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RINGKASAN

Aktivitas Antioksidan Hasil Hidrolisis Protein Ikan Bandeng (Chanos chanos
sp) Secara Enzimatis Menggunakan Protease Dari Tanaman Biduri; Lilik
krisna Mukti, 141710101114; 2018; halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian

Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Antioksidan memiliki peranan penting dalam bidang pangan dan
kesehatan. hal tersebut disebabkan oleh kemampuan antioksidan dalam mencegah
kerusakan bahan pangan karena reaksi oksidasi serta mencegah timbulnya
penyakit degeneratif yang disebabkan oleh radikal bebas. Antioksidan mampu
menangkal radikal bebas dengan mendonorkan elektron bebasnya. Salah satu
sumber antioksidan alami terdapat pada hidrolisat protein ikan bandeng (Chanos
chanos sp). Hidrolisat protein ikan bandeng mengandung komponen bioaktif yang
terbukti memiliki sifat antioksidatif. Metode hidrolisis enzimatis dengan tanaman
biduri terbukti cukup efektif untuk menghasilkan hidrolisat protein ikan bandeng.

Penelitian ini menggunakan rancangan Experimental laboratory dengan
dua faktor. Faktor yang pertama merupakan variasi konsentrasi enzim biduri yang
terdiri dari 4%, 5%, dan 6%. Sementara itu, faktor kedua merupakan variasi lama
hidrolisis yang terdiri dari 2 jam, 4 jam, dan 6 jam. Sampel hidrolisat protein ikan
bandeng dibuat dengan cara menghancurkan 50 gram daging ikan bandeng
dengan penambahan air 2:1. Proses hidrolisis suspensi ikan bandeng dilakukan
pada suhu 55°C dengan penambahan enzim protease biduri dan lama hidrolisis
sesuai perlakuan. Hasil hidrolisis kemudian disaring dan dikeringkan dengan
freezdryer. Analisis yang dilakukan pada hidrolisat protein ikan bandeng adalah
kadar protein, derajat hidrolisis, Komposisi asam amino, Berat molekul, aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH, 1Cso dan Reducing power.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar protein total, kadar protein
terlarut dan derajat hidrolisis tertinggi masing-masing sebesar 65,69%, 0,498
mg/ml (49,77%) dan 86,33% pada kombinasi penambahan enzim biduri 4% (39
unit) dengan lama hidrolisis 2 jam. Sampel tersebut memiliki 15 jenis asam amino

dan tiga terbanyak diantaranya adalah asam glutamat (12,05%), asam aspartat
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(7,30%), dan lisin (6,89%). Hasil uji berat molekul menyatakan bahwa sampel
dengan kadar protein tertinggi memiliki nilai 10,40 kDa dan 43,71 kDa.
Sementara itu, hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan nilai %RSA tertinggi
sebesar 33,25%, nilai 1C50 sebesar 1741,66 ppm, dan nilai Reducing Power
sebesar 0,365 pada kombinasi perlakuan penambahan enzim 4% dan lama
hidrolisis 2 jam.
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SUMMARY

Antioxidant Activity of Milkfish (Chanos chanos sp) Protein Enzymatically
Hydrolysis Result Using Protease from Crown Flower Plants; Lilik krisna
Mukti, 141710101114; 2018; pages; Departement of Agricultural Product
Technology, Faculty of Agricultural Technology, University of Jember.

Antioxidants have an important role in the field of food and health. It is
caused by the ability of antioxidants to prevent food damage due to oxidation
reactions and prevent degenerative diseases caused by free radicals. Antioxidants
can counteract free radicals by donating free electrons. One source of natural
antioxidants is the milkfish (Chanos chanos sp) protein hydrolyzate. The
hydrolyzate of milkfish protein contains bioactive components which are proven
to have antioxidative properties. The enzymatic hydrolysis method by Crown
flower plants proved effective enough to produce milkfish protein hydrolyzates.

This research was carried out using experimental laboratory research
design with two factors. The first factor is the variation of crown flower enzyme
concentration consisting of 4%, 5%, and 6%. Meanwhile, the second factor is the
variation of hydrolysis length consisting of 2 hours, 4 hours and 6 hours. The
milkfish hydrolyzate protein samples were made by blanding 50 grams of
milkfish meat with water addition. The hydrolysis process of milkfish suspension
was carried out at 55°C with the addition of crown flower protease enzymes and
hydrolysis length according to the treatment. The hydrolysis results were then
filtered and dried with freeze dryer. The analysis conducted on milkfish protein
hydrolysates include protein content, degree of hydrolysis, amino acid
composition, molecular weight, antioxidant activity by DPPH, 1C50, and
Reducing power methods.

The results of this study indicate that the highest curd protein content,
soluble protein and degree of hydrolysis were 65.69%, 0,498 mg/ml (49,77%) and
86.33% which obtained by using 4% (39 unit) crown flower enzyme with a

hydrolysis length of 2 hours. The sample had 15 amino acids and highest three of
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them were glutamic acid (12.05%), aspartic acid (7.30%), and lysine (6.89%). The
molecular weight test results stated that the sample with the highest protein
content scored 10.40 kDa and 43.71 kDa. Moreover, the results of the antioxidant
activity test showed that 33.25% as the highest % of RSA value with the I1Cs
value about 1741.66 ppm and the Reducing Power value 0.365 that was obtained
in a combination treatment of 4% enzyme addition and 2 hours for hydrolysis
length.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Antioksidan memiliki peranan penting dalam lingkup pangan dan kesehatan.
Antioksidan berperan penting dalam mempertahankan mutu produk pangan
dengan cara mencegah kerusakan yang diakibatkan oleh reaksi oksidasi.
Sementara itu, dalam bidang kesehatan antioksidan berfungsi untuk mencegah
timbulnya beberapa penyakit diantaranya kanker, tumor, dan penyempitan
pembuluh darah (Tamat et al., 2007).

Terdapat dua jenis antioksidan di dunia yaitu antioksidan alami dan
sintestis. Antioksidan sintetis seperti BHA dan BHT ditengarai memiliki sifat
sebagai penyebab kanker (karsinogenik) (Sayuti dan Yenrina, 2015). Hal tersebut
mengindikasikan bahwa diperlukan adanya perluasan eksplorasi sumber
antioksidan alami yang lebih aman. Salah satu sumber antioksidan alternatif yang
memenuhi syarat tersebut adalah hirolisat protein ikan. Hidrolisat protein pada
umumnya digunakan sebagai bahan fortifikasi pada makanan atau minuman
karena memiliki tingkat kelarutan dan daya cerna yang tinggi. Sementara itu,
hidrolisat protein dari ikan dapat dikembangkan menjadi flavor agent.
Samaranayaka dan Li-Chan (2011) menyatakan bahwa kemampuan dalam
memerangkap radikal bebas, donor proton dan pengikat ion logam, menjadikan
hidrolisat protein ikan sebagai salah satu sumber antioksidan alami yang
potensial. Oleh karena itu, dapat dikatakan bahwa selain dapat dimanfaatkan
sebagai bahan fortifikasi dan flavor agent, hidrolisat protein ikan juga memiliki
sifat fungsional sebagai antioksidan.

Prasetio et al., (2015) menyatakan bahwa protein yang terkandung pada
ikan bandeng mencapai 19,39%, sehingga ikan bandeng berpotensi untuk
dikembangkan sebagai sumber hidrolisat protein dan antioksidan alami.
Eksplorasi sumber enzim penghidrolisis protein ikan bandeng telah dilakukan,
namum analisa aktivitas antioksidan pada hasil hidrolisisnya belum pernah

dilakukan. Hal penting yang perlu dipertimbangkan dalam mengetahui aktivitas
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antioksidan hasil hirolisis ikan adalah pemilihan enzim protease yang digunakan.
Hal tersebut dikarenakan enzim protease akan berpengaruh pada pelepasan
peptida dalam proses hidrolisis ikan (Laroque et al., 2008).

