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motto

Seorang pemenang mencerna fiasif Resuksesan orang [ain,

tetapt mereRa sendiri menjadi model bagi kesuksesan mereka

Seorang pemenang tahu bafiwa mereRa bukanlali makfiluf
yang Sempurma, mereka bercita-cita tinggi, bersiap-siap untuk

Jjatuh, memperbaiki diri, dan akhimya meraih kesufisesan.

Jadikanlan sabar dan sholat sebagai penolongmu
(Al- Bagarafi: 45)
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VIVI INDRAWATI (011710101030), Karakteristik Miofibril Kering ITkan
Kuniran (Upeneus Sp) Diekstrak menggunakan Enzim Papain, dibimbing
oleh Dr. Ir. Achmad Subagio, M. Agr. Phd. (DPU) dan Ir. Wiwik Siti Windrati,
MP. (DPA).

ABSTRAKSI

Ikan Kuniran (Upeneus Sp) merupakan salah satu jenis ikan inferior
(bermutu rendah) yang pemanfaatannya kurang optimal. Protein ikan kuniran
diklasifikasikan menjadi protein miofibril, sarkoplasma, dan stroma. Miofibril
merupakan protein dengan prosentase terbesar yaitu sekitar 70-80%. Miofibril
dapat dipisahkan dari komponen lainnya dengan jalan hidrolisis enzimatis
(misalnya dengan enzim papain). Produk hasil hidrolisis Ini nantinya dapat
dimanfaatkan bagi penganekaragaman produk pangan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama inkubasi
terhadap karakterisasi miofibril kering, serta mengetahui lama inkubasi yang
paling tepat sehingga dihasilkan miofibril kering dengan karakteristik yang paling
baik. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bagi pihak yang
membutuhkan serta dapat memperbaiki nilai ekonomj bagi ikan inferior yang
selama ini pemanfaatannya kurang optimal.

Miofibril kering pada tiap variasi lama inkubasi dikarakterisasi sifat
kimianya yang meliputi jumlah rendemen kering, kadar air, kadar abu, kadar
lemak, water holding capacity (WHC), kadar protein terlarut, stabilitas emulsi,
kelarutan terhadap pH, kelarutan terhadap garam, daya gelasi, dan berat molekul
protein.

Pengolahan data dilakukan secara diskriptif. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa makin lama inkubasi jumlah rendemen xering makin turun, tertinggi pada
lama inkubasi 30" sebesar 2,93%. Kadar air, kadar abu, kadar lemak, kadar protein
terlarut, WHC, stabilitas emulsi, dan tekstur gel miofibril tertinggi tampak pada
lama inkubasi 45 menit berturut — turut sebesar 1,79%; 2,625%; 23,57%: 41,46%:
370,905%; 82,2069 jam: dan 56 g/5 mm. Kelarutan terhadap variasi pH dan
garam tertinggi pada lama inkubasi 30 menit. Berat Molekul untuk MHC (Miosin
Heavy Chain) = 211477,91 D, dan untuk Tropomiosin = 31373,29 D.

Lama inkubasi 45 menit memiliki nilai tertinggi untuk kadar air, kadar
abu, kadar protein terlarut, WHC, stabilitas emulsi (ESI), serta tekstur gel. Hal ini
memungkinkan sampel tersebut dapat memberikan hasil lebih baik pada beberapa
produk pangan.

Kata kunci: ikan kuniran, hidrolisis, karakteristik, enzim papain

xi
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L1 Latar Belakang R

Sebagai salah satu bahag pangan sumber protein hewani, ikan mempunyai
Senyawa-senyawa yang potensial bagi tubuh manusia, Unsur - unsur tersebyt
terdini dari protein, lemak, sedikit karbohidrat, vitamin, dan garam-garam minera]
Protein merupakan unsur terbesar setelah air, Oleh karenanya ikan merupakan
sumber protein hewani yang potensial.

Komposisi daging ikan sangat bervariasi antara ikan sary dengan lainnya
baik jumlah maupun komponen penyusunnya. Pada umumnya ikan dan hasi]
perikanan lainnya mengandung protein dan Jumlahnya relatif tidak banyak
bervariasi tetapi kandungan lemaknya dapat bervarias; besar sekali. Adanya
variasi komposisi dalam daging ikan disebabkan oleh faktor yang dapat berasal
dan ikannya sendiri (faktor intrinsik) dan dapat juga berasal dari faktor luar
{(faktor ektrinsik) Yang tergolong faktor intrinsik adalah spesies, Jenis kelamin,
umur ikan, dan sifat warisan. Sedangkan yang termasuk faktor ekirinsik adalah
daerah kehidupan ikan (habitat), musim, dan jenis makanan Yang tersedia
(Hadiwiyoto, 1993 ).

lkan Kuniran (Upeneus sp) merupakan salah saty Jenis ikan inferior
(bermutu rendah) yang pemanfaatannya kurang maksimal. Selain itu kurangnya
pengetahuan, informasi, kreativitas, dan modal dalam bidang penanganan pasca
Panen  menyebabkan sumber-sumber perikanan yang ada belun  dapat
dimanfaatkan secarg optimal.

Protein  jkan diklasifikasikan memjadi  protein  miofiby I, protein
sarkoplasma, dan Protein stroma, Protein miofibril mempunyal prosentase terbesar
yaitu sekitar 70-80%, Protein tersebut sangat mudah mengalami kerusakan
(denaturasi) akibat proses pengolahan (Soeparno, 1992). Protein miofibri] terdiri
dar myosin, aktin, tropomyosin, dan aktomiosyn yang dapat berperan dalam
pembentukan gel dan proses koagulasi (Novak ef afl, 1977).

Salal satu cara untuk memisahkan miofibril dag Komponen ikan lainnya

adalah  dengan hidrolisis  enzimatis. Cara enzimatis  dianggap  lebih

\
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menguntungkan karena prosesnya lebih cepat dan tingkat kehilangan asam amino
lebih keeil. Dalam penchitian ini digunakan enzim papam karena lebih mudah
diperoleh dan harganya lebih murah dibanding enzim protease lainnya. Enzim ini
akan  menurunkan integritas daging/otot melalui pemutusan ikatan peptida
sehingga dapat mempermudah  pelepasan daging dan tulang/durinya. Dengan
adanya pemutusan ikatan peptida dari rantaj protein/polipeptida, maka miofiby]
lebih mudah terckstrak dari protein daging ikan.

Lama proses inkubasi selama hidrolisis enzimatis merupakan faktor yang
paling berpengaruh terhadap mutu dan karakteristik miofibril yang dihasilkan. _
Waktu  inkubasi yang berbeda akan menunjukkan  karakteristik vang
berbeda. Untuk ity diperlukan penelitian mengenai pengaruh lama inkulbasi
terhadap karakteristik protein miofibril kering sehingga dapat diketahui wakiu
inkubasi yang tepat untuk memperbaiki pengaplikasiannya dalam produk-produk
Pangan (misalnya dalam pembuatan meat ball, sosis, pembangkit aroma dan

sebagainya),

1.2 Permasalahan

Hidrolisis enzimatis dapat mempermudah ekstraksi protein miofibril darj
daging ikan melalui pemutusan ikatan peptida. Lama inkubasi yang berbeda
selama hirolisis  enzimatis akan menghasilkan protein  miofibril dengan
Karakteristik yang berbeda. Permasalahannya adalah belum diketahui bagaimana
pengaruh lama inkubasi terhadap karakteristik miofibril kering yang dihasilkan
pada ikan Kuniran (Upeneus Sp)

1.3 Tujuan Penelitian
4. Mengetahui pengaruh lama inkubasi terhadap karakteristik miofibril
kering ikan Kuniran (Upeneus Sp),
b. Mengetahui waktu inkubasi yang tepat sehingga dihasilkan miofibri]
kering dengan karakteristik yang paling baik.
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1.4 Manfant Penelitian

@ Memberikan informasi kepada pihak yang membutuhkan (khususnya

industri pengolahan makanan) tentang waktu inkubasi yang tep
menghasilkan karakteristik miofibril kering yang baik
b. Memperbaiki nilai  ekonom;

pemanfaatannya kurang optimal.

at untuk

bagi ikan inferior vang selama i

¢, Hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu penelitian selanjutnya,


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

1L TINJAUAN PUSTAKA ™ =~

2.1 Ikan Kuniran

Ikan Kuniran (Upeneus sp) merupakan salah satu jenis ikan runcah
(Trashfish) dengan kandungan lemak rendah (Murdjito, 2001). Ikan Kuniran
mengandung protein sebesar 15,43%, lemak 0,46%, abu 0,77% dan air 84,29%.

Klasifikasi ikan Kuniran dalam sistem tata nama (Taksonomi) hewan adalah
sebagai berikut:

Kelas : Actinopterygii (Ray-finned fishes)
Ordo : Perciformes

Family : Mullidae (Goatfish)

Genus : Mulloidchthys

Spesies : Upeneus (Anonim, 2003).

Beberapa spesies ikan Kuniran yang dapat diidentifikasi dengan cukup
Jelas, diantaranya adalah Upeneus moluccensis dan Upeneus sundaicus. Kedua
spesies ini merupakan spesies ikan Kuniran yang ﬁaiiﬂg banyak terdapat di
perairan Indonesia dan biasanya hidup di dasar perairan (demersal). Ciri-ciri fisik
ikan Kuniran sebagai berikut: panjang rata-rata 20-22 cm, memiliki ekor dan
sebuah garis berwarna kuning horizontal sepanjang tubuhnya, serta memiliki
sungut dibagian dagu yang digunakan untuk mencari makanan di dalam pasir.

Secara lebih jelas bentuk ikan Kuniran akan ditunjukkan pada gambar 1.

Gambar 1. Ikan Kuniran (Upeneus sp)
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2.2 Jaringan Daging Ikan

Secara umum jaringan daging ikan dapat dikelompokkan menjadi tiga
bagian, vaitu striated muscle, smooth muscle, dan heart muscle. Striated muscle
(otot lurik) umum terdapat dalam daging mamalia/ikan. Smooth muscle/lionin,
umumnya terdapat pada jantung yang berfungsi khusus (Suzuki, 198 i

Dier dan Dingle (1961) mengemukakan, daging ikan dibedakan menjadi
daging merah (gelap) dan dagmg putih. Perbedaan tersebut terletak pada
kandungan mioglobin yang tidak sama dari kedua dagingnya. Menurut Stanbsy
dan Oloott (1983), daging putih memiliki kadar protein lebih tinggi dan kadar
lemak wang lebih rendah dibandingkan dengan daging merah. Selanjutnya
menurut Suzuki (1981), daging merah terdapat disepanjang tubuh bagian samping
dibawah kulit, sedangkan daging putih terdapat hampir diseluruh bagian tubuh.

