serat kasar sangat penting dalam penilaian kualitas bahan makanan

karena angka ini merupakan indeks dan menentukan nilai gizi bahan makanan
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tersebut. Selain itu kandungan serat kasar dapat digunakan untuk mengevaluasi
suatu proses pengolahan, misalnya proses penggilingan atau proses pemisahan
antara kulit dan kotiledon, dengan demikian presentase serat kasar dapat dipakai
untuk menentukan kemurnian bahan atau efisiensi suatu proses (Sudarmadii, dkk_,
2003).

6. Kadar Lemak

Pada penetapan kadar lipida (lemak atau minyak) dengan pelarut, selain
lemak juga terikut fosfolipida, sterol, asam lemak bebas, karotenoid dari pigmen
lainnya. Karena itu hasil analisanya disebut lemak kasar. L.emak atau minyak dari
bahan kering dapat dikerjakan secara terputus-putus. Fkstraksi ini dijalankan
dengan alat soxhlet (metode soxhlet).

Pada metode soxhlet sejumlah sampel kering dimasukkan dalam t;mbel
yang terbuat dari kertas saring, sampel tersebut diekstraksi dengan pelarut tertentu
(petroleum eter, petroleum benzen dan lain-lain), Ekstraksi dilakukan selama 4 - 6
jam. Kemudian ekstrak dituang ke dalam botol timbang untuk diuapkan
pelarutnya sampai diperoleh berat konstan di dalam oven yang bersuhu 100°C,
residunya merupakan berat lemak ( Anonim, 2002).

7. Kadar Protein

Peneraan jumlah protein dalam bahan makanan umumnya dilakukan
berdasarkan peneraan empiris (tidak langsung), vyaitu melalui penentuan
kandungan nitrogen (N) yang ada dalam bahan. Cara penentuan ini di kembangkan
oleh Kjedahl. Kadar protein yang ditentukan berdasarkan cara Kjedahl ini senng
disebut sebagai kadar proiein kasar (crude protein), Analisa protein cara kjedahl
pada dasarnya dapat dibagi menjadi tiga tahapan yaitu proses destruksi, proses

destilasi dan tahap titrasi (Sudarmadji, dkk., 2003),

2.3 Protein

Sebutan protein pertama-tama dipakai pada tahun 1938, berasal dari kata
Yunani, profeios, yang berarti “pertama”, Dalam kehidupan protein merapunyai
fungsi yang sangat penting. Semua enzim tumbuhan dan binatang adalah protein.

Protein bersama-sama dengan lipida dan tulang membentuk kerangka tubuh
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binatang. Ta juga membentuk otot, antibodi dan berbagai hormone. Unsur-unsur
yang terdapat pada protein antara fain C,H,ON, dan banyak mengandung S,P.
Kadar unsur-unsur ini terletak dalam jarak-jarak tertentu; C: 51-35%; N: 15-18%
rata-rata 16%; H. 6,3-7,3%; S: 0,0-2,5% (Fressenden dan Fressenden, 1997),
Protein merupakan polimer tak bercabang. Selama polimerisasi, gugus o
amino bereaksi dengan gugus o karboksil dari asam amino lainnya membentuk
ikatan amida yang dikenal sebagai ikatan peptida. Karena alasan ini protein

dinamakan polipeptida (Colby, 1996).

Terminal Amino
NH;

B el
|

iy
Tkatan Peptida U’f |

NH, NH, NH
I I [
| | |
C —OH ¢ — OH C —0OH
I I 7
0 O o
Asam amino | Asam amino 1 Terminal karboksil

Gambar 4, Struktur protein
(Sudarmad)i, dkk, 2003)

Protein mempunyai 4 tingkat struktur : primer, sekunder, tersicr dan
kuartener :

|.  Struktur Primer

Struktur primer dari suatu protein ialah urutan-urutan asam amino yang

membentuknya (Schumm, 1993). Protein adalah urutan linier asam amino
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dari terminal N sampai terminal C (Colby, 1996). Asam-asam amino dalam
protein terikat satu sama lain dengan ikatan peptida

[katan peptida mempunyai sifat yang sebagian mirip dengan ikatan rangkap
antara C dan N (Schumm, 1993).

Struktur Sckunder

Struktur sekunder terdin atas gambaran lipatan lokal dalam suatu bagian
rantai polipeptid. Struktur sekunder terutama distabilkan olch ikatan H yang
terdapat anatara gugus NH dan CO dani rantai peptida (Colby, 1996).

Struktur sekunder ditentukan cleh struktur primer. Struktur sekunder
mempunyai tingkat energi yang terendah untuk suvatu urutan tertentu dari
asam-asam amino dalam lingkungan tertentu. Ada banyak kemungkinan
untuk struktur sekunder, akan tetapi dua diantaranya sangat sering dijumpai
yaitu heliks o dan lembaran 3 atae lembaran bergelombang.

Struktur Tersier

Struktur tersier adalah konfigurasi yang ditampilkan protein dalam ruang.
Seperti struktur sekunder, struktur tersier perfama-tama juga ditentukan oleh
urutan asam amino. Interaksi ion antara gugus-gugus R yang bermuatan,
interaksi  hidrofobik dan ikatan disulfida semuanyva penting untuk
memantapkan struktur tersier (Schumm, 1993)

Struktur tersier adalah pelipatan secara keseluruhan suatu rantai polipeptida.
Bila protein melipat dalam kenformasi alaminya, residu asam amino yang
satu sama lain letaknya jauh pada struktur primer adalah jukstaposisi. Dalam
struktur tersier daerah-daerah struktur o« dan B dihubungkan oleh bagian
lipatan ireguler dari rantai polipeptida (Colby, 1996).

Struktur Kuartener

Struktur kuartener adalah penataan suatu rantai protein dengan rantai protein
yang lain dan dengan koenzim yang tidak terikat secara kovalen. Rantai
protein secara individu dapat berikatan dengan rantai protein yang lain

(identik atau berbeda) sebagai subunit dari struktur yang lebib besar
(Schumm, 1993).
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Menurut Colby (1996), struktur kuartener adalah susunan polipeptida
bersama-sama dalam kompleks rantai multipel (multichain). Kompleks
polipeptida ini saling diikat olch ikatan yang sama yang menentukan lipatan
masing-masing polipeptida. Permukaan dimana dua polipeptida saling
mengadakan interaksi satu sama lain adalah sesuai, menunjukkan bentuk,
muatan dan polaritas komplementer,

Protein berdasarkan fungsinya dapat digolongkan menjadi 2 macam,
vaitu protein fungsional, vaitu yang bersifat sebagai enzim dan golongan protein
vang hanya disimpan yaitu protein cadangan (Dwidjoseputro, 1985),

Protein dapat bersifat amfoter, yaitu dapat bereaksi dengan asam dan
basa. Protein bersifat amfoter karena asam-asam amino penyusunnya mengandung
gugus -COOH yang bersifat asam dan gugus -NH: yang bersifat basa. Jika
protein diletakkan dalam larutan yang bersifat asam, maka protein akan
mendapatkan ion positif dari asam, schingga protein akan bermuatan positif (+).
Jika protein diletakkan pada larutan yang bersifat basa , maka protein akan
bermuatan negatif (-), Karena adanva ion OH dari basa dan ion H' dari asam,
maka protein pada pH tertentu akan bersifat netral yang artinya selisih muatan
positif dan muatan negatif adalah nol, Posisi dimana protein tidak mempunyai
muatan dikenal dengan istilah Titik Isoelektrik. Protein pada pH isoelektrik akan
mempunyai sifat antara lain kelarutan minimum, viscositas minimum dan juga
tekanan osmotiknya (Sackheim and Schultz, 1997).

Protein mengalami salting-out pada saat protein dalam air ditambahkan
alkohol, maka molekul air yang terserap oleh molekul protein terlepas dan tertarik
oleh pelarut polar serta partikel protein keluar dari jerapan molekul air yang
akhirya akan menampakkan protein yang tidak larut. Protein akan larut kembali
bila pelarut polar ditambalikan terus, atau protein mengalami salting-in (Winarno,
1991).

Denaturasi prowein adalah proses kehilangan sifat biologis suatu protein,
sedangkan koagulasi atau penggumpalan yang merupakan efek selanjutnya dari
denaturasi. Hal-hal yang dapat mengakibatkan denaturasi adaiah suhu, pH, dan
larutan elektrolit{ Winarno, 1991).
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Protein disusun oleh asam amino yang dihubungkan satu dengan lainnya
oleh ikatan peptida. Disamping ikatan peptida ada beberapa macam ikatan lainnya
vang memperkuat struktur protein yaitu ikatan disulfida, ikatan hidrogen, ikatan
hidrofobik, dan ikatan elektrostatik (Winarno, 1991).

Protein dapat mengalami kerusakan oleh pengarub—pengaruh panas,
reaksi kimia dengan asam dan basa, goncangan dan sebab-sebab lainnya.
Perubahan-perubahan tersebut dikenal dengan terjadinya penggumpalan atau
pengerutan. Larutan protein dapat membentuk selaput yang kemudian membuih
jika dikocok, tetapi jika pengocokan berlebihan maka hal ini dapat menyebabkan
protein terdenaturasi sehingga selaput pecah dan buih mengempis. Disamping
denaturasi, protein dapat mengalami degradasi yaitu pemecahan molekul

kompleks menjadi molekul yang lebih sederhana oleh pengaruh asam, basa atau
enzim (Winarno, 1991).

2.4 Penggolongan Protein Berdasarkan Daya larut

Tiga kelompok dari protein biji adalah albumin, globulin, dan prolamin
yang merupakan komponen terpenting pada sistem protein cadangan biji-
bijian.(Dieckert, et all, 1985). Menuiut Harrow, et al (1962) berdasarken kelarutan
protein digolongkan dalam 6 golongan yaitu :

. Albumin, mempunyai karakter yang mudah larut dalam air dan mudah
terkoagulasi oleh panas.

2. Globulin, tidak dapat larut dalam air, mudah terkoagulasi oleh panas, mudah
larut dalam larutan garam dan membentuk endapan dengan konsentrasi garam
yang tinggi. Larutan garam yang sering digunakan adalah NaCl MgSO; dan
(NH,).80,,

3. Glutelin, tidak dapat larut dalam pelarut netral tetapi inudah larut dalam

larutan asam dan basa.

