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KATA PENGANTAR

Seminar Nasional dan Kongres Indoncsian Protein Socicty merupakan lorum ilmish yang
disclenggarakan vleh Universitas Jember bekerju sama dengan Organisesi profesi Indonesian
Protein Society (IPS) pada tanggal 6-7 Juli 2012 di Jember. Seminar Nasional IPS dengan
lema “Fksplorasi dan Inovasi Sumber Protein Untuk Penguatan Sains dan Teknologi”
dimaksudkan scbagai sarana dalam pengembanpgan keilmuan dan informasi bagi penclifi
dibidang protein dar semua aspek ilmu hayati.

Seminar ini menghadirkan beberapa pembicara tamu dari luar dan dalam negen, antura lain
Prol. Dr. Kyutt Oh Lee {Korea), Prof. Dr. Young Ryun Chung (Korea), Prof. Dr. Sang Yeol
Lee {Korea) Prof. Dr . Toshiharu Hase (Japan), Prof. Tomohike Yamazaki (Jupan), Prof. Dr.
Nico [jandra (USA), Prof. Dr. Maggy T. (IPB) dan Prof. Dr. Bambang Sugibarto (Univ.
Jember), serta dihadin oleh peneliti-peneliti dari berbagai institus? di Indonesia.

Makalah-makalah yang diseminarkon dan teranpkum dalam prosiding ini terbagi dalam 2
bidang vaitu Bidang Pertanian dan Pangan, Bidang Keschatan dan Farmasi serta Bidang
Lingkungan dan Industri, 1im cditor dalam menyusun prosiding ini tidak mengubah isi
makalah, dan hanya melakukan beberapa penyesuaian menurut format redaksional yang telsh
ditetapkan. Adapun isi dari sctiap makaldh menjadi langgung jawab masing-masing penulis.

Kami berhacap semogz prosiding ini bermaniaal dan dapal mepambah khasanah dalam
pengembangan dan penerapan ilmu di bidang protein untuk kemukmuran dan kesejahteraan
umat manusia.

Jember, Tebroari 2013
Tim Editor ;
Dr. Ir. Miswar, M.Si

Netty Ermawaty, SP., M.Se, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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Kajian Protein Alergi Dan Fisiologi Biji Kakao Sclama Proses
Pra-Perkecambahan

Tri Mandoyo, Mega Kartika Suri, , Irwan Sadiman, Denna Eriani

Jurusan Agronomi, Fakultas Pertanian, Universitus Jember 68121,
T~-mail: trihandayo.fapertafunej.ac.id

Abstrak

Indonesia merupakan negara pengekspor kakao terbesar ketiga. setelah Ganna dan
Pantai Gading. tetapi harganya masih lehih rendah dibandingkan kedua negara tersebut. Harga
kakao Indonesia vang murah disebabkan oleh rendahnya kualitas, Penclitian pra-
perkecambaban  biji kakao tappa dan dengan cadosperm luar, ini dihurupkan mumpu
meningkatkan kualitus bifi dun mengetahui proses lisiologisnya. Pengujian tethadap beberapa
klon kakao menunjukkan bahwa biji kakao mengandung protein alergi (28 kDa). Sclama
proscs pra-perkccambahan biji kakao mengalami hidrolisis scnyawa makromolckuler (lemeak,
karbohidrat, dan protein). Biji kakao dengan endosperm luar mengalami proses hidrolisis
Icbih lambat dibandingkan dengan tanpa endosperm. Biii tanpa endosperm mengslami
hidrolisis sangat cepat, diawall dengan menurunkan kadar karbohidrat dan selanjuinya diikuti
oleh protein dan lemnk. Proses pra-perkecambabun biji kukao menyehabkan terjadinya
hidrolisis karbohidrat lebih awal dibandingksn protein dan lemak, sehingga semua sel yang
dibentuk oleh ikatan karbohidral mengalami hidrolisis. TTidrolisis karbohidrat menyebabkan
steukour sel biji lemah, sehingga femak dan protein terlepas dari ikatan kompleks dengan
karbohidrat. yang ditunjukkan dengan mceningkatnya protein dan lemak sclama pra-
perkecambahan, Pra-perkecambahan biji kakao tanpa endogperm luar mengandung kadar abu
vung rendah dibandingkan dengan endosperm, sehinggs memiliki kualitas yung baik, Selain
itu, kaglar protein alergi pada kakao lanpa endosperm biji menunjukkan penurunan kadar
protein ulergi berdasarkun analisis western blol menggunakan antibodi spesifilc alergi.