Enzim protease yang banyak dimanfaatkan dalam proses hidrolisis protein
ikan bandeng adalah enzim papain yang berasal dari getah buah pepaya dan enzim
bromelin yang berasal dari buah nanas. Pengunaan enzim papain 5% pada proses
hidrolisis ikan bandeng mampu memberikan hasil yang optimal (Wijayanti et al.,
2015). Sedangkan enzim bromelin mampu memberikan hasil hidrolisis protein
ikan bandeng yang optimal pada konsentrasi 6% dengan lama hidrolisis 6 jam
(Wijayanti et al., 2016). Namun, pengunaan kedua jenis enzim tersebut masih
memliki kelemahan. Penyadapan getah pepaya untuk mendapatkan enzim papain
dapat menurunkan kualitas buah pepaya segar (Witono et al., 2006). Sedangkan
pemanfaatan buah nanas sebagai sumber enzim bromelin akan menurunkan
kuantitas buah untuk dikonsumsi dalam keadaan segar ataupun sebagai bahan
dasar dalam pembuatan produk olahan nanas.

Selain kedua enzim protease tersebut, enzim protease biduri juga memiliki
potensi tinggi sebagai enzim penghidrolisis protein ikan bandeng. Enzim protease
biduri didapatkan dari getah tanaman biduri yang tumbuh secara liar didaerah
kering dan lahan tidak produktif dengan penyinaran matahari yang cukup
(Witono, 2013). Berdasarkan penelitian sebelumnya diketahui bahwa protease
kasar getah biduri memiliki total aktivitas 3,5 unit/mg pada ekstraksi
menggunakan amonium sulfat 65% (Witono et al., 2006). Untuk mengetahui
seberapa besar peran enzim protease biduri dalam menghidrolisis protein ikan
bandeng sehingga diperoleh aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan yang
tinggi, maka perlu dilakukan penelitian yang mendalam terhadap konsentrasi
enzim protease biduri dan lama hidrolisis yang diperlukan. Selain itu, beberapa
parameter yang dapat mendukung adanya kemampuan antioksidatif dalam
hidrolisat protein ikan bandeng adalah kadar protein, derajat hidrolisis, berat

molekul, dan komposisi asam amino.
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1.2 Rumusan Masalah

Studi hidrolisis protein ikan bandeng dengan menggunakan enzim protease
bromelin dan papain telah dilakukan. Masing-masing dari kedua enzim ini telah
menunjukkan aktivitas terbaiknya pada konsentrasi yang berbeda. Namun,
penggunaan enzim protease biduri pada proses hidrolisis protein ikan bandeng
dimana hidrolisat yang dihasilkan berpotensi sebagai antioksidan belum pernah
dilakukan. Oleh karena itu, permasalahan yang diharapkan mampu dipecahkan
dalam penelitian ini adalah diketahuinya konsentrasi enzim biduri dan lama
hidrolisis yang diperlukan untuk memberikan hasil hidrolisis yang optimal dan
seberapa besar aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan bandeng yang
dihasilkan.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui kombinasi konsentrasi enzim biduri dan lama hidrolisis yang
efektif pada produksi hidrolisat protein ikan bandeng berdasarkan parameter
kadar protein dan derajat hidrolisis.

2. Mengetahui komposisi asam amino dan berat molekul hidrolisat protein ikan
bandeng dari perlakuan yang paling efektif.

3. Mengetahui aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan bandeng hasil

hidrolisis menggunakan enzim biduri

1.4 Manfaat
Manfaat yang diharapkan bisa diberikan melalui penelitian ini adalah
sebagai berikut:
1. Dapat meningkatkan nilai ekonomi dan nilai guna ikan bandeng.
2. Dapat menjadi referensi dalam pencarian sumber antioksidan alami yang
aman.
3. Menyediakan bahan tambahan pangan yang memiliki nilai tambah sebagai

sumber antioksidatif alami.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik Ikan Bandeng

Bandeng merupakan salah satu jenis ikan air payau di Indonesia. Ikan yang
memiliki nama latin Chanos chanos ini telah banyak dibudidayakan oleh
masyarakat. Tingginya kandungan protein ikan bandeng yang mencapai 19,39%
(Prasetio et al., 2015) memiliki peranan penting dalam pemenuhan kebutuhan
protein masyarakat disamping harganya yang relatif murah. Hal tersebut yang
menjadikan pembudidayaan ikan bandeng dalam upaya pemenuhan kebutuhan
protein masyarakat berkembang pesat (Mas’ud, 2011). Taksonomi dan klasifikasi

ikan bandeng menurut Sudrajat (2008) adalah sebagai berikut

Kingdom : Animalia

Phylum : Chordata

Subphylum : Vertebrata

Class : Osteichthyes

Ordo : Gonorynchiformes
Family : Chanidae

Genus : Chanos

Spesies : Chanos chanos

Nama dagang  : Milkfish

Nama lokal : Bolu, muloh, ikan agam

Menurut Anwar (2014) ikan bandeng memiliki ciri-ciri bentuk tubuh
memanjang dan pipih serta berbentuk torpedo, memiliki mulut agak runcing, ekor
bercabang dan bersisik halus. lkan bandeng dapat hidup pada air laut dan air
payau. lkan yang hidup secara bergerombol ini dapat dijumpai disepanjang
samudra hindia dan samudra pasifik. Morfologi ikan bandeng dapat dilihat pada
Gambar 2.1

Gambar 2.1 Bentuk fisik ikan bandeng
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Ikan bandeng merupakan jenis ikan air payau. Ikan ini dikenal sebagai ikan
yang tinggi protein dan rendah lemak. Kadar protein yang terkandung dalam ikan
bandeng mencapai 20 g dan hanya memiliki kandungan lemak sebesar 2,8 g.
Komposisi gizi ikan bandeng dalam 100 gram ikan bandeng dapat dilihat pada
Tabel 2.1

Tabel 2.1 Komposisi ikan bandeng dalam 100 g

Komposisi Jumlah
Energi 129 Kkkal
Protein 209
Lemak 2,89
Fosfor 150 g

Kalsium 209
Zat besi 2 mg
Vitamin A 50 SI
Vitamin B1 0,059
Air 74 g

Sumber : Saparinto (2006)

Penelitian yang dilakukan Prasetio et al., (2015) memberikan hasil kadar
protein yang tidak jauh berbeda yakni sebesar 19,39%. Kandungan protein yang
tinggi pada ikan bandeng memiliki potensi untuk diolah menjadi hidrolisat protein
ikan (HPI). Tidak hanya tingginya kadar protein yang dimiliki, namun produksi
yang melimpah juga menjadi faktor pendukung potensi ikan bandeng sebagai
bahan baku dalam pembuatan HPI (Wijayanti et al., 2016).

2.2 Protein dan Asam Amino

Menurut Vaclavik dan Christian (2008) yang dimaksud sebagai protein
adalah gabungan asam amino satu dengan asam amino lain yang diikat melalui
ikatan peptida. Protein menjadi komponen yang sangat penting dalam bahan
pangan karena kandungan gizi dan sifat fungsional yang dimilikinya. Pada proses
pengolahan dan penyimpanan sangat penting untuk mengetahui karakteristik
protein. Hal tersebut dikarenakan karakteristik protein mempengaruhi
karakteristik produk pangan yang diolah atau disimpan.

Sementara itu, Winarno (2008) menyatakan bahwa asam amino memiliki

komponen penyusun yang diantaranya adalah gugus amino (NH>), gugus karbonil
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(COOH), atom hidrogen, serta gugus R yang merupakan rantai cabang. Sulfur,
fosfor, dan seng sebagian besar juga terkandung dalam protein. Penjelasan
mengenai asam amino dikemukaan oleh Muwarni (2010) yang menyatakan bahwa
adanya gugus nitrogen berupa gugus amino (-NH), gugus karboksil (-COOH),
sebuah atom hidrogen yang secara bersama sama terikat pada sebuah atom C atau
Carbon a, serta gugus R (rantai cabang) menandai ciri ciri sebuah asam amino.