4. Protein yang larut dalam alkohol (prolamine), mudah larut dalam alkohol 70-
80% dan tidak dapat larut dalam zir.
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5. Histones, mudah larut dalam air dan tidak dapat larut dalam amonia. Selain
itu, larutan tersebut dapat digunakan untuk mengendapkan histones, Bentuk
koagulan akibat pemanasan dapat dilarutkan dalam larutan alkali.

6. Protamine, mudah larut dalam air dan tidak mudah terkoagulasi olech
pemanasan.

Prolamin dan globulin diyakini berfungsi terutama sebagai sumber
karbon dan nitrogen saat biji berkecambah, tapi mengenai fungsi dari albumin
belum diketahui secara pasti. Globulin penyusun protein legume yang disusun
oleh dua komponen yaitu legumin dan vicilin. Legumin merupakan komponen
penyusun utama dari globulin sedangkan vicilin adalah komponen utama dari
globulin biji-bijian. Legumin dideskripsikan mengandung dua rantai polipeptida
vang dihubungkan dengan jembatan disulfida (Dieckert, et al, 1985).

2.5 Fraksinasi Globulin 78 dan 118

Jenis protein berdasarkan kocfisien sedimentasinya, dapat dipisahkan
dengan menggunakan ultrasentrifugasi. Dengan teknik ultrasentrifugasi ditemuakan
empat fraksi utama yaitu 25, 7S, 118 dan 158, dimana S merupakan Svedberg

unit. Berikut adalah tabel mengenai koefisien sedimentasi protein:

Tabel Z. Koefisien sedimentasi protein

~ Koefisien sedimentasi -I{umpnnen penyusun a
28 Trypsin inhibitors, cytochrome ¢, e -conglycinin
78 (- and¥ -congiycinin, lipoksigenases, & -amylases,

hemaggiutenins

118 glycinin
158 Polymers of glycinin
(Vereijken, 2000).

Fraksi 25 merupakan fraksi terkecil dari total protein dan memberikan
kontribusi yang tidak banyak terhadap sifat fungsional protein. Dua fraksi mayor
globulin yang sangat berperan antara lain B-con-glycinin (7S) dan glyeinin (118)
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(Aaron M., dkk, 1985). Sedangkan fraksi 15S belum dapat diidentifikasi
penyusunnya (Suhardi, 1989),

Fraksi 7S yang mencapai 35 % dari total protein (Hettiarachchy and
Ziegler, 1994) mengandung empat jenis protein yang berbeda vaitu hemaglutenin,
lipoksigenase, B-amilase den globulin 78 (Windrati, 1999). Struktur kwartener
globulin 78 tersusun dari enam kombinasi vang berbeda dari tiga sub unit yaitu a
mempunyal berat molekul 57000, " mempunyai berat molekul 56000 dan
mempunyal berat molekul 42000 dan berikatan melalui interaksi hidrofobik
(Utsumi dan Kinsella, 1985). Globulin 7S tidak mengandung grup sulfhidril dan
kandungan asam amino sulfurnya sangat rendah (Yu dan Damodaran, 1991).

Globulin 118 merupakan struktur kwartener yang terdini dan dua belas
unit dan merupakan dimer dari dua heksamer yang identik. Tiga sub unit dalam
setiap heksamer tersebut bersifat asam dan lainnya bersifat basa. Setiap pasangan
dari sub unit asam dan basa dihubungkan oleh ikatan disulfida (Yu dan
Damodaran, 1991).

Globulin 118 yang mencapai 52 % dari total protein (Hettiarachchy and
Ziebegler, 1994) mengandung delapan glisin, dua fenil alanin, dan dua leusin
residu terminal amino per mol, sedikit mengandung karbohidrat dan mempunyai
sub unit-sub unit yang berbeda dalam muatan maupun berat molekul (Iwabuchi
dan Yamauchi, 1987).

Antara fraksi 7S dan 11S dapat saling ikat mengikat melalui ikatan
disulfida yang menyebabkan pengendapan. Ikatan ini dapat dipisahkan dengan zat
merkaptoetanol sictein dan Natrium diculfida. Ikatan disulfida akan menghambat
pelipatan dan menurunkan interaksi air dengan minyak. Ikatan disulfida yang
sedikit pada globulin 7S akan menyebabkan daya buih yarg dihasilkan tinggi.
Sebaliknya, rendahnya jumlah ikatan disulfida dalam globulin 7S akan
menurunkan kemampuan dari protein untuk membentuk gel (Zayas, 1997).
Pemisahan globulin 7S dan 118 dilakukan berdasarkan metode yang
dikembangkan oleh Tanh dan Shibasaki (1976). Metode ini dilakukan dengan cara
mengekstrak globulin dalam Tris-HCI buffer 0,3 M yang mengandung 0,01M 2-

merkaptoethanol pH 8. Dilakukan senirifugasi untuk memisahkan protein terlarut
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dan protein tak terlarut dengan kecepatan 9000 rpm selama 20 menit. Fraksi 75
didapatkan dari pengaturan pH isoelekirik sebesar 4,8 sedangkan fraksi 11S

didapatkan dari pH isoelektrik 6,4. Sifat fisikokimia Globulin 7S dan 1S protein
kedelai seperti terlihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Sifat Fisikokimia Globulin 7S dan 118 Protein Kedelai

X Sifat . Globulin 11§~ Globulin 78
Berat molekul 350000 175000
Sub Unit 12 3
Berat Molekul Sub Unit 37000 (asam) 57000 (asam)
20000 (basa) 42000 (basa)
Struktur Sekunder 6 % u helix 6 % o helix (49)
40 % P struktur 39 % P struktur
55 % random coil 60 % random coil
Kandungan karbohidrat 0 4,94 % (4)
Half-cystine 48 mol/mole 0
Konstanta Sedimentasi 12,35 7.208
(8°20, W)
Volume Spesifik Parsial 0,730 ml/g 0,725 ml/g
(V, 20°C)
Konstanta Difusi 3,44 cm*/detik 4,52 em’/detik
(D°20, W x 107
Stokes Radius 585 A" 59 A°
Intrinsic Viscosity 0,0485 dl/g 0,0638 dl/g
E 1 em '™ (280 nm) 8.04 416
pH isoelektrik 6.4 49
Suhu Denaturasi 80 °C (48) 67 °C (48)

Sumber : Waggle et al dalam Matthews, 1989

2.6 Dialisis

Protein dapat dipisahkan dari molekui kecil dengan dialisis melalui
membran semi permeabel seperti membran selulosa yang berpori, Molekul
dengan ukuran yang lebih besar dari diameter pori akan tertahan dalam kantong
dialisis, sedangkan molekul kecil dan ion dapat melewati pori membran keluar
dari kantong dialisis (Strver, 1996).

Mekanisme proses dialisis ini adalah, pertama-tama protein dapat
dipisahkan dari senyawa dengan BM rendah yang ada di dalam eksirak sel atau
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Jjaringan dengan proses dialisis. Molekul besar seperti protein ditahan di dalam
kantung terbuat dari senyawa berpori amat halus sepeiti selopan. Jadi jika kantung
yang mengandung ekstrak sel atau jaringan dimasukkan ke dalam air, molekul
kecil di dalam ekstrak jaringan, seperti garam akan melalui pori-pori tetapi protein
dengan berat molekul tinggi akan tertahan di dalam kantung. Setelah campuran
protein dibebaskan dari molekul kecil oleh dialisis, protein dapat dipisahkan
berdasarkan ukuran melalui elektroforesis (Lehninger, 1997). Meckanisme dialysis

bias dilihat pada Gambar 5.

Beberapa kali
Pergantian air

T
{

Molekul protein  Molekul kecil Air destilation

Kantung semipermeabel

Gambar 5. Mekanisme Proses Dialisis

Membran dialisis imi dikomersialkan dalam bentuk roll (gulungan)
dengan diameter dan penyaring berat molekul yang berbeda. Semakin besar
ukuran saringan berat molekul pada membran maka akan semakin cepat larutan
molekul kecil keluar dari membran. Sebelum penggunaan kantung dialisis terlebih
dulu dilakukan hidrasi dengan tujuan untuk memberikan fleksibilitas. Sampel
protein dimasukkan dalam kantung dialisis yang sebelumnya salah satu ujung
kantung dialisis telah diikat (disegel) dan diikuti dengan ujung yang lainnya,
Selanjutnya kantung dialisis ditempatkan dalam larutan buffer pada suhu 4°C
selama 12-24 jam. Seiring dengan waktu, molekul kecil dapat melewati pori-pori

kantung dialisis hingga tercapai kesetirabangan antara pelarut diluar dan didalam
(Copeland, 1994),
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2.7 Elektroforesis

Elektroforesa adalah proses pemisahan ion dan partikel netral berdasarkan
ada atau tidaknya daya tarik dan partikel-partikel ini ke arah elektroda pada pH
larutan tertentu, Bila sepasang elektroda ditempatkan dalam larutan asam amino,
Kation (muatan positif) dari asam amino tersebut akan bergerak ke arah katoda
yang bermuatan negative dan anion (negative) dari asam amino akan bergerak
kearah anoda yang bermuatan positif Sedangkan ion dipolar pada titik
isoelektriknya netral schinpga tak bergerak ke arah katoda maupun anoda.

Gambar 6. melukiskan bagaimana elekiroforesa memisahkan asam-asam amino.

lon dipolar yang vetral tidak bergerak

Katoda Anoda

Z
S
[ ]
O
= e
{5
=0 e s R
\ ++++++4++-+

N H;
Gambar 6. Elektroforesa adalah proses pemisahan partikel bermuatan dan yang

netral dengan cara menarik partikel-partikel tersebut oleh elektroda dalam larutan.
(Fressenden dan Fressenden, 1997).

Elektroforesis merupakan metode yang digunakan untuk mendapatkan
kemurnian protein dari sampel, berat molekul dan kadang kala titik iso elektrik.
Metode yang sering digunakan dalam elektroforesis ini adalah SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis).
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Dasar dari metode ini adalah perpindahan molekul yang bergerak pada
arus listrik dengan kecepatan yang divatasi oleh ukuran dan suplai listrik. Polimer
akrilamida yang berbentuk lembaran bertindak scbagai pembawa pergerakan
molekul (Copeland, 1994), Penggunaan gel sebagai elektroforesis disebabkan dua
alasan, pertama gel mengurang arus listnik yang timbul akibat perbedaan suhu
yang kecil, yang diperlukan agar pemisahan menjadi efektif. Kedua, gel bertindak
scbagai saringan molekul yang meningkatkan pemisahan, Molekul yang lebih
kecil lebih mudah bergerak di dalam gel sedangkan molekul yang lebih besar
hampir tidak bergerak (Strver, 1996).