Kata kunci: kakao, alergi, pra-perkecambahan, protein

bényak dihubungkan dengan cingkat
serotonin dalam otak, Mepurat  penclit,

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah saw
negara pengekspor kakao ketiga setelah
Ganna dan  Panwat Ganding, Produk
berbahan baku biji kakao adalah coklat
vang banvak disukai masvarakat didunia,
karena memiliki senvawa-scnyawa vang
sangat berguna bagi tubuh manusia
(Anonim, 2011).

Coklat mengandung alksloid-alkaloid
seperl Meodromin dan pheaethylamin yany
muemiliki elek Asiologis untuk lubuh. Seluin
itw. juga mengandung flavanoid apicatelin
dan asam galat yang dapat mencegah
penvakit jantung dan memiliki aktivitas
ancioksidan, Kandungan-kandungan  ini

colclat vang dimakan dalam jumlah normal
secara teratur dapat menurunkan rtekanan
darah, Cokcelat hitam akhiv-akhir ini banyak
mendapatkan promosi karena
menguntungkan kesehatan bila dikonsumsi
dalam jumlah sedang. termasuk kandungan
anti oksidannya yang dapat mengurangi
pembentukan radikal bebas dalam tubuh.
Sclain scnyawa yang menguntungkan bagi
(ubuh, lelapt beberapa orang tidak dapat
mengkonsumsi coklat karena mengandung
protein alergi penvebab penvakil alerg,
misalnya: ashma. gatal-patal, kudis. dan
kelainan pendengaran.

133



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

Seminar Nasional dar Kongres Indeneslan Protzin Society

Jember, 6-7 Juli2012

Penelitan pra-perkecambahan  dan
perubahan kandungan nutrisi pada  biji
kakao mcrupakan penelitian yang sangat
penting  untuk  mengetabui  perubahan
fisiologis pada biji selama proscs pra-
rerkecambahan.  karena  proscs  ferscbut
dapat mempengaruhi kandungan giz pada
biji kakao. Beberapa parameter yang
penting dan menjadi fokus dalam penelitian
ini vaitu kundungan protein, lemak, dan
karbohidrat vang sangat berkaitan dengan
kualitas kakao.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Kondisi Penelitian

Penelitian dilaksanakan di
Luboratorium - Genetika dan  Pemuliaan
Tanaman Jurusan Budidaya P’ertanian,
Fakultas Pertanian Lniversitaz Jember, Biji
kakao dipcrolch dar petani rakyal didaerah
Beray  Kalimantan Timur dengan  jenis
kakav Sulawesi 1. Pru-perkecambahan biji
kakao dilakukan pada hiji tanpa dan dengan
kulit biji serta heberapa waktu proses
selama 0, 1, 2. 3, 4. 5 hari. Selanjutaya, biji
kakao dibilas 3 kali dengan akuades dan
direndam  selama 2 jam, kemudian
dikccambahkan pada pelridish di dalam
inkubaior pada subu 25°C dan kelembaban
- 85% selama 1, 2, 3, 4. 5 havi. Selanjutova,
dilakukan penperingan menggunakan oven
pada subu 30°C sclama 3 hari. Biji yang
sudah kering (kadar air 10%) ditepungkan
dan diayak scbesar 20 mush, selunjulnya
disimpan suhu 4°C sampai sampel tessebut
digunakan,

Kadar Protein Terlarot, Lemak, Asam
Lemak, dan Karbohidrat

Biji kakao sebanyak 0.5 gv digerus
dengan menggunakan mortar-stamper dan
ditambahkan 20 ml aquades 20 ml. Setelah
itu di sentrifuse dengan kecepatan 4000 rpm

pada suhu 4°C  selama 15 menit
Pengukuran  kadar  protein  terlarut
herdasarkan  metode  Bradford  (1976),

sampel schanyak SO pl ditambahkan ke
dalam 1 reagent Bradford. Kemudian

184

larutan divortck dan diukur absorbansinya
dengan spektrofolometer pada  panjang
gclombang 600 nm. llasil pembacaan
dibandingkan dengan standar Bovine Serum
Albumine  (BSA) 1 mg/ml  unluk
mengetahui kadar protein terlarut,