Daging pada bagian punggung dan perut tersusun oleh segmen-segmen
yang disebut miomer/miotoma. Miotoma merupakan janingan pengikat dan
kumpulan miotama disebut miosepta, Penyusun miotoma adalah suaty bendel
benang-benang daging vaitu endomiosin yang merupakan sel daging ikan. Satu
sel daging ikan tersusun oleh benang-benang halus yang disebut miofibril. Antara

miofibril satu dan lainnya terdapat cairan sel (sarkoplasma),

2.3 Komponen Protein Ikan

Protein daging ikan berkisar antara 15-24% dan yang lainnya adalah air
yang berkisar antara 66-84%. lemak 0,1-22%, karbohidrat 1-3%, dan bahan
anorgamk () §-29%, (Suzuki,1981). Protein ikan terdiri dari protein miofibnl,
protein sarkoplasma, dan protein stroma. Komposisi ketiga jenis protein pada
daging ikan terdiri dari 70-80% miofibri |, 20-30% sarkoplasma, dan 2-3% stroma.
Protein ikan sangat mudah rusak/lerdenaturasi  akibat proses pengolahan
(Soeparno, 1992). Protein otot ikan terdiri dari dua kelompok utama yaitu protein
terlarut (sefuble proteins) yang terdin atas sarkoplasma dan protemn struktural
(struktural proteins) yang terdiri atas miofibril (Crepax,1952). Protein ikan
bersifat tidak stabil. Jika diasamkan hingga pH 455 akan terjadi
pengendapan/salting out, Sebaliknya jika dipanaskan akan menggumpal.
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2.3.1  Protein miofibril

Protein miofibril merupakan protein struktural yang larut dalam larutan

garam netral dengan kekuatan ionik yang tinggi (misalnya 0.5M) Protein  ni
sangal  berperan dalam pembentukan gel dan proses koagulasi, terutama
dari aktomiosin (Fennema ,1976). Miofibril tersusun dari benang-benang vang
lebih halus lag (miofilamen). Ada 2 macam miofilamen yaitu miofilamen tebal/
myosin berukuran 100°A dan miofilamen tipis (aktin) berukuran 10°A. Satu
miofilamen tebal dikelilingi oleh enam mikrofilamen tipis. Kedua miofilamen ini
bergabung ini bergabung membentuk aktomiosin yang menvebabkan daging
menjadi kaku. Miofilamen-miofilamen tersebut merupakan benang-benang lurus
yang pada tempat —tempat tertentu membentuk jkan yang tampak seperti huruf Z
bergandengan pada mikroskop. Oleh karena itu disebut pita Z yang satu dengan
lainnya bervariasi antara 2,5-3 pm. Satu jarak disebut sarkomer. Jadi empat
mofibril tersusun atas banvak sarkomer.

Antara pita Z saty dengan lainnya akan tampak daerah gelap dan terang.
Daerah ini terjadi karena tumpang tindih antara miofilamen tebal dan tipis. Dalam
miofibril terkandung 55-60% myosin dan kurang lebih 20% aktin Miosin adalah
protemn filamen tebal yang dominan dan Proporsi asam amino basik dan asidiknya
tinggi. Miosin memiliki pH isoelektrik kira-kira 5.4, serta mengandung asam
amino prolin yang lebih rendah dan lebih fibrus daripada aktin. Struktur molekul
miosin membentuk batang korek api dengan bagian tebal pada salah satu ujung.
Bagian tebal ini disebut kepala myosin yang jumlahnya dua buah dan bagian
berbentuk batang panjang disebut ekor myosin, Bagian antara kepala dengan ekor
disebut leher myosin, sedangkan aktin adalah protein filamen tipis yang banyak
mengandung asam amino prolin, Molekul-molekul tunggal secara individu atau
monomer-monomer aktin yang berbentuk globular disebut G-aktin (Globular
aktin) (Soepamno, 199,
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Untuk memperjelas struktur dan tataletak protein miofibril dalam daging
ditunjukkan pada gambar 2 scbagai berikut:

H-rone I-band

o Y e W
e v —

trepomycsin
thin filament

thick filament
myaEin

Gambar X1 Model dari tata letak protein dalam miofibril daging (Xiong, 1997)

23.2 Protein sarkoplasma

Daging tkan umumnya mengandung 20-30% protein sarkoplasma yang
larut dalam air dan juga larut dalam larutan boffer, Sarkoplasma merupakan
protein terbesar kedua yang mengandung bermacam-macam protein larut air yang
disebut miogen. Protein sarkoplasma/miogen terdini dari albumin. micalbumin,
dan mioprotemn. Dalam sarkoplasma terdapat inti sel, mitokondria, mikrosom,
subs golgi, fibroblas, serta substrat seperti pasir. Dinding selnya terdini beberapa
lapisan. Lapisan satu merupakan endomiosin, vang kedua terletak dibawah

endomiesin disebut dengan sarkelema dan lapisan ketiga terletak dibawah
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sarkolema merupakan banang-benang jala vang disebut sarkoplasma retikulum
(Martin, 1980).

2.3.3  Protein stroma

Sekitar 2-3% dalam daging ikan berupa protein stroma yang membentuk
Jaringan i]-:at.fpanghubung_ Stroma terdird dari kolagen dan elastin. keduanya
merupakan protein vang terdapat dibagian luar sel otot {Martin, 1980}, Protein in
membentuk jaringan ikat dan tidak dapat diekstrak dengan air, lanitan asam.
larutan alkali, atau larutan garam pada konsentrasi 0,01-0, 1 M. Daging merah ikan
pada umumnya mengandung lebih banyak stroma tetapi lebih sedikit mengandung

sarkoplasma jika dibandingkan dengan daging putih ikan {Junianto,2003),

2.4 Hidrolisis Protein Secara Enzimatis

Proses hidrolisis adalal proses pemecahan substrat menjadi senyawa-
senyawa yang lebih sederhana dengan bantuan molekul air. Pada proses hidrolisis
protein, protein diubah menjadi peptida, asam anino, ammonia, dan senyawa
pembentuk cita rasa (Winamo,1995). Pemutusan ikatan peptida saat hidrolisis

olch enzim protease akan dijelaskan pada gambar 3 berikut:

LR L
—R=PHeSNTO-a- HIS N, i bl
3 R T P

RO _H O R O H O

Gambar 3. Hidrolisis Tkatan Peptida Oleh Enzim Proteasc

Hidrolisis ikatan peptida akan menyebabkan beberapa perubahan pada
protein yaitu kandungan NH3" dan COO" akan bertzmbah sehingga meningkatkan
kelarutan, berat molekul prolein atau pelipeptida berkuran 8. dan struktur globular
dari protein akan rusak (Nielsen,1997). Apabila menggunakan enzim, hidrolisis
baru sempurna setelah beberapa hari yaitu pada kondisi yang terpihh dan
terkontrol dengan baik. Proses hidrolisis dapat dipersingkat untuk menghindari
terbentuknya peptida yang menghasilkan rasa pahit ( Yean,1998),
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Ketika protein dihidrolisis, terjadi perubahan citarasa yang disebabkan
oleh pembentukan peptida-peptida pendek dan asam-asam amino, serta lepasnya
komponen-komponen citarasa nonprotein dan bahan baku. Setiap komponen
bahan baku mempunyai karakter yang khas, yang mungkin ditimbulkan dari
komponen nonprotein, Hidrolisis menyebabkan penurunan kemampuan interaksi
komponen aroma tersebut. Protein pangan yang memihki berat molckul 6000

dalton umumnya berperan pada rasa gurih (Winarne,1995)

2.4.1 Hidrolisis Protein ikan

Hidrolisis protein ikan dapat dilakukan dengan asam, basa, maupun enzim.
Menurut Pigott dan Tucker (1990), mdrolisis protein ikan akan menghasilkan
produk cairan yang dibuat dari ikan dengan penambahan enzim proteolitik untuk
mempercepat proses hidrolisis dalam kondisi terkontrol den gan hasil akhir berupa
campuran komponen protein . Produk hasil hidrolisis ini berperan penting dalam
fortifikasi makanan dan minuman untuk memperkaya protein dan nilai gizi
makanan, sehubungan dengan tingginya kelarutan dan kecernaan,

Hidrolase merupakan sejumlah enzim dimana mencakup semua enzim
yang melibatkan air dalam pembentukan produknya. Enzim proteolitik membanty
pemutusan ikatan peptida pada rantai protem dan dapat meningkatkan kadar
protein terlarut, Makin banyak rantai peptida yang dapat diputus dari polimer
asam amino penyusun protein ikan maka semakin besar pula protein vang mudah
larut. Proses penguraian oleh enzim ini semakin cepat bila suhunya meningkat
hingga mencapai puncaknya pada suhu 37°C.

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi hasil hidrolisis protein ikan
antara lam suhu, waktu hidrolisis. dan konsentrasi enzim vang ditambahkan.
Sedangkan tingkat kerusakan asam aming dipengaruhi oleh kemurnian protein
dan bahan awal, serta kondisi dan bahan penghidrolisis vang digunakan. .ama
proses Indrolisis merupakan faktor yang paling berpengaruh terhadap hasil
hidrolisa. Waktu hidrolisis yang berlebih menyebabkan jumlah peptida dan asam
amino menurun dan jumlah padatan tidak fungsional meningkat. Bila hidrolisis

dilakukan dengan sempurna maka akan diperoleh hasil hidrolisa dengan 18-20
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Mmacam asam amino. Dengan menggunakan teknik hidrolisis. daging akan
menghasilkan senvawa asam amino L, nukleotida dan berbagai macam peptida
(Maga, 1998),

Hidrolisa protein secara enzimatis lebih menguntungkan dibandingkan
penggunana asam atau basa Beberapa keuntunigannya antara lain  adalah
pengolahan menjadi lebih cepat, tingkat kehilangan asam amino lebil rendah dan
biaya produksi relatif lebih murah. Disamping itu pengeunaan hidrolisis secara
enzimatis akan menghasilkan asam-asam ammo bebas dan peptida dengan rantm
pendek yang lebih bervariasi. Akan letapi enzim yang digunakan harus sesyai
dengan proses tersebut, Pemilihan enzim bergantung pada beberapa faktor seperti

stabilitas, harga, dan lain-lain

2.4.2 Enzim Papain

Enzim adalah suatu katalisator biologis yang dihasilkan oleh sel-sel hidup
dan dapat membanty mempercepat bermacam-macam reaksi biokimia. Dengan
adanya katalisator ini, reaksi dapat dipercepat kira-kira 10'? sampai 10* kali jika
dibandingkan dengan tanpa katalisator (Winamo dan Fardiaz. 1984),

Papain adalah enzim pemecah protein (endopeptidase) yang terdapat pada
getah pepaya baik di daun, batang, maupun buah. Secara praktis getah dari buah
pepaya lebih mudah diproses. Getah pepaya sedikitnya mengandung tiga jenis
ENzim yaitu papain (10%), khimopapain (45%), dan lizosim (20%). Berdasarkan
sifat-sifat kimia dan lokasi aktifiya, papain termasuk cnzim protease sulfidril
karena enzim papain memiliki residu sulfidril (-SH) pada sisi aktifnya, akuf dalam
ikatan peptida dan bagian dalam dari polimer asam amino. Diaktivasi oleh
senyawa pereduksi dan diinaktivasi olch senyawa oksidator. Aktivitas optimum
terjadi pada pH 5-7 atau temperatur 50-60°C serta akan menurun drastis pada pH
dibawah 3.0 atau diatas PH 11,0. Papain memiliki berat molekul 23.0060 Kda.
tersusun atas 121 asam amino dengan tiga ikatan disulfida, Papain memiliki iilua

gugus akhir yaitu sistein 25 dan histidin 158 (Suhartono, 1992),
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Faktor - faktor vyang mempengaruhi  hidrolisis oleh enzim adalah
konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, pH, dan suhu Masing-masing akan
dijelaskan sebagai berikut:

a. Konsentrasi substrat

lika konsentrasi substrat tmpgei dan kondisi lain konstan. maka percepatan

reaksi akan meningkat hingga mencapai keadaan dimana enzim tersebut

dikatakan sudah “jenuh” oleh substrat (Winarno, 1995 )
b. Konsentrasi enzim

Kecepatan awal suatu reaksi vang dikatalisis enzim selalu sebanding

dengan konsentrasi enzim. Namun penambahan enzim vang berlebihan

Justru akan menurunkan kecepatan reaksi (Winamo, 1995),

c. PH

Perubahan keaktifan enzim akibat perubahan pH disebabkan karena

perubahan ionisasi enzim, substrat, atau kompleks enzim-substrat

Aktivitas bisa pulih kembali ketika enzim itu dikembalikan pada pH

optimal (Harper, | 999),

d. Suhu

Kecepatan reaksi mula — mula meningkat dengan kenaikan suhu dan

peningkatan energi kinetik pada molekul-molekul vang berinteraksi. Suhuy

yang terlalu tinggi dapat mempercepat kerusakan enzim, sebaliknya
apabila suhu berada dalam batas tertentu {optimal) maka enzim akan

makin aktif (Winarno, 1 995).