Polyacnilamide merupakan polimer yang umum digunakan untuk gel
elektroforesis protein, Gel tersusun dari polimer acrylamide yang bebas arus
listrik. Berat molekul didapat dari SDS-PAGE yang tertahan pada pori-pori
polimer gel. Banyaknya acrylamide yang digunakan akan memberikan kisaran
berat molekul terhadap fraksi sampel (Copeland, 1994)

Tabel 4. Banyaknya acrylamide yang digunakan untuk penentuan berat molekul
protein dengan SDS-PAGE

Kisaran Berat Molekul Proteir Penggunaan Acrylamide

200000 — 60000 s 5.0 %

120000 — 30000 7.5 %
75000 —18000 10,0 %
60000 — 15000 12,5 %
45000 — 12000 15.0 %

Sumber : Copeland, 1994

Sebelum arus listrik dijalankan, protein didenaturasi (unfolding) dengan
pemanasan sehingga dapat terpisah massanya dengan elektroforesis gel
poliakrilamida, Campuran protein mmnla-mula dilarutkan dalam SDS, suatu
detergen anionik yang akan memutus hampir semua interaksi kovalen dalam
protein alami. Anion SDS akan berikatan pada rantai utama dengan perbandingan
| SDS untuk setiap residu asam amino, sehingga terbentuk kompleks antara SDS

dan protein yang terdenaturasi bermuatan negatif yang secara kasar sebanding

IR
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dengan massa protein, Muatan negatif akibat pengikatan SDS ini umumnya lebih
besar daripada muatan protein alami, sehingga muatan protein alami menjadi tidak
penting lagi. Arah elektroforesis dan atas ke bawah. Setelah terjadi pemisahan,
protein dalam gel dapat diperlihatken dengan pewamaan Coomasic Blue atau
Silver Staining (Stryer, 1996).

Dua cara pewarnaan yang digunakan terhadap pita-pita sub unit protein
diantaranya Coomasie Blue dan Silver Staining. Silver staining lebih sensitif
dibandingkan dengan Coomasie Blue, oleh karena itu dapat digunakan untuk
mendeteksi keberadaan kontaminan protein minor dari sampel. Tetapi tidak
dirckomendasikan untuk analisa kuantitalif. Coomasie Blue lebih minim
komplikasi dibandingkan dengan silver staining. Keuntungan dari Coomasie Blue
adalah luas wama dari protein yang berbeda dapat terjaga, maka dapat

dimanfaatkan untuk memperkirakan jumlah kuantitatif dari protein (Copeland,
1994).
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III. METODOLOGI PENELITIAN i

3.1 Bahan dan Alat Peneclitian
3.1.1 Bahan Penelitian

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah koro kratok
(Phaseolus lunatus 1) putih yang diperoleh dari desa Cerme, Kecamatan Cerme,
Kabupaten Jember, Jawa Timur. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian
berasal dari Jerman dengan merk Merck ini adalah BaS0Q,, Tris HC! buffer 0,3 M
pH 8, HC1 0,1 N, NaCl 5%, , etanol 70%, NaOH 0,5 N, NaOH 2N, folin 1 N. mix
Lowry, 2-merkaptoetanol, buffer elektroforesis, stacking pel, coomasie blue
staining dan destaining, resolving gel.
3.1.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: pe:latan gelas
yang menggunakan merk Pyrex, magnetic stirer (SM 24 Stuart Scientific), batang
stirer, freeze dryer (Snijders Scientific), vortex (type 16700 mixer, maxi-mix 1),
refrigerated sentrifuge (Selecta), membran dialisis dan penjepitnya, penangas air
(Cimerec 2), timbangan analitis (Ohaus), pompa vacum, sentrifuge kecil
(Kurabo), pH meter (Jenway), peralatan elektroforesis (Bio-Rad), colour reader

dan mikrometer.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Pengendalian Mutu Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Agustus 2004.

3.3 Persiapan Bahan

Biji koro kratok putih dilakukan sortasi terlebih dulu antara biji yang
masih baik dan jelek dan juga dipisahkan berdasarkan warna putih dan merah, Biji
yang sudah disortasi kemudian diblender hingga halus. Setelah diblender
kemudian dilakukan pengayakan derigan ayakan 70 mesh. Tepung koro kratok

22
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putih yang dihasi'kan kemudian dimasukkan dalam plastik dan disimpan dalam
eksikator.

3.4 Rancangan Percobaan

Data yang diperoleh dari pengukuran sifat fisik yang meliputi berat,
tebal, lebar, panjang, luas permukaan, volume, BDD (Bagian yang Dapat
Dimakan), ketebalan kulit biji, dan wama, serta pengukuran sifat khemis yang
meliputi kadar air, kadar abu, kadar lemak, kadar protein kasar, kadar pati, kadar
serat dan total gula diupi menggunakan uji deskriptif kemudian data ditabulasikan
dengan standar deviasi.

Data yang diperoleh dan fraksinasi protein berupa albumin, globulin,
globulin 78 dan 118 yang dielektroforesis ditampilkan dalam bentuk gambar.

3.5 Pengukuran Sifat Fisik

Karakteristik yang diamati pada biji koro kratok putih meliputi berat biji,
tebal biji, panjang biji, lebar biji, luas penampang biji, volume biji, Bagian yang
Dapat Dimakan (BDD), ketebalan kulit biji dan warna,
3.5.1 Sifat Berat, Tebal, Lebar dan Panjang Biji

Pengukuran sitat berat, tebal, lebar dan panjang biji dari biji kratok putih
dilakukan dengan menggunakan jangka sorong untuk karakter tebal, panjang dan
lebar biji. Sedangkan untuk pengukuran berat biji dilakukan dengan menggunakan

neraca analitis. Pengambilan sample satu biji koro kratok putih dilakukan secara

acak
3.5.2 Luas Penampang Biji (Andrew, 2004)

Pengukuran luas penampang biji koro kratok putih dilakvkan dengan
menggunakan standar pembanding berupa kertas. Kertas HVS dipotong dengan
variasi luasan tertentu yaitu 1 cm®, 4 cm®, 9 cm?, 16 cm?, dan 25 cm®. Potongan
kertas HVS dengan luasan terientu tersebut dilakukan sebanyak S kali ulangan
untuk diketahui beratnya. Kurva standar dibuat denpan memplotkan luas
penampang sebagai sumbu Y dan berat kertas sebagai sumbu X. Pengukuran luas
penampang biji dilakukan dengan menggambar ke-10 biji koro vang diambil
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secara acak diatas kertas HVS yang sama dengan standar yang telah dibuat. Hasil
gambaran kemudian ditimbang untuk diketahui beratnya. Luas penampang biji
koro kratok putih dapat diperoleh dengan memasukkan hasil rata-rata dari ke-10
biji kratok yang dipilih secara acak ke dalam kurva standar vang telah dibuat,
3.5.3 Volume (Andrew, 2004)

Pengukuran volume biji koro kratok putih dilakukan dengan
memasukkan 10 biji koro satu persatu kedalam pipa erlenmeyer berpipa yang
telah diisi air. Tetesan air yang keluar dari pipa erlenmeyer ditampung dalam
wadah kosong yang sudah ditimbang beratnya. Wadah penampung dan air tetesan
kemudian ditimbang untuk diketahui beratnya sehingga dapat digunakan untuk
untuk mencari berat air dari 10 biji koro. Volume biji koro sama dengan volume
luberan air dari 10 biji koro yang dizmbil secara acak. Berat jenis air diketahui
0,9971 g/ml, sehingga volume air dapat dicari dengan rumus :

. m

BJ

dimana

V = volume air

M = berat

BJ = berat jenis air (0,9971 g/ml)
3.5.4 BDD (Bagian yang Dapat Dimakan) (Andrew, 2004)

Pengukuran BDD dari biji kratok putih dilakukan secara acak dari 10

biji. Biji yang telah dikupas kulitnya kemudian ditimbang kulitnya (a gram) dan
biji tanpa kulit (b gram). BDD dapat dihitung dengan rumus sehagai berikut -

BDD = x100%

a+b
3.5.5 Ketebalan Kulit (Andrew, 2004)

Ketebalan kulit diukur dengan menggunakan mikrometer dari 10 biji
koro secara acak. Kacang koro yang diambil secara acak tersebut dikupas kutitnya
dengan menggunakan pisau, diusahakan kulit terkelupas secara utuh, kulit yang
terkelupas diukur ketebalannya denyan menggunakan mikrometer,
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3.5.6 Warna (Subagio dkk, 2002)

Pergukuran warna dilakukan dengan bantuan alat colour reader. Scbelum
digunakan colour reader teriebin dulu distandarisasi dengan porselin yang
mempunyai nilai L* = 94,35, a* = -5,75 dan b* = 6,51. Pengukuran wama
dilakukan dengan menempelkan colour reader pada biji koro yang ditumpuk di
atas kertas putih, Pengambilan titik yang berbeda sebanyak 10 kali ulangan dan di

rata-rata, sehingga didapatkan dL, da dan db. Pengolahan data dilakukan dengan
rumus

¢’ = yf(a*)” + (b*)’
H=tan" (b'/a")

Parameter warna yang diamati

* Nilai dan L* menunjukkan kecerahan dan jarak dari gelap = 0 sampai terang
=100.

* Nilai a* = 0 dan b* = 0 menunjukkan warna abu-abwachromatic. Pada sumbu
horizontal (+) a* menunjukkan warna merah keunguan dan (-) a* menunjukkan
warna hijau kebiruan, Pada sumbu vertical (+) b* menunjukkan warna kuning
dan (-) b* menunjukkan warna biru.

» Nilai dari sudut warna H = tan ' (b*/a") menunjukkan warna sample dimana

sudut warna 0° tepat untuk warna merah, 90° warna kuning, 180" wama hijau
dan 270" warna biru.

* Nilai c* adalah untuk metric dimana ¢" = \/(a*)* +(b*)* dan menunjukkan

nilail intensitas wama.

