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UCI NOVIAN (011710101028),Karakteristik Miofibril Kering Ikan Kuniran
(Upeneus Sp.) Diekstrak Menggunakan Enzim Papain Dengan M etode Press Panas,
dibimbing oleh Dr. Ir. Achmad Subagio, M.Agr. (DPtan Ir. Wiwik Siti Windrati, MP.
(DPA).

ABSTRAKSI

Ikan Kuniran UpeneusSp.) merupakan salah satu jenis ikan dengan nilai
ekonomis rendah yang memiliki komponen gizi protgeng tinggi, namun tetapi
pemanfaatannya belum optimal. Ikan Kuniran memitiki-ciri fisik sebagai berikut:
panjang rata-rata 20-22 cm, memiliki ekor dan skhgexis kuning horisontal sepanjang
tubuhnya, serta memiliki sungut dibagian dagu undncari makan di dalam pasir,
hidup di daerah beriklim tropis / subtropis dan diami pantai yang sedikit berlumpur
dengan kedalaman 100 m. Protein ikan terdiri atateipm miofibril, protein sarkoplasma,
dan protein stroma. Pada penelitian ini pengembangaduk ikan kuniran lebih
diarahkan pada pembuatan miofibril kering diekstnaénggunakan enzim papain dan
dikeringkan dengan metode press panas untuk meamgeng umur simpan.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk merafsr informasi tentang sifat-
sifat fungaional dari miofibril kering ikan kuniratiekstrak menggunakan enzim papain
dengan metode press panas. Hasil dari penelitindifrarapkan dapat memberikan
informasi mengenai perbaikan maupun penurunan g#at karakteristik dari miofibril
kering ikan kuniran diekstrak menggunakan enzimapeglengan metode press panas
yang dapat digunakan dalam aplikasi pengolahangmang

Preparasi sampel berupa Ikan kuniran segar dibsiaitg isi perut dan kepalanya
kemudian dicuci bersih, daging ikan harus beradana&ondisi dingin dengan cara
ditambahkan es batu. Daging yang telah bersih ké&nudigiling dengan penggiling
daging selama dua kali pengulangan sehingga didigabhg yang halus. Menambahkan
aquadest dengan perbandingan 1:1, inkubasi sel@nmedit pada suhu €. Setelah itu
timbang enzim papain 1/2000 dari berat daging gilmasukkan dan aduk, kemudian
diinkubasi dengan waktu 30, 45, 60 menit, terusukatiap 3 menit. Setelah diinkubasi
dipanaskan pada suhu®0 selama 3 menit untuk inaktivasi enzim, lalu dirkgin.
Selanjutnya penyaringan untuk memisahkan daging diaimya. Tambahkan aquadest
pH 7 pada larutan 1:1. Larutan disentrifuse 2 kihgan kecepatan sama hingga
diperoleh endapan miofibril. Endapan miofibril yatgjah diperoleh diratakan pada
lempengan besi yang dilapisi aluminium foil, kenaudi dipress panas dengan
menggunakan pompa hidrolik press panas pada sulff 2@kanan 1500 Kpa selama 15
menit. Hasil pengepresan berupa rendemen miofibriti kering dimasukkan ke dalam
oven dengan suhu 80 selama 2-5 jam. Hasil akhir diperoleh proteinfibid kering

Hasil penelitian, menunjukkan kandungan kimia padabasi 60menit paling
tinggi dengan kadar protein 18,34%, kadar abu 2,1&&dar lemak 5,92%, walaupun
kadar airnya rendah 7,24%. Nilai WHC untuk variasiubasi 30,45,dan 60 menit
berturut-turut adalah: 221,49%; 204,07%; dan 21%,1&SI| sampel miofibril kering
berturut-turut adalah 31,65; 59,44; dan 54,21.Derfgal paling baik pada inkubasi 45
menit. Pada pH 7,8 kelarutan protein terhadap pgbti sedangkan terhadap garam pada
konsentrasi garam 0,2M terjadi penurunan kelaryiaotein. Angka ketengikan TBA
miofibril kering ikan kuniran paling tinggi pada nasi inkubasi 60 menit, sebesar 0,1
Mmol/kg.Hasil elektroforesis SDS-PAGE diperoleh diermolekul (BM) MHC
204314,88D dan Tropomiosin 38586,02D.

Kata kunci : Ikan kuniran (Upeneus Sp.), Karakterisas Miofibril Kering Ikan Kuniran, Ekstraksi, Enzim Papain,Preee Panas.
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|. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara kepulauan dimana 75% lggian
wilayahnya merupakan lautan yang kaya akan keaag&aran hasil laut terutama
hasil perikanan. Akan tetapi pemanfaatan sumbea gayikanan tersebut belum
optimal, sebagian besar hasil perikanan dikonswsabagai bahan lauk pauk,
karena sifat ikan yang mudah rusak. Pada dasaikgma,adalah bahan pangan
yang banyak mengandung zat gizi terutama proteingan nilai protein tinggi
karena terdiri dari asam-asam amino essensial sangat dibutuhkan bagi tubuh.
Kandungan protein daging ikan berkisar antara %;2dedangkan kadar lemak
antara 0,99-11,6%, mineral 2% dan vitamin 0,8%téena vitamin A dan D
(Moelyanto, 1992).

Produksi dan nilai gizi yang tinggi pada dagingnikaaka diperlukan
diversifikasi dalam pemanfaatan ikan guna menirdgkatragam produknya.
Dengan adanya keanekaragaman produk pangan daan bddsar ikan maka
diharapkan dapat mengatasi masalah yang berhubutegagan sifat ikan yang
mudah rusak dalam penyimpanan dan produksinya Iyetighpah.

Salah satu jenis ikan yang banyak dikonsumsi addtah kuniran
(UpeneusSp.). Ikan kuniran merupakan jenis ikan bermutwabn(inferior) dan
harganya relatif murah. Komposisi daging kunirabasgan besar adalah protein
(15,43%) (Anonim, 2003). Protein pada ikan terdari protein miofibril, protein
sarkoplasma dan protein stroma. Ketiga jenis pnatisebut dapat dimanfaatkan
dalam diversifikasi pengolahan bahan pangan, nyaalsurimie, nugget, kecap,
petis dan sebagai bahan pembangkit aroma.

Protein miofibril (protein otot) merupakan bagiarbesar dalam daging
ikan yang memiliki kandungan myosin, aktin, tropasiyn dan aktomyosin yang
dapat berperan dalam pembentukan gel dan prosesilksaserta bersifat larut
dalam garam (Hall dan Ahmad, 1992). Salah satu camak memisahkan

miofibril dari jenis protein lain pada ikan adalalengan hidrolisis enzimatis.



Hidrolisis enzimatis adalah suatu proses pemecahdstrat (protein ikan)
menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana debgatuan enzim dan
molekul air. Salah satu enzim yang dapat digunaflalam proses ekstraksi
protein miofibril pada ikan kuniran adalah enzinpgim. Dalam proses ekstraksi
hidrolisis enzimatis, enzim papain membantu penartusantai polipeptida
menjadi peptida-peptida pendak dan asam amino demgara melepaskan
molekul air sehingga terjadi pengikatan (agregpsigla rantai peptida-peptida
pendek, ditandai dengan penurunan integritas dadiagna hidrolisis yang
berbeda menyebabkan munculnya sifat fungsional yzempeda pada protein
miofibril hasil ekstraksi. Hal ini sangat berpengaterhadap hasil olahan pangan
apabila protein miofibril ikan diaplikasikan dalativersifikasi pangan.

Sifat dari protein yang mudah terdenaturasi olehapamenyebabkan
waktu/ lama proses hidrolisis sangat berperan pgntalam menghasilkan
protein miofibril dengan sifat yang menguntungkan.