1.5 Denaturasi Protein

Bila susunan ruang atau rantai polipeptida suatu molekul protein berubah,
maka dikatakan protein ini terdenaturasi. Sebagian besar molekul globuler mudah
mengalami denaturasi. Jika ikatan-ikatan yang membentuk konfigurasi tersebut
rusak, molekul akan mengembang. Kadang — kadang perubahan ini memang
dikehendaki dalam pengolahan makanan, tetapi sering pula merugikan sehinnga
perlu dicegah. Proses denaturasi tejadi pka struktur sekunder, tersier, dan
kuarterner berubah namun struktur primermya tetap. Bentuk molekulnya berubah


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

12

karena terjadi pembukaan molekyl tanpa menggangou urutan asam anunonya.
Tika ikatan-ikatan vang membentuk konfigurasi molekul terscbut rusak, maka
molekul akan membuka | Winarno, 1984).

Ada dua macam denaturasi yaitu pengembangan rantai peptida dan
pemecahan molekul protein menjadi unit yang lebih kecil tanpa disertai
pengembangan molekul. Terjadinya kedua jenis denaturasi mi tergantung kepada
keadaan molekul. Yang pertama terjadi pada rantai polipeptida. sedangkan vang
kedua terjadi pada bagian molekul yang tergabung dalam ikatan sekunder. Ikatan-
ikatan yang dipengaruhi oleh proses denaturasi ini adalah: (a) ikatan hydrogen;
(b} ikatan hidrofobik misalnya pada leusin, valin, femilalanin, triptofan vang saling
berlekatan membentuk suaty micelle dan tidak larut dalam air; (c) ikatan ionic
antara gugus bermuatan positif dan negatif, dan (d) ikatan intramolekuler seperti
yang terdapat pada gugus disulfida dalam sistin. (Winamo, 1984),

Protein yang terdenaturasi berkurang kelarutannya, Lapisan molekul
protein bagian dalam yang bersifat hidrofobik berbalik keluar, sedangkan bagian
dalam yang bersifat hidrofil terlipat kedalam. Pelipatan atau pembalikan terjach
khususnya bila larutan protein telah mendekati pH isolistrik dan akhimya protein
akan menggumpal/mengendap. Denaturasi protein dapat dilakukan dengan
berbagai cara yaitu oleh panas, pH, bahan kimia, mekanik, dan sebagainya
(Winamo, 1984),

2.6 Sifat fungsional protein

Protein mempunyai sifat fungsional yang merupakan sifat selain nufrisi,
dimana sifat ini akan mempengaruhi fungsi komponen dalam bahan pangan. Sifat
fungsional adalah sifat fisikokimia protemn yang mempengaruhi tingkah lakunya
dalam system makanan selama preparasi, Proses. penyimpanan, dan konsumsi,
serta berperan terhadap kualitas dan keadaan sensoris dari system makanan
(Zayas, 1997).

Tiap jenis protein memiliki sifat fungsional yang berbeda. Hal ini

discbabkan karena perbedaan pada struktur primer, sekunder, tersier, dan
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quarterner dan protein (Marsili,1993). Beberapa sifat fungsional protein dapat

dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Sifat Fungsional Protein dalam berbagai sistem atau produk makanan.

 Sifat fungsional

| Mekanisme

| Sistem makanan

Sumber protein

Kelarutan

| Hidrofilik

MMinuman

Protein whey

Viskositas

| Pengikatan arr,

' bentuk dan ukuran |

hidrodinamik

FEnEkamn air

| Ikatan H, hidrasi
| ion

Sup, gravy, salad

| Protein whey

Daging, cake, roti

Protein otot/urat,
protein telur

| Gelasi | Penankan air, Dagng, gel, cake, | Protein otot/urat,
| . immobilisasi, dan | bakery, keju protein telur,
10 | formasi jaringan protein susu
| Kohesv/Adhesi | Hidrofobik, ikatan | Daging, saos, Protein otot/urat,
| H, ikatan jonik pasta, bakery, protein telur, |'
| makanan protein whey
i - | panggang
{ Elastisitas | Hidrofobik, ikatan | Daging, bakery Protein otot/urat
E | disulfida .
| Emulsifikasi | Penyerapan pada | Saus, sup, cake. Protein otot/urat, |
formasi film | bologna protein telur, .
L | interfase i _ protein susu
Buih | Penyerapan Whipped topping, | Protein telur,

| interfasial, formasi
film

es krim, cake

protein susu

Pengikatan lemak
| dan flavor

Hidrofobik

' Daging buatan,
| bakery

| Protein telur,
protein susi |

Sumber: Kinsella et al (1985)

2.6.1 Kelarutan Protein

Kelarutan protein menunjukkan jumlah protein dalam sample yang dapat

larut dalam pelarut dan dipengaruhi oleh pH (Zayas, 1997). Kelarutan protein

pada berbagai pH dipengaruhi oleh kandungan protein dengan asam amino yang

bergugus R bermuatan positif.

Daya larut protein diukur dari nilai atay prosentase protein yang tertinggal

dalam suspensi setelah disentrifugasi. Besamnya nilai daya larut tergantung dari

metode preparasi slurry dan kondisi sentrifugasi. Metode yang biasa digunakan

yaitu dengan cara diaduk menggunakan stirer mekanik, mengakibatkan kondisi
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yang berbeda dengan cara sentrifugasi. Peningkatan kecepatan sentrifugasi akan
menurunkan protein terlarut ( Matthews, 1989).

Menurut Zayas (1997) ada 4 faktor vang mempengaruhi kelarutan protein
vaitu pH, kekuatan ion, pemanasan, dan kondisi pemrosesan. Pada kondisi
pemrosesan  seperti pll dari ekstraksi, presipitasi, dan netralisasi untuk
pengenngan akan juga mempengaruhi kelarutan protein,

Peningkatan sifat hidrofobik protein dapat meningkatkan ketidaklarutan
protein. Banyaknya gugus hidrofobik yang tidak suka air akan meningkatkan
mteraksi hidrofobik antar sisi nonpolar protein sehingga kontak dengan molekul
air menjadi berkurang. Adanya hidrolisa oleh enzim dapat meningkatkan rasio
jumlah gugus hidrofilik sehingga kelarutannya meningkat, Tetapi lama proses
Indrolisa sangat berpengaruh pada kelarutan protein. Makin lama waktu hidrolisa,
jumlah gugus hidrofobik dari protein akan bertambah. Ini menyebabkan dominasi
gugus hirofilik menurun dan kelarutan protein akan berkurang (Zayas, 1997).

Ukuran dan berat molekul juga berpengaruh terhadap sifat kelarutan
proten. Makin kecil ukuran dan BM protein menyebabkan peningkatan dava
kelarutannya, i disebabkan karena memngkatnya jumlah gugus amino dan
karboksil vang dapat terionisasi dan meningkatkan hidrofilisitas (Clemente et
al, 1999).

2.6.2 Water Holding Capacity (WHC)

Water Holding Capacity merupakan kemampuan protein untuk menyerap
air dan menahannya dalam system pangan. Hal ini disebabkan karena protein
bersifat hidrofilik dan mempunyai celah-celah polar seperti gugus karboksil dan
aminonya yang dapat mengion. Adanya kemampuan mengion ini menyebabkan
daya serap protein fungsional dipengaruhi oleh pH makanan, WHC juga
didefinisikan sebagai kemampuan struktur makanan untuk mencegah terlepasnya
air dan struktur tiga dimensi protein. Kemampuan protein untuk mengikat air
disebabkan interaksi antara molekul air dengan protein melalui ikatan hydrogen.
Struktur air ditahan oleh protein dengan ikatan hydrogen antara grup polipeptida

dan protem. Kemampuan WHC protein berhubungan dengan gugus hidrofilik
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polar seperti gugus imino, amino. karboksil. hidroksil. karbonil, dan sulfidril.
Kapasitas protein untuk mengikat air dipengaruhi oleh tipe dan jumlah grup polar
pada rantai polipeptidanya ( Zavas. 1997),

Daya serap air protein fungsional sangat penting peranannva dalam
makanan panggang karena dapat meningkatkan rendemen adonan dan
memudahkan penanganannya. Jumlah air yang diikat oleh protein mempengaruhi
tekstur “mouthfeel” dan volume makanan. Sifat ini penting dalam produk-produk
custard, sosis, dan oat meal. Disamping itu sifat menahan air akan memperlama

kesegaran makanan, misalnya pada roti dan biscuit (Koswara. 1995),

2.6.3 Daya Emulsi

Daya emulst adalah kemampuan protein untuk membentuk emulsi dan
mempertahankan stabilitas emulsi tersebut. Sifat ini dipengarubi oleh kadar
protein dan tingkat kelarutannya serta berhubungan erat dengan Nitrogen
Solubility fndex (NSI) (Koswara, 1995). Emulsi makanan diklasifikasikan sebagal
emulsi makro dengan ukuran tetes 0,2-50 um (Zayas, 1997). Stabilitas emulsi
penting karena emulsifier tergantung pada kemampuannya memelihara system
emulsi pada saat mengalami pemasakan atau pemanasan (Sugijanto dan
Manulang, 2001).

Kemampuan protein untuk membentuk emulsi dapat dinyatakan sebagai
aktivitas emulsi atau EAL (Emulsifving Activity Index). Aktivitas emulsi dikatakan
sebagai area interfacial (antar permukaan) maksimal per gram protein yang dapat
distabilkan (Zayas, 1997). Pengukuran EA] dilakukan dengan  metode
spektrofotometri yaitu dengan mengukur densitas optik dari larutan emulsi,
Adanya minyak yang terdispersi dalam larutan emulsi akan mempengaruhi
besarnya densitas optik larutan tersebut. Daya emulsi dinyatakan sebagai nilai
EAl pada menit ke 0.