3.6 Pengukuran Sifat Kimia

Sifat kimia yang diamati dari biji koro kratok manik meliputi kadar
karbohidrat, kadar protein, kadar lemak, kadar air dan kadar abu.
3.6.1 Kadar Karbohidrat

Kadar karbohidrat diukur berdasarkan metode By Difference. Metode ini
dilakukan dergan menghitung semua kadar senyawa organik vang ada, selain


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

26

karbohidrat dalam koro kratok putih. Kadar karbohidrat dihitung dengan melihat
selisih antara jumlah kadar senyawa organik dengan kadar total (100%).

Kadar karbohidrat (%) = 100% - (jumiah kadar protein, lemaik,abu dan air)
3.6.2 Kadar Protein (Sudarmadji, dkk, i997)

Pengukuran kadar protein dilakukan dengan menggunakan metode
mikro-kjeldahl. Tepung koro ditimbang sebanyak 0.5 gram, dunasukkan ke dalam
labu kjeldahl dan ditambahkan 1.9 + 0,1 gram K350, 40 mg HgO: 2 + 0.1 ml
H250,. Sample dididihkan selama 1,5 jam sampai warna cairan jernih (diberi batu
didih). Labu didinginkan, ditambah dengan aquadest perlahan-lahan (labu menjadi
panas) dan didinginkan kembali. Sample dipindahkan ke dalam alat destilasi,
dicuci dan dibilas 5-6 kali dengan aquades, Erlenmeyer yang berisi 5 ml asam
borat jenuh dan indikator diletakkan dibawah kondensor. Ujung kondensor harus
tercelup dalam asam borat jenuh. £-10 ml larutan NaOE-Na,S,0; ditambahkan
dan dilakukan destilasi hingga tertampung kira-kira 15 ml desiilal. Bilas tabung
kondensor dengan aquades dan tampung air bilasan dalam erlenmeyer, Hasil
destilasi dititrasi dengan HCI 0,02 N yang distandarisasi sampai terjadi perubahan
warna menjadi abu-abu. Penetapan blanko dilakukan dengan menggant sample
dengan aquades.

Protein (%) = %N x faktor konversi

%N = [(titer sample-blanko) x N HCI x 14,08)/herat sample]

3.6.5 Kadur Lemak (Woodman, i941 daizm Sudarmadji, dkk, 1997}

Pengukuran kadar lemak dilakukan dengan menggunakan metode soxlet
yang dimodifikasi. Tepung koro ditimbang sebanyak a gram dalam kertas saring
sesuai kebutuhan, kemudian dibungkus dan dilipat cukup kuat dengan benang.
Tepung koro yang terbungkus, dioven pada suhu 60° C beberape lama dan
dimasukkan dalam cksikator selama 30 menit. Sampie dilimbang (b gram) dan
selanjutnya dimasukkan dalam tabung ekstraksi soxlet 500 ml yang sudah
terpasang di penangas listrik dengan pendinginnya. Labu diisi larutan pengekstrak
berupa petroleum benzens. Setelah semua siap, penangas dan pendingin air
dihidupkan. Jumlah sirkulasi pelarut yang digunakan sesuai dengan perlakuan (3-

4 jam). Setelah ekstraksi selesai, sample dikeluarkan dari tabung ekstraksi dan
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dikeringkan dalam oven 60°C hingga pelarut menguap. Sample yang telah kering
dimasukkan dalain cksikator selama 30 menit dan ditimbang. Penimbangan dan
pengovenan dilakukan beberapa kali hingga berat konstan (¢ gram).

b=¢

Kadar lemak = x100%

a
3.6.4 kadar Air (AOAC 1970, Ranguna, 1979 dalam Sudarmadji, dkk, 1997)
Pengukuran kadar air dilakvukan dengan cara termogravimetri. Botol
timbang yang bersih dan kering ditimbang beratnya (a gram). Tepung knro
dimasukkan dalam botol timbang dan ditimbang berat (b gram). Tepung koro
dioven minimal selama 6 jam dengun suhu oven 100°C. Sample dimasukkan
gaiam eksikator umiuk miendinginkan  dan ditimbang beratnya (c gram),
pengovenan dan penimbangan dilakukan hingga berat konstan.

¥
og=c

Kadar gir = x100%:

==
3.6.5 Kadar Abu (Sudarmadji, dkk, 1997)

Krus porselin dikeringkan dalam oven selama 15 menit, didinginkan
dalam eksikator selama 15 menit dan ditimbang beratnya (a gram). Tepung koro
dimasukkan dalam krus porselen dan ditimbang beratnya (b gram). Pijarkan
dalam tanur pengabuan pada suhu 400°C sampai mengeluarkan asap. Setelah asap
habis, naikkan suhu menjadi 550°C dan pijarkan selama 3 jam. Dinginkan krus
dalam tanur semalaman dan masukkan dalam eksikator selama 15 memt. Timbang
krus porselin (¢ gram), ulangi hingga berat konstan.

C—=d

Kadar zbu = x100%

—a
3.6.6 Kadar Pati (Direci Acid Hydroiysis Method: AGAC, 1970 duaiam
Sudarmadji, dkk, 1997)
Timbang 2 g tepung koro kratok putih, tambahkan 50 ml aquades dan
aduk selama 1 jam. Suspensi di saring dengan kertas saring dan di cuci dengan
aquades sampai volume filtrat 250 ml. Filtrat ini mengandung karbohidrat yang

terlarut dan dibuang. Cuci residu yang tertinggal di kertas saring dengan 10 ml
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dietil ether dan 150 mi alcohol 10% (gunakan pompa vacum untuk iebih mudah
penyaringannya).

Residu dipindahkan  secara kuantitatif dari kertas saring ke dalam
erlenmeyer dengan pencucian 200 ml aquades dan tambahkan 20 ml HCl + 25%
(berat jenis 1,125), tutup dengan pendingin balik dan punanaskan di ates penangas
air mendidih selama 2_3 jam,

Setelah dingin netralkan dengan larutan NaOH 45% dan tera sampai
volume 500 mi, kemudian disaring. Tentukan kadar gula yang dinyatakan sebagai
glukosa dan fitrat vang diperoleh, Penentuan giukosa seperii pada penentuan gula
reduksi. Berat glukosa dikalikan 0,9 merupakan berat pati,

3.6.7 Kadar Serat (Sudarmadji, dkk, 1997)

Turbang 2 g tepung koro dan ekstraksi lemaknya dengan soxhiet,
Pindahkan bahan ke dalam erienmeyer 600 ml Tambahkan 200 ml H,80,
mendidih (i,25 g H;504 pekav 100 ml = 0,25 N H.S504) dan ttuplah dengan
pendingin baiik, didihkan selama 30 menit. Saring suspensi dengan kertas SAring
dan residu yang tertinggal dalam srlenmeyer dicuci dengan aquades mendidih,
Cucilah residu dalam kertas saring sampai air cucian tidak bersifat asam fag? (uji
dengan kertas lakmus).

Pindahkan secara kuantiatif residu dari kertas saring ke dalam
erlenmeyer kembali dengan spatula, dan sisanya dicuci dengan larutan NaOH
mendidih (1,25 g NaOH/100 ml = 0,313 N NaOH) sebanyak 200 ml sampai
semua residu masuk ke calam erlenmeyer. Didihkan dengan pendingin balik
selama 30 men:t.

Sannglah melalui kertas saring yang diketahui beratnya, sambil dicuci
dengan 1U mi larutan K330y 10%. Cuci lagi residu dengan aquades mendidih dan
kemudian dengan lebtii kurang 15 mi alkohol 95%, Keringkan kertas saring pada
110°C sampai berat konstan (1-2 jam), dinginkan dalam eksikator dan timbang.

Berat residu = berat serat kasar
3.6.8 Total Gula (Sudarmadji, dkk, 1997)

Ambil 50 mli friltrat bebas Pb dan twang ke dalam labu takar 100 mi,

tambahkan 20 ml aquades dan 10 mi larutan HCI 6,67%, gojog. Inversi dikerjakan


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

29

dengan inkubasi dalam penangas aic suhu 60° C sambil di goyang selama
3 menit dan selanjutnya tetap biarkan dlam penangas selama 7 menit. Dinginkan
cepat-cepat sampai suhu 20°C.

Tambahkan beberapa tetes indicator PP 1%, netralkan dengan larutan
NaOH 20% sampai timbul warna merah. Tambahkan tetes demi tetes larutan 0,5N
HCI sampai warna merah tepat hilang, akhirnya encerkan sampai volume tertentu.
Hitung kadar gula sesudah inversi dengan cara sama pada penentuan gula reduksi.

Total gula = Selisih antara kadar gula sebelum inversi dengan sesudah inversi

3.7 Frahsinasi Protein Beruasarkan Daya Kelarutan

Protein koro kratok putih dapat digolongkan menjadi empat golongan
protein sederhana yaitu albumin, globulin, prolamin, dan glutelin. Empat protein
sederhana i dapat dipisahkan berdasarkan sifat kelarutanuya terhadap pelarut,
Fraksinast protein ini difakukan berdasarkan metode Osborne yang dimodifikasi
{Bonwvehi, 1999).