Struktur asam amino dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Gugus karboksil €—— C 0 0-

+ )
3N — C‘, weer ] — Atom Higrogen

/ |

Atom carbon alfa

Gugus aminok——

Gugus samping

Gambar 2.2 Struktur Asam Amino (Murwani, 2010)

2.3 Karateristik Enzim Protease Biduri

Biduri merupakan salah satu tanaman yang belum banyak dimanfaatkan.
Keberadaan tanaman biduri hanya dianggap sebagai gulma dan biasa digunakan
sebagai pakan ternak. Adanya aktivitas enzimatik pada ekstraksi getah tanaman
biduri menjadikan tanaman biduri sebagai alternatif sumber enzim protease
(Witono, 2013). Menurut Nafi et al. (2002) bagian tanaman biduri yang dapat
menhasilkan enzim protease tertinggi adalah bagian getah tanaman.

Sebagaimana kebanyakan enzim lain diekstraksi, tahapan yang dilakukan
dalam mengekstraksi enzim protease biduri tidak banyak berbeda. Adapun
tahapan yang dilalui adalah penyadapan, penyaringan, pengenceran, ekstraksi,
sentrifugasi, dialisis, dan pengeringan (Witono, 2013). Purifikasi merupakan tahap

lanjutan setelah proses ekstraksi untuk mendapatkan enzim protease biduri yang
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murni. Menurut Witono et al. (2007) tahapan proses purifikasi yang sesuai untuk
enzim protease biduri adalah kromatografi gel filtrasi saphadex G-25 dan
dilanjutkan dengan kromatografi penukar ion positif carboxymethyl sephadex C-
50. Enzim protease hasil ekstraksi dari tanaman biduri dapat diaplikasikan untuk
proses pengempukan daging, pembuatan keju, ekstraksi minyak murni (VCO),
pembuatan hidrolisat protein kedelai. Enzim biduri juga dapat diimobilisasi
menggunakan celite sebanyak 0,8 gram celite untuk menjerap 0,1 gram enzim
atau menggunakan carrier agent dekstrin dengan proporsi 0,8 sampai 1,5 gram
dekstrin untuk membawa 0,1 gram enzim (Witono, 2013).

Berdasarkan hasil penelitian Witono dan Kang (2010), diketahui bahwa
enzim biduri merupakan protease dengan jenis eksopeptidase. Cara kerja enzim
jenis eksopeptidase adalah memotong polipeptida protein pada bagian ujung.
Hasil pemotongan ini akan didapat peptide rantai panjang dan asam asam amino.
Menurut Lin et al (2010), Protease jenis eksopeptidase baik digunakan untuk
memproduksi peptida antioksidan karena memotong protein pada asam amino
hidrofobik, seperti Leu, Phy, Tyr, dan lainnya.

Setiap enzim memiliki karakteristik masing-masing. Karakter unik yang
dimiliki oleh enzim dapat mencerminkan tingkat ketahanannya terhadap
lingkungan dan sasaran aplikasinya. Beberapa hal yang dapat mempengaruhi
aktivitas enzim protease adalah
a. Suhu

Pada batas tertentu, peningkatn suhu dapat meningkatkan laju reaksi kimia
antara enzim dan substrat. Namun, suhu yang terlalu tinggi dapat menurunkan
aktivitas enzim disebabakan oleh denaturasi protein.
b. Termostabilitas

Termostabilitas dapat diartikan sebagai tingkat ketahanan enzim terhadap
peningakatan suhu. Pada umumnya, enzim dapat mencapai aktivitas
optimalnya pada suhu 30°C-40°C dan mulai rusak pada suhu diatas 45°C yang
merupakan titik dimulainya denaturasi protein.

c. pH
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Enzim yang merupakan jenis protein memiliki kepekaan terhadap perubahan
pH. Pada umunya enzim memiliki pH optimum pada kisaran 4,5 hingga 8,0.
pH yang terlalu asam atau terlalu basa dapat menurunkan aktivitas enzim.

d. Konsentrasi enzim, substrat dan kinetika enzim
Enzim akan bereaksi dengan substrat dan membentuk komplek enzim substrat.
Kecepatan reaksi awal antara enzim dan substrat biasanya akan meningkat
hingga mencapai nilai maksimum. Setelah mencapai nilai maksimum,
kecepatan reaksi akan menurun karena enzim sudah jenuh oleh substrat.
(witono, 2013)

2.4 Hidrolisis Protein Ikan

Menurut Haslaniza et al. (2010), hidrolisis protein merupakan protein yang
mengalami degradasi hidrolitik dengan asam, basa, atau enzim proteolitik yang
menghasilkan produk berupa asam amino dan peptida. Penggunaan enzim dalam
menghidrolisis protein dianggap paling aman dan menguntungkan. Hal ini
disebabkan kemampuan enzim dalam menghidrolisis protein dapat menghasilkan
produk hidrolisat yang terhindar dari perubahan dan kerusakan produk (Johnson
dan Peterson, 1974 dalam Purbasari, 2008). Secara mekanisme, enzim protease
biduri memecah polipeptida protein menjadi peptida-peptida dan asam amino
sederhana yang mudah larut. Pemecahan ikatan peptida selama proses hidrolisis

berlangsung dapat dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Hidrolisis ikatan peptida oleh enzim protease (Sumber: Witono,
2013)
Waktu hidrolsis yang lama mengakibatkan interaksi antara substrat dengan

enzim semakin lama sehingga semakin meningkatkan jumlah protein sederhana
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yang sangat mudah untuk larut (Jaya dan Diharnaini, 2014). Menurut Laroque et
al. (2008) menyatakan bahwa proses dan hasil hidrolisis sangat dipengaruhi oleh
karakteristik substrat yang dihidrolisis, enzim yang digunakan, dan kondisi selama
proses yang meliputi suhu, pH, dan konsentrasi enzim yang digunakan.
Disamping itu, enzim memiliki kondisi optimal dalam proses hidrolisis yang
ditandai dengan meningkatnya kecepatan hidrolsis. Apabilan enzim telah
mengalami fase hidrolisis dengan kecepatan yang tinggi diawal, laju hidrolisis
akan cenderung menurun memasuki fase diam (stasioner). Sehingga pada kondisi
tersebut, peningkatan konsentrasi enzim tidak menghasilkan tingkat hidrolisis
yang lebih tinggi karena ikatan peptida yang tersedia untuk dipecah terbatas
(Salwanee et al., 2013). Hasil hidrolisis protein ikan memiliki sifat fungsionalnya
lebih tinggi sehingga lebih luas pemanfaatannya. Produk tersebut lebih baik
dibandingkan dari sumber hewani lainnya karena memiliki komposisi protein

cukup lengkap (Koesoemawardani et al., 2008).

2.5 Hidrolisat Protein Sebagai Antioksidan Alami

Hidrolisat protein didefinisikan sebagai produk yang dihasilkan dari proses
penguraian protein kompleks menjadi senyawa-senyawa protein yang berantai
pendek karena adanya proses hidrolisis secara enzimatis maupun dengan asam
dan basa (Pigot and Tucker, 1990). Pada proses hidrolisis yang sempurna akan
dihasilkan hidrolisat yang terdiri dari campuran 18 sampai 20 asam amino.
Terdapat beberapa sumber untuk mendapatkan hidrolisat protein diantaranya ialah
dari kacang-kacangan dan ikan. Pengolahan ikan menjadi hidrolisat protein ikan
memiliki tujuan untuk medapatkan bahan pangan yang lebih mudah dicerna oleh
tubuh. Hal tersebut disebabkan oleh terurainya senyawa protein kompleks pada
ikan menjadi asam-asam amino yang lebih sederhana dan mudah dicerna oleh
organ pencernaan manusia (Wijayanti, 2009).

Antioksidan diartikan sebagai suatu senyawa yang dapat mencegah dan
memperlambat kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas melalui

penghambatan mekanisme oksidatif. Pada kadar atau jumlah tetentu antioksidan
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mampu menghambat atau memperlambat kerusakan akibat proses oksidasi.
Sebuah antioksidan menstabilkan radikal bebas dengan cara melengkapi
kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas dan menghambat terjadinya
reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas tanpa merubah fungsinya (Sayuti
dan Yenrina, 2015).