Sifat kedua dari protein miofibril yang merugikadatah mudah rusak
selama penyimpanan. Untuk mengatasi hal tersetakamenyimpanan protein
miofibril harus dalam keadaan kering. Dua teknikuknmemperoleh protein
miofibril kering adalah dengan press panas dangramgan dingin (Freeze drier).
Protein miofibril kering dengan metode press pamasmiliki keunggulan
dibandingkan dengan menggunakan freeze drier, &aakibat proses pemanasan
menyebabkan miofibril dalam keadaan kering semputama aroma dari ikan
muncul sehingga dapat menambah cita rasa dan sehtu&k mengkonsumsi,
apabila diaplikasikan dalam produk pangan. Prataofibril kering ikan kuniran
baik hasil metode pengeringan dengan press panagumdreeze drier memiliki
karakteristik yang berbeda sehingga berpengaruhadep pengaplikasian
terhadap produk pangan olahan. Oleh karena itw @ethnya karakterisasi sifat
fungsional dari protein miofibril kering agar dipéggh produk pangan yang

bermutu dan bernilai gizi tinggi.



1.2 Perumusan M asalah
Hidrolisis enzimatis dapat mempermudah ekstraksigmm miofibril dari

jaringan daging ikan melalui pemutusan polipeptidanjadi peptida-peptida
pendek dan asam amino. Berbedanya lama prosedigiglroenyebabkan jumlah
rantai peptida pendek dan asam-asam amino yangnteib berbeda sehingga
akan menghasilkan sifat fungsional dari protein fibid yang berbeda pula.
Permasalahannya belum diketahui bagaimana pengimia inkubasi dan
pengepresan panas terhadap karakteristik miokbrihg yang dihasilkan dengan

menggunakan bahan ikan kuniran.

1.3 Tujuan Penelitian
a. Mengetahui pengaruh lama hidrolisis enzimatighaigap karakteristik
miofibril kering ikan kuniran.
b. Mengetahui pengaruh pengepresan dengan sigui terhadap karakteristik

miofibril kering ikan kuniran.

1.4 Manfaat Penelitian
a. Sebagai bahan informasi dalam usaha diversifikaggolahan pangan
tentang proses hidrolisis enzimatis yang tepatkuntenghasilkan protein
miofibril kering yang baik.
b. Dapat meningkatkan daya dan nilai guna dari ¥amg bernilai ekonomis
rendah.
c. Membantu proses pengaplikasian protein miofibkéring dengan

karakteristik yang sudah diketahui.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 1kan dan Kompisisinya

Ikan merupakan salah satu bahan pangan yang bsrprtggi. Pada
daging ikan terdapat senyawa-senyawa yang sangangial bagi tubuh karena
terdiri dari 75% oksigen, 10% hidrogen, 9,5% karbdan 2,5% nitrogen.
Berdasarkan hasil penelitian, daging ikan memi@mposisi kimia terdiri dari
air (60-84%), protein (18-30%), lemak (0,1-2,2%rbohidrat (0,1%), vitamin
dan mineral sisanya (Afrianto dan Liviawaty, 1989).

Menurut Syarief dan Irawati (1986), protein ikannyak mengandung
asam amino essensial yang sangat dibutuhkan dbein.t&elain itu protein ikan
juga mempunyai daya cerna yang tinggi. Adapun k@isp@sam-asam amino

secara lengkap dapat dilihat paidabel 1.

Tabel 1. Komposisi Asam-asam Amino Protein lkan.

Asam Amino Jumlah (% protein)

Arginin 6,4
Histidin 2,5
Isoleusin 5,5
Leusin 8,5
Lisin 9

Metionin 3,7
Sistein 1

Fenilalanin 4,7
Tirosin 3,9
Treonin 51
Triptofan 1,5
Valin 6,1

Sumber: Parakkasi, 1980.



Indonesia memiliki potensi perikanan yang sangabbeSalah satu jenis
ikan di Indonesia yang merupakan jenis ikan rucalai(ekonomis rendah) dan
memiliki kadar lemak rendah, adalah ikan kunirbipdneusSp.). Jumlah ikan
kuniran memiliki prosentase yang tinggi di Indomesietapi pemanfaatannya
masih rendah (Murtidjo, 2001).

Klasifikasi ikan kuniran dalam sistem taksonomi bewsebagai berikut:
Kelas : Actinopterygli (Ray Finned Fishes)

Ordo : Perciformes

Famili : Mullidae (Gost Fish)
Genus : Mulloidcthys

Spesies : Upeneus (Anonim, 2003)

Ada beberapa spesies ikan kuniran yang telah ahidentifikasi dengan
cukup jelas, diantaranya adalblpeneus molecuciensitt|an Upeneus sundaicus
Kedua jenis ini memiliki ciri-ciri fisik sebagai bkut: panjang rata-rata 20-22
cm, memiliki ekor dan sebuah garis kuning horisbeépanjang tubuhnya, serta
memiliki sungut dibagian dagu untuk mencari makardalam pasir. lkan ini
hidup di daerah beriklim tropis / subtropis dan diami pantai yang sedikit
berlumpur dengan kedalaman 100 m. Secara umum lgsnfomia ikan kuniran
dapat dilihat padaabel 2.

Tabel 2. Komposisi Kimia lkan KuniranWpeneusSp.)

Komponen Jumlah (%)
Protein 15,43
Lemak 0,46
Abu 0,77
Air 84,29

Sumber: Murtidjo, 2001

Menurut Dier dan Dingie (1961), daging ikan secamaum dibedakan
menjadi daging merah (gelap) dan daging putih. étan tersebut terletak pada
kandungan mioglobin yang tidak sama dari keduandatgrsebut. Daging putih



memiliki kadar protein lebih tinggi dan kadar lemiabih rendah dibandingkan
dengan daging merah. Sedangkan menurut Suzuki 18&3ing merah terdapat
disepanjang tubuh bagian samping di bawah kulifaisgkan daging putih hampir
diseluruh bagian tubuh.
2.2 Protein Ikan

Protein adalah molekul yang terbentuk dari bermagswmonam asam amino
dalam jumlah besar dan terhubung oleh ikatan pep8ecara struktur, protein
terbentuk dari atom-atom karbon, hidrogen, oksigan nitrogen serta banyak
juga yang mengandung sulfur dan pospor. Protein ikarupakan protein pada
jaringan daging ikan. Protein merupakan bagian esab setelah air, dan
diperkirakan mencapai nilai 11%-27% (Shahidi darit®801994). Protein ikan
sangat mudah rusak/ terdenaturasi akibat prosesgpkihan (Soeparno, 1992).
Protein ikan dapat diklasifikasikan menjadi 3 ggan, yaitu protein
sarkoplasma, miofibrildan stroma Komposisi protein ikan tersebut bervariasi
menurut jenis dan spesiesnya. Secara umum kompagiga protein disajikan
padaTabel 3.

Tabel 3. Komposisi Protein Miofibril, Sarkoplasma, dan ddtia pada Daging

Ikan.
Fraksi Protein Jumlah (%)
Miofibril 65-75
Sarkoplasma 20-30
Stroma 1-3

Sumber: Fennema (1976)

2.2.1 Protein Miofibril
Protein miofibril merupakan bagian terbesar dalanmgan daging ikan,
dimana protein ini bersifat larut dalam garam (Hilh Ahmad, 1992). Miofibril

tersusun dari benang-benang yang lebih halus (amoén).



Protein miofibril berfungsi untuk kontraksi otot.d®in ini dapat diekstrak
dengan larutan garam netral yang berkekuatan idange(>0,5 M). Penampakan
protein miofibril ikan mirip dengan otot hewan mdmahanya lebih mudah
kehilangan aktivitas ATP-asenya dan laju agregasiepih cepat. Daging ikan
yang ditambahkan garam mengakibatkan protein mribfibrut dalam garam.
Protein miofibril yang terlarut mengakibatkan miosnudah berikatan dengan
aktin membentuk aktomiosin. Aktomiosin berperanadal pembentukan gel
(Suzuki, 1981).

2.2.2 Protein sarkoplasma

Protein sarkoplasma merupakan protein yang larlandair dan secara
normal ditemukan di dalam plasma sel dimana prd&isebut berperan sebagai
enzim vyang diperlukan untuk metabolisme anaerob e#&dt. Protein
sarkoplasma/miogen terdiri dari inti sel, mitokaadrmikrosom, subs golsi,
fibroblas, serta substrat seperti pasir. Proteikogdasma tidak berperan dalam
pembentukan gel dan kemungkinan mengganggu prasabgntukan gehshi
misalnya beberapa protease yang merusak miofthall dan Ahmad, 1992). Hal
ini disebabkan karena protein sarkoplasma dapatkaekhtau mengendap pada
protein miofibril sewaktu daging ikan dipanaskanendmena tersebut
menghalangi pembentukan gal dalam pemasakan d&gimgMartin, 1980).