Makin besar kelarutan protein menyebabkan dava emulsinya juga makin
besar. Hidrolisa protein pada system emulsi berperan dalam meningkatkan
kelarutan dan daya emulsi. Protein akan menurunkan tegangan permukaan antara

ar dan minyak dikarenakan akumulasi bahan pengemulsi pada antar permukaan
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fase minvak dan air vang diemulsifikasi. Protein sebagal bahan pengemulsi
menyusun  pada suatu sudut yang tepat pada permukaan minyak-air dan
membentuk suatu lapisan film dengan susunan bagian yang bersifat hidrofob dari
protein yang akan mengikat erat pada fasc minyak, sebaliknya sisi hidrofilik akan
mengarah pada fase cair (Sugiharto, 1998)

Tingegmva daya kelarutan akan memudahkan protein tersebar dalam
larutan sehingga dapat terakumulasi pada antar permukaan minyak dan air secara
lebih merata. Hal ini menyebabkan dispersi minyak dalam larutan lebih merata
dan ukuran globula minyak lebih kecil. Disamping itu berat molekul bahan
pengemulsi jJuga mempengaruhi daya emulsi. Bahan pengemulsi yang mempunyai
BM rendah akan menurunkan tegangan permukaan lebih besar dibandingkan
bahan pengemulsi vang mempunyal BM tinggi (Sugiharto, 1998),

Stabilitas emulsi diartikan sebagi Kemampuan suatu emulsi untuk tetap
stabil dan tidak berubah terhadap koalesen dan flokulasi (Zayas, 1997). Stabilitas
emulsi penting karena emulsifier vang baik tergantung pada kemamipuan protein
untuk  memelihara sistem emulsi pada saal mengalami pemasakan atay
pemanasan. Protein dengan daya emulsi sangat tinggi mungkin tidak memberikan
stabilitas emulsi.Stabilitas emulsi dari protein tergantung pada karakteristik film

vang dibanguninya pada antar muka minvak dan air.

2.7 Elektroforesis

Elektroforesis mcrupakﬁn teknik pemisahan untuk  Karakterisasi
makromolekul, berat molekul, dan penctapan kemurnian protein. Teknik ini
didasarkan pada kenyataan bahwa molekul-molekul seperti DNA, RNA, dan
protem memiliki muatan sehingea dapat bergerak apabila ditempatkan dalam
medan listrik, e

Teknik yang paling sering digunakan dalam ilmu pengetahuan protein
adalah SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-poliacrilamide gel electrophoresis).
Dasar metode ini adalah molekul pengisi akan bermigrasi di medan listrik pada
kecepatan yang dibatasi oleh ukuran dan suplai hstrik. Disini medan listrik

diaplikasikan sebagai jarak lintas lembaran polimer (poliakrilamida) yang
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bertindak sebagai pembawa bagi pergerakan molekul. Sebelum memasuki medan
histrik, protein didenaturasi dengan kondisi perusakan yang keras {seperti panas,
deterjen pendenaturasi, agen reduksi disulfida, dan beberapa agen chaotropik
seperti urea), dan dilapisi dengan anionic deterjen, SDS. Dalam keadaan
terdenaturasi, sebagian besar protein megikat SDS di ratio berat konstan. maka
kettka proten berhenti akan mempunyai kepadatan 1si yang mirip/serupa,
Berdasarkan kondisi ini, kecepatan migrasi protein di medan listrik adalah tidak
tergantung pada sifat muatan molekul, tetapi lebih banyak dipengaruhi semata-
mata oleh ukuran molekul, Protein sample akan diisikan di sumur pada gel atas,
dimana akan kontak dengan buffer tandon, dengan dempet katoda, Buffer
penampung bawah demikian halnya juga akan tersambung dengan anoda. Ketika
arus listrik dinyalakan, SDS-lapisan protein akan bermi grasi ke gel dasar (bawah),
di bawah pengaruh medan listrik,

Setelah running dilakukan, maka diperlukan cara untuk memvisualisasikan
band dari protein-protein tersebut. Cara vang paling umum digunakan adalah
dengan staining gel dengan pencelup ikatan protein. Dua cara yang sering dipakai
adalah coomassie blue staining dan silver staning. Silver staining lebih sensitif
dibandingkan coomassic blue sehingpa dapat digunakan untuk mendeteksi
keberadaan kontaminan minor pada sample, tetapi tidak direkomendasikan untuk
analisa kuantitatif. Coomassie blue lebih minim komplikasi dibandingkan silver
staming. Keuntungan dari coomassie blue adalah luas wama dari protein vang
berbeda dapat dijaga, sehingga dapat dimafaatkan untuk memperkirakan jumlah
kuantitatif dari protein (Copeland, 1994,

Poliakrilamida adalah polimer yang paling umum digunakan untuk
elekiroforesis gel protein. Gel itu sendiri terbentuk dari polimerisasi akrilamida
dengan mekanisme radikal bebas. Pemecahan berat molekul vang dicapai dengan
SDS-PAGE tergantung pada bagian ukuran hiang dari polimer gel.

Elektroforesis gel/system buffer dapat dilakukan secara homogen/kontinyu
atau multiphase (diskontinyu). Sistem homogen mengandung ion buffer vang
sama dan pH pada saat preparasi sample, buffer elektroda, dan gel. Sampel

dimasukkan secepatnya ke dalam gel resolving dimana pemisahan terjadi. Sistem
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buffer multiphase gel stacking berbeda pH atau komposisi buffer digunakan untuk
konsentrasi dan mempertajam konstituen sample sebelum dimasukkan dalam gel
resolving,

Pada prakiek umumnya dimasukkan campuran protein pada satu atau lebih
Jalur (lines) dari sel untuk menyajikan sebagal berat molekul standart {markers).
Berat molekul dan protein target dapat ditetapkan dengan membandingkan dengan

mobilitas relatif dan standart tersebut.

2.8 Gelasi

Gel merupakan bentuk semi-solid dari beberapa rantai yang membentuk
Jaringan pada media cair, biasanva dibentuk oleh myosin dan aktomiosin.
Pembentukan gel dipengaruhi oleh ph, pemanasan, kekuatan ion, serta jenis ion.
Proses pembentukan gel adalah sebagai berikut:

XPN — XPD — (PD)X
Keterangan:
APN = jumlah native protein
XPD = jumlah protein vang terdenaturasi oleh panas
(PD)X = jumlah molekul apgregate yang terbentuk selama pemanasan dan Jika
didinginkan akan membentuk gel (Zayas, 1997)

Ketika protein terdenaturasi, terjadi pemutusan ikatan peptida sehingga
memungkinkan terjadinya agrepasi antar peptida membentuk jaringan liga
dimensi (matriks). Pembentukan matriks terutama terjadi pada struktur sekunder
protemn. Selama pemanasan, matriks akan menyerap air sehingga matriks lebih
kompak dan gel tidak mudah pecah. Agregasi terjadi oleh adanya ikatan
hydrogen, interaksi hidrofob, ikatan van deer wals, serta ikatan kovalen disulfida.
Pembentukan gel pada myosin melalui beberapa tahap vaitu:

I. Pada suhu 35°C terbentuk dimmer dan oligomer melalui interaksi antar
kepala myosin dengan ikatan disulfida dan pembukaan rantai ekor myosin

2. Pada suhu 40°C terbentuk jaringan globuler dengan 1katan antara kepala
dan ekor miosin

3. Pada suhu 48°C terbentuk aggrepate dengan bersatunya dua/lebih oligomer
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4. Pada suhu 50-60°C terjadi agrepasi oligomer secara lebih lanjut untuk

mendukung terbentuknya jaringan gel (Kinsella et al, 1985),

Kelarutan merupakan factor vang cukup penting dalam pembentukan pel.
Miofibril merupakan protein yang larut garam (NaCl) pada konsentrasi 0,5-1M.
NaCl akan memecah miofibril menjadi aktomiosin kompleks, myosin, aktin,
tropomiosin  dan troponin sehingga terlarut saat pelumatan, hal ini akan
memudahkan terjadinva interaksi dan agregasi untuk membentuk gel (Kinsella et
al, 1985).
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3.1 Bahan dan Alat
3.1.1 Bahan Penelitian
Bahan baku utama berupa ikan kuniran vang diperoleh dar pasar lokal
Kepatthan Kabupaten Jember. Ikan disimpan dalam wadah ditambah bongkahan
es untuk mempertahankan kesegarannya. Sampai dilaboratorium ikan harus sudah
dicuct serta disiangi kepala dan isi perutnya. Sedangkan bahan - bahan kimia
yang digunakan antara lain aquadest dingin, aquadest pH 7, enzim papain, NaOH,
mix lowry, folin, NaCl, buffer phosphat, SDS. Coomassie blue. minyak sawit.
Urea 8M dalam buffer phosphat pH 7. Tris-HCI buffer, buffer elektroforesis,

stacking gel, resolving gel, commassie blue staining dan destaining,

3.1.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan adalah penggiling, timbangan, beaker glass,
water bath. spatula. sendok, sentrifuse dan tabungnya, saringan, freeze drier, labu
ukur, fermometer, pipet, vortex, spectronic 21D, penangas, tabung reaksi, botol
timbang, krus porselen, kertas saring, soxhlet, eksikator, muffle, oven, blender.

peralatan elektroforesis (bio rad), pHmeter, sentrifuse kecil (kurabo).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Pengendalian Mutu Fakultas
Teknologi Pertamian Universitas Jember. Penelitian dilakukan pada bulan Juh
2004 — Desember 2004

3.3 Metode Penclitian

Preparasi miofibril kering sebagai berikut: ikan disiangi kepala dan isi
perutnya. dicuci bersih kemudian digiling sampai relatif halus (dilakukan pada
kondisi dingin dengan merendam pada air es). Kemudian daging ditimbang dalam

beaker glass dengan berat yangsesuai kapasitas timbangan, lalu ditambah aquadest

20
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dengan perbandingan berat daging dan volume aquadest 1;1. Sectelah diaduk
kemudian diinkubasi dalam water bath bersuhu 40°C selama 10 menit. Kemudian
ditambahkan enzim papain dengan perbandingan berat enzim 1:2000 dari berat
daging giling. Campuran itu diinkubasi denpan variasi waktu 30, 45, dan 60 menit
dengan suhu 40°C. Setelah itu dilakukan inaktivasi enzim dengan merendam
campuran dalam air bersuhu 90°C selama 3 menit. Campuran disaring untuk
membuang duri kemudian ditambah aquadest pH 7 dengan perbandingan
Aquadest 1:1 dengan volume campuran di beaker. Setelah itu hasilnya
disentrifuse dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit dengan suhu 4°C.
Endapan hasil sentrifuse diambil dan ditambah aquadest pli 7 kembali dengan
perbandingan tetap 1:1. Setelah diaduk kemudian disentrifuse kembali dengan
kecepatan sama hingga diperoleh endapan berupa miofibril yang kemudian
dikondisikan dalam frezer bersuhu 0°C selama 24 jam hingga beku dan
dikeringkan dengan freeze dricr. Setelah kering akan diperoleh sample miofibril

untuk keperluan analisa, Untuk lebih mudahnya akan ditunjukkan dalam diagram

v

¥
: Kepala, ekor,
Penyiangan tkan }b s1stk, 151 perut

alir berikut:

Pengelingan

Y
Pemimbangan daging giling |I
, (dalam beaker)
L

A4

Prainkubasi dengan aquadest
(t=10". T= 40"C, perbandingan 1:1)

( Berlanjut )
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Pengeningan dengan freeze drier

A
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( Sampel miofibnl kenng )

End

Gambar 4. Diagram alir preparasi miofibril kering
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3.4 Parameter Pengamatan

Parameter pengamatan yang dilakukan meliputi:

a. Rendemen kenng dengan neraca timbang

b. Kadar air dengan metode pemanasan/oven

a. Kkadar abu dengan muffle

b. Kadar lemak dengan ekstraksi soxhlet

. Water holding capacity (WHC) dengan sentrifuse

d. Kadar protein terlarut dengan metode lowry

€. Stabilitas pengemulsi pada minyak sawit dengan waring blender
f. Kelarutan protein terhadap pH dengan metode Bradford

g Kelarutan protein terhadap garam den gan metode Bradford

h, Tekstur gel miofibril dengan Rheo tex

1. Berat molekul protein dengan elektroforesis

3.5 Analisa Data
Penclitian menggunakan 3 (tiga) perlakuan dengan pengulangan dua kali.
Adapun ketiga perlakuan tersebut meliput:
30” = Lama inkubasi 30 menit
45" = Lama inkubasi 45 menit
60" = Lama inkubasi 60 menit
Data hasil pengamatan ditampilkan dalam bentuk tabel. dan untuk

mempermudah interpretasi data, maka dibuat grafik atau histogram,

3.6 Prosedur Analisa

Setelah preparasi miofibril dilakukan selanjumya dilakukan analisa data .

yang meliputi:
1. Rendemen kering dengan neraca timbang
Sampel miofibril kering ditimbang beratnya dan dibandingkan dengan

berat daging awal sebelum proses hidrolisa.
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Rendemen kering = berat bahan kering x 100%
berat daging awal

2. Kadar air dengan metode pemanasan/oven (Sudarmadji, dkk, 1984).

Analisis kadar air dilakukan dengan memmbang botol sample yang telah
kering dan dieksikator selama 15 menit hingga konstan (A gr).
Menimbang sample lgr dalam botol timbang (B gr). Kemudian botol
timbang beserta isinya dimasukkan ke dalam oven {T=100°C. t= 24 jam),
lalu dmasukkan ke dalam eksikator dan diimbang lagi setelah kering
sampai didapat berat konstan (C pr).

Kadarair=B-C x 100%
B-A

Kadar abu dengan muffle (Sudarmadji, dkk, 1984)

Sampel ditimbang (1 gr) dalam krus porselen kering vang telah diketahui
beratnya, kemudian sample dipijarkan dalam muffle sampat suhu 600°C
sampai diperoleh abu berwama keputih-putihan (biarkan dalam muffle
hingga dingin , t=24 jam), selanjutnya sampel dioven selama beberapa jam
(T=100°C). Setelah itu didinginkan dalam eksikator dan ditimbang berat
abu setelah dingin,

Kadar abu = __ (Berat krus + abu) — berat krus =~ x 100%
(Berat Krus + sample) - berat krus

Kadar lemak dengan ekstraksi soxhlet (Sudarmadji, dkk, 1984)

Memmbang kertas saring vang telah dioven (T=60°C, =24 jam),
menimbang juga sample sebanyak 1 gr. Sampel dibungkus dengan kertas
saring vang sudah dioven dan diikat dengan tali, Selanjutnya dioven
bersama-sama pada suhu 60°C selama 24 jam. Menimbang bahan kering
dengan kertas saring vang telah dioven dengan melepas tali terlebih
dahulu.  Selanjutnya sample diekstraksi dengan soxhlet dengan
penambahan petroleum benzen selama 4-5 jam. Hasil ekstraksi

dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C. Selanjutnya didinginkan pada
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eksikator. Memimbang residu hasil ekstraksi berulangkali hingga beramva

kaonstan.

Kadar lemak = Berat bahan awal -~ Berat bahan kering % 10092
Berat bahan awal

Water Holding Capacity (WHC) dengan sentrifuse (Subagio, dkk,
2003)

Menmimbang tabung sentrifuse kecil kosong (a gr). Menimbang sample 0.2
gr (b gr) dalam botol sentrifuse. Tambahkan aquadest 10 ml dalam botol
sentrifuse. Selanjutnya divortex hingga tercampur merata. Sentrifuse
dilakukan dengan kecepatan sedang hingga terpisah antara air dan
endapan. Air dibuang dan sisa air ditisn, Selanjutnya menimbang berat

tabung sentrifuse beserta endapannva hingga konstan (c gr).

WHC = (c-a)-b x 100%
b

Kadar protein terlarut dengan metode lowry (Sudarmadji, dkk, 1984).
Menimbang sample 0,005 gr dan dilarutkan dalam 125 ul aquadest(dalam
tabung reaksi). Menambahkan 100 ulL NaOH 2N dalam larutan,
Selanjutnya larutan dipanaskan dalam air mendidih selama 10 memt,
sctelah itu didinginkan selama 5 menit. Menambahkan 2.5 ml mix lowry,
divortex hingga rata dan dibiarkan selama 10 menit.  Kemudian
menambahkan 250 uL folin dalam larutan dan divortex kembali . Biarkan
larutan selama 30 menit, tera hingga 10 ml dan baca absorbansinya pada
panjang gelombang 750 nm. Blanko dibuat dengan cara yang sama namun
tanpa penambahan sample. Selanjutnya protein terlarut dapat dihitung dari

rumus kurva standart sebagai berikut-

Y=0,2447X + 0,4637
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Dimana: X = kadar protein terlarut {mg)

Y = absorbansi sampel

Stabilitas pengemulsi pada minyak sawit (Parkington, dkk, 2000).

Menimbang sample sebanyak 0,3 gr dan dilarutkan dengan 100 m] NaC
0.6M dalam buffer phosphat 0.05M pH 7. Biarkan selama 20 jam pada
suhu 4°C. Larutan ditambah denpan minyak sawit 25 ml dan diblender
selama 2 menit. Hasilnya diambil 0.5 m| (vanasi waktu 07, 10°, 20°, | jam,
2 jam, dan 24 jam) dan dicampur dengan 2,5 ml SDS 0,1% dalam tabung
reaksi. Tera larutan hingga 5 ml dan divortex. Kemudian dibaca

absorbansinya pada panjang gelombang 500 nm.

EAl= 2 %2303 x Abz x Dilution
Cx (1-2)x 10*

Kelarutan protein terhadap pH dengan metode Bradford .

Memmbang sample sebanyak 0,1 gr untuk masing-masing variasi pH,
kemudian dilarutkan dengan 10 ml NaCl 0,7M dalam buffer phosphat
0.05M (pada berbagai pH). Larutan diinkubas;i selama 2 jam pada suhu
4°C dan distirer/ dihomogenisasi. Setelah itu larutan diinkubasi lagi selama
20 jam pada suhu 4°C dan distirer kembali sesudahnya. Larutan kemudian
disentrifuse 4000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C. Filtrat dibaca

absorbansinya dengan metode Bradford pada panjang gelombang 595 nm,

Kelarutan protein terhadap garam dengan metode Bradford.

Menimbang sample sebanyak 0,1 gr untuk masing-masing variasi (NaCl),
kemudian dilarutkan dengan 10 ml NaCl 0,7M dalam buffer phosphat
0,05M (pada berbagai konsentrasi NaCl). Larutan diinkubasi selama 2 jam
pada suhu 4°C dan distirer/ dihomogenisasi. Setelah itu laratan diinkubasi
lagi selama 20 jam pada suhu 4°C dan distirer kembali sesudahnya.

Larutan kemudian disentrifuse 4000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.
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Filtrat dibaca absorbansinya dengan metode Bradford pada panjang

gelombang 595 nm.

10. Tekstur gel miofibril dengan Rheo tex
Menimbang sample sebanvak 1.5 gr kemudian dilarutkan dalam 1.5 ml air
dan ditambah NaCl 2 5%, Campuran tersebut dilumatkan selama 30 menit
dengan spatula dalam botol film. Hasil pelumatan diinkubasi pada suhuy
40°C selama 20" kemudian dipanaskan pada suhu 90°C selama 20 menit
hingga terbentuk gel. Gel vang terbentuk diukur tekstumnya dengan rheo
tex menggunakan jarak (distance 5 mm). Pengukuran dilakukan tiga kak

dan hasil akhir didapat dari nilai rata-rata angka rheo tex.

Tekstur = (X1+X2+X3) ¢ /5 mm)
3

11. Berat molekul protein dengan elektroforesis pada SDS-PAGE
Protein terlarut dengan metode Lowry adalah sebagai berikut: menimbang
U.15 gr sample dan dilarutkan dengan 1 ml larutan 2% SDS 8M urea
dalam 50 ml buffer phosphat pH 7 dan divortex. Setelah larut kemudian
disentrifuse. Hasil sentrifuse diambil atasnya sebanyak 25 ulL dan
ditambah 100 ul. NaOH 2N dan divortex. Selanjutnya larutan dipanaskan
dalam air mendidih selama 10 menil, setelah itu didinginkan selama S
menit. Menambahkan 2,5 ml mix lowry, divortex hingga rata dan
dibiarkan selama 10 menit. Kemudian menambahkan 250 ul. folin dalam
larutan dan divortex kembali. Biarkan larutan selama 30 menit, tera hingga
10 ml dan baca absorbansinya pada panjang gelombang 750 nm. Setelah
diketahui kadar protein terlarut, protein dianalisa dengan SDS —PAGE
yang dilakukan pada gel poliakrilamida vang terdiri atas gel bawah
(Resolving gel) dan gel atas (Stacking gel). Bahan-bahan vang diperlukan
untuk pembuatan gel adalah sebagai berikut; Bahan A: Tris HC 1,5M pH
8.8; Bahan B: SD§ 10%; Bahan C: Bis Akrilamida; Bahan D: Amonium
Perisulfat 10%; Bahan E: Tris HCI 1,5M pH 6.8 Agar terbentuk ecl
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bawah dibutuhkan: 1,25 ml Aquadest: 5 ml bahan A 0,005 ml bahan B: 2
ml bahan C: 50 uL bahan D dan Sul Temed, Campuran larutan ini harys
segera dimasukkan pada celah da 2 lempeng kaca elektroforesis.
Sedangkan gel atas terbentuk dari- 1,525 ml Aquadest; 0,625 bahan 2
0,025 bahan B; 0.325 bahan €. 30 uL bahan D: dan Syl Temed. Gel atas
dibentuk dan dimasukkan dengan bantuan sisir elektroforesis, Kemudian
larutan sample dengan kandungan protein 20 ug dilarutkan dalam buffer
elektroforesis dan divortex. Larutan dipanaskan dalam air mendidih
selama 10 menit. Masing-masing sample larutan dimasukkan dalam sumur
clektroforesis. Running dilakukan pada 100mA selama 2 jam, Kemudian
gel poliakrilamida dicuci dengan aguadest dan staning dengan dietil eter
lalu diwarnai dengan Coomassie Blue. Selanjumya destining dengan
metanol sambil digoyang agar penghilangan wama sempurna. Band -
band yang terlihat pada gel poliakrilamida menunjukkanfraksi atau sub
unit protein yang dapat dibaca pada SDS-PAGE dari protein miofibril ikan
kuniran.
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IV. HASIL DAN PEMBA ASAN