Analisa lemak mengacu pada metide
Handoyo eral » (2008) wvang leloh
dimodifikasi scsusi dengan penelitian ini.
Schanysk 6 pr bubuk kakao diekstraksi
menggunakan Soxhlet yang berisi Jarutan
heksan. Selanjutnya, mengevaporasi lemak
sampai  scluruh  larutan  heksannya
teruapkan.  Kadar - lemak  dibitung
berdasarkan sclisih tabung yang berisi
lemak dikurangi tabung kosong.

Timbang 0.0 gr bubuk kakuo dan
masukkan dalam bewicer glass. Tambahkan
10 ml akuades, kemudian Jarulan tersebur
diaduk mengyunakan stirer selama 2 jam
dan  ditimbang beramya. Sctelah i
disentrifuse dengan kcccpatan 4000 rpm
pada suhu 4°C sclama 15 menil. Supernatan
diambil sebanyak 2 ml. Untuk pengukuran
karbohidrat mcnggunakan metode  lenal
sulfurik acid dengan 5 kali ulangan puda
masing-masing perlakuan ymiu 1, 2, 3, 2,
dan 5 heri. Sehanyak 0,2 ml sampel
dimasukkan ke dalam tabung rcaksi,
selanjutnya ditambahkan 0,2 wl larulun
phenol 5%, ditambahkan 1 mi larutan asam
sulfag 95%, Campuran diencerkan dengan
menambah agquadest 1 ml dan dikocok
perlaban sampai homogen menggunskan
voreek selama 5-14 menit, Kadar gula &
deteksi mengpunakan  spekirofolomeler
pada panjang gelombang 420 nm  dun
hasilova dibandingkan dengan  standar
glukosa.

Analisa Protein Alergen

Protein allergen menggunakan metode
wesfern hlot yang mengacu pada mctode
Akagawa et ol. (2007). Schanysk 25 ug
sampel protein dipisahkan menggunakan
gel SDS-PAGE dan sclanjuinya ditransier
ke membran nivoselulose.  Membran
nitroselulose vang mengandung  protein
dicat menggunakan antihadi primer yang
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diambil dari darah manusia penderiza alergi
terhadap makanan berbahan dasar coklat.
Sclanjutnya dicat menggunukan TgE human
AP comjugated vang  bereaksi  dengan
pewarna NBT dun BCIP.

HASIL DAN PEMBAIASAN

Kadar Lemak Biji Kakao

Proscs pra-perkecambaban biji kakao
mampu meningkatkan kualitas biji menjadi
lehih baik, Hasil analisis kadar lemak pada
hiji kukao pada waktu pra-perkecambabun
vang berbeda dapat dilihat pada Gambar 1,

Proses pra-poerkecambaban  selama
beberapa hari pada biji kakao {tanpa kulit
biji) terjudi kenaikan dan penurunan kadar
lemak. Kadar lemak lertinggi pada pra-
perkecambahan selama 5 haei yaitu sebesar
48.5 % dan tcrendah pada 4 han yaitg
sebesur 42%. Hal ini disebabkan kurena
pada lama perkecambaban 1 hari dan 2 hari
vaitu 42,67% dJdan 42% lemak terhidrolisis
menjadi wsam lemak dan gliserol dengan
bantuan enzim lipase, Sclama proses pra-
perkecambahan, enzim lipasc mecmecah
atau merombak lemak menjudi energi, yaitu
herupa asam lemak bebas dan gliserol yang
digunakan sebagai buhan bakar pada proses
respirasi (Miyake ef ., 2008). Sedangkan
sclama proses pra-perkzcambahan terjadi
peningkatan  kadar  lemak, hal  ini
discbabkan karena rterjadi perombakan
dinding sel dalam biji sehingge lemak
terlepas dari ikatan struktuenva.
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Gambar 1, Kuadur lemek pada biji kakao
selama perkecambahun,

Perbandingan kadar lemak biji kakao
tanps  dun  dengan  kulic  biji  waitu
perombakan lemak menjadi asam  lemak
bebas pada biji kakao tanpa kulit biji lebih
cepat daripada biji kakao dengan kulit biji.
Hal ini karena kulit hiji  dapat
mempengaruhi  proses  penyerapan  air
kedalam biji, dimana kulit biji menghambat
proscs imbibisi air kedalam biji, sehingga
proscs  pra-perkecambaban  biji  kukao
dengan kulitnya menjadi lebih lambai.