Protein sarkoplasma dapat dihilangkan dengan cargekstrak daging
ikan menggunakan air dingin, pencucian dengan merag@n suhu dingin
bertujuan untuk mempetahankan protein miofibril ragadak mengalami

kerusakan seperti denaturasi (Suzuki, 1981).

2.2.3 Protein stroma

Protein stroma adalah protein yang membentuk janngat. Komponen
penyusun protein ini adalah kolagen dan elastimuvig Hall dan Ahmad (1992),
pada pengolahasurimiprotein stroma tidak dihilangkan karena mudahrdilan
oleh panas dan merupakan komponen ‘netral’ paddugrakhir. Protein stroma

tidak dapat dihilangkan oleh larutan asam, alk#diuagaram berkekuatan ion



tinggi. Selain protein stroma, protein kontrakgperti konektin dan desmin juga
tidak terekstrak. Daging merah ikan pada umumnyagaedung lebih banyak
stroma tetapi lebih sedikit mengandung sarkoplagkaadibandingkan dengan
daging putih ikan (Junianto, 2003).

2.3 Sifat Fungsional Protein

Sifat fungsional adalah sifat fisiokimia protein nga mempengaruhi
tingkah lakunya dalam sistem pangan selama pragaahan, proses pengolahan,
penyimpanan dan berperan terhadap kualitas keadaasoris dari sistem
makanan (Zayas, 1997). Perbedaan sifat fungsioadh piap jenis protein
disebabkan karena perbedaan pada struktur prietamder, tersier dan quartener
(Marsili, 1993).

2.3.1 Kelarutan protein
Kelarutan protein menunjukkan jumlah protein dakampel yang dapat larut
dalam pelarut dan dipengaruhi oleh pH tinggi (keshdasa) (Zayas, 1997). Daya
larut protein diukur dari nilai atau prosentase t@ro yang tertinggal dalam
suspensi setelah disentrifugasi. Metode yang byasaligunakan yaitu dengan
cara diaduk menggunakan stirrer mekanik, mengadalnakondisi yang berbeda
dengan cara sentrifugasi. Peningkatan kecepatanfggasi akan menurunkan
protein terlarut (Matthews, 1989). Daya larut protenempengaruhi proses
pengolahan produk pangan. Apabila daya larut prdiaggi menyebabkan baik
untuk produk pangan.
Menurut Zayas (1997), ada 4 faktor yang mempeihg&elarutan protein
yaitu pH, kekuatan ion, pemanasan, dan kondisi pesegan. Pada kondisi
pemprosesan seperti pH dari ekstraksi, presipitdsin netralisasi untuk

pengeringan akan juga mempengaruhi kelarutan protei



2.3.2Water Holding Capacity (WHC)

Water Holding Capacitynerupakan kemampuan protein untuk menyerap
air dan menahannya dalam sistem pangan. Hal iebdiskan protein bersifat
hidrofilik dan mempunyai celah-celah polar sepguijus karboksil dan aminonya
yang dapat mengion. Adanya kemampuan mengion inyat®mbkan daya serap
protein fungsional dipengaruhi oleh pH makanan. @aerap air protein
fungsional sangat penting peranannya dalam makpaaggangbaked goods)
karena dapat meningkatkan rendemen adonan dan raékard penanganannya.
Jumlah air yang diikat oleh protein mempengaruliistier, “mouthfeel” dan
volume makanan. Sifat ini penting dalam produk-piodustards, sosis,dan oat
meal (Cheryan, et al., 1976). Disamping itu, sifenahan air akan memperlama

kesegaran makanan, misalnya pada roti dan bigkagwara, 1995).

2.3.3 Daya Emulsi

Daya emulsi adalah kemampuan protein untuk memkestoulsi dan
mempertahankan stabilitas emulsi tersebut. Sifatdipengaruhi oleh kadar
protein dan tingkat kelarutannya, dimana erat hghonya dengarNitrogen
Solubility Index(NSI) (Koswara, 1995). Emulsi makanan diklasifikasi sebagai
emulsi makro dengan ukuran tetes 0,2-50 pm (Za@87). Stabilitas emulsi
penting karenaemulsifier tergantung pada kemampuannya memelihara sistem
emulsi pada saat mengalami pemasakan atau pemar{&eijanto dan
Manulang, 2001). Sifat ini penting dalam pembuatasis, mayonnais, dan roti
(Richardson, 1975).

2.4 HidrolisisProtein lkan

Hidrolisis protein ikan dapat dilakukan dengan asbasa, maupun enzim.
Menurut Pigott dan Tucker (1990), hidrolisis praetkan akan menghasilkan
produk cairan yang dibuat dari ikan dengan penaarba@mzim proteolitik untuk
mempercepat proses hidrolisis dalam kondisi terebaiengan hasil akhir berupa

campuran komponen protein. Produk hasil hidrolisisberperan penting dalam
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fortifikasi makanan dan minuman utnuk memperkayatgin dan nilai gizi
makanan, sehubungan dengan tingginya kelarutaket@rnaan.

Hidrolase merupakan sejumlah enzim dimana mencaampua enzim
yang melibatkan air dalam pembentukan produknyainkproteolitik membantu
pemutusan ikatan peptida pada rantai protein dgatdmeningkatkan kadar
protein terlarut. Makin banyak rantai peptida yadapat diputus dari polimer
asam amino penyusun protein ikan maka semakin Ipegaprotein yang mudah
larut. Proses penguraian oleh enzim ini semakiratcbpa suhunya meningkat
hingga mencapai puncaknya pada suti€37

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi hasil h&isolprotein ikan
antara lain suhu, waktu hidrolisis dan konsenteszim yang ditambahkan.
Sedangkan tingkat kerusakan asam amino dipengatahi kemurnian protein
dari bahan awal, serta kondisi dan bahan pengis@rofang digunakan. Lama
proses hidrolisis merupakan faktor yang paling aegaruh terhadap hasil
hidrolisa. Waktu hidrolisis yang berlebih menyebabkumlah peptida dan asam
amino menurun dan jumlah padatan tidak fungsionahingkat. Bila hidrolisis
dilakukan dengan sempurn, maka akan didapatkah tdsblisa 18-20 macam
asam amino. Dengan menggunakan teknik hidrolisiagindg ikan akan
menghasilkan senyawa asam amino L, nukleotida @ababai macam peptida
(Maga, 1998).

Hidrolisa protein secara enzimatis lebih menguritangdibandingkan
pengguna asam atau basa. Beberapa keuntunganaya lam adalah pengolahan
menjadi lebih cepat dan tingkat kehilangan asammanr@bih rendah. Disamping
itu penggunaan hidrolisis secara enzimatis akanghresilkan asam-asam amino
bebas dan peptida dengan rantai pendek yang lebiaiasi. Akan tetapi enzim
yang digunakan harus sesuai dengan proses ter8a&ilihan enzim bergantung
pada beberapa faktor seperti stabilitas, hargdadiasain.
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Gambar 1. Hidrolisislkatan Peptida Oleh Enzim Protease.

Faktor-faktor yang mempengaruhi hidrolisis oleh ienz adalah
konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, pH daru.siasing-masing akan
dijelaskan sebagai berikut:

a. Konsentrasi subtrat
Jika konsentrasi substrat tinggi dan kondisi ld&anstan, maka
percepatan reaksi akan meningkat hingga mencamalake dimana
enzim tersebut dikatakan sudah “jenuh:” oleh salrs{kVinarno, 1995).

b. Konsentrasi enzim
Kecepatan awal suatu reaksi yang dikatalisis ersfalu sebanding
dengan konsentrasi enzim. Namun penambahan enzig berlebihan
justru akan menurunkan kecepatan reaksi (Winar@@5)L

c. pH
perubahan keaktifan enzim akibat perubahan pH didem karena
perubahan ionisasi enzim, seubstrat, atau komp&rkam-substrat.
Aktivitas bisa pulih kembali ketika enzim itu dikéalikan pada pH
optimal (Harper, 1999).

d. Suhu
Kecepatan reaksi mula-mula meningkat dengan kenata#hu dan
peningkatan  energi  kinetik pada  molekul-molekul gan
berinteraksi.Suhu yang terlalu tinggi dapat memgmat kerusakian
enzim, sebaliknya apabila suhu berada dalam batéesntu (optimal)

maka enzim akan makin aktif (Winarno, 1995).
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2.4.1 Enzim papain

Enzim adalah suatu katalisator biologis yang dikasioleh sel-sel hidup
dan dapat membantu mempercepat bermacam-maqcasi béatkimia. Dengan
adanya katalisator ini, reaksi dapat dipercepat-kira 13* sampai 18 kali jika
dibandingkan dengan tanpa katalisator (WinarnoFgadiaz, 1984).