Beberapa penelitian pada hidrolisat protein ikan menunjukkan adanya
kemampuan sebagai antioksidan alami. Samaranayaka dan Li-Chan (2011)
menyatakan bahwa potensi sumber antioksidan alami dari hidrolisat protein ikan
ditunjukkan oleh kemampuannya dalam memerangkap radikal bebas (free radical
scavenging), donor proton, dan pengikat ion logam. Kemampuan hidrolisat
protein sebagai antioksidan alami dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
adalah karakteristik hidrolisat protein yang meliputi kadar protein dan derajat
hidrolisis. Karakteristik beberapa jenis hidrolisat protein ikan dapat dilihat pada
Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Karakteristik beberapa jenis hidrolisat protein ikan

Karakteristik Hirolisat — WS LS
Protei Tuna sirip biru Lemuru small spotted
rotein
catshark
Kadar protein (%) 62,5 -67,8 60,7 — 66,4 87,0 -89,5

Derajat hidrolisis (%) 19,7 -21,0 13,2-14,9 17,3-19,2
Penghambatan DPPH 1,47 - 1,63 0,91-1,75 3,82 -4,45
(mg/ml)
Aktifitas pengkelatan 0,42 - 0,49 0,32 0,32-0,51
Fe?* (mg/ml)

Sumber : Garcia-Moreno et al. (2014)

Selain kadar protein, derajat hidrolisis juga memiliki pengaruh yang
berbeda pada aktivitas penghambatan radikal bebas DPPH tergantung pada bahan
baku dan perlakuan enzimatis yang diberikan. Selaras dengan hal tersebut You et
al. (2009) juga menyatakan bahwa perbedaan derajat hidrolisis dan jenis protease
yang digunakan dapat menghasilkan panjang rantai dan gugus terminal peptida
yang berbeda pula. Hal tersebut juga memiliki pengaruh pada aktivitas
antioksidan hidrolisat protein ikan. Selain itu, ukuran peptida utamanya dibawah
1000 Da juga berkontribusi pada aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan

(Garcia-Moreno et al., 2014). Ukuran peptida yang lebih kecil dan sederhana
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dimungkinkan dapat meningkatkan ikatan antara peptida-pertida bebas (Rooma et
al., 2012).

2.6 Penentuan Aktivitas Antioksidan
2.6.1 DPPH dan ICsg

Aktivitas  antioksidan  diukur  berdasarkan  kemampuan dalam
memerangkap radikal bebas (radical scavenging ability) DPPH (1,1-diphenyl-1-2-
picrylhidroksil). DPPH adalah radikal bebas yang memiliki nitrogen tidak stabil
dengan absorbansi maksimal pada panjang gelombang 517 nm dan memiliki
warna biru gelap (keunguan). Keberadaan antioksidan akan menetrasi radikal
DPPH dengan menyumbangkan elektron kepada DPPH sehingga menghasilkan
perubahan warna dari biru pekat menjadi warna biru yang memudar sekaligus
mempengaruhi nilai absorbansi. Penghilangan waran akan sebanding dengan
jumlah elektron yang diambil oleh DPPH sehingga dapat diukur secara
spektofotometri (Liu et al., 2010). Nilai 1C50 (mg / ml) digunakan untuk
mengevaluasi  aktivitas pemulungan CRPH. 1C50 didefinisikan sebagai
konsentrasi sampel yang diperlukan untuk mencapai pengurangan 50% dari
DPPH awal atau ABTS + konsentrasi radikal (Chalamaiah et al., 2015).

2.6.2 Reducing power

Prinsip dari uji reducing power adalah zat-zat yang memiliki potensi
reduksi dapat dapat bereaksi dengan kalium ferricyanide (Fe3 +) untuk
membentuk potassium ferrocyanide (Fe2 +). Reaksi dalam campuran tersebut
ketika ferric-chloride (FeCl2) ditambahkan, potassium ferrocyanide (Fe2 +) akan
bereaksi dan menghasilkan kompleks besi-ferrous yang maksimum diukur pada
panjang gelombang 700 nm (Kalemshiya et al., 2012). Pada prosesnya,
antioksidan akan membentuk komplek warna terhadap kalium ferrisianida, asam
trikloroasetat dan besi (I11) klorida, lalu serapan diukur pada panjang gelombang
700 nm. Peningkatan serapan pada campuran akan menunjukkan kekuatan

mereduksi dari antioksidan (Joseph et al., 2005).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia dan Biokimia Hasil
Pertanian, Laboratorium Rekayasa Proses Hasil Pertanian, Laboratorium Analisa
Terpadu Fakultas Teknologi Pertanian, Laboratorium Center for Development of
Advanced Science and Technology (CDAST) Universitas Jember, Laboratorium
Kimia Terpadu Institut Pertanian Bogor, dan Laboratory of Food Service
Industry, Kyungpook National University (KNU), Korea Selatan. Waktu
pelaksanaan dimulai pada bulan Oktober 2017 hingga Agustus 2018.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Beberapa bahan utama yang diperlukan pada penelitian ini ialah ikan
bandeng yang diperoleh dari pasar Tanjung Jember dan getah tanaman biduri
yang diperoleh dari daerah pesisir pantai selatan Jember. Bahan kimia yang
diperlukan untuk analisis yaitu buffer phosphate 0,05 M pH 7, Aquades, Kasein,
Tirosin, TCA, NaOH, HCI, Na,COs, Follin C, kristal 1,1-diphenyl-2-pycrlhydrazil
(DPPH), BSA, Na,COs3 Etanol P.A, Etanol , Na,HPO,, NaH,PQO,, Potassium
Ferisianide [KsFe(CN)g], TCA, Besi Klorida (FeCl3), Asam Askorbat, Selenium,
H,SO,, Asam Borat, HCL, pereaksi ortoftaleldehida (OPA), larutan buffer
ekstraksi ( 50 mM MOPS-NaOH pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl, dan 1 mM
Phenyl Methyl Sulfonyl Flouride (PMSF)), Reagen Bradford, Acrylamide,
Coomassie Briliant Blue (CBB), Buffer Loading (Tris-Cl 0,5 M pH 6,8, SDS
10%, Gliserol 10%, Bromophenol blue, Buffer Electroda (SDS 0,1%, Glisin 192
mM, Trisbase 25 mM), Blue Prestained Protein Standart (BPPS) dan standar asam

asam amino.
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3.2.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat untuk preparasi,
food processor, neraca digital, blender, sentrifuge (YC-1180) beserta tabung,
waterbath shaker (GFL 1083), freeze dryer, Hot Plate, labu Kjeldahl,
spektrofotometer (Spectro UV Vis 2500), destilator, serangakian alat titrasi, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamine type 16700) vortex, pH meter jen way type 3320, Micro
pipet, termometer alkohol dan alat-alat gelas (Iwaki dan Pyrex).

3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan percobaan pada penelitian ini menggunakan experimental
laboratory dengan dua faktor. Faktor yang pertama adalah perbedaan konsentrasi
enzim protease yang digunakan yaitu 4%, 5%, dan 6 %. Sedangkan faktor kedua
yaitu lama waktu hidrolisis yang dilakukan selama 2, 4 dan 6 jam. Setiap
perlakuan akan diulang sebanyak tiga kali. Kombinasi perlakuan yang diperoleh
dari kedua faktor tersebut dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan

Konsentrasi Lama waktu hidrolisis
enzim 2 jam (B1) 4 jam (B2) 6 jam (B3)
4% (Al) Al1B1 Al1B2 A1B3
5% (A2) A2B1 A2B2 A2B3
6% (A3) A3B1 A3B2 A3B3
Keterangan konversi dalam satuan unit:
Aktivitas enzim biduri =19,5 unit/ml
4% enzim = 39 unit
5% enzim = 48,75 unit
6% enzim =58,5 unit

3.3.2 Pelaksanaan Penelitian
Pelaksanaan penelitian ini dimulai dengan melakukan persiapan penelitian.

Persiapan penelitian yang dimaksud adalah menyiapkan enzim protease biduri
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yang dibutuhkan dalam proses hidrolisis protein ikan bandeng. Kemudian

dilakukan pembuatan hidrolisat protein ikan bandeng. Hidrolisat protein ikan

bandeng yang dihasilkan selanjutnya dianalisis kadar protein, derajat hidrolisis,

komposisi asam amino, distribusi berat molekul, dan aktivitas antioksidan yang

meliputi uji DPPH, reducing power, dan uji aktivitas pengkelatan logam.