Tepung koro yang bebas lemak (2,5 gram) diekstrak dengan 25 ml
aquadest dan distirer selama 1 jam. Suspensi kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 9000 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C. Filtrat yang dihasilkan
kemudian dipisahkan dari residunya. Filtral yang ie1dici dari albumin dan globulin
didialisis dengan membran dialisis selama 48 jam dengan suhu 4°C. Hasil dialisis
kemudian dipisahkan antara albumin dan globulin dengan sentrifuge dengan
kecepatan 9000 rpm, suhu 4°C selama 20 menit. Endapan yang diperoleh
merupakan fraksi albumin sedangkan supematannya merupakan fraksi globulin
Residu dari filtrat albumin dan globulin diekstrak lagi dengan NaCl 5 % schanyak
25 ml dilakukan sentrifuge denpan kecepatan 9000 rpm, 20 menit , 4°C.
supernatan vang diperoleh kemudian didialisis dengan suhu 4°C  untuk
mendapatkan fraksi albumin dan globulin. Kemudian konsentrasi albumin aan
globulin didapatkan dari total albumin dan giobulin, Endapan dari ckstraksi NaCl
5 % dilarutkan dalam alkohol 70% dan distirer selama 1 jam. Suspensi kemudian
disentrifuge dengan kecepatan 900 rpm, suhu 4°C selama 20 menit. Supernatan

yauy diperoleli weiupakan prolamine yang dimurnikan dengan membran dialisis
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selama 48 jam, suhu 4°C. Endapan yang dihasilkan dari dialisis merupakan
prolamin murni. Residu dari filtrat prolamine diekstrak lagi dengan 25 ml NaOH
0,5 N dan distirer selama 1 jam. Suspensi kemudian disentrifuge dengan
kecepatan 9000 rpm, suhu 4”C selamia 20 menit. Filtrat yang diperoleh merupakan
glutelin  yang dimurnikan dengan membran dialisis sedangkan residunya
merupakan protein tak larut. Masing-masing fraksi protein kemudian dikeringkan
dengan freeze drier dan untuk mengetahui konsentrasinya dapat dilakukan
dengan metode Lowry (Sudarmadji, dkk, 1997). Diagram alir fraksinasi protein
berdasarkan kelarutan terlihat pada Gambar 7,
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Gambar 7. Diagram Alir Fraksinasi Proteir. Koro Kratok (Phaseolus lunatus 1.
Sweet)
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3.8 Fraksinasi Globulin 7S dan Globulin 118

Fraksinasi globulin 78 dan globulin 118 dilakukan berdasarkan metode
yang dikembangkan oleh Tznh dan Shibasaki (1976). Metode ini didasarkan pada
perbedaan kelarutan dari globulin yang dilarutkan pada Tris (Hydroxymethyl)
amimomethane buffer pada pH 6.6. Globulin 11S mengendap pada pH 64
sedangkan globulin 78 mengendap pada pH 4.8,

Tepung koro bebas lemak sebanyak 2,5 gram diekstrak dengan 0,03 M
buffer Tris HCl pH 8,0 vang mengandung 03 M merkaptoctanol pada suhu
ruang sciama I jam. Suspensi kemudian disenurifuge dengan kecepatan 9000 rpm
selama 15 memt dengan suhu 4°C. Supernatan vang diperoleh kemudian diatur
pii-nya sampai 6.4 dengan HCl 0,1 N dan distirer, diamkan seinalai dalaii
lemari pendingin dengan suhu 4°C. Suspensi kemudian disentrifuge dengan
mmerupakan kecepatan 9000 rpm, suhu 4°C selama 15 menit. Endapan vaiy
diperoleh fraksi globulin 11S. Filtrat yang diperoleh kemudian diatur pH-nya
sampai 4,8 dengan HCI 0,1 N dan disentrifuge lagi dengan kecepatan 9000 pm,
suhu 4°C selama 15 menit, Endapar yang diperoleh diekstrak lagi dengan 25 ml
Tris HCI pH 8,0 yang mengandung 0,3 M merkaptoetanol. Suspensi kemudian
diatur pH-nya dengan HCI 0,1 N sampai pH 0,2 dan aisentrituge dengan
kecepatan 9000 rpm, suhu 4°C selama 15 menit. Filtrat yang dihasilkan
merupakan fraksi globulin 78, Masing-masing fuksi kemudian dikCTingRain
dengan freeze drie: selama 48 jam. Pengukuran konsentrasi fraksi globulin 118
dan globulin 75 dilakukan dengan metode Lowry. Diagram alir fraksinasi

berdasarkan sedimentasi lerlihal padz Gambar 8.
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HCI buffer 0,03M pH 8

R
Sentrifugasi 8500 cpm, 20 menit, 20°C
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Gambar 8. Diagram Alir Fraksinasi Protein Globulin 78 dan 115
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3. 9 Kadar Protein Terlarut (Metode Lowry, Sudarmadji dkk, 1997)

Protein dengan asam fosfotunpstat-fosfomolibdat pada suasana alkalis
akan memberikan warna biru yang intensitasnya bergantung pada konsentrasi
protein vang ditera. Konsentrasi profein diukur berdasarkan optik density pada
panjang gelombang 750 nm. Untuk meungetahui banyaknya protein dalam larutan,
lebih dahulu dibuat kurva standart yang melukiskan hubungan antara konscntiasi
dengan absorbansi. Cara pencntuannya adalah scbagai berikut: 250 il sampel
tambahkan dengan 250 pnl. NaOH 2N, Dilakukan pemanasan untuk mendcnaturasi
atau memecah ikatan protein dalam sampel selama 10 menit kemudian
didinginkan. Tambahkan mix Lowry 2500 ulL dan diamkan selama 10 menit.
Tambahkain 250 ul folin IN dan vortex kemudian diamkan selama 30 menit.
Tambahkan aquadest sebanyak 1750 ul. (volume keseluruhan harus 5003 pb
selanjutnya amati absorban pada pamang gelombang 750 nm. Sccara lengkap

urutannya sebagaimana terithat pada Gambar 9.

r 250 ul sampel / aguades

¥

230 puINaOH2Z N

¥

Panaskan 10 menit

Dinginkan l
Mix lowry 2,5 m|_|

v

Folin 250 ul 1N

s

! Vortek

Biarkan 30 menit

¥

Aquades 1,75 ml

¥

Ahs. A = 750 nm

Gambar 9, Diagram Alir Penentuan Kadar Protein Terlarut dengan Metode
Lowry
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3.10 Elektroforesis (Andrew, 2004}

Analisa protein sederhana dan fraksi globulin 78 dan 115 dilakukan
dengan elektroforesis SDS-PAGE pada gel poliakrilamida yang terdiri dari
resolving gel dan stakcing gel. Pembuatan resolving gel dilakukan dengan
mencampur 1,67 ml aquades: 1,25 ml Tas-HCL 1,5 M pH 8,8: 0,05 ml SDS 10%:
2 ml acrylamide kemudian dilakuken aerasi untuk mengeluarkan udara. Setelah
aeras, larutan gel ditambah dengan 50p:] TEMED. Larutan yang tercampur segera
disuntikkan diantara dua lempengan kaca berukuran 10 x 10 cm, dan diztasnya
diberi aquades untuk meratakan permukzaan gel. Aquades diambil kembali setelah
gel terbentuk. Stucking ge! dibuat dengan mencampur 1,525 ml SDS 10%
kemudian dilakukan aerasi untuk mengeiuarkan udara. Larutan kemudian
ditambah dengan 50 pl ammonium persulfat 10% dan 5 pl TEMED, Larutan gel
dimasukkan dan sisir diletakkan diatas gel untuk membentuk sumur di bagian atas
gel. Sisir dilepaskan jika gel telah terbentuk.

Protein yang akan dianalisa dengan elcktroforesis SDS-PAGE perlu
dilakukan pengukuran kadar protein dengan metode lowry dengan tujuan untuk
mengetahui volume pengenceran dari protein keringnya. Protein kemudian diberi
pelarut Tris-HCI buffer 0,030M yang mengandung 0,01M-2 merkaptoetanol pH
8,00 sesuai dengan perhitungan sebelumnya. Protein yang sudah diencerkan perlu
dilakukan pengukuran kembali dengan metode lowry untuk menentul:an volume
penyuntikan dalam sumur gel. Persiapan sampel untuk elektroforesis dilakukan
dengan mencampur protein dengan buffer sampel dengan perhitungan 1:7 (atau
sesuai dengan kebutuhan), Pemanasan sampel pada suhu 100°C perlu dilakukan
selama 10 menit dengan tujuan untuk memecah struktur tiga dimensi dari protein,
Elektroforesis dilakukan setelah sampe! disuntikkan dengan menggunakan syringe
ke dalam sumur dan dirunning pada 100 mA selama kurang lebih 1,5 jam.
Pembacaan protein dilakukan dengan mewamnai protein memakai larutan
coomassie bluestaining gel. Hasil pewarnaan kemudian dicuci dengan coomassie

gel destain selama satu malam dengan tujuan mmebersihkan pewarnaan yang
berlebihan.
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Berat molekul dari protein dapat dihitung dengan menggunakan
persamaan standart dari marker. Persamaan standart didapatkan berdasarkan
hubungan antara log BM (Sumbu Y) dan Rf (Sunbu X). Nilai Rf didapatkan
dengan membagi jarak tempuh sampel dibagi jarak tempuh pelarut, Berat molekul

dari sampel dihitung dengan memasukkan nilai Rf dari masing-masing fraksi ke
dalam persamaan Log BM=a Rf + b.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Sifal Fisik dan nonia Kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) Putii
4.1.1 Sifat Fisik Koro Kratok Puiu

Sifat fisik yang diamati disini meliputi tebal biji, iebar biji, panjang biji,
berat biji, luas permukaan biji, volume 10 hiji, BDD, ketebalan kulit dan warna
dari koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas ktratok putih. Data yang
diperuleh dari uji sifat fisik koro kratok putih ini diolah dengan menggunakan uji
deskriptif yang kemudian ditabulasikan dengan standar deviasi. Hasil perhitungan
dari sifat fisik, koro kratok putih disajikan dalam bentuk T abei 3.

Tabel 5. Sifat Fistk Biji Koro Kratok (Phaseoius funatus (L.) Sweet) Futih.

Sifat Fisik =5 Rerata + Standart Deviasi
Tebal Biji (cm) 0,50 = 0,16 =1
Lebar Biji (cm) 0,88 £ 0,02

Panjang Biji (cm) 0,88 £ 0,06
Berat Biji (g) 0.43 £ 0,04
Luas Permukaan Biji Koro (cm?) 1.25+£0,22
Volume 10 Biji (ml) 2,14 0,11
BDD (%) 92,35+ 0,90
Ketebalan Kulit (mm) 0,18 +0,03
Warna E=75 1
¢ =15.72
H=97,02°
a =192
b'=15,6

Koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih
mempunyai ciri penampakan fisik antara lain panjang biji rata-rata 0,88 cm, lebar
biji rata-rata 0,88 cm. Sedangkan tebal biji rata-rata 0,50 cm dan berat biji rata-
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rata 0,43 gram. Dari data tersebut dapat digambarkan bahwa koro kratok putih
mempunyai bentuk biji yang bulat memanjang dan agak sintal.
Luas penampang biji rata-rata 1,25 cm dan volume 10 biji rata-rata 2,14

ml. Koro kratok putih mempunyai ketebalan kulit sebesar 0,18 mm sehingga
dengan ketebalan kulit yang relatif kecil dengan nilai BDD sebesar 9235 %
menunjukkan bahwa kulit biji koro kratok (Phaseotus lunatus (L.) Sweet) varictas
kratok putih hampir menyatu dengan biji. Nilai BDD yang cukup besar aapat
memenuhi kebutuhan pangan untuk manusia terutama protein dan karbohidraumya.