Papain adalah enzim pemecah protein yang terdaolt pepaya. Secara
prakstis getah dari buah pepaya lebih mudah diprd3erdasarkan sifat kimia
dan lokasi aditifnya papain termasuk enzim praesslfihidril karena punya
residu sulfihidril pada sisi aktifnya, aktif dalaikatan peptida dan bagian dalam
dari polimer asam amino. Enzim papain diaktivaghosenyawa pereduksi dan
diinaktifasi oleh senyawa oksidator. Aktivitas optim pada pH 5-7 atau
temperatur 50-61C serta akan menurun drastis pada pH dibawah datas 11.
berat molekul dari enzim papain adalah 23000 daftersusun atas 121 asam
amino dengan tiga ikatan disulfida. Papain punyagligus akhir yaitu sistein 25
dan histidin 158 (Suhartono, 1992).

2.4.2 Denaturasi protein

Bila susunan ruang atau polipeptida suatu molekatieph berubah, maka
dikatakan protein tersebut mengalami denaturassd?rdenaturasi protein terjadi
jika struktur sekunder, tersier, kuartener, berutiamun struktur primernya tetap.
Bentuk molekulnya mengalami perubahan, karenadiegpambukaan molekul
tanpa mengganggu urutan asam aminonya. Jika illeatamm yang membentuk
konfigurasi molekul tersebut rusak, molekul akanmbeka. (Winarno, 1995).

Denaturasi protein dapat terjadi oleh adanya papBs bahan kimia,
mekanik dan sebagainya. Masing-masing faktor tetseiempunyai pengaruh
yang berbeda terhadap tingkat denaturasi proteam@s, 1984).
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2.5 Elektroforesis

Elektroforesis merupakan teknik pemisahan untuk aldarisasi
makromolekul, berat molekul dan penetapan kemurrpastein. Teknik ini
didasarkan pada kenyataan bahwa molekul-molekuérsePpNA, RNA, dan
protein memiliki muatan dan oleh karena itu mampergbrak apabila
ditempatkan dalam medan listrik.

Teknik yang paling sering digunakan adalah SDS-PAGE®Sdium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresi3asar metode ini adalah
molekul pengisi akan bermigrasi di medan listrildp&ecepatan yang dibatasi
oleh ukuran berat molekul protein dan suplai terieggak. Medan listrik di sini
diaplikasikan sebagai jarak lintas lembaran polin{poliakrilamida) yang
bertindak sebagai pembawa bagi pergerakan mol8kilelum memasuki medan
listrik, protein didenaturasi dengan kondisi pekasayang ekstrim (seperti panas,
deterjen pendenaturasi, agen reduksi disulfida bkelberapa agen chaotropik
seperti urea), dan dilapisi dengan anionik deterj8®S. Dalam keadaan
terdenaturasi, sebagian besar protein akan mengIR&t di rasio berat konstan,
maka ketika protein berhenti akan mempunyai kepedasi yang serupa.
Berdasarkan kondisi ini, kecepatan migrasi protdin medan listrik tidak
tergantung pada sifat muatan molekul, tetapi ldi@hyak dipengaruhi semata-
mata oleh ukuran berat molekul. Protein sampel akiaikan pada sumur-sumur
di gel atas, di mana akan kontak dengan bufferalandian dempet dengan
katoda. Buffer penampung bawah demikian halnya alga tersambung dengan
anoda. Ketika arus listrik dinyalakan, SDS-lapipastein akan bermigrasi ke gel
dasar (bawah), di bawah pengaruh medan listrik.

Setelah  running dijalankan, dibutuhkan suatu canmantuk
memvisualisasikan band dari protein-protein terse@ara yang paling umum
digunakan adalah dengan coomassie blue stainingster staining. Silver
staining lebih sensitif dibandingkan coomassie Istiaéning, oleh karena itu dapat
dipergunakan untuk mendeteksi keberadaan kontampratein minor pada
sampel; tetapi tidak direkomendasikan untuk andisantitatif. Coomassie blue

staining lebih sedikit mengalami komplikasi dibargkan dengan silver staining.
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Keuntungan dari coomassie blue staining adalak Wwarna dari protein yang
berbeda dapat terjaga, maka dapat digunakan unarkperkirakan kuantitatif
relatif dari protein yang berbeda dengan membatkdimgintensitas pita
densitometrik . Berat molekul dan protein targetpataditetapkan dengan

membandingkan dengan mobilitas relatif dari statelsebut (Copeland, 1994).



[11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Bahan dan Alat
3.1.1 Bahan Penelitian

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian iniaddédan kuniran segar
yang diperoleh dari pasar Tanjung Jember. Ikan yaltan diolah harus dalam
keadaan bersih dari kepala dan isi perut. Sedangi&han kimia yang digunakan
meliputi aquadest, aquadest pH 7 dingin, enzim ipaaOH 2N, reagen Mix
Lowry, reagen Folin, NaCl, Buffer phospat 0,05M pHarutan Coomassie Blue,
Minyak sawit, larutan 0,1% SDS, regen TBA, 1 isamai, etanol, urea 8M dalam
buffer phospat pH 7, buffer elektroforesis, stagkgel, resolving gel, coomasie

blue staining dan destaining.

3.1.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini melipuBienggiling, timbangan
analitis, beaker glass, water bath, penangas ampp hidrolik press panas,
tabung sentrifuse, tabung reaksi, sentrifuse didgim tabungnya, botol timbang,
krus porselin, spectronic 21D, magnet stirer, st kecil merk Kurabo,
muffle, oven, blender, eksikator, vortex, pipehdaukur, pH meter, termometer,

kain saring, soxhlet dan perlengkapan elektrofer®88IS-PAGE.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian diaksanakan di Laboratorium Pengendaléuiu Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi PeamanUniversitas Jember.
Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari 2008et 2005.

15
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3.3 Metode Pendlitian
3.3.1 Persiapan Sampel

Ikan segar dibuang sisik, isi perut dan kepalargmudian dicuci bersih,
daging ikan harus berada dalam kondisi dingin dergaia ditambahkan es batu.
Daging yang telah bersih kemudian digiling denganggiling daging selama dua
kali pengulangan sehingga didapat daging yang hesimbang berat daging
yang telah digiling (gram), menambahkan aguadesgale perbandingan 1:1.
Masukkan campuran daging ikan giling dan air keddi@aker glass dan inkubasi
selama 10 menit pada suhi’45 Setelah itu timbang enzim papain 1/2000 dari
berat daging giling masukkan dan aduk, kemudiankdbasi dengan waktu 30
menit, 45 menit, 60 menit dan terus diaduk tiap éhitn Untuk menginaktivkan
enzim, setelah diinkubasi dipanaskan pada sufC @@lama 3 menit, dinginkan.
Selanjutnya dilakukan penyaringan untuk memisahkamduri dengan larutan.
Tambahkan aguadest pH 7 pada larutan 1:1. Larusemtdfuse (8000 rpm, 10
menit, # C) Endapan hasil sentrifuse diambil dan ditambghaedest pH 7
kembali dengan perbandingan tetap 1:1. Setelahuklik@mudian disentrifuse
kembali dengan kecepatan sama hingga diperolehpandaiofibril. Endapan
miofibril yang telah diperoleh diratakan pada lemgen besi yang dilapisi
aluminium foil, kemudian dipress panas dengan menakan pompa hidrolik
press panas pada suhu 990 tekanan 1500 Kpa selama 15 menit. Hasil
pengepresan berupa rendemen miofibril semi keringasukkan ke dalam oven
dengan suhu 5T selama 2-5 jam. Hasil akhir diperoleh protein fibiil kering
yang siap dianalisa. Untuk lebih mudahnya dapétatipadaGambar 2.