4.1 Rendemen Kering.

Pengukuran  rendemen kering dilakukan dengan neraca timbang, vaitu
dengan membandingkan antara berar sample kering dan berat daging giling awal,
Dan hasil perhitungan  didapatkan jumlah rendemen kering pada variasi lama
inkubasi 30°; 457 dan 60" bermurt-turut sebesar 2.93%: 2,13%; dan 1.41%

Histogram rendemen kering dapat dilihat pada gambar 5 berikut:

Rendemon Kering (%)

45 &0
Lama Inkubasi (menit)

[__
|
|

Gambar 5. Histogram Rendenien Miofibril Kering

Dari gambar 5 didapatkan bahwa makin lama waktu inkubasi saat
hidrolisis menyebabkan jumlah rendemen Kerng makin turun, Saat hidrolisa,
enzim proteolitik akan membantu pemutusan ikatan peptida pada rantai protein
dan dapat meningkatkan kadar protein terlarut. Makin lama wakty hidrolisa maka
makin banyak rantai peptida yang dapat diputus dan jumlah peptida rantai pendek
akan makin banyak. Peptida rantai pendek akan ikut larut dalam air bersama
sarkoplasma sehingga jumlah rendemen kerng berkurang. Jika waktu hidrolisis
berlebih inaka jumlah peptida dan asam amino akan menurun dan jumlah padatan
tidak fungsional meningkat, dan Jika diteruskan akan terjadi denaturasi karena
rusaknya konfigurasi molekul protein. Terbentuknya peptida-peptida pendek
menyebabkan jumlah komponen myosin sebagal komponen utama mofibril akan

makin kecil,

29
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Bentuk miofibril kering untuk masing-masing variasi lama inkubasi dapat

dilihat pada gambar 6 berikut:

30 menit 45 menit . 60 menit

Gambar 6. Sampel Miofibril Kering

Dari gambar 6 terlihat bahwa pada lama inkubasi 45 menit warna sampel
menjadi lebih gelap (coklat) dibandingkan sampel dengan lama inkubasi 30°,
sedangkan pada sampel dengan lama inkubasi 60’ warna yang diperoleh paling
pucat. Hal ini tergantung nilai C pada masing-masing sampel. Berdasarkan hasil
perhitungan, diperoleh nilai C untuk variasi lama inkubasi 30°; 45°; dan 60 menit
berturut-turut adalah 12,12; 12,39 dan 10,90. Makin tinggi nilai C, maka warna
sampel akan makin gelap (intensitas warnanya lebih tinggi). Dalam penelitian,
ikan yang digunakan tidak seragam karena keterbatasan alat. Pada lama inkubasi
45 menit, ikan yang digunakan mempunyai kandungan pigmen heme (pada
mioglobin dan hemoglobin) yang lebih tinggi sehingga warnanya lebih gelap,
selain itu kandungan minyak/ lemaknya paling tinggi. Intensitas warna memiliki
hubungan dengan kandungan minyak pada ikan, dimana dengan makin tingginya
kandungan minyak maka akan menyebabkan intensitas warna makin tinggi
(warna makin gelap). Dari gambar 5 juga terlihat bahwa makin lama inkubasi.

tekstur miofibril kering makin halus karena rantai peptida makin pendek.
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4.2 Kadar Air

Radar air divkur dengan pengerinpan oven pada suhu 100°C selama 24
jan. Dari hasil pengukuran didapatkan kadar air pada miofibnl kering untuk
vanasi fama inkubasi 30°: 45°; dan 60" berturut - turut adalah .663%: 1. 790%:
dan 1.32% Histogram kadar air miofibril kenng dapat dilihat pada gpambar 7

benkur,
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Gambar 7. Histogram Hasil Pengukuran Kadar Air Miofibrii Kering

Dan gambar 7 terlihat baliwa kadar air tertinggm tampak pada lama
mkubasi 45" Im disebabkan karena makin lama inkubasi. tingkat pemutusan
ikatan peptida akan makin tinggi schingga rantai peptida makin pendek dan gava
tarik-menarik  polipeptida  pada protein memjadi  lemal. Akibainya terjadi
pemngkatan sifat hidrofilik air dan air lebih mudah terperangkap dalam matnks
profein. Pada lama inkubasi 30°, jaringan tiga dimensi (matriks) protein belum
banyak yang terbuka (terputus ikatan peptidanya) sehingga kurang dapat
memerangkap air selama proses hidrolisa. Sedangkan pada lama inkubasi 60°
kadar air paling rendah disebabkan terlaly banyak rantai peptida vang terurai oleh
akuvitas enzim sehingga matriks sudah tidak terbentuk lagi dan jumiah padatan
tidak fungsional meningkat (protein mulai berubsh strukturnya).  Adanva
pemutusan rantai peptida yang pendek menjadi lebih pendek lagi menyebabkan

kemampuan dalam mengikat air berkurang.
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selain 1w kadar air juga dipengaruli oleh kelembaban nishi Kondis
miofibril Kering vang bersifal hgroskopis akan mudah menverap air dan udara
sekitar, Kelembaban pishi vang keal menvebabkan terjadinva pemnekatan kadar

a1 saat penvimpanan,

4.3 Kadar Abu

Kadar abu menunjukkan Jumiah mmeral atan zatl anorganik vang ada
dalam bahan pangan. Dalam proses pembakaran. bahan-bahan organik 1erbakar
tetapi zat anorganiknya tidak sehingga disebut abu. Hasil pengukuran kadar abu
pada vanasi lama inkubasi 30" 45° dan 60° berturut-turur adalah: 23330,
2.625%; dan 1,87%, Histogram kadar abu miofibrl kering dapat dilihar pada
rambar 8 berkut:

]
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Gambar 8, Histogram Hasil Pengukuran Kadar Abu Miofibril Kering

Dan gambar 8 terlihat bahwa kadar aby pada lama inkubasi 45" berbeda
dengan variasi wakwu 307, Hal inj mungkin disebabkan oleh faktor intrinsik
(ikannva sendiri) dan dapat juga berasal dari faktor luar (faktor ektrinsik) Yang
tergolong faktor intrinsik adalah spesies, jenis kelamin, wnur ikan, dan sifal
warisan. Sedangkan vang termasuk faktor ektrinsik adalah daerah kehidupan ikan
(habitat). musim. dan lenis makanan vang tersedia {Hadiwivoto,1993). Faktor
mtrinsik dan ektrinsik yang berbeda dari ikan yang berbeda dapat menyebabkan

Jumlah mineral dalam tubuh ikan berbeda, Keterbatasan alat dan faktor kebusukan



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

Tl
L3

ikan tidak memungkinkan setiap variasi dibuat dalam waktu vane bersamaan
sehingga hasil yang diperoleh dapat berbeda, Pada lama inkubasi 60° kadar aby
paling rendah karena waktu hidrolisa berlebih menyebabkan banyvak mineral vano
hilang/larut dalam air bersama sarkoplasma dan jumlah padatan tidak fun esional

meningkat sehingga kadar abu vang diperoleh sedikit

4.4 Kadar Lemak

Pengukuran kadar lemak dilakukan dengan ekstraksi soxhlet. Dari hasil
pengukuran  didapatkan bahwa kadar lemak pada wvanasi lama inkubasi
30°5457:dan 60" berturut-turut adalah: 15.58%: 23.57%, dan 9,135% Histogram

kadar lemak miofibril kering dapat dilihat pada gambar 9 benkur:

g a5 &0

| Lema Inkubasi {menit)

Gambar 9, Histogram Hasil Pengukuran Kadar Lemak Miofibril Kering

Dan gambar 9 terlihat bahwa kadar lemak pada lama inkubasi 30° lebih
rendah dibandingkan pada lama inkubasi 45° karena rantai polipeptida (matriks)
belum banyak yang terbuka'terpotong sehingga lemak dalam jaringan daging
belum banyak terekstraksi. Kadar lemak tertingg tampak pada lama inkubasi 45°
karena matriks protein sudah banyak yang terbuka (rantai peptida terpotong
menjadi lebih pendek) sehingea lemak mudah terekstrak dan lemak masih belum
terural menjadi senvawa penyusunnya. Pada lama inkubasi 60° kadar lemak turun
drastis karena waktu hidrolisis yane terlalu lama menyvebabkan lemak terurai
menjadi gliserol dan asam lemak. Reaksi ini dipercepat oleh aktivitas enzim lipase

vang ada dalam lemak. Enzim tersebut terdapat pada semua jaringan yang
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mengandung minyak. Dengan adanya enzim lipase, lemak akan diuraikan menjadi
asam lemak bebas. Semakm lama proses hidrolisis berlangsung, jumlah asam
lemak bebas akan mehingkat. Saat ekstraksi, asam lemak bebas ndak tkut terlarut
sehingpa kadar lemak berkurang Kadar lemak Juga berhubungan dengan
intensitas warna, Makin rendah Kandungan lemak. wama akan makin pucat

{Winamo, 1984

4.5 Water Holding Capacity (WHC)

Menurut Soepamo (1992), Water Holding Capacity adalah kemampuan
daging untuk mengikat air vang ditambalikan selama ada pengaruh kekuatan dari
luar, misalnya pemotongan daging, pemanasan. penggilingan, dan tekanan. Dari
hasil pengukuran didapatkan bahwa untuk variasi lama inkubasi 30°; 43°: dan 60°
nilai WHC  berturut-turut  adalah: 318,425%, 370905%: dan 358.515%.
Histogram WHC miofibril kering ditunjukkan pada gambar 10 berikut

I
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Gambar 10. Histogram Water Holding Capacity Miofibril Kering

Dari gambar 10 terlihat bahwa pada lama inkubasi 30° nilaj WHC paling
kecil. Hal ini disebabkan karena Pada lama inkubasi 30°, jaringan tiga dimensi
(matriks) protein belum banyak vang terbuka (matmks masih kokoh) sehingea
kurang dapat menverap air vang ditambahkan dari luar. Nilai WHC tertingg

tampak pada lama inkubasi 45’ disebabkan karena ikatan peptida vang terputus
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mengandung nunyvak. Dengan adanva enzim lipase, lemak akan diuraikan menjadi
asam lemak bebas. Semakin lama proses hidrolisis berlangsung, jumlah asam
lemak bebas akan meningkar, Saat ekstraksi, asam lemak bebas tidak ikut terlaru
schingga kadar lemak berkurang. Kadar lemak Juga berhubungan dengan
mtensitas warna. Makin rendah kandungan lemak. wama akan makin pucat