Wama dapat mempengarvhi kenampakan pada komoditas dan
berpengaruh pada tingkat penerimaan konsumen. Pada Gambar 4 biji koro kratok
putih memiliki warna yang berkisar antara putih dan kuning. Hal im diperkuat
dengan nilai H = 97,02° yang terlerak diantara netral dan kuning, Nilai L
menunjukkan kecerahan dari obyek, kero kratok puih mempunyai nilai L sebesar
73,14 yang tergolong dalam obyek dengan tingkat kecerahun yang cukup tinggi.
Tingkat kecerahan dan intensitas warna yang tinggi merupakan karakter daii ko.o
kratok putih.

Berdasarkan kenampakan fisik dari koro kratok putih (Phaseolus lunatus
(L.) Sweet) varietas kratok putih tersebut, menunjukkan bahwa koro kratok putih
dapat dijadikan sebagai sumber pangan alternatil yang cukup menjanjikan,
4.1 ouat Kunia Koro Krawk (Flaseolus lunatus (L.) Sweef) Putih

Sifat kimia yang diamati meliputi karbohidrat, protein, lemak, kadar air,

kadar abu, kadar pati, kadar serat dan total gula. Komposisi kimia koro kratok
(Phaseolus lunatus (L.) sweet) varietas kratok putih dapat dilihat pada 1 abei 6,
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Tabel 6. Kandungan Kimia Koro Kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) Putih

Sifat Kimia Komposisi (%)
LB Kadar Air 11,23 £0.28
Kadar Abu 4,36+ 0,03
Lemak 1,14+ 0,19
Protein 16,15+ 0,24
Karbohidrat 6712
Serat 1,59 +027
Pati 61,27+ 545

Total Gula 2,80+ 033

Dilihat dari komposisi kimia koro kratok putih, karbohidrat mempunyat
kandungan yang paling tinggi yaitu 67,12 %, dengan komponen penyusun
terbesar pati sebesar 61,27 %. Disusul dengan protein 16,15 %, Kadar air 11,23
%, Kadar abu 4,36 dan lemak 1,14%. Kandungan karbohidiat yang cukup tinggi,
membuat koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih cukup
menjanjikan untuk digunakan sebagai sumber makanan pokok. Kandungan lemak
yang cukup rendah memungkinkan orang-orang yang menghindari lemak dapat
mengkonsumsinya, selain itu juga dapat digunakan sebagal sumber lemak tidak
Jenuh (Andrew, 2004). Kandungan protein yang Cukup tnggi memungkinkan
koro kratok dijadikan alternatif sumber protein nabati, Perbandingan dengan

berbagai jenis legume lainnya (dalam persen) dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Kandungan Kimia Koro Lainnya dan Kedelai.

Legume Karbohidrat Protein Lemak Kadar Air Kadar Abu
Komak” 679442 171+15 1,1£04 93405 36201
Pedang” 702442 217421 40+03 84+ 0,1 2,5+0,1
Kedelai® 34,8 349 18,1 - 4.9
Sumber: ¥ Andrew (2004) o
® Subagio (2003)
“ Koswara (1995)
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Dibandingkan dengan jenis koro lain, komposisi kimia dari koro kratok
(Phaseolus funatus (L.) Sweef) varietas kratok putih tidak jach berbeda
Kandungan karbohidrat, protein dan lemak koro kratok (Phaseolus lunaius (L.)
Sweel) vanetas kratok putih lebih sedikit dibanding koro lainnya, akan letapi
kadar air dan kadar abunya lebih tinggi dibanding koro lain. Hal ini menunjukkan
bahwa kandungan mineral dari kero kratok putih lebih tinggi dibanding koro
lainnya. Jika dibandingkan dengan kedelai, kandungan protein, lemak dan kadar
abu koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) varietas kratok putih lebih seaikit
Jumlahnya, namun unggul pada kandungan karbohidrainya. kandungan
karbohidrat yang tinggi pada koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas
kratok putih berpotensi jika digunakan sebagai sumaber makanan pokck alternatif
pengganti beras. Kandungan protein yang cukup tinggi juga berpotensi sebegal
sumber alternatif protein nabati baru.

4.2 Fraksinasi Protein Berdasaikau meian uan
Hasil fraksinasi protein berdasarkan kelarutannya pada koro kraiok
(Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas kratok putih didapatkan 4 jenis protein.

Adapun prosentase kadar protein terlarut dari tiap jenis protein tersaji dalam
Tabel 8.

Tabel 8. Fraksinasi Protein Koro Kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) Putih.

Protein Kadar (%) per gram

" sampel 2
Albumin 5,8206
Globulin 336177
NaOH soluble fraksi 5,8125

Prolamin n,0367

Kadar protein albumin koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweet) varietas
kratok putih lebih dominan daripada kadar protein globulin, Hai ini senada dengan
Aaron dan Harold (1987) bahwa pada kacang-kacangan (vicia faba, Pisum

sativum dan Phaseolus lunatus ©..) kandungan albuminnya lebih dominan
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dibanding globulin vaitu 10-20% dari total protein adalah globulin.  Selain 1tu,
penclitian yang dilakukan oleh Inggrit (2004) tentang fraksinasi koro kratok
manik menunjukkan hal yang sama yakni komponen protein terbesar adalah
albumin. Globulin sebagai cadangan uiama biji disusun atas dua globulin yai.u
legumin dan vicilin. Legumin adalah komponen penyusun utama dari globuiin
sedangkan vicilin adalah komponer utama kedua dari globulin  biji-bijian
{Dieckret and dieckret, 1985).

Dengan mengetahui jenis-jenis protein berdasarkan kelas ulannya ini akan
membantu dalam hal isolasi protein dari koro kratok (Phaseolus lunarus (L)
Sweet) varietas kratok putih, Yung berarti cara isolasi proteinnya harus
berdasarklan sifat fisikokimianya seperti kelarutan, titik isoelektrikrya dan sifal

lainnya vang dapat mem pengaruhi cara ekstraksi protein.

4.3 Fraksinasi Globulin 7S dan 113

Globulin 7S dan 118 diisolasi pada kedelai berdasarkun perbedaan Ltk
1soeiekinknya dengan menggunakan metode Tanh dan Shibasaki (1976). Protein
memiiiki Keiarutan terkecil pada titik isoelektriknya, sehingga akan mudah
mengendap pada pH tersebut. Fraksi 7S mempunyai titik isoelektrik sebesar 4.3
dan fraksi 118 sebesar 6,4. Tabel 9 menunjukkan kadar protein dari fraksi
globulin 7S dan 115,

Tabel 9. Hasil Fraksinasi Globulin 7S dan 118 Koro Kratok Putii

Jenis Fraksi Kadar (%) per gram sampel
“Globuliu 75 ' = 2,28
Globulin 118 0,55

Kadar protein globulin 7S lebih besar dari globulin 118. Jika di total,
kedua jenis protein tersebut yakni zlobulin 7S sebesar 2,28% dan globulin 118
sebesar 0,55% hasilnya masih kurang dari total globulin nasu rraksirasi protein
berdasarkan kelarutannya yaitu sebesar 3, 36%. Hal ini kemungkinan pada saat

fraksinasi belum ditemukan secara tepat titik isoelekrik dari giobuiin 75 dan 118
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koro kratok putih sehingga banyak fraksi globulin 118 maupun 78 yang belum
tersedimentasi dengan sempurna. Selain itu pengaiul kecepatan sentrifugasi yang
kurang tinggi dapai berpengaruh terhadap pemisahan yang kurang maksimal
antara supernatan dan residunya. Kadar protein besarnya 2,84 terhadap lotai
protein givbulin schingga sisanya diduga merupakan globulin 28 dan 158.

Fiesentase giobulin 78 yang lebih banyak dibandingkan globulin 118
menghasilkan rasio 75/118 = 4,11, Rasio dari globulin 7S dan 115 akan
menghasilkan sifat fungsional protein seperti kelarutan, Water Hoiding Cupacity
(WHC), Oil Holding Capacity (OHC), daya emulsi, daya buih, sifat gel dan
kemampuan mengikat minyak atan lemak. Kandungan protein fraksi 75 yang
icoih banyak menyebabkan kelarutan protein koro kratok (Phaseolus lunatus (L.)
oweer) vanienas kratok putih lebih tinggi dari kondisi basa. Hal ini sesuai dengan
pemyataan Zayas | 1597) yaitu perbedaan sifat kelarutan dari keadaan yang sama
dihasiikan dari protein 7S dan 11S, tetapi protein 7S lebih farut dalwn kondisi
basa dibanding protein i {8. Perbedaan struktur dari globulin 7S dan 115 berperan
dalam bervariasinya sifat fungsicnal makanan yang dihasilkan seperti sifat
pembentukan gel (Suhardi, 1989).

Globulin 78 lebih bersifat hidrofobik dibaudingkan dengan globulin 118
karena dalam giobuim 7S tidak mengandung grup sulfhidril dan kandungan asam
amino sulfurnya sangat rendah (Yu dan Damodaran. 1991). Kondisi ini
memprediksikan bahwa tingkat Water Holding Capacity (WHC) globulin 7S lebih
keell dari giobulin 118, Sebaliknya globulin 118 bersifat lebii indrofiiik aar ipada
giobuiin /3 schingga tingkat WHC-nya lebih tinggi. Oil Holding Capaciry (OHC)
globulin 7S dan 11S merupakan kebalikan dari tingkai WHC-nya. Layas (1997)
menyatakan bahwa kemampuan menyimpan air dari protein tanaman dapat
digunakan sebagai bahan tambahan makanan dalam memperbaiki  kualitas
karakter makanan.

Fraksi protein globulin 78 lzbih tinggi dari globulin 118 memunykinkan
protein koro kratok (Phaseolus [unatus (L.) Sweef) varietas kratok putih
mempunyai daya emulsi yang tinggi. Sifat daya emulsi yang lebih baik dari

protein globulin 75 berkorelasi dsnpan tingginva rasio difusi interface dan
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drmungkinkan karena ikatan disulfida pada fraksi giobulin 118 yang menghambat
unjolding (denaturasi) dan menurunkan interaksi pada air dan minyak (Zayas,
1997). Kestabilan dari globulin 7S menurun pada titik isoelektrik (pH 4.5)
sedangkan pada globulin |15 mengalami penururan pada PH netrai. iingginya
daya emuisi dan protein koro krarok (Phaseoius funatus (1.) dweer) varieias
kratok putih memungkinkan digunaian sebagai emuisifier yang baik. Hal ini
berguna sekali apabila diaplikasikan sebagai bahan emulsifier daiam bahan
pangan yang membutuhkan pengemulsi, seperli pada pembuaian roii.