3.3.2 Waktu Inkubasi Sebagai Parameter

Penelitian menggunakan 3 (tiga) variasi perlakuarhadap waktu
inkubasi dengan pengulangan dua kali. Adapun kepgaakuan tersebut
meliputi :

30’= lama inkubasi 30 menit

45’ = lama inkubasi 45 menit

60’ = lama inkubasi 60 menit
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Ikan Kuniran segar
) < Kepala, sisik, ekor,>
Penyiangan .
isi perut

v
Penggilingan
v

Penimbangan

A 4
Prainkubasi dengan aquadest
(t=10’", T= 400C, perbandingan 1:1)
A 4

Enzim papain Inkubasi suhu 400C
(1/2000 berat (Variasi waktru 30’, 45, dan 60’)

daging giling) v
Inaktivasi enzim
(t= 3, T=900C)

v - Duri dan
Penyaringan > stroma
v

Pencucian dengan aquadest pH 7
(Perbandingan 1:1)

v Sarkoplasma dan
Sentrifuse 8000 rpm peptida rantai
(t=10’, T= 40C) > pendek
v (hidrolisat)
< Endapan Miofibril >
v

Pencucian dengan aquadest pH 7
(Perbandingan 1:1)

v
Sentrifuse 8000 rpm Hidrolisat
(t=10", T= 40C)
v
< Endapan Miofibril >
v

Press panas T=2000F,t=15’

v
Oven T=50C, t = 3 jam

A 4
Penghalusan

A 4

< Sampel Miofibril Kering >

Gambar 2. Diagram Alir Preparasi Miofibril Kering
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3.4 Parameter Pengamatan
Rendemen protein miofibril kering dengan metode gq@asan dianalisa
karakteristiknya meliputi sifat kimia dan fungsidbnaAdapun parameter
pengamatannya meliputi :
1. Kadar air dengan metode oven
Kadar abu dengan metode pengabuan langsung
Kadar lemak dengan ekstraksi soxhlet
Water Holding Capacity (WHC) dengan sentrifuse
Kadar protein terlarut dengan metode lowry
Angka ketengikan dengan reagen TBA
Stabilitas pengemulsi pada minyak sawit denganngablender
Kelarutan protein terhadap pH dengan metode Brddfor

© ©®© N o g bk~ wDd

Kelarutan protein terhadap garam dengan metodef@thd

=
o

Berat molekul protein dengan elektroforesis SDS-EAG

Data hasil pengamatan ditampilkan dalam bentuk |tal@n
grafik/histogram. Sedangkan untuk penentuan berablekal protein
menggunakan elektroforesis SDS — PAGE.
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3.5 Prosedur Analisa
3.5.1 Kadar Air (Sudarmadiji, 1997)

Pengukuran kadar air dilakukan dengan menggunakatode oven.
Menimbang botol timbang yang telah dikeringkan dmlaven 15 menit dan
didinginkan dalam eksikator (a gram). Menimbangrdng sampel dalam botol
timbang (b gram). Kemudian dimasukkan ke dalam aselama 4 — 6 jam. Lalu
botol timbang dipindahkan ke dalam eksikator damiiang sampai berat yang
konstan (c gram).Selanjutnya dilakukan perhitunigeatar air dengan rumus :

Kadar air = (b — c)x 100%
(b-a)

3.5.2 Kadar Abu (Sudarmadji, 1997)

Pengukuran kadar abu dilakukan dengan menggunakabgkaran pada
muffle. Krus porselin dikeringkan dalam oven selatbamenit. Dinginkan dalam
eksikator dan timbang (a gram). Menimbang 1 grampsa yang sudah
dihaluskan dan dihomogenkan dalam krus tersebiu, tlmbang ( b gram).
Kemudian dipijarkan dalam muffle (suhu mencapai @G- 606C) sampai
diperoleh abu berwarna putih keabu-abuan. Pendingidilakukan dengan
membiarkan krus dan abu tinggal dimuffle selamal iKemudian dipindahkan
kedalam eksikator selama 15 menit dan timbangrgmyy Selanjutnya dilakukan
perhitungan kadar abu dengan rumus :

Kadar abu = (c — a)x 100%
(b-a)

3.5.3 Kadar Lemak (Sudar madji, 1997)

Pengukuran kadar lemak dilakukan dengan menggunakéode soxhlet.
Kertas saring dengan ukuran tertentu di oven selajam dan didinginkan dalam
eksikator selama 15 menit, lalu timbang. Menimbdnggram sampel dan
masukkan ke kertas lalu ikat dan timbang. Ovenns&ld hari dan timbang ( b
gram ). Kemudian meletakkannya dalam tabung resdishlet dan pasang alat
kondensor diatasnya serta labu lemak dibawahnyaaBgkan pelarut petroleum

benzene ke dalam labu lemak secukupnya sesuairekgean soxhlet. Lakukan
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reflux selama 4 — 6 jam sampai pelarut yang tueifaku lemak berwarna jernih.
Lalu oven kertas dan sampel pada suhi’@C0$elama 24 jam. Dinginkan dalam
eksikator selama 30 menit dan timbang ( ¢ gramlangy beberapa kali hingga
berat konstan. Selanjutnya dilakukan perhitungatakdemak dengan rumus :

Kadar lemak = (c—Db) x 100%
(berat sampel)

3.5.4 Water Holding Capacity (WHC) (Subagio, dkk., 2003)

Tabung sentrifuge yang kosong dan kering ditimba@ag gram).
Pengukuran WHC dilakukan dengan memasukkan 0,5 gampel (b gram)
kedalam tabung lalu ditambahkan aquadest sebanyakerat sampel. Vortex
hingga menyatu dan sentrifuge selama 5 menit padegatan 2000 rpm. Bagian
supernatannya dituang, kemudian endapan yang dealinbeserta tabung

ditimbang (c gram).

Selanjutnya dilakukan perhitungan WHC dengan rumus:

(c-a)-b

%WHC= x100%

3.5.5Kadar Protein Terlarut (Metode Lowry, Sudar madji dkk, 1997)

Menimbang sample 0,01 gr yang dilarutkan dalan @gsta 125 puL dan
menambahkannya 100L NaOH 2 N kemudian dipanaskan selama 10 menit
dalam air mendidih dan didinginkan. Selanjutnyamibahkan 2,5 ml reagen mix
lowry dan memvortexnya dan dibiarkan selama 10 mdi@mbahkan 25@L
Folin pada sampel dan divortek. Kemudian sampeadian 30 menit dan setelah
itu ditambahkan / ditera dengan aguadest sampanll@dan divortek. Segera
lakukan pengukuran absorban dengan panjang gelg&hnm. Blanko dibuat
dengan cara yang sama tetapi tanpa sample, selgjptrotein terlarut dapat
dihitung dengan rumus persamaan y = ax+b yang @glerdari kurva standart,

dimana x = protein terlarut dan y = absorbansii slmpel.
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3.5.6 Angka K etengikan dengan reagen TBA
Menimbang 0,05 gram sampel dan masukkan pada talveakgsi.

Tambahkan 1 ml reagen TBA, kemudian panaskan daiamendidih selama 15
menit, dinginkan. Pada saat pemanasan akan tekbemaitma merah pada larutan.
Setelah dingin, tambahkan 1 isobutanol dan 3 madtdalu vortex. Setelah
tercampur merata, larutan disentrifuse dengan leaep5000 rpm selama 5
menit. Filtrat yang diperoleh ditera dan dibaca oabansinya pada panjang
gelombang 535 nm. Dengan prosedur yang sama diblasko dan catat
absorbansinya. Nilai angka ketengikan dihitung dengnenggunakan rumus
berikut :

Mmol TBA/Kg = _ACm-(D-P)x1000 mM/Mml sampel x 1000 gr/Kg
1,56.10° M™* Cm™ gr bhn x 1000 ml/liter

3.5.7 Stabilitas pengemulsi pada minyak sawit ( Parkington, dkk., 2000).
Menimbang sampel sebanyak 0.3 gram dan ditambah@nml 0.6 M NaCl
dalam buffer Phospat pH 7 0.05 M, biarkan 20 jamardasuhu 4 C. Kemudian
tambahkan 25 ml minyak goeing dan blender selamme@it. Untuk pengukuran
daya emulsi, setelah diblender langsung diambil @5 Sedangkan untuk
pengukuran stabilitas emulsi, setelah 10 menitg2ait, 1 jam, 2 jam dan 24 jam
dilakukan pengambilan 0.5 ml larutan emulsi bagawah. Masing-masing
ditambahkan 2.5 ml SDS 0.1% dan di Vortex. Amasiaabansinya pada panjang
gelombang 500 nm.