[ Winamo, 1984,

4.5 Water Holding Capacity (WHC)

| Menurut Soeparno (1992), Water Holding Capacity adalah kemampuan
daging untuk mengikat air vang ditambahkan selama ada pengaruh kekuatan dari
luar, msalnya pemotongan daging, pemanasan, penggilingan, dan tekanan, Dari
hasil pengukuran didapatkan bahwa untuk variasi lama inkubasi 30°; 45°; dan 60°
nilai WHC  berturut-turut  adalah: 318425%; 370.905%:; dan 358.515%.
Histogram WHC miofibril kering ditunjukkan pada gambar 10 berkut:
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Gambar 10. Histogram Water Holding Capacity Miofibril Kering

Dari gambar 10 terlihat bahwa pada lama inkubasi 30" nilai WHC paling
kecil. Hal imi discbabkan karena Pada lama inkubasi 30°, jaringan tiga dimensi
(matriks) protein belum banyak yang terbuka (matriks masih kokoh) sehingga
Kurang dapat menverap air vang ditambahkan dan luar. Nilai WHC terting

tampak pada lama inkubasi 45°disebabkan karena ikatan peptida vang terputus
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maxin banvak, Hal ini menvebabkan rantai peptida akan makin pendek dan gava
tarik  menank polipeptida  pada protein makin  lemah, Aktbatnyva  terjadi
peningkatan sifat hidrofilik air dan air lebil; mudah terperangkap dalam matriks
protein. Sedangkan pada variasi waklu 607 nilai WHO paling rendah disebabkan
terlalu banyak rantai peptida yang terurai oleh aktiviias enzim sehingra matriks
sudah tidak terbentuk lagi dan jumlah padatan tidak fungsional meningkat {protein
mulai berubah struktumya). Adanva pemutusan rania; peptida vang pendek
menjadi lebih pendek lag menvebabkan kemampuan dalam menverap dan

mempertahankan air berkurang sefungga nilai WHC wrun.

4.6 Kadar Protein Terlarut .

Pengukuran kadar protein terlarut menggunakan metode lowry, Dari hasil
pengukuran diperoleh bahwa kadar protem terlarut untuk variasi wakty 307 45"
dan 60" berturut turut adalah: 36.51%; 41.46%: dan 39.17% Histopram kadar

protein terlarut miofibril kering ditunjukkan pada gambar 11 berikur:
42
41
40 4
s+
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Gambar 11. Histogram Kadar ProteinTerarut Miofibril Kering

Dari gambar [1 tampak bahwa pada lama inkubasi 30" kadar protein
terlarut paling kecil karena rantai peptida belum banyak vaug terputus. Pada
variasi suhu 45 kadar protein terlarut makin naik karena dengan pemutusan
ikatan peptida yang lebih banyak oleh enzim proteolitik seinng denpan makin

lamanya proses hidrolisa akan menyvebabkan perubahan dalam protein vaitu gugus
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NH3' dan COO" meningkat vang akan menambah kelarutan protein.
Namun pada lama inkubasi 607 kadar protemn terarut turun karena terjadi
pemutusan tkatan peptitla vang terlalu banvak dan protein mulai terdenaturasi
sehingga susunan rantai polipeptidanya berubah. Protein yvang terdenaturasi akan
berkurang kelarutannya. Lapisan molekul protein bagian dalam yang bersifat
Indrofobik berbalik keluar, sedangkan bagian luar yang bersifat hidrofil terlipat
kedalam sehingga akhimya protein akan menggumpal atau mengendap terutama

Jika larutan protein telah mendekati pH isolistrik [‘»‘u-’iuurﬁn, 1984,

4.7 Stabilitas pengemulsi.

Nilai stabilitas emulsi (ESI) merupakan kemampuan protein untuk
mempertahankan kestabilan sistem emulsinva, sedangkan nilai aktifitas emulsi
(EAI) menunjukkan kemampuan protein untuk membentuk wilayah (area) stahil
dalam sistem emulsinva (Winamo, 1984),

Dari hasil perhitungan diperoleh bahwa pada variasi lama inkubasi
30745 dan 607, nilai ESI (nilai stabilitas pengemulsi) sample miofibril kering
berturut-turut adalah 41,64706 jam; 82,2069 jam; dan G688 jam.. Nilai ESI
tertingg adalah pada lama inkubasi 45” yang menunjukkan bahwa sample tersebut
memiliki kemampuan lebih baik dalam mempertahankan sifat pengemulsinya,
Pada lama mkubasi 45°, membran/film yang dibentuk myosin pada sistim emulsi
lebih tebal sehinpga dapat menjaga agar butir-butir lemak tetap terdispersi dalam
larutan. Sedangkan untuk EAI (nilai aktifitas pengemulsi) pada masing-masing

variasi lama inkubasi dapat dilihat pada gambar 12.
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Gambar 12 Grafik EAI (Nilai Aktivitas Pengemulsi) Miofibril Kering

Dari gambar 12 diketahui bahwa lama inkubasi 45° menunjukkan hasil
emulsi yang paling stabil dan memiliki nilai ESI terbesar. sehingga bisa berfungsi
sebagal emulsifier yang baik, Dari grafik Juga didapatkan bahwa makin lama
waktu inkubasi, nilai aktifitas pengemulsi (EAI) dani sample miofibril kering akan
makin besar karena ukuran molekul miofibril makin kecil sehingga lebih cepat

terdispersi pada globula minyak.

4.7 Kelarutan Protein terhadap pH
Kelarutan protein terhadap pH diukur dengan metode Lowrv. Hasil
pengukuran kadar protein terlarut terhadap variasi pH pada masing - masing

variasi lama inkubasi akan ditunjukkan pada gambar 13,
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Gambar 13. Grafik Kelarutan terhadap pH Miofibril Kering

Dar gambar 13 1ampak bahwa makin lama inkubasi (untuk vanasi waktu
307:457.dan 60°) kadar protein terlarut akan makin turun seirin £ dengan makin
banyaknya rantai polipeptida yang terputus saat hidrolisa, terutama pada variasi
waktu 60° Karena protein mulai terdenaturasi. Sedangkan untuk variasi pH kadar
protem terlarut dari tiap variasi sample menunjukkan grafik vang naik. Jadi makin
tingei pH, kadar protein terlarut juga makin tinggi,

Adanya gugus amino dan karboksil bebas pada wjung  ujung rantai
molekul protein menyebabkan protein mempunyal banyak muatan (polielektrolit)
dan bersifal amfoter (dapat bereaksi dengan asam maupun basa). Dalam larytan
asam (pH rendah), gugus karboksil akan bereaksi dengan H' sehingea protein
bermuatan positif’ Sebaliknya dalam larutan basa (pH tinggi), molekul protein
akan bereaksi sebagai asam atau bermuatan negatf. Pada pH tertentu vang disebut
tink 1soeclektnk, muaran gugus amuno  dan karboksil bebas akan saling
menetralkan sehingga molekul bermuatan nol dan protein akan mengendap/

salting out (Winamo. 1984,
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4.9 Kelarutan Protein terhadap Garam

Beberapa protein larut dalam garam encer dan kelarutannya dapat berubah
seiring dengan perubahan konsentrasi garam. Grafik hasil pengukuran kelarutan
protein terhadap varasi konsentrasi garam (NaCl) akan ditunjukkan dalam

gambar 14 benkut,
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Gambar 14, Grafik Kelarutan Protein M iofibril terhadap Garam

Dari gambar 14 tampak bahwa makin lama wakty mkubasi dan makin
tinggm konsentrasi garam (NaCl), kadar protem terlarut akan makin turun, Hal ini
disebabkan karena pada suhu inkubasi 40°C sudal terjadi agregasi (pengikatan)
miofibril utamanya pada komponen myosin sehingga kelarutannya berkurang.
Saat inaktivasi enzim (suhu 90°C) terjadi agregasi lebih kanjut sehingga miofibril
lebih cepat menggumpal. Makin lama inkubasi. agregasi yang terjadi akan makin
banvak sehingga kelarutannya dalam garam akan makin berkurang dan terjadi

pengendapan/ salting out pada konsentrasi garam yvang lebih tinggi.


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

40

4.10 Daya Gelasi

Gel ikan merupakan bentukan dari pasta daging ikan mentah (surimi) yang
mengalami hasil pemanasan. Komponen utama dalam pembentukan gel ikan
mentah adalah miofibril. Apabila miofibril ikan lumat mentah dipanaskan, maka
protein miofibril berangsur-angsur akan kehilangan daya perekatnya dan berubah
menjadi adonan gel lentur. Dalam miofibril tersebut terkandung sejumlah aktin
dan miosin yang telah mengalami aktomiosin selama fase pasca mortem. Adanya
pemanasan akan meningkatkan agregasi pada MHC (Myosin Heavy Chain).
Agregasi yang makin cepat menyebabkan ikatan disulfida (S-S) pada protein
makin banyak sehingga terbentuk ikatan /2(MHC-S8-8-MHC). Agregat yang
berkumpul berikatan lagi sehingga membentuk Jjaringan tiga dimensi (matriks)
yang akhirnya membentuk gel.
Parameter tekstur gel daging biasanya dipaparkan dalam istilah kekenyalannya
dan daya tahan gel tersebut terhadap tekanan/ gigitan. Dari hasil perhitungan
diperoleh tekstur gel miofibril pada variasi waktu 30°; 45°; dan 60" berturut-turut
adalah: 40 g/5 mm; 56 g/Smm; dan 22.67 g/5mm. Histogram tekstur gel miofibril
kering dapat dilihat pada gambar 15 berikut:
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Gambar 15, Histogram Nilai Tekstur Gel Miofibril

Dari gambar 15 terlihat bahwa variasi waktu 45’ menunjukkan nilai tekstur gel
yang terbesar, menandakan bahwa gel yang terbentuk paling kenyal/paling baik.
Ini disebabkan pada variasi waktu 45°, agregasi miosin yang terjadi pada sampel

i
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makin cepat schingga membentuk matriks jaringan dan gel vang lebih kokoh.
Sedangkan pada variasi waktu 60" tekstur gelnya paling kecil, disebabkan karena
proses hidrolisa berlebih sehingga protein berubah strukturnya dan matriks sudah
rapuh. Ini menyebabkan gel vang terbentuk lebih rapuh dan mudah pecah. Bentuk

gel miofibril secara lebih jelas dapat dilihat pada gambar 16 berikut:

30 menit 45 menit 60 menit

Gambar 16. Bentuk Gel Protein Miofibril

4.11 Berat Molekul Protein dengan Elektroforesis

Analisa hasil fraksinasi protein miofibril dilakukan dengan elektroforesis
SDS page untuk menentukan berat molekulnya. Adanya SDS (Sodium Dodecyl
Sulphate) dan 2 merkaptoetanol serta pemanasan akan memecah struktur tiga
dimensi dari protein, terutama ikatan disulfida menjadi  subunit-subunit
polipeptida secara individual. SDS dan protein akan membentuk ikatan komplek
karena SDS akan membungkus rantai polipeptida yang tidak terikat dengan
muatan negatif yang sama. SDS-Protein mempunyai muatan yang sama sehingga
dapat dikatakan bahwa pergerakan komplek pada gel tidak dipengaruhi oleh
besarnya muatan, melainkan berdasarkan ukuran molekul protein. Komplek SDS-
Protein yang ukuran molekulnya lebih besar akan bergerak lebih lambat
dibandingkan komplek yang ukuran molekulnya lebih kecil. Hasil elektroforesis

sampel miofibril kering dapat dilihat pada gambar 17.

s
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Gambar 17. SDS-PAGE dari fraksi protein miofibril ikan kuniran.
M: Marker; MHC: Myosin Heavy Chain

Dari gambar 17 terlihat bahwa makin lama waktu hidrolisis, peptida
pendek yang terbentuk akan makin banyak. Untuk mengetahui berat molekul dari
masing-masing protein dapat diketahui dengan menggunakan kit penciri protein
(marker) dengan kisaran berat molekul rendah. Hasil perhitungan berat molekul
fraksi protein miofibril dapat dilihat pada tabel 2.
Tabel 2. Hasil Perhitungan Berat Molekul Fraksi Protein Miofibril

Jenis Protein Berat Molekul pada variasi lama inkubasi

30 menit 45 menit 60 menit

MHC (Myosin Heavy Chain) | 21147791 D |211477,91 D | 211477.91 D

I Tropomiosin 31373,29 D 31373,29D |31373,29D
Dari tabel 2 didapatkan bahwa MHC memiliki BM 211477,91 D, nilai ini

mendekati nilai BM MHC pada literatur vaitu sebesar 220000 D (Zayas 1997)..

Untuk tropomiosin didapatkan nilai BM sebesar 31373,29 D, mendekati nilai pada
literatur yaitu sebesar 35000 D.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN/ TN g

—_—

5.1 Kesimpulan

Semakin lama waktu inkubasi menyebabkan jumlah rendemen kering
protein miofibril semakin berkurang karena terjadi pemutusan rantai
peptida dan pelarutan peptida rantai pendek selama proses hidrolisa.

Hasil pengukuran kadar air, kadar abu, kadar lemak, WHC, kadar protein
terlarul, serta tekstur gel mula-mrula naik pada variasi waktu 45 menit dan
turun kembali pada variasi 60 menit karena proses hidrolisa berlebih.
Semakin lama inkubasi nilai EAL kelarutan protein terhadap pH dan
kelarutan protein terhadap garam akan semakin turun. Pada kelarutan
terhadap pH makin tinggi pH kadar protein terlarut akan makin besar pada
masing-masing variasi waktu.

Hasil terbaik ditunjukkan pada variasi 45 menit dimana variasi tersebut
memiliki nilai tertinggi untuk kadar abu : 2,625 %, WHC : 370,905%,
kadar protein terlarut : 41,46%, LSI : 82,2069 jam, dan tekstur gel = 56
g/5mm.

Hasil perhitungan berat molekul (BM) untuk Miosin Heavy Chain (MIIC),
Tropomiosin, dan peptida pendek berturut-turut adalah: 21147791 D;
31373,29 D; dan 16301,97 D.

5.2 Saran

Diharapkan ada penelitian lanjutan tentang pemanfaatan miofibril kering

dengan variasi lama inkubasi terbaik (45 menit) untuk produk-produk pangan.
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Lampiran 1. Hasil Penguhuran Pengaruh Variasi Lama Inkubasi terhadap
kadar Air, Kadar Abu, Kadar Lemak dan WHC pada
Miofibril Kering lkan Kuniran,

Lama Inkubasi

% Kadar Air

I { menit) | Wangan1 | Ulangan2 | Rerata | STDEV
| 30 164 | 169 | 1665 | 0035355
[ a5 P = 185 | 179 | 0084853 |
| 60 ! 1.25 1.39 i_ 1.32 : 0098095
| Lama Inkubasi % Kadar Abu | I
I {menit) Ulangan | Ulangan 2 Rerata : STDEV :
By 30 2.26 241 2335 | 0.106066 |
| 45 258 267 ; 2625 I 0.06364 |
0 .82 92 1 187 | 0070711
I_ Lama Inkubasi % Kadar Lemak : - ‘
(menit) Ulangan 1 | Ulangan2 | Rerata | STDEV |
i— 0 : 15.34 1582 | 15.58 W‘
| 45 | 2382 2333 | 2357 0.353553 |
T e 917 | 913 0049497 :
| Lama Inkubasi | % WHC i
! (menit) : Ulangan 1 | Ulangan 2 : Rerata STDEV
30 | 33298 30387 | 318425 | 20.58388
| 15 ‘ 39293 348 8% 370905 | 31.14805
! 359.23 358515

60

3578 |

I.ﬂll]ﬁ?u_!
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Lampiran 2. Hasil Pengukuran Pengaruh Lama Inkubasi terhadap Kadar

Protein Terlarut (Lowry) dan Stabilitas Pengemulsi (ESI)

lL.ama

:ibﬁhunsi | Kadar Protein |
Inkubasi | Terlarut (%) Rerata | STDEV
(menit) UL 1 UL2 | UL UL.2 !
30 36.38 | 36.64 36.51 | 0183848 |
45 17 | #1272 41,46 | 0339411
¥ 60 R ["39_42 393%, _0_3"5'3'553|
' Lama Inkubasi  Waktu Emulsi  Abs  Turbidity | EAl ESI |
| (jam) ! | (m2/g) (jam)
a. 30 menit 0 0.236 543508 | 163.0524 |
B 0.167 0.173 | 39.8419 | 119.5257 | 0.625587 |
| | 0333 (0167 384601 | 1153803 | 1.138957 |
' I 0131 30,1693 | 90.5079 | 2.247619 |
2 | 0.105 ' 241815 ' 72.5445 | 3.603053
24 0.1 23.03 69.09 | 41.64706
" b:48 menit 0 10298 68.6291 | 2058882 1
! 0.167 10257 591871 | 177.5613 | 1.213805
I 0.333 0.245 | 56.4235 | 1692705 187234
] | 0225 51.8175 | 1554505 | 4.082192
i 2 0.215 49.5145 | 1485435 | 7.180723 |
i_ 24 0211 485933 | 145.7799 822069 |
c. 60 menit 0 | 0344 | 792232 | 2376696
| | o167 0329 '_?:.?;f;}}{*;-'_ I 227.3061 | 3.829867 |
0.333 0325 74.8475 |2245425 | 6.029053
[ 1 0.321 ] 739263 | 221.7789 | 14.95652
!’ 2 0295 679385 izm_3155| 14.04082
' 24 0.224  51.5872 |[54.mm| 688 |
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A4

Lampiran 3.Hasil Pengukuran Pengaruh Lama Inkubasi terhadap Kelarutan

Protein (pada variasi pH dan konsentrasi garam) serta tekstur

gel miofibril,

a. Kelarutan Protein pada Variasi pil

Varasi pH ‘

Kadm- Protein |

Terlamt
{30 menit) |

Kadar Protein
Terlarut
(45 menit)

Kadar Protein |
Terlarut
(60 ment)

PH S.03
PH 'S,.25
PH 5.49
PH 5.74
| PHG6,01
| PH6.24
PH 6,51
PH 6,72
PH 7,01
PH 7,52
PH 8,00
PH 8,18

.

0,100 mg/ml |
0,101 mg/m]

0,108 mg/ml |
0,124 mg/ml |
0,136 mg/ml
0,152 mg/ml
0.172 mg/ml
0,216 mg/ml
0,276 mg/ml
0,304 mg/ml
0,324 mg/ml
0,332 mg/ml

0,079 mg/ml
0,092 mg/ml
(.112 mg/m]
0,132 mg/ml
0,168 mg/ml
0,188 mg/m]
0.212 mg/ml
0,220 mg/ml
0,232 mg/ml
0.238 mg/m]
0,244 mg/ml
0,256 mg/ml

0,112 mg/ml
0,128 mg/ml
(L136 mg/ml
0,142 mg/ml
0,155 mg/ml
0,16% mg/ml
0.174 mg/ml
0.178 mg/ml
0,180 mg/ml
0,187 mg/ml
0.216 mg/m]
_0.228 mg/ml

b. Kelarutan Protein pada Variasi Konsentrasi Garam (NaCl)

| (NaCl) kadar Protein Kadar Protein kadar Protein
Terlarut Terlarut Terlarut
| (30 menit) { 45 menit) (30 menit)

| 0M | 0,644 mg/ml 0.544 mg/ml 0,332 mg/ml |

0 . M . 0,396 mg/ml .344 mg{ml 0,264 mg/ml

04 M [ 0,384 mg/ml 0,248 mg/ml 0,244 mg/m]

06 \ | 0,352 mg/ml 0.236 mg/ml (1,220 myg/ml

{JJH-‘;{ C 0,308 mg/ml 0,176 mg.-’lmf 0,214 mg/ml

i?«:’I | 0252 mg/ml 0.156 mg/m| 0,172 mg/ml

c. Tekstur Gel Miofibril

Lama Inkubasi __Tekstur gel (g/5 mm)
(menit) Ul 1 U2 Ul3 | Rerata STDEV
| o 40 37 | 43T 40 3
m 43 59 55 54 56 2,64575]
ic 60 21 22 25 22.67 i 2081666 |
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Lampiran 4. Kurva Standart Elektroforesis dan

Intensitas Warna dengan Colour Reader

Hasil Pengukuran

50

' __RF , CJopgBM BM N
| 0123 | 5434569 | 272000 |
[ 0391 4819544 66000 |
| 0484 | 4.653213 | 45000 a
| 064 ] 4462308 =1 25000 —a
L 0953 | 4.152288 | 14200 |
1 l
Kurva standar elektroforesis

=

aim|

=

c

—

-0.3 0.2 0.7 1.2
RF  y=_1515x +5.4004

| R? = 09451
Hasil Pengukuran Intensitas Warna
| Lama [dL [ da [ ab | T 2 T o Lo THTW
Inkubasi | | | | | | I |

307 3891 25 1 52 555 32 1117 : 1212 11055 1539 ]
45 433 14 | 51 | S10 | 43116 | 1239 (1105 | 495
60" _[T:aﬁﬂ iz | 34 jT?_ﬁ'l_-qt_l:T fﬂ.‘ﬁ‘ ‘ﬁ.dfﬂi 1ﬁ'|'¥1'
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Lampiran 5. Kurva Standart Metode Lowry

X b
045 0.525
0.5 0.552
0.6 0.592
0.7 (.64
0.8 0.667
0.9 0.696

! 0738
1.125 0.754
1:25 0.765
1.375 0.803
1.5 0.845

2 0.924

i GRAFIK STANDART (BSA) !

1.2
Y &= . m v 4l
0.8 ’f"‘*’.—/" 14
06 +— : - =
0.4
I D_E = —
: 0 +— T T T T
! o 0.5 1 15 2 25

¥ =D.2047% + 0.4537 Konsentrasi (mg)  g:.poqrg !

Absorbansi
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