a. Persiapan penelitian
Persiapan penelitian yang dimaksud adalah pembuatan enzim protease biduri.
Hal pertama yang dilakukan dalam pembuatan enzim protease biduri adalah
pengambilan getah batang tanaman biduri yang masih muda. Pemanenan
getah dilakukan pada waktu-waktu terbaik yaitu pagi atau sore hari.
Kemudian dilanjutkan dengan pencampuran getah biduri dengan larutan
buffer phospat 0,5 M pH 7. Pada penambahan larutan buffer ini
menggunakan perbandingan 1 bagian getah tanaman biduri : 1 bagian buffer
phospat. Larutan hasil pencampuran dikocok lalu dilakukan pemisahan antara
supernatan dan endapan. Fungsi penambahan larutan buffer phospat ini
adalah untuk membantu mempertahankan pH dan kondisi optimum getah
tanaman biduri. Pemisahan dilakukan dengan menggunakan teknik
sentrifugasi dingin pada suhu 4°C dengan kecepatan 8000 rpm selama 10
menit. Supernatan yang diperoleh dari proses sentrifugasi adalah ekstrak
kasar dari enzim protease biduri. Ekstrak kasar inilah yang kemudian
digunakan untuk menghidrolisis protein ikan bandeng. Pengujian aktivitas
enzim protease biduri dilakukan dengan menggunakan metode dari Walter
(1984).

b. Pembuatan hidrolisat protein ikan bandeng
Proses pertama adalah deboning dan eviserasi untuk menghilangkan bagian
tulang, kepala, sisik, isi perut, dan ekor. Daging yang diperoleh kemudian
dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa kotoran dari proses
sebelumnya dan diambil sebanyak 50 gram daging ikan, kemudian
ditambahkan aquades dengan perbandingan 1:2 (b/v) dan dihancurkan dengan
blender. Suspensi daging ikan yang diperoleh selanjutnya ditambahkan enzim

protease biduri sesuai perlakuan (4%, 5%, dan 6%). pH campuran antara
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suspensi daging dan enzim diatur hingga mencapai 7. Hidrolisis dilakukan
dengan menggunakan waterbath pada suhu 55°C selama 2, 4 dan 6 jam dan
dilanjutkan inaktivasi enzim dengan pemanasan pada suhu 90°C selama 20
menit menggunakan waterbath. Kemudian disaring dan disentrifugasi pada
suhu 4°C selama 15 menit dengan kecepatan 3.500 rpm untuk mendapatkan
fraksi larutan hidrolisat protein ikan. Diagram alir pembuatan hidrolisat
protein ikan bandeng dapat dilihat pada Gambar 3.1.

] ] ; Tulang, kepala,
Debonina dan eviserasi . g . p
v ekor, sisik, isi perut

Penimbangan daging 50 ¢

v

Bahan : aquades (1:2) b/v Penghancuran

Suspensi daging ikan bandeng

Enzim biduri 4% (39 u), |_ Pencampuran (pH 7)
5% (48,75 u), 6%(58,5 u)
\/

Hidrolisis ( suhu 55°C,
selama 2, 4 & 6 jam)

v

Inaktivasi enzim (pemanasan 90°C, 20 menit)

\%

Hidrolisat basah

v

Sentrifugasi 3500 rpm (4°C, 15 menit)

V2

Pengeringan (Freeze drying)

Gambar 3.1 Diagram alir prosedur pembuatan hidrolisat protein ikan bandeng
modifikasi metode Hidayat (2005).
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3.4 Parameter Analisis
Parameter yang diamati dari sampel hidrolisat protein ikan bandeng kering
dalam penelitian ini yaitu:
1. Kadar protein total (AOAC, 1995)
Kadar protein terlarut (Sudarmadji et al, 1997)
Derajat hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010)
Komposisi asam amino (AOAC,2005)
Berat molekul (laemmli, 1970)

o g > w D

Aktivitas antioksidan
a. DPPH dan ICso (Brand et al., 1995)
b. Reducing Power (Oyaizu, 1988)

3.5 Prosedur Analisis
3.5.1 Kadar Protein (AOAC, 1995)

Sebanyak 10 mg sampel dimasukkan ke dalam labu Kjeldahl 100 ml.
Kemudian dilakukan penambahan 90 mg selenium dan 2 ml H,SO, pekat.
Selanjutnya dilakukan proses destruksi selama 1 jam pada suhu 410°C hingga
diperoleh larutan yang jenih lalu didinginkan. Setelah itu, dilakukan penambahan
50 ml aquades dan 20 ml NaOH 40% dan didestilasi dengan suhu destilator
100°C. Sebelum proses destilasi dilakukan terlebih dahulu melakukan preparasi
dengan menyiapkan erlenmeyer berisi 15 ml asam borat (H3BO3) dan dua tetes
indicator metil merah metil biru (MmMb). Proses destilasi mengahasilkan
campuran berwarna hijau. Hasil destilat kemudian dititrasi dengan HCI 0,1 N
hingga terjadi perbahan warna dari hijau menjadi biru keunguan. Catat volume
titran yang terpakai dan lakukan hal yang sama dengan larutan blanco. Berikut

adalah rumus dalam menghitung kadar protein.

(ml HCl-ml Blanko)x N HCl x 14,008
gram sampel x 1000

%N = x100 %

% kadar protein = %N x Faktor konversi (6,25).
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3.5.2 Kadar protein terlarut (Sudarmadji et al., 1997)

Prosedur analisa kadar protein terlarut menggunakan meode lowry yang
terbagi menjadi dua tahap. Tahap pertama adalah pembuatan kurva standar
menggunakan Bovine Serum Albumine (BSA) dengan berbagai konsentrasi. Tahap
kedua adalah pengujian sampel hidrolisat protein dengan melarutkan 0,1 gram
sampel dalam 10 ml aquades. Larutan tersebut kemudian di sentrifuse selama 5
menit. Filtrat hasil sentrifuse diambil sebanyak 0,125 ml dan direaksikan dengan
reagen Mix-lowry dan disimpan dalam kendisi gelap selama 10 menit.
Selanjutnya campuran tersebut ditambahkan 0,25 ml follin dan disimpan kembali
selama 30 menit. Sampel yang telah didiamkan tersebut ditambahkan aquades
hingga volume 5 ml dan diukur absoerbansinya menggunakan spektrofotometer
(A=750 nm).

3.5.3 Derajat Hidrolisis (Hasnaliza et al., 2010)

Sebanyak 10 ml sampel hidrolisat protein ditambahkan TCA
(trichloroacetic acid) 10% (b/v). Kemudian diamkan campuran yang telah
terbentuk selama 30 menit. Hal ini bertujuan agar terjadi pengendapan.
Selanjutnya dilakukan sentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 6000 rpm.
Supernatan yang dihasilkan kemudian dianalisis kadar nitrogennya menggunakan
metode semi mikro Kjeldahl metode AOAC (1995). Berikut adalah rumus untuk
menghitung derajat hidrolisis.

b

Nitrogen terlarut dalam TCA 10% (V)
% Hidrolisis =

Nitrogen total sampel

3.5.4 Komposisi Asam Amino (AOAC, 2005)

Metode yang digunakan untuk analisa komposisi asam amino adalah
AOAC (2005). Analisa ini menggunakan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) dengan mereaksikan ortoftalaldehida (OPA) dengan
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asam amino primer dalama suasana basa. Terdapat beberapa tahapan dalam

analisa komposisi asam amino dengan HPLC yaitu:

A. Pre-treatment sampel
Sampel yang akan diuji sebelumnya harus diketahui terlebih dahulu kadar
protein yang terkandung di dalamnya. Selanjutnya, 3 mg sampel hidrolisat
protein ikan bandeng ditempatan dalam tabung ulir. Setelah itu, dilakukan
penambahan 1mL HCL dan gas N Proses selanjutnya adalah hidrolisis.
Hidrolisis yang dilakukan menggunakan oven dengan suhu 110°C selama 24
jam. Hasil hidrolisis tersebut kemudian disaring menggunakan kaca masir
sebagai bahan penyaring. Kemudian sampel dikeringkan menggunakan rotary
evaporator dengan penambahan HCL 0,01 N dan ditera hingga 5 mL. prosedur
tersebut dilanjutkan hingga tahap penyaringan menggunakan kertas malipore
No.45.