Cp - 2X2303

= xabsxdiluton
cx(1- ¢)x10*

Keterangan: EAI =Emulsifying Activity Indexaktivitas emulsi (rfig)

c = Konsentrasi protein (g/ ml)
(0} = Fraksi volume minyak (ml/ml) dari emulsi
abs = Absorbansi

Dilution = Fraksi larutan (SDS + emulsi)
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(2,303 x AER)S waktu ke & 24 jam
,01

ESI =

(2,303 x Abs waktu ke 0)(2,303 x Abs waktu ke 24 jam)
0,01 0,01

3.5.8 Kelarutan Protein terhadap pH (M etode Bradford)

Menimbang sample sebanyak 0,1 gram. Untuk masirgjagaariasi pH,
kemudian dilarutkan dengan 10 ml NaCL 0,7 M dalasffds phosphat 0,05 M
(pada berbagai pH). Larutan diinkubasi selama 2pada suhu %4° dan distirer
/dihomogenisasi. Setelah itu larutan diinkubasi $&jama 20 jam pada ssumiC4
dan distirer kembali sesudahnya. Larutan kemudisenttifuse 4000rpm selama
10 menit pada suhu°@. Filtrat dibaca absorbansinya dengan metode drehdf

pada panjang gelombang 595 nm.

3.5.9 Kelarutan Protein terhadap Garam (M etode Bradford)

Menimbang sample sebanyak 0,1 gram. Untuk masirgjagavariasi
NaCl, kemudian dilarutkan dengan 10 ml NaCL 0,7 8ach buffer phosphat
0,05 M (pada berbagai variasi NaCl). Larutan dilvksi selama 2 jam pada suhu
4° “dan distirer /dihomogenisasi. Setelah itu larutémkdbasi lagi selama 20 jam
pada ssuhu®C dan distirer kembali sesudahnya. Larutan kemudisentrifuse
4000rpm selama 10 menit pada suliC.4Filtrat dibaca absorbansinya dengan

metode bradford pada panjang gelombang 595 nm.

3.5.10 Penentuan Berat Molekul dengan elektroforesa SDS-PAGE

Analisis protein dengan SDS-Page dilakukan pad@gjekrilamida yang
terdiri dari gel bawah (Resolving gel) dan gel at@tacking gel). Pembuatan
gelBahan yang diperlukan:Bahan A : Tris HCI 1,5M gi8Bahan B : SDS
10%Bahan C : Bis akrilamida Bahan D : Amonium pkasu 0%Bahan E : Tris
HCI 1,5M pH 6,8Pembuatan gel bawah terdiri darbIn® aquadest; 5 ml bahan
A; 0,05 ml bahan B dan 2 ml bahan C, kemudian dkak aerasi untuk
mengeluarkan udara. Setelah itu larutan gel dithindgangan 5@l bahan D dan

Temed 5pl. Larutan ini segera disuntikkan diantara 2 lengpedaca, dan
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diatasnya diberi aquades untuk meratakan permukghn Aquades diambil
kembali setelah gel terbentuk.Larutan gel atasirtedari 1,525 ml aquadest;
0,625 bahan E; 0,025 ml bahan B; dan 0,325 bah&er@udian dilakukan aerasi.
Kemudian ditambahkan 50l bahan D dan Temed @. Kemudian larutan gel
atas ini dimasukkan dengan bantuan sisir untuk reetok sumur. Sisir
dilepaskan jika gel telah terbentuk. Larutan sardpatutkan dalam 2% SDS 8 M
urea dalam 50 mm buffer phospat pH 7 sesuai dekghntuhan, kemudian
diukur konsentrasinya proteinnya dengan metode Yowntuk mengetahui
volume penyuntikan dalam sumur gel. Larutan samieetebut kemudian
ditambah buffer sampel dengan terlebih dahulu mekan konsentrasi sampel
yang diinginkan, lalu dipanaskan pada suhu fG0selama 10 menit untuk
memecah struktur 3 dimensi dari protein. Sampelndikkan kedalam sumur
dengan syringe dan dilakukan running pada 100 manse 1-2 jam. Gel hasil
elektroforesis dicuci dengan aquadest dan dilakyt@marnaan dengan larutan
Coomassie blue staining gel. Penghilangan pewarngargy berlebih atau
destaining dengan metanol sambil digoyang selanmaalam. Pembacaan pita

protein yang tampak akan menandakan sub unit ed&sifprotein.



V. PEMBAHASAN

4.1 Komposis Kimia

Hasil analisa kandungan kimia yang meliputi kadestgin, kadar air,
kadar abu dan kadar lemak pada sampel miofibrihgeikan kuniran (Upeneus
Sp) yang diekstrak dengan enzim papain melalui motpdess panas, dapat
dilihat padaGambar 3.

20 - 18,3440 1 O Kadar P'roteln
15 ] 17,2620,08 @ Kadar Air
16,46+0,08 = O Kadar Abu
. 161 O Kadar Lemal
S
~— 14 |
2 12 |
o
g 10-
3 . 7,67+0,04 7,53+0,07 7,24+0,07
% 7 5,92:0,02
5 ° 4,52+0,07
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2, il 1% - _—
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Gambar 3. Histogram Kandungan Kimia Miofibril Kering

PadaGambar 3. tampak bahwa kadar protein dari miofibril keringuik
kuniran dari prosentase paling tinggi sampai teabnddalah pada variasi lama
inkubasi 60’, 45’, dan 30’ dengan persentase 18;34P26%; dan 16,46%. Hasil
tersebut disebabkan peran enzim papain sebagaimepmtease pada saat
hidrolisa, dengan cara membantu pemutusan ikatigreptida pada rantai protein
menjadi peptida-peptida pendek dengan melepaskdekmair. Hasil tersebut

lebih kecil dari hasil perhitungan kadar proteirofiuril kering hasil pengeringan

24
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freeze drier sebesar + 38%. Hal ini disebabkan sedd pengepresan dengan
suhu tinggi, protein terdenaturasi kembali sehinggayak struktur protein yang
berubah dan tidak dapat dianalisa kelarutannya penakibat pada kadar protein
yang sangat rendah dalam sampel. Apabila waktwligdr semakin lama maka
semakin banyak jumlah peptida-peptida pendek dam asnino yang dihasilkan,
menyebabkan perubahan dalam protein yaitu gugus N&ah COO meningkat
sehingga kelarutan protein meningkat pula, akitmiadar protein tinggi.

Dari Gambar 3. terlihat hasil pengukuran kadar air dari prosentase
terendah hingga tertinggi adalah inkubasi 60’, d&h 30’ dengan nilai 7,24%;
7,5%; dan 7,67%. Pada lama hidrolisis 30", pemutuaatai polipeptida menjadi
peptida-peptida pendek masih sedikit dan adanyaak®uan matrik protein
untuk berikatan dengan molekul air, menyebabkan ekubl air mudah
terperangkap dalam matrik, sehingga terjadi peritagk kadar air dalam bahan.
Sedangkan untuk hidrolisis 45 dan 60’ memberikaakir lebih bagi enzim
papain untuk membantu pemutusan ikatan polipepgt@da protein miofibril,
sehingga banyak diperoleh rantai peptida-peptidadgle Banyaknya matrik
protein yang terurai menyebabkan lemahnya sifatrofiikk protein untuk
mengikat molekul air yang berakibat pada berkurgagkadar air bahan. Nilai
kadar air yang tinggi pada sampel juga dipengaaldin kondisi sampel yang
higroskopis, kelembaban nisbi saat penyimpanamdanWHC.