Gelasi merupakan proses pembentukan gel antara gugus hidroioink,
interaksi 1onik dan ikatan disulfida dari polipepiida vang tidak berlipa. Gel yang
lerbuat dan giobulin 7S mempunyai tingkat kemuiuran dan regangan vang lebih
lemah dari fraksi giobulin 11S. Gel yang terbuat dari globuim 113 didukung oleh
IKatan disulfida sedangkan pada pada globulin 78 diﬂukung oleh ikatan hidrogen
Qan interaksi miarotooik (Utsumi dan Kinsella, 1985). Seperti yang tercantum
dalam Zayas (1997) bahwa sedikitnya ikatan disuifida pada globulin 75 akun
menurunkan kemampuan untuk membenink gel. Tkatan disulfida baik inter
maupun intra molckuler yang lerdapat pada globulin 118 menyebabkar: kekerasan
gel yang dihasitkan dari globulin 113 iebih besa; dars globuhn 7.

Fraksi protein 75 yang tinggi akan meningkatkan daya buth dan protein
koro kratok (Phaseolus lunatus (L.) Sweer) varietas kratok putih. Hal ini
dikarenakan globuiin 7S yang tidak mengandung grup sulfhidril dan rendahnya
ikatan disuifida. Tkatan disulfida yang banyak terdapat pada globuiin 115
menghambar terbentuknya lapisan film yang menyelubungi rongga udara. Daya
buln yang tinggi memungkinkan koro kratok (Phaseolus lunarus ( L.) Sweet)

varietas kratok putih dapat digunakan untuk pembuatan minuman bersoda, ice

cream, atau pembuatan roti.

4.4 T cuenuan Bersi vivieku uengan cicktroforesis SDS-PAGE
serat Molekul protein yang dapat ditentukan dengan berbapai metode
fisikokimia berkisar antara 12000 D bagi protein kecil seperti sitokhrom, yaig

hanya mempunyai {04 residu, sampa: BM setinggil 1000Uuu U atau lebih, pada
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protein dengan rantai polipeptida vang panjang, atau protein yang mempunyai
beberapa rantai polipeptida (Lehninger, 199/),

Protein yang akan diketahui berat molekulnya, terlebih dulu ditentukan
kagar protein teriarumya dengan menggunakan metode Lowry untk dikewhui
volume penyuntikan dan penambaban buffer sampelnya. Protein yang telah
difraksinasi selanjutnya ditentukan berat molekulnya dengan menggunakan
elektrotoresis SUS-PAGE. Elektreforesis SDS-PAGE terdiri dari dua gel yaitu
resotving gel (gel permisah) dan stacking gel (gel penumpuk) Adanya SIS dag £-
mgCapocEnor aainn duiter sampel akan memecah struktur tiga dimensi protein
lerutama ikatan disuifida menjadi sub unit polipepiida secata maividuai,

SDS dan protein akan membentuk senyawa komplek memjadi 5535-
protein. Senyawa kompleks tersebut terbentuk karena SDS yvang melngkupi
gugus protein sehingga mempunyal muatan negatit yang sama. Perperakan
senyawa kompleks SDS-protein iidak dipengaruhi oleh muatan senvawa
meiainkan berdasarkan ukuran mioiekui. Molekul SDS-protein densan ukuran
iebih besar mempunyai mobiiitas vang lebih rendah dibandingkan dengan
molekul kompleks yang lebih kecii.

Untuk mengetahui berat molekul dari Inasing-masing protein dapal
aketahui dengan menggunakan kit penciri protein (marker) dengan kisaran berat
moiekul rendah. Nilai Rf didapatkan dari hasil pembagian antara jarak
perpindahan  sampel dengan jarak perpindahan pelarut. Tabel 10 akan
memberikan suatu korelasi antara nilai Rf dengan log BM untuk mengnasiikan
kurva standar. Persamaan marker iersebut digunakan untuk mengetahui betat

moickul protein berdasarkan nilai Ri-nva.

1apner 10. Nilai Berat Molekul dan Rf dari Kit Penciri Protein EM Rendah

- Protein Berat Malekul (KD) Rf .
Albumin (Bovine serum) 66 0.380
Albumin (Chicken Egg) 45 0.476
Carbonic anhydrase 29 0.635

a- lactalbumin 42 0837
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Dari data tersebut diperoleh persamaan antara Rf dan log BM sebagai berikut

Log BM=-1.1726 Rf + 5.2341

R2 = (19893

Persamaan Log BM = -1.1726 Rf -+ 5.2341 digunakan untuk mengetahui
perkiraan berat molekul dari albumin, globulin, globulin 7S dan 118. Nilai Rf dari
masing-masing sub unit protein dimesuickan dalam persamaan tersebut. Tabel 10
akan menyajikan fraksi dari masing-masing protein dan perkiraan berat
molekulnya.

Tabel 10. Mobilitas Relatif (Rf) dan Perkiraan Berat Molckuinya

MNo Abumin Globuiin Gib 75 Gib iis
Fraksi Rf BM(KD) Ri _BM(KD) Rf__BM(KD) Rf  BM(KD)
| 0.55 39 0.53 40.74 0.629 3137 0.52 42 55
2 0.58 3575 056 3734 0645 30.03 0.53 40,74
3 0.63 3137 06 3422 0726 24,16 (.56 3734
g 0.66 2875 0.63 31.37 0.758 22,14 (.58 35.75
5 0.73 2416 0.66 28.75 .63 31.37
[ 0.74 2313 0.73 24.16 0.68 kg
i 0.87 1632 0.76 22.14 0.73 24,16

8 0.9 14.96

Iraksi pada protein tersebut terdiri dari fraksi mayor dan fraksi minor
dimana fraksi mayor menunjukkan intensitas dan ketebalan warna yang icbin
besar dibandingkan dengan fraksi minor. Fraksi mayor juga menunjukkan buiiwa
Konsentrast yang terkandung daiam protein tersebut tergolong tinggi (Widowau
dan Wrava, 1597

Hasil clektroforesis SDS-PAGE menunjukkan oahwa albumin terdir dari
tjuh fraks: dengan berat molekul antara 16,32 kD hingga 39 kD. Globulin yang
terdin dari deiapan fraksi dengan berat molekui aniara 14,96 ki ningga 40,74 kD,
Globuhn 78 memiliki empat fraksi dengan kisaran berat molekulnya sebesar
22,14 kD hingga 31,37 kD. Sedangkan untuk globulin 115 mempunyar tujun
fraksi dengan berat molekulnya sebesar 24.16 kD hingga 42,55 kU,
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Gambar 10. Hasil elektroforesis SDS-PAGE
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil suatu

kesimpulan bahwa

e

Lad

Karakteristik fisik Koro kiatok (Phaseolus lunatus L) varictas kratok putih
antara lain mempunyai panjang biji rata-rata 0,88 cm; lebar 0,88 cm: tebal
0,50 cm; luas penampang biji 1,25 em’; volume 10 biji 2,14 ml; berat biji 0,42
gram dan ketebalan kulit 0.177 mm dan nilai BDD sebesar 92,345 %. Warna
dari koro kratok manik ini didominasi oleh warna putih yang diperkuat
dengan nilai Hue sebesar 97,02°.

Karakteristik kimia dari Koro kratok (Phaseolus lunatus L) varictas kratok
putih antara lain mempunyai komposisi terbesar: karbohidrat sebesar 67,12 %
(tersusun atas pati 61,27 %, serat 1,39 % dan total gula 2,80 %) dan protein
sebesar 16,15 %. Kandungan lemak yang cukup rendah 1,14 % dengan kadar
air sebesar 11,23 % dan kadar abunya 4,36 %,

Fraksinasi protein Koro kratok (Phaseolus lunatus L) varietas kratok putih
berdasarkan kelarutannya dapat mengidentifikasi kandungan aibumin sebesar
5,820 %, globulin 3,36 %, NaOH soluble fraction 5,81 %, dan prolamin
0,0367 %.

Fraksi globulin 7S lcbih tinggi dibanding [raksi globulin 118 dengan
prosentase globulin 7S sebesar 2,28 % dan globulin 118 sebesar 0,55 %.

Hasil elektroforesis SDS-PAGE menunjukkan bahwa albumin terdiri dari
tujuh fraksi dengan berat molekul antara 16,32 kD hingga 39 kD. Globulin
yang terdiri dari delapan fraksi dengan berat molekul antara [4,96 kD hingga
40,74 kD, Globulin 78 memiliki empat iraksi dengan kisaran berat
molekulnya sebesar 22,14 kD hingga 31,37 kD. Sedangkan untuk globulin

1S mempunyai tujuh freksi dengan berat molekulnya sebesar 24.16 kD
hingga 42 55 kD.
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5.2 Saran

Perlu diadakannya penelitian lebih lanjut mengenai sifat funsional dari
protein koro kratok (Phaseoluy funatus (L.) Sweet) varietas kratok putih, sehingga
dapat digunakan sebagai dasar apiikasi pengolahan koro kratok (Phaseolus

lunatus (L.) Sweer) varietas kratok putih sebagai bahan tambahan makanan

ataupun sumber alternative protein nabati baru.
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Lampiran 1. Sifat Fisik dan Kimia Koro Kratok (Phaseolus lunatiy (L.) Sweer)
Warietas Kratok Putih