B. Analisis Asam Amino menggunakan HPLC
Sampel yang telah siap ditambahkan larutan buffer kalium borat pH 10,4
dengan perbandingan 1:1. Selanjutnya 10 uL dari larutan yang didapatkan
ditambah dengan 25 uL pereaksi ortoftalaldehida (OPA). Untuk mengetahui
jenis jenis asam amino yang terkandung dalam sampel maka diperlukan larutan
standar asam amino. Larutan standar asam amino tersebut disipkan dengan cara
yang sama dengan sampel hidrolisat protein ikan. Masing masing dari larutan
sampel dan standar yang telah tercampur dilakukan pendiaman selama 1 menit.
Hal tersebut bertujuan untuk pengupayakan derivatisasi berjalan optimal.
Selanjutnya, sebanyak 5 mL larutan standar diinjeksi kedalam kolom pada alat
HPLC, kemudian ditunggu hingga pemisahan semua asam amino selesai. Alat
HPLC yang digunakan pada saat proses harus memenuhi kondisi dimana
kolom yang digunakan adalah Ultra techspere. Fase gerak terdiri dari dua jenis
larutan. larutan A terdiri dari Na- asetat, Na- EDTA, methanol dan THF,
sedangan larutan B terdiri dari metanol 95% dan aquades. Sementara itu,

detector yang digunakan adalah flouresensi. Perhitungan konsentrasi asam
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amino (umol) dilakukan dengan menggunakan rumus A, sedangkan
perhitungan persen asam amino dalam sampel dapat dihitung menggunakan

rumus B berikut:

luas puncak sampel .
P P® x konsentrasi standar

A. Konsentrasi asam amino =
luas puncak standar

. umol X Mr asam amino
B. % asam amino = x 100%
ug sampel

3.5.5 Berat molekul dengan SDS- PAGE (Laemmli, 1970)

Metode yang digunakan dalam penentuan berat molekul hidrolisat protein
ini adalah SPS-PAGE (sodium, Dodecil Sulphate Polyacrilamide gel
Electrophoresis). Untuk menentukan berat molekul dari sampel memerlukan
beberapa tahapan yaitu ekstraksi protein, pengukuran kandungan protein dengan
metode Bardford (1976) dan analisis SDS-PAGE. Berikut adalah penjelasan
tahapan pengukuran berat molekul:

A. Ekstraksi Protein
Sampel hidrolisat protein ikan bandeng sebanyak 0.25 gram ditambahkan 750
ul buffer ekstraksi mengandung 50 mM MOPS-NaOH (pH 7,5), 1 mM EDTA,
10 mM MgCI, dan 1 mM Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride (PMSF) kemudian

diberi perlakuan sonikator selama 15 menit. Homogenat yang terbentuk

disentrifugasi dingin (4°C) selama 10 menit dengan kecepatan 12.000 rpm.

Selain itu, untuk analisa selanjutnya Supernatan didapat dipindah ke microtube

baru dan disimpan dalam suhu -80°C.

B. Pengukuran Kandungan Protein Metode Bradford (1976)
Sebanyak 5 pl supernatan ekstrak protein ditambah 995 pl reagen
Bradford kemudian dilakukan homogenisasi menggunakan vortex dan dilanjut
dengan inkubasi selama 15 menit. Proses tersebut akan mengahasilkan
perubahan warna. Selanjutnya warna yang telah terbentuk tersebut diukur
menggunakan spektrofotometer (A= 595 nm). Perhitungan kadar protein total

pada sampel dilakukan dengan cara mengkonversikan nilai absorbansi sampel
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ke dalam persamaan regresi linier dari standart protein BSA. Konsentrasi
protein yang dihasilkan diperlukan untuk menentukan volume sampel yang
akan dianalisis.
C. Analisis SDS-PAGE

Analisis SDS-PAGE dilakukan dengan cara menambahan buffer loading
(Tris-Cl1 0,5 M pH 6,8; SDS10 %; glycerol10 %; bromophenol blue) kedalam
larutan hasil pengujian ekstrkasi. Selanjutnya dilakukan pemanasan dengan
suhu 95°C selama 3 menit agar terjadi denaturasi. Kemudian sebanyak 30 ug
sampel hidrolisat protein ikan bandeng dimasukkan edalam sumuran gel dan
kemudian dipisahkan menggunakan SDS-PAGE dengan konsentrasi
akrilamide 12.5 %. Proses pemisahan protein menggunakan SDS-PAGE ini
dilakukan dengan mengalirkan arus listrik 40-70 V selama 4 jam dalam buffer
elektoda (glycine 192 mM, Tris base25 mM, SDS 0,1 %). Setelah itu,
protein yang telah terpisah diberi perlakuan pewarnaan dengan Coomassie
Brilliant Blue (CBB). Analisa ini menggunakan Gangnam Stain Prestained

Protein Ladder sebanyak 3 pl sebagai Protein marker.

3.5.6 Aktivitas Antioksidan

1. DPPH dan ICs (Brand et al., 1995)
Uji ini diawali dengan menyiapkan larutan DPPH 0,1 mM dengan cara
mengencerkan 0,00195 1,1 difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) kedalam 50 ml
etanol p.a. Selanjutnya sampel disiapkan dengan cara mengencerkan sampel
hingga 1000 ppm. Pengenceran tersebut dilakukan dengan cara melarutkan
0,01 gram sampel HPI bandeng kedalam 10 ml etanol 70%. Prosedur
selanjutnya adalah mencampurkan 1,5 ml larutan sampel HPI bandeng dengan
1,5 ml larutan DPPH. Campuran tersebut kemudian divortex dan didiamkan
selama 30 menit pada suhu 37°C dalam keadaan gelap. Selanjutnya larutan
tersebut diabsorbansi pada panjang gelombang 515 nm untuk mengukur
reduksi radikal DPPH. Perlakuan yang sama juga di lakukan pada sampel

blanco. Uji DPPH pada blanco menggunakan aquades sebagai pengganti HPI
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bandeng. Aktivitas scavenging DPPH yang tinggi didapat jika nilai absorbansi
yang diperoleh rendah. Selama proses pengujian akan terjadi interaksi antara
sampel HPI bandeng dengan radikal bebas DPPH. HPI bandeng yang memiliki
sifat antioksidatif akan mendonorkan atom hidrogen kepada radikal bebas
sehingga manjadikkanya lebih stabil. Reaksi ini ditandai dengan terjadinya
perubahan warna ungu yang memudar menjadi warna kuning. Perlakuan yang
sama dilakukan untuk uji 1Cso dengan membuat sampel dengan konsentrasi
yang bervariasi yaitu 500, 1000, 1500, 2000, dan 2500 ppm. Pengujian pada
konsentrasi yang bervariasi tersebut diperlukan untuk membentuk persamaan
y= ax+b dimana y bernilai 50 dan x adalah nilai absorbansi yang didapatkan
dari sampel HPI bandeng. Sehingga dari persamaan tersebut akan didapat
jumlah HPI bandeng yang dibutuhkan untuk menghambat radikal bebas
sebesar 50%. Besaran tersebut dinyataan dalam ppm. Berikut adalah
persamaan dalam menghitung aktivitas antioksidan DPPH.