Kadar Protein Terlarut

Seluma  proses  perkecambahan,
protein dalum biji dirombak dari senvawa
makromolekuler menjadi  asam  amino
dengan bantuan enzim  protease, Hasil
analisis kadar protein terlarut puda  biji
Kakuo selama proses pra-perkecambalian
dapal dilihat pada Gambar 2,

6.0

5.0 4
4.0 o

3.0 +
2. 1
I

>

Kandungun Protein (ug/ar)

(Lo v
0 1 2 3 4 3
Lama Pra-perkecambubun (Huri)

T T T T

Gambar 2, Kadar Protein Terlarut pada biji
kukao selama perkecambahan.

Kadar protein dalam biji kakao
terdapat perbedaan selama proses pra-
perkecambahan. Pada hari pertama terjadi
penurunan kadar protein sebesar 3,63
ua‘mg vang berlangsung sampai pada hari
ketiga, protein yang terdapat dalam biji
dimantaatkan unluk proses
perkecambahan. Protein dicombak menjadi
usum-asam amino dengan bantuan enzim
proteass dan protein terlarut

185
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ditranslokasikan ke titik tumbuh  untuk
pertumbuhan embrio.

Pra-perkecambahan pada hari
keempat terjadi kenaikan Kkadar protein
yailu sebesar 4,403 pg'mg, hal ni terjadi
karena protein mulai terbenfuk  kembali
setelah memenuhi kebutuhan energi untuk
pertumbuban  dan  telah  memiliki
kemampuan untuk mensintesis  makanan
untuk proses respirasi. Kadar protein
terfarut pada lama perkecambahan 5 bai
menurun  menjadi 4,25 pgimg  karena
protein telah disintesis dan kecambah tidak
dapat mensuplai nutrisi sehingga profein
vang disintesis divombak menjadi  asam
amino scderhann dan  digunakan untuk
proses melahalism (Miyake er ol 2004),
Proses perkecambahan dapat meningkatkan
aklivilas enzim untuk merombak cadangan
makanan menjadi senyawa vang lensedia
untuk proscs melnbolisme tanaman.

Kadar Karbohidrat

Ilasil analisis karbohidral pada biji
kakao sclama proses pru- perkecambahan
dapat dilihat pada Gambar 3.

ho
Lh

8
@

= >
2

Kandungan Karbohidrat (ug/er)
wn

=

0 1 A 3 4 5
Lamu Pra-perkecambaban (Hari)
Gambar 3. Pcrubahan kadar karbohidrat
sclama proses pra-perkecambahan,

Sclama proses pra-perkecambaban
pada biji kakao tanpa kulit biji terjadi
penurunan karena perombakan karbohidrat
menjadi senvawa scderhana dalam bentuk
alukosa oleh enzim smilase. Enzim amilase
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ini sangat berperan dalam pcrombakan
karbohidrat  menjadi  glukosa  yang
digunakan sebagai bahan bakar respirasi.

Kandungan Protein Alergenik Selama
Pra-perkecambahan

Pengujian hiji kakao sclama proses
pra-perkecambahan menunjukan perbedaun
ketcbalun  protein  alergenik  berdasarkan
hasil uji wesfern blot (Gambar 4). Proses
pra-perkecumbahan menychabkan
penurunan kandungan protein  alergenik,
semakin lama proses maka kandungan
protein akan semakin menurun. Penurunan
protcin alergenik pada biji kakao pru-
perkecambabhan ini memiliki prospek yung
baik di masa mendatang karena para
penderita alergi dapat mepgkonsumsi kakao
rendah protein alergenik.

Gambar 4. Uji imunobloting profein
alergenik (28 kDa) biji kakao sclama proses
pra-perkecambahan.

KESIMPULAN

Pra-perkecambahan  meningkatkan
kadar protein dan lemak, akan torapi
menurunkan kadar karbohidrat pada biji
kakao. Selain itu, penggunaan metode pra-
perkecambahan dapat menurunkan protein
alergenik pada biji kakao.
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