A. SIFAT FISIK
L. Sifat Tebal, Lebar, Panjang dan Berat

Lebar
Biji Ke  Tebal (cm) Rerata (em) Reraia Panjang (cm) Berat (gr)
1 0.65 0,064 0.85 0.87333 1.22 0489
0,62 0.9
.64 0.87
0.64
0.63
2 0.45 0.452 D.92 0.52 1.32 0,423
0.46 0,93
0.45 0.
0.45
0.45
3 0.54 0,544 0.87 086333 123 0.399
0.55 0.85
0,55 0.87
0:55
0.53
e 0.62 0.622 0.9] 0.89 1.23 1439
0.63 0,89
0.6 0.87
0,62
0.64 .
5 0.51 05344 0.88 0.87667 1.37 0.442
0.56 0.87
0.56 0.88
0.56 ;
0.52
& 55 0.546 .88 87667 1.22 0.368
0.54 0,87
0.54 0,38 .
0,55
0.55
7 0.55 0.552 0.88 0.87 1:32 0,414
0.55 0.86
0.55 0.87
0.55
0.56
8 0.55 0.552 091 0.9 1.36 462
0.55 0,91
0,54 U.B8
0.56
0.56
9 .52 0.532 0.85 0.83 ligins 0.378
0,53 0.86

0.52 0.78



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

0.54

0.55
10 0.6 0.602 0.92 0.89333 i.32 0.445
0.8 G.89
0.59 C.87
06l
0.61 o 5
RERATA 05012 0.87933  0.879333333 04259
- sD 0.153956105 0.02408 (0.062441083 0.037418
2. BDD
_ No. Biji utuh Biji Tanpa Kulit BDOD
1 0417 0.384 G208
2 0.42 0387 0214
3 0.404 0.375 92.82
4 0.429 0,404 94.17
5 0,406 0.379 93.35
6 0.407 0.376 G238
7 0.352 0.321 41,19
8 0267 0.244 91.39
9 (.361 0.333 92.24
_ 10 0325 _ 0,298 91.69
RERATA 92.345
SD 0.90467
3. Warna
No. dE dL da db
1 226 =205 4.4 8.3
2 25.1 237 24 7.6
3 20.3 -16.9 3.5 10.7
4 204 -18.2 3.4 8.5
5 26.4 -25.5 3.9 54
B 22 -18.2 49 11.3
T 239 218 53 8.9
8 21.2 -18.5 37 )
8 26.5 -24.6 3.2 8.2 >
10 26 -22.5 3.7 12.4
11 2186 -20.2 23 7.3
12 26.5 -23.1 4.8 11.9
RERATA 2354166667 -21.2083333 3.825 9.0916667
SD 2471090423 2740755813 0.685360 8 £.1021454
a*=152 b*=15,6 t=1572

H= 9702 (Netral — kuning)

L =73,14 (Cerah)
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4, Luas Permukaan

LuEsRN 1 em® 4em’ 9cm? 16 cm® 25 ent’
Berat
I 0,009 0.034 0.065 0.123 0.182
2 0.008 0,03 0.065 0.112 0.179
3 0.008 0.026 0.065 0.12 0.132
4 0.01 0,023 0.068 0116 0.178
5 0,088 0.039 0.068 0.116 0183
RERATA 0.0246 0.0304 0.0662 0.1174 0.1808
KURVA STANDAR

y = 148.89x - 1.3207

—e—Luasan
~——Linear (Luasan)

Luas Perimukaan

Biji Ke  Berat Kertas di Blat (g) (cin2) g
] 001 11626
2 0011 1.30178
3 0.008 0.88424
4 0.011 1.30178
3 0013 138014
5 G012 144095
7 0.00% 1.02342
3 0.011 1.30178
9 0.012 144095
1o . 0.009 102342
RERATA 1.246108
SD

0.219573329

J“
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3. Volume Biji

Biji Ke Gelas Kosang Gelas + Air Adr Vol Biji
1 1.0117 3.1658 2.1541  2.16037V
2 1.0107 3.2806 22799 228651
3 1.0104 3.2036 2.1932  2.19058 °
& 1.0109 3.0198 20083 201474
5 1.0098 3255 22452 225173
6 1.0103 32508 22495 235604 -
7 1.0113 J.0152 20039 2.00973
8 1.0117 32119 2.2002 2.20a6
Q 1.0092 3.0344 20252 2.03109
10 101 3.0306 20206 202648
RERATA  2.14429
o SD 0.11207
6. Ketebalan Kulit
Biji Ke Tebal Kulit (mm}
1 0.20
2 0.20
3 0.16
4 £.15
3 0.23
5] 0.185
7 0155
8 0155
9 017
. .16 :
RERATA 0.177
SD 0,026055
B. SIFAT KIMIA
. Kadar Air _
Mo.  Berat Botol (a) Botol + bahan (b) Oven (c) Ka
1 18.708 20.71 20.479 11.5385
2 11,126 13.127 12,907 10,995
__ & 10.01 12.011 11.788 11.1444
o RERATA 11.226
- SD 0.28078
2. Kadar Abu -
No Berat Kurs (a) Kurs + bahan (&) Pengabuan (¢ Kadar Abu
] 18.503 20 504 18.59 4,348
2 17.717 15.718 17805 4,397
o 25531 275312 25,618 +.348
RERATA 4,3643333
.- SD 0.0282902
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3. Kadar Lemak -
Na, Kertas saring + bahan [a) Oven () Soxhlet + Oven © Kadar lemalk

] 2,520 2 486 2.4538 1.273
2 2323 - 2.3954 237 1.006
RERATA 1.1395
- SD : 01887975
4. Protein
No.  gSampel  mltitrasi NaGH 0.0947 N % N Kadar protein
1 0.2231 22325 2,5567 15979175
2 0.2237 2205 2.6102 16.31375
Blanko 26.55 RERATA [6.146563
e SD 0.2364388
5. Pati
KURVA STANDART PATI
_glukosa _ 0.001276 malmikroliter
Abs mg glulosa Pengamkilan
0.023 0.00638 =]
0.065 Q01276 10
0.382 0.0318 25
0.468 0.05104 40
0.585 C.07856 &0
0.834 01276 100
0.16 0.01514 18
0.874 0.10208 80
12 0.15312 120 °
1.458 03,1914 150
1.57 0.22968 180
1.69 0.2552 200
—— A = - —1
i kurva standart pati Sy T
2
03 EsAn A

5..

¥ I e
_.’,é‘i‘ o ? . Sl
LT 3

0.2

mg glukosa
e ]

absorbansi |
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Kadar Pati

mg glukosa T mg kadar
Abs 20 mikro __glukosa pati(%)
0.814 0.1112766  1390.9575 62.5930875
0,79 0.107751 1346.8875  B0.BDSY375
0.e02 0.1242038 15525475 69.8646375
0,745 0.10114056 1264.25625 56.89153125
0.739 0.1002581 1253.23875 56.39574375
15 Rerata 61.2709875 _ -
s0 5.453975488
6. Serat
~ Beratstlh Beral kertas Berat G
soxhlet saring __akhir Kadar Serat
1.69835 1.0188 1.0485 1.396521301
1.8814 1.0089 1.0474  1.882e8011%1
1.9799 10001 1.0282 1.470365318
=i . Rerata 1.586495835
sD 0.267653797
7. Total Gula R _
mg Kadar
s Abs mg glukosa Sml  glukosa gula(%)
0.882 0.12126538 B0.6329 3.031645
" 0.756 __ 0.1027564 51.3782 2.56691
Rerala 2.B002775
S0 0.327203055

8. Karbohidrat
% Karbohidrat =100 — (K. Air+ K. Abu+ K. Lemak + K. protein)
=100—-(11.226 + 4.3643333 + 1.1395 + 16.146563)
=100 - 32.8763963
=67.1236037 %

R RTINS,
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Lampiran 2. Analisa Protein Terlarut Dengan Metode Lowry

Standart Lowry
Kurva Standart ESA 0.005  mg/mikrolitar
Pengambilan

{mikroliter) Absorbansi mg BSA

15 0.014 0.075

25 0.061 0.125

50 0.134 0.25

75 0.208 0.375

150 0.375 0.75

200 0.458 1

225 0.753 1.125

250 0.765 1.25

300 0.883 1.8

400 1.121 i

500 1.385 2.5

500 1.468 3

700 1.77 ) 3.5

. KURVA STANDART BSA 5 ml

| V= 1.8946){—0.&415‘
e - u — == RS!: 0.89758 [

" Serest |
— Linear (Series1) |

mg BSA

Absorbansi

Hasil Analisa Protein terlarut Dengan Metode lowry

Tolal Protein Kadar Protein
_Jenis Protein Absorbansi  (mg) (%)

Globulin 1.454 80.442 336177
Albumin 1.558 145,514 £.8206
Giutalin 0.252 145,313 5.8125
Prolamin 0.051 0.9187 0.0367

Total Protein 15.03157
Globulin 75 D.825 57.0335 228134
Globulin 118 0.951 13.8675 0.554704

Total Protain 2838044
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Lampiran 3. Elektroforesa
Persamaan Standart Elektroforesa

Rf(x) Log BM (y) |
0.380952381 | 4.820857989 |
0.476190476 | 4.653212514
}ﬂ.63492+:l635 4462397998
0.936507937 | 4.152288344

l LURVA STANDART ELEKTROFORESIS

y=-1.1726x+ 52341
R* =0,9893

—e— Series 1

__—--Ljneai— {Seﬂgﬂj

e op o
4a ba Oy DO Ly

Log BM

o
=
(¥

0o

|
Berat Molekul Protein Hasil Elektroforesa

Protein Rf

Log BM

BM

BM
(KD)

Alb 0.54839
0.58065
0.62903
0.66129
0.72581
0.74194

0.87097

Glb 0.53226
0.56452
0.59677
0.62903

0.66129

0.72581
0.75807
0.90323

GIb7S  0.62903
0.64516

0.72581

4.591061
4.553236
4.496497
4.458671

4.38302
4.364107
4.212803

4.609974
4,572149
4.534323
4.496497
4.458671

4.38302
4.345193
4.174977

4,496497
4,477584
438302

38999.712
35746.677

31368.74
28752.218
24155.714
23126.346
16323.111

40735.614
37337.784
34223.373

31368.74
28752.218

24155.714
22140.783
14961.571

31368.74
30031.997
24155714

38,9997
35.7467
31.3687
28.7522
24.1557
23.1263
16.3231

40.7356
37.3378
34,2234
31.3687
28.7522

24.1557
22.1408
149616

31.3687
30.032
24.1557
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Glb 118

0.75807

0.51613
0.53226
0.56452
0.58065
0.62903
0.67742
0.72581

4345193

4.628887
4.609974
4.572149
4.553236
4.496497
4.439758

4.38302

22140.783

425438.782
40735.614
37337.784
35746.677

31368.74
27526.975
24155.714

22,1408

425488
40.7356
37.3378
35.7467
31.3687

27.527
24.1557
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