A blanko — A sampel

0 = 0
DPPH % penghambatan A blanko X100%

. Reducing Power (Oyaizu, 1988)

Sampel HPI bandeng terlebih dahulu diencerkan menjadi 1000 ppm (0,01 g/ 10
ml). Sampel sebanyak 2 ml ditambahkan ke dalam 2 ml 0,2 mM buffer phospat
(pH 6,6) dan 2 ml kalium ferricyanide 1 %. Selanjutnya inkubasi campuran
pada suhu 50°C selama 20 menit. Kemudian ditambahkan 2 ml TCA 2 10%.
Campuran yang telah terbentuk disentrifugasi dan didiamkan dalam kondisi
gelap selama 10 menit. Supernatan yang terbentuk kemudian di ambil 2 ml dan
dicampurkan dengan 2 ml air destilat dan 0,4 ml besi klorida 0,1 %.
Selanjutnya sampel tersebut diukur absorbansinya pada panjang gelombang
700 nm. Kemampuan mereduksi suatu bahan dapat dilihat dari nilai
absorbansinya. Semakin kuat sampel dalam mereduksi radikal bebas maka nilai
absorbansinya juga akan semakin tinggi (Tatiya et al., 2011). Sebagai
pembanding juga dilakukan uji reducing power pada sampel asam askorbat
dengan prosedur yang sama. Perlakuan awal yang diperlukan uji pengujian

asam askorbat ini adalah membuat larutan stok sebanyak 2000 ppm (0,02 g/ 10
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ml). Selanjutnya dilakukan pengenceran dengan variasi 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20,
40, 60, 80, dan 100 ppm.

3.6 Analisis Data

Data hasil penelitian ini diolah menggunakan Microsoft Exel 2010 dengan
menghitung nilai rata-rata dari setiap parameter. Hasil yang diperoleh kemudian
disajikan dalam bentuk diagram dan tabel. Semua hasil pengolahan data yang

telah tersaji dalam bentuk diagram akan dijelaskan secara deskriptif.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dari penelitian ini dapat disimpukan bahwa:

1. Penambahan enzim protease biduri 4% (39 unit) dengan lama hidrolisis 2 jam
menjadi kombinasi perlakuan yang efektif dilihat dari kadar protein total
(65,69%,), kadar protein terlarut (0,55) dan derajat hidrolisis (86,33%) yang
dihasilkan.

2. HPI ikan bandeng dengan kombinasi perlakuan yang paling efektif (4%, 2 Jam)
memiliki 15 macam asam amino dengan tiga jenis asam amino tertinggi yaitu
asam glutamat (12,05%), asam aspartat (7,30%) dan lisin (6,89%). Selain itu
HPI ikan bandeng juga memiliki distribusi berat melekul sebesar 10,40 kDa;
43,71 kDa.

3. Aktivitas antioksidan hidrolisat protein ikan bandeng dengan metode DPPH,
ICso dan reducing power memiliki nilai tertinggi berturut turut sebesar 33,25%
RSA, 1741,66 ppm dan 0,365. Hasil tersebut didapat pada kombinasi perlakuan

konsentrasi enzim sebesar 4% dengan lama hidrolisis 2 jam.

5.2 Saran

Selama penelitian berlangsung pastikan jumlah dan konsentrasi bahan
yang digunakan sudah sesuai prosedur agar didapat data yang akurat dan presisi.
Penelitian lebih lanjut terkait aktivitas antioksidan dengan metode lain seperti uji
ABTS dan FRAP disarankan untuk memperkuat besaran aktivitas antioksidan
yang dimiliki oleh HPI ikan bandeng. Selian itu, untuk mengatahui urutan asam
amino yang miliki sifat antioksdiatif dalam penelitian ini dapat dilanjutkan dengan

uji sequencing.
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LAMPIRAN A. DATA HASIL ANALISIS
A.1 Kadar Protein Hidrolisat Protein lkan Bandeng

Tabel A.1.1 Hasil Pengukuran Kadar Protein HP1 Bandeng (% wb)
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Kadar Protein (%)

Sampel 1 > 3 Rata-rata STDEV
2J/14% 65.69 65.66 65.68 65.68 0.01
2J/5% 62.69 62.16 62.42 62.42 0.26
2J/6% 61.23 59.53 60.38 60.38 0.85
4)/4% 62.25 58.66 60.45 60.45 1.79
4)/5% 60.67 56.91 58.79 58.79 1.88
4)/6% 58.78 56.03 57.40 57.40 1.37
6J/4% 59.91 57.78 58.85 58.85 1.07
6J/5% 46.11 49.90 48.01 48.01 1.90
6J/6% 35.90 32.39 34.14 34.14 1.75
Contoh Perhitungan
Diketahui:
mL blanko =8,38 ml
mL HCI =30,89 ml
N HCI =0,1N
Berat sampel =0,3 gram
% N . (mL HCl-ml blanko) x N HCI x 14,008 % 100%
gram sampel x 1000
- (30,89-8,38) x 0,1 x 14,008 X 100%
0,3x 1000
= 3153+ 100%
300
=10,51%
Kadar Protein = %N X Faktor konversi
=10,51 % X 6,25

= 65,69
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A.2 Kadar Protein Terlarut Hidrolisat Protein Ikan Bandeng
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Tabel A.1.1 Hasil Pengukuran Kadar Protein Terlarut HPI Bandeng (% wb)

Kelarutan

sampel Absorbansi ketegtuan KeteEr;tuan mg/ml :Z:: SD
Ul U2 U3 Ul | U2 | U3

2J/4% | 0.458 | 0.422 | 0.433 1.2173 0.231| 0.57| 054 | 0.55| 0.55| 0.02
2J/5% | 0.313 | 0.292 | 0.314 1.2173 0.231]0.45|0.43|0.45|0.44|0.01
2J/6% | 0.299 | 0.291 | 0.292 1.2173 0.231 ] 0.44|0.43|0.43| 0.43| 0.00
4J)/4% | 0.313 | 0.295 | 0.295 1.2173 0.231]0.45|0.43|0.43|0.44|0.01
4J)/5% | 0.299 | 0.298 | 0.299 1.2173 0.231 | 0.44|0.43|0.44 | 0.44 | 0.00
4J)/6% | 0.285 | 0.279 | 0.292 1.2173 0.231]0.42|0.42|0.43|0.42|0.01
6J/4% | 0.298 | 0.298 | 0.298 1.2173 0.231] 0.43|0.43|0.43| 0.43| 0.00
6J/5% | 0.291 | 0.272 | 0.285 1.2173 0.231]0.43|0.41|0.42|0.42|0.01
6J/6% | 0.203 | 0.177 | 0.175 1.2173 0.231 | 0.36| 0.33 | 0.33] 0.34 | 0.01

Kurva Standart

1.2 -

1 y=1.2173x - 0.231

R?=0.9843
0.8 -
0.6 - =@-—Seriesl
—— Linear (Series1)
0.4
0.2 -
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4.3 Derajat Hidrolisis HPI Bandeng (% wb)
Tabel A.2.1 Hasil Pengukuran Derajat Hidrolisis HP1 Bandeng (% whb)

Sampel 1 Y Iaggan 3 Rata-rata STDEV
2J/4% 89.33 84.38 85.28 86.33 2.64
2J/5% 88.73 84.29 85.14 86.06 2.36
2J/6% 79.41 83.19 82.79 81.80 2.08
4J/4% 88.06 83.17 84.40 85.21 2.54
4J/5% 87.69 82.84 84.00 84.85 2.53
4)/6% 85.94 81.33 82.39 83.22 241
6J/4% 84.85 83.89 84.25 84.33 0.48
6J/5% 82.46 82.94 82.48 82.63 0.28
6J/6% 70.27 79.34 78.75 76.12 507

Contoh Perhitungan

Diketahui (Total Protein):
mL blanko = 8,38 ml

mL HCI = 30,89 ml
N HCI =0,1N
Berat sampel =0,3 gram
% N - (mL HCl-ml blanko) x N HCI x 14,008 x 100%
gram sampel x 1000
_ (30,89-8,38) x 0,1 x 14,008 x 100%
0,3x 1000
=353 5 100%
300
=10,51%
Diketahui (Dengan TCA 10%):
mL blanko  =8,38 ml
mL HCI = 30,89 ml
N HCI =0,1N
Berat sampel =0,3 gram
% N - (mL HCl-ml blanko) x N HCI x 14,008 x 100%
gram sampel x 1000
_ (7,5-0,8) x 0,1 X 14,008 % 100%
0,1x1000
=9,39%
Derajat Hidrolisis (%) = 2N terlarut dalam TCA10% 13594 =