Kadar abu merupakan jumlah mineral/ zat an orggmaikg ada dalam
bahan pangan. Kadar abu dipengaruhi oleh 2 fakagty intrinsik dan ekstrinsik.
Faktor intrinsik meliputi spesies, umur spesies; dgnis kelamin. Sedangkan
faktor ekstrinsik berupa habitat, musim dan jenekaman yang tersedia dalam
habitatnya. DariGambar 3. tampak pula adanya kenaikan kadar abu seiring
dengan lamanya inkubasi, dengan urutan 30’, 45, @ dan nilainya sebesar
1,46%, 2,11%, dan 2,16%. Hal ini disebabkan padat gsoses hidrolisa
berlangsung bersamaan dengan pemutusan polipepgdgadi peptida-peptida
pendek oleh enzim papain, mengakibatkan banyakngarat-mineral anorganik

yang terlepas pada jaringan-jaringan otot dari.ikan
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Dari Gambar 3. dapat dilihat bahwa nilai kadar lemak dari sampel
semakin meningkat dengan meningkatnya lama wakiubasi. Kadar lemak dari
miofibril kering pada variasi waktu inkubasi 30’bla rendah dari pada waktu
inkubasi 45’ dan 60’. Hal tersebut disebabkan adargses hidrolisa yang masih
berjalan sedikit sehingga rantai polipeptida (nk&)ri belum banyak yang
terbuka/terpotong akibatnya lemak yang terdapaandajaringan daging ikan
belum banyak yang terekstraksi menjadi asam lerBaklangkan pada variasi
inkubasi 60" matriks protein sudah banyak yangukab(rantai peptida terpotong
menjadi lebih pendek) sehingga lemak mudah temkstamun lemak masih
belum terurai menjadi senyawa penyusunnya, sehikggkar lemaknya tetap
tinggi.

Total jumlah kesemua komponen kandungan kimia tikakang dari
100%, dikarenakan pada saat pengepresan dengan tsggi, beberapa
komposisi kimia menguap atau rusak sehingga tidgadteranalisa.

4.2 Water Holding Capacity (WHC)

WHC adalah kemempuan protein untuk menangkap arngenahannya
dalam sistem pangan. Nilai WHC sangat berperanimemalam pengolahan
makanan, karena dapat menentukan kekuatan uleknyidaadonan yang
berpengaruh pada tekstur produk akhir.

Dari hasil pengukuran didapatkan bahwa untuk vafgmsa inkuasi 30’;
45': dan 60’ nilai WHC berturut-turut adalah: 229%; 204,07%; dan 210,10%.
Histogram WHC miofibril kering ditunjukkan padzambar 4.
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Water Holding Capacity (WHC)
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Gambar 4. Histogram WHC Miofibril Kering

Dari Gambar 4. terlihat bahwa pada variasi lama waktu inkubasi 30
memiliki nilai WHC yang paling tinggi, hal ini dibabkan pada saat proses
hidrolisa, enzim papain membantu pembentukan pempéptida pendek , terjadi
pembalikan gugus hidrofilik dari bagian dalam kahatuar, sehingga banyak
molekul air yang terikat oleh gugus hidrofilik, bBkinya nilai WHC tinggi.
Sedangkan pada variasi waktu 45 dan 60’ nilai WHEDih rendah bila
dibandingkan dengan nilai WHC dari lama inkubasi 8&ebabkan yang lebih
banyak terekspos keluar adalah gugus hidrofo akimdékul air sulit berikatan
dengan matrik protein sehingga nilai WHC rendabh.

Nilai WHC hasil pengeringan freeze drier pada sdmppetein miofibril
kering ikan kuniran sebesar = 300%, lebih tinggri gada nilai WHC hasil
pengeringan press panas. Hal ini disebabkan kgyeoses pengepresan dengan

oven dengan suhu tinggi menyebabkan protein memgadenaturasi kembali
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sehingga struktur molekulnya berubah yang berpeihgéerhadap jumlah dari

gugus hidrofilik dan hidrofob pada matriks protein.

4.3 Daya Pengemulsi

Daya pengemulsi adalah kemampuan protein untuk reetak emulsi
dan mempertahankan stabilitasnya dalam sistem parjéat ini dipengaruhi
oleh kadar protein dan tingkat kelarutannya. Nd&i adalah kemampuan protein
untuk mempertahankan kestabilan sistem emulsingglai®kan EAI adalah
kemampuan membentuk wilayah (areal stabil) dalamlgnya (Winarno, F.G,
1984).

Dari hasil perhitungan diperoleh bahwa pada val@asa inkubasi 30’;45’
dan 60’ nilai ESI (nilai stabilitas pengemulsi) saghmiofibril kering berturut-
turut adalah 31,65; 59,44; dan 54,gabel 4.) Sedangkan untuk EAI (nilai
aktivitas pengemulsi) miofibril kering pada masmgsing variasi lama inkubasi
dapat dilihat pad&ambar 5.

Tabel 4. ESI Miofibril Kering lkan Kuniran

Varias Waktu Inkubasi (M enit) Waktu Emuls (jam) ESI
30 24 31,65
45 24 59,44

60 24 54,21
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Gambar 5. Kurva EAI Miofibril Kering

Dari Gambar 5. didapatkan bahwa nilai aktivitas emulsi (EAI) idar
sampel miofibril kering tertinggi pada lama inkuba®’ bila dibandingkan
dengan variasi lama waktu inkubasi yang lain. Hatdbut disebabkan karena
membran / film yang dibentuk myosin pada sistem Isimabih tebal sehingga
dapat menjaga agar globula minyak tetap terdispitim larutan. Pada lama
inkubasi 30’, nilai ESI-nya terendah, disebabkaltebanyak terbentuk rantai
peptida pendek dan asam amino hasil kerja enziraipaehingga jumlah gugus
NH3" dan COO rendah berpengaruh terhadap tingkat kelarutareiprotang
rendah pula. Sedangkan untuk lama inkubasi 45’6@amemiliki nilai ESI yang
tinggi dan hampir sama. Hal ini disebabkan dengamalinkubasi tersebut enzim
papain telah banyak membentuk peptida-peptida peyatey berarti gugus NA
dan COO meningkat sehingga kelarutannya tinggi. Tinggimaya kelarutan
akan memudahkan protein tersebar dalam larutamggdnidapat terakumulasi
antar permukaan minyak dan air secara lebih mekd#. ini menyebabkan
dispersi minyak dalam larutan lebih merata dan akuglobula minyak lebih
kecil. Selain itu berat molekul dari protein miafloppada inkubasi 45’ dan 60’
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lebih kecil, sehingga lebih mudah terdispersi dalgtobula minyak. Dari
pengukuran stabilitas pengemulsi dapat diketahdiwbalama inkubasi 45’
menunjukkan hasil emulsi yang paling stabil dan ftikimilai ESI terbesar,
sehingga bisa berfungsi sebagai emulsifier yanky bai

Nilai ESI dan EAI untuk miofibril kering ikan kuran hasil pengeringan
freeze drier sebesar + 70, lebih besar dari palda BS! dan EAI dari miofibril
kering dengan press panas. Hal ini disebabkan tsudpgi pada proses press panas
dan oven menyebabkan keadaan sampel kering semgghangga sulit untuk

terdispersi dalam globula minyak.

4.4 Kelarutan Protein Terhadap pH
Hasil pengukuran kadar protein terlarut terhadagasapH pada masing-

masing variasi lama inkubasi akan ditunjukkan padmbar 6.
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Gambar 6. Grafik Kelarutan terhadap pH miofibril Kering
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Dari Gambar 6. terlihat bahwa makin lama inkubasi (untuk variaaktu
30’; 45’; dan 60’) kadar protein terlarut akan mmakneningkat hingga mencapai
pH 7,8. Hal ini disebabkan pada saat proses hgdrofang lama menyebabkan
terbentuknya banyak rantai-rantai peptida penddkngga banyak terbentuk
gugus NH" dan COOakibat kinerja dari enzim papain yang siap untekkatan
dengan molekul dari larutan pH asam dan basa. Dgl&imrendah, gugus
karboksil (COO) bereaksi dengan’Hsehingga protein bermuatan (+), sedangkan
pada pH tinggi, gugus amina (NBi bereaksi dengan Hehingga bermuatan (-).
Tetapi pada pH isoelektrik (pH= 7), kedua gugusngaimeniadakan muatan
sehingga keduanya tidak bermuatan (zwitter ion).

Untuk variasi pH kadar protein terlarut dari tiapmgel menunjukkan
grafik yang naik hingga mencapai pH 7,8, namunlaletdu kelarutan protein
menurun, disebabkan protein mengalami kejenuhaa fadtan, sehingga tidak
ada gugus dari protein yang berikatan dengan mblekutan, yang berakibat
terjadinya pengendapan.

Kelarutan protein terhadap pH pada tiap sampel mjakkan grafik yang
hampir sama, kemungkinan disebabkan jumlah darugwnino dan karboksil
bebas yang terbentuk sama, sehingga hasil pemlzantlelitan dengan molekul

larutan juga sama.

4.5 Kelarutan Protein Terhadap Garam

Beberapa protein larut dalam garam encer dan kalamtya dapat berubah
seiring dengan perubahan konsentrasi garam. GnaSK pengukuran kelarutan
protein terhadap variasi konsentrasi garam (NaCkgnaditunjukkan dalam
Gambar 7.
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Gambar 7. Grafik Kelarutan terhadap Garam Miofibril Kering

Dari Gambar 7. tampak semua variasi inkubasi 30, 45 dan 60 nmeulii
konsentrasi garam 0,2 M terjadi penurunan kelaritdar protein terlarut. Hal
ini disebabkan karenapada suhu inkubasi 40’ sueladdi agregasi (pengikatan)
miofibril utamanya pada komponen myosin sehingdarkéanya berkurang. Saat
inaktivasi enzim (suhu 9pterjadi agregasi lebih lanjut sehingga miofityeibih
cepat menggumpal. Makin lama inkubasi, agregasi yemjadi akan makin
banyak sehingga kelarutannya dalam garam akan niskikurang dan terjadi

pengendapan pada konsentrasi garam yang lebih.tingg
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4.6 Angka Ketengikan (TBA)
Angka ketengikan (TBA) pada sampel miofibril kerilkgn kuniran dapat
dilihat padaGambar 8.
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Gambar 8. Angka Ketengikan (TBA) Miofibril Kering Ikan Kuniran

Dari Gambar 8. dapat dilihat bahwa terjadi kenaikan angka ketemg
(TBA) dengan semakin lamanya hidrolisa. Nilai angdedengikan paling tinggi
terdapat pada variasi lama inkubasi 60 menit. Fada variasi inkubasi 60 menit
dari Gambar 4. memiliki kadar lemak yang paling tinggi sehingarkegkinan
kerusakan lemak akibat panas bisa terjadi lebihyddardibandingkan yang
lainnya, mengakibatkan angka TBA tinggi. Adanya gsiselama inkubasi 60
menit dan proses pres panas saat pengeringan oeguambulkan otooksidasi
radikal asam lemak tidak jenuh dalam lemak padamalang bersifat mudah

rusak/ tengik selama penyimpanan.
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Kemudian radikal ini dengan Qnembentuk peroksida aktif yang dapat
membentuk hidroperoksida yang bersifat sangat tstakil dan mudah pecah
menjadi senyawa dengan rantai karbon yang lebildglemleh radiasi energi
tinggi , energi panas, katalis logam atau enzimy8&ea-senyawa dengan rantai C
lebih pendek ini adalah asam-asam lemak, aldehdddraa, dan keton yang
bersifat volatil dan menimbulkan bau tengik padadk (Winarno, 1995).

4.7 Penentuan Berat Molekul dengan Elektroferesis SDS-PAGE

Miofibril kering ikan kuniran, selanjutnya ditentalk berat molekulnya
dengan menggunakan elektroforesis SDS-PAGE. Bemlekdl protein yang
dapat ditentukan dengan berbagai metode fisikokberkisar antara 12000 bagi
protein kecil seperti sitokhrom, yang hanya mempiiriQ4 residu, sampai BM
setinggi 1000.000 atau lebih, pada protein dengamar polipeptida yang
panjang, atau protein yang mempunyai beberapairpalpeptida (Lehninger,
1997).

Untuk dapat mengetahui berat molekul dari masinginga protein
digunakan kit penciri protein (marker) dengan lkasaberat molekul 272.000
hingga 14.200 Dalton. Nilai Rf didapatkan dari hggmbagian antara jarak
perpindahan sampel dengan jarak perpindahan pelant berat molekul kit
perinci protein (marker) tersebut kemudian dipdrglersamaan antara Rf dan log
BM sebagai berikut : Log BM = -1,6086Rf + 5,5784

Persamaan Log BM = -1,6086Rf + 5,5784 digunakamkumengetahui
perkiraan berat molekul miofibril kering dari magimasing variasi inkubasi,
dengan memasukkan nilai Rf dari masing-masing shigealam persamaan.
Hasil perhitungan berat molekul fraksi protein nbaf dapat dilihat pada
Tabel 6.
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Tabel 5. Hasil Perhitungan Berat Molekul Fraks Protein Miofibril

Jenis Protein Berat Molekul (D) Pada Varias |nkubasi

30 menit 45 menit 60 menit

MHC(Myosin Heavy Chain) 204314,88D 204314,88D 204314,88D

Tropomiosin 38586,02D  38586,02D  38586,02D

Dari Tabel 5. didapatkan bahwa MHC pada masing-masing variakiuwa
inkubasi memiliki BM 204314,88 D, nilai ini mendekailai BM MHC pada
literatur yaitu sebesar 220000 D (Zayas 1997). Krntopomiosin didapatkan
nilai BM sebesar 38586,02 D, yang melebihi BM tnmjasin pada literatur
yaitu sebesar 35000.Mal ini terjadi karena adanya proses hidrolisa reass
dengan menggunakan enzim papain pada saat hidrdbsi proses pres panas,
sehingga menyebabkan berat molekul dari miofikeiling ikan kuniran semakin
rendah meskipun berat molekul dari masing-masimpsiasama semua, tetapi
memiliki ketebalan band yang berbedzari gambar elektroforesis SDS-PAGE
dari miofibril kering ikan kuniran pad&@ambar 9. dapat dilihat bahwa band
paling tebal pada hasil elektroforesis, yaitu pdami@ma inkubasi 60’. Hal ini
disebabkan waktu hidrolisis yang semakin lama miealykan terbentuk rantai-
rantai peptida pendek yang semakin kompleks (Ipbitdek) dan jumlahnya lebih
banyak.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesmpulan

1.

Kadar Protein, kadar Abu dan Kadar Lemak dari rbrdfkering ikan kuniran
mengalami kenaikan dengan semakin lamanya waktubad{. Sedangkan
Kadar air dari miofibril kering ikan kuniran mengaii penurunan dengan
semakin lamanya waktu inkubasi.

Dari hasil pengukuran nilai WHC dari miofibril kag ikan kuniran
mengalami kenaikan pada waktu inkubasi 30 dan 6@itmeedangkan pada
waktu inkubasi 45 menit mengalami penurunan akiéxddnya perbedaan
tekanan pompa hidrolik dari pres panas.

Nilai ESI dan stabilitas emulsi yang paling baikidaiofibril kering ikan
kuniran dihasilkan pada variasi lama inkubasi 4%ime

Kelarutan protein dari miofibril kering ikan kunirderhadap variasi pH pada
masing —masing variasi lama waktu inkubasi, palinggi terletak antara pH
7 — 7,5. Sedangkan kelarutan protein dari miofilkelring ikan kuniran
terhadap variasi garam pada masing masing varasa |inkubasi akan
semakin menurun.

Dengan adanya proses hidrolisa dan perlakuan peaspakan dihasilkan
berat molekul miofibril kering ikan kuniran deng&M 204314.88 D dan
38586,02 D.

5.2 Saran

Diharapkan dikemudian hari ada penelitian lanjaéamang pemanfaatan miofibril

kering dari ikan kuniran yang diekstrak dengan mnpapain dan dipres panas

pada produk-produk makanan olahan.
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