N total Sampel

=239 % 100%

10,51

=89,3%
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A.3 Komposisi Asam Amino
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Tabel A.3.1 Komposisi Hidrolisat Protein Ikan Bandeng Pada Sampel Dengan
Kadar Protein dan Derajat Hidrolisis Tertinggi (2J/4%)

Parameter Result Unit Method

Aspartic acid 7.30 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Glutamic acid 12.05 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Serine 3.00 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Histidine 2.69 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Glycine 5.10 % w/w  IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Threonine 3.15 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Arginine 5.23 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Alanine 5.05 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Tyrosine 2.41 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Methionine 2.18 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Valine 4.02 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Phenylalanine 2.90 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
I-leucine 3.48 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Leucine 5.82 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Lysine 6.89 % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Amino Acid % wiw IK.LP-04.7-LT-1.0 (HPLC)
Total 71.28



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

A.4 Distribusi Berat Molekul
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43,71
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Gambar A.4.1 Distribusi Berat Molekul Hidrolisat Protein Ikan Bandeng Pada
Sampel Dengan Kadar Protein dan Derajat Hidrolisis Tertinggi
(2J/4%)

Tabel A.4.1 Tabel Log Berat Molekul

Jarak

Jarak  Protein  Berat tracking RE log Berat

total marker Molekul (cm) BM molekul
11 1 245 0.5 0.045 239 225205 178.6693
11 2 180 1.1 0.100 226 2.18011 151.3945
11 3 135 1.5 0.136 2.13 213215 135.5658
11 4 100 2.3 0.209 2.00 2.03623 108.7001
11 5 75 2.8 0.255 1.88 197628 94.68474
11 6 63 3.6 0.327 180 1.88036 75.92066
11 7 48 4.8 0436 168 1.73648 54.51048
11 8 35 6 0545 154 15926 39.13812
11 9 25 7.8 0.709 140 1.37678 23.81113
11 10 20 8.4 0.764 130 1.30484 20.17623
11 11 17 9.6 0.873 123 1.16096 14.48638
11 12 11 10.8 0982 104 1.01708 10.40112
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y =-1.3189x + 2.312
250 R2=0.9734

0.50

0.00
0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001

RF (Retardation Factor)

Gambar A.4.2 Kurva Standar Perhitungan Distribusi Berat Molekul HPI
Bandeng

Contoh perhitungan

1. RF1 = Pauenaptel __ _ 56 - 50g

panjang separating gel 11

RF (sampel) = x

y =-1,3189 x+2,312
y=-1,3189 (0,509) + 2,312
y=1,64

y=log BM

BM = anti log y
BM = anti log 1,64
BM = 43,71 kDa

2. RF1 = —paenopital - 108 - g ggp

panjang separating gel T 11

RF (sampel) = x

y =-1,3189 x+2,312
y=-1,3189 (0,982) + 2,312
y=1,017

y=log BM

BM =anti log y
BM = anti log 1,017
BM = 10,40 kDa
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A.5 Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

dan 1Csp

Tabel A.5.1 Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) dan 1Cso HPI Bandeng

Aktivitas Antioksidan (% RSA)

Sample 1 > 3 Rata-rata STDEV

2J14% 32.77608  33.28526  33.67495  33.24543  0.450759
2J/5% 28.62754  26.50404  26.44166  27.19108  1.244397
2J/16% 22.19858 2253741  23.12866  22.62155  0.470712
4J/4% 2444636  24.25195  25.17169  24.62333  0.484735
4J/5% 22.40356  23.74491  23.91802 23.3555  0.828934
4J/6% 22.87166  22.87591  23.25934  23.00231  0.222609
6J/4% 18.20227  19.81004  18.28212  18.76481  0.906077
6J/5% 14.48539  14.11126  14.87093  14.48919 0.37985
6J/6% 12.59559  13.70421  15.96576  14.08852  1.717643

Contoh Perhitungan

Diketahui :

Absorbansi blanko (A =517 nm) = 0,663
Absorbansi sampel (A =517 nm) = 0,451

% RSA

_ Absorbansi blanko—Absorbansi sampel

X 100%

_ 0,663—0,451

Absorbansi blanko

0,663

_ 0212
0,663

x 100%

=32,77%

X 100%

Tabel A.5.2 Nilai ICso Hidrolisat Protein Ikan Bandeng Pada Sampel Dengan
Aktivitas Antioksidan Tertinggi (2J/4%)

Sampel (ppm) Absorbansi o

1 2 3 Rata-rata  Blanco % Inhibisi
3000 0.111 0.122 0.114 0.116 0.555 79.159
2500 0.130 0.213 0.186 0.177 0.555 68.168
2000 0.182 0.265 0.214 0.220 0.555 60.300
1500 0.296 0.338 0.288 0.308 0.555 44,585
1000 0.384 0.422 0.339 0.382 0.555 31.231
500 0.457 0.505 0.409 0.457 0.555 17.698
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60.00
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% Inhibisi

IC 50

56

y = 0.0248x + 6.8068
R2=0.9917

0.00

Contoh Perhitungan

500

1000 1500 2000 2500
Consentration (ppm)

Y =0,0248X + 6,8068
50 = 0,0248X + 6,8068
50 — 6,8068 = 0,0248X
0,0248 X = 43,1932
X =1741,66 ppm

3000

3500
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A.6 Uji Aktivitas Antioksidan Metode Reducing Power
Tabel A.6.1 Uji Aktivitas Antioksidan Metode Reducing Power HPI Bandeng
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Absorbansi (A= 700 nm)

Sampel 1 > 3 Rata-rata STDEV
Blanko 0.141 0.141 0.141 0.141 0.00
2J/14% 0.367 0.377 0.350 0.365 0.01
2J/5% 0.324 0.333 0.308 0.322 0.01
2J/6% 0.302 0.311 0.293 0.302 0.01
4J/14% 0.321 0.349 0.350 0.340 0.02
4)/5% 0.349 0.318 0.329 0.332 0.02
4J/6% 0.272 0.303 0.277 0.284 0.02
6J/4% 0.334 0.306 0.336 0.325 0.02
6J/5% 0.272 0.297 0.271 0.280 0.01
6J/6% 0.253 0.261 0.289 0.268 0.02
Tabel A.6.2 Nilai Kurva Standart Asam Askorbat
Sampel nilai absorbansi
(bpm) rata-rata
1 2 3
Blanco 0.25 0.251 0.25 0.250
2 0.294 0.295 0.295 0.295
4 0.316 0.316 0.316 0.316
6 0.354 0.355 0.356 0.355
8 0.424 0.425 0.425 0.425
10 0.473 0.474 0.474 0.474
12 0.532 0.533 0.533 0.533
0.6
’g 0.5
S 04
203
S 02 y = 0.0235x + 0.2373
8 R2 = 0.9803
< 0.1
0

4

6

8

10

Askorbat Acid Konsentration (ppm)

Gambar A.6.1 Kurva Standart Asam Askorbat

12

14
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A.7 Konversi Konsentrasi Enzim

Tabel A.7.1 Konversi enzim biduri dari % ke Unit

58

Konsentrasi enzim . Aktivitas enzim Unit
Berat bahan ml enzim )
(%) (u/ml) enzim
4 50 2 195 39
5 50 2.5 195 48.75
6 50 3 195 58.5

1. Enzim Biduri 4%
=% enzim X Berat bahan
=4% X 50 gram

=2 ml
Unitenzim =2 ml X Aktivitas enzim
=2 ml X 19,5 (u/ml)
= 39 unit

2. Enzim Biduri 5%
= % enzim X Berat bahan
= 5% X 50 gram
=2,5ml
Unitenzim = 2,5 ml X Aktivitas enzim
=2,5ml X 19,5 (u/ml)
= 48,75 unit
3. Enzim Biduri 4%

=% enzim X Berat bahan

=6% X 50 gram
=3ml
Unitenzim =2 ml X Aktivitas enzim

=3 ml X 19,5 (u/ml)
= 58,5 unit
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B. Lampiran Gambar

2. Pembuatan kurva standar DPPH untuk uji I1Cs

3. Uji aktivitas antioksidan metode DPPH
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4. Pembuatan kurva Standar Reducing Power

5. Hasil Titrasi Uji Kadar Protein
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