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MOTTO

“Allah akan mengangkat (derajat) orang-orang yang beriman di antaramu dan

orang-orang yang diberi ilmu beberapa derajat . Dan Allah Maha mengetahui

’

apa yang kalian kerjakan.’

(terjemahan QS. Al-Mujadalah ayat 11)

“Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya.”

(terjemahan QS. Al Bagarah ayat 286)

“Barang siapa menelusuri jalan untuk mencari ilmu padanya, Allah akan

memudahkan baginya jalan menuju surga.”

(HR. Muslim)

*) Mirchandani, D. 2004. Al-Qur’anku Dengan Tajwid Blok Warna (Arab-Latin-
Terjemahan). Jakarta : Lautan Lestari.

**) Mirchandani, D. 2004. Al-Qur’anku Dengan Tajwid Blok Warna (Arab-Latin-
Terjemahan). Jakarta : Lautan Lestari.

***) HR. Muslim dalam Bagi, M. F. A. 2010. Kumpulan Hadits Shahih Bukhari Muslim.
Solo : Penerbit Insan Kamil.
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RINGKASAN

Analisis Profil Protein Tulang lkan Nila (Oreochromis Niloticus) Sebelum
dan Sesudah Dimasak Menggunakan Metode SDS-PAGE; Alodia Geralda
Khansa Subagiono; 151610101002; 2019; 48 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember.

Ikan nila merupakan ikan yang memiliki tingkat pertumbuhan cepat, mudah
dibudidayakan, mudah didapat dan mudah dikonsumsi karena tidak terdapat duri-
duri halus. Permintaan konsumsi dan jumlah produksi ikan nila di Indonesia yang
terus meningkat, berakibat pada banyaknya jumlah limbah yang dihasilkan. Salah
satu limbah yang berpotensi memiliki manfaat dalam bidang kedokteran gigi
adalah tulang ikan, akan tetapi penelitian ilmiah terhadap protein tulang ikan
belum banyak dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil protein
yang terdapat pada tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak.

Jenis penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif analitik. Tulang ikan
nila dibagi menjadi 2 bagian yaitu tulang ikan nila sebelum dimasak dan sesudah
dimasak. Tahapan pertama yang dilakukan yaitu proses pembuatan ekstrak
tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak. Kemudian dilanjutkan dengan
melakukan elektroforesis menggunakan SDS-PAGE dengan arus listrik 50-95 V.
Proses ini dihentikan setelah warna biru mencapai dasar gel kurang lebih tiga
sampai 5 jam. Protein yang terpisah diwarnai dengan Coomassie Briliant Blue
dan dilakukan pencucian dengan aquades sampai pita protein terlihat dengan
jelas. Analisis profil protein menggunakan metode SDS-PAGE (Sodium Dedosil
Sulfat Poly Acrylamide Gel) dengan parameter profil protein berupa berat
molekul, jumlah fraksi protein dan intensitas fraksi protein.

Hasil dari penelitian ini adalah profil protein hasil SDS-PAGE yang
teridentifikasi pada tulang ikan nila sebelum dimasak terdapat 10 fraksi protein,
yaitu 183 kDa, 121 kDa, 83 kDa, 46 kDa, 44 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 30 kDa, 21
kDa dan 8 kDa, sedangkan pada tulang ikan nila sesudah dimasak didapatkan 8
fraksi protein, yaitu 183 kDa, 121 kDa, 83 kDa, 46 kDa, 38 kDa, 21 kDa, dan 8

kDa. Tulang ikan nila sesudah dimasak mempunyai pita protein lebih banyak
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berada di bawah dengan berat molekul lebih kecil sedangkan pada tulang ikan nila
sebelum dimasak pita protein terlihat di bagian atas dengan berat molekul lebih
besar. Hal ini menunjukkan bahwa proses pemanasan menyebabkan terjadinya
kerusakan ikatan sekunder dan tersier protein akibat terpecahnya ikatan hidrogen,
interaksi hidrofobik atau ikatan disulfida yang disebut denaturasi protein. Setiap
fraksi protein memiliki besar intensitas fraksi yang berbeda-beda dan berbanding
lurus dengan kadar protein. Fraksi protein terbesar pada tulang ikan nila sebelum
dimasak sebesar 6598 pixel pada BM 121 kDa dan fraksi protein pada tulang ikan
nila sesudah dimasak terbesar adalah sebesar 4118 pixel pada BM 38 kDa.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ikan merupakan salah satu jenis makanan yang banyak dikonsumsi
masyarakat Indonesia untuk memenuhi kebutuhan protein hewani dibandingkan
dengan produk lainnya karena kandungan protein, mineral dan vitaminnya. Salah
satu ikan yang sering dikonsumsi masyarakat adalah ikan nila. Produksi ikan nila
dari tahun ke tahun terus mengalami peningkatan. Nilai produksi lkan Nila lebih
besar jika dibandingkan dengan ikan patin (85.429 ton), ikan lele (132.180), dan
ikan gurami (22.635), yaitu sebesar 197.455 ton (Kementerian Kelautan dan
Perikanan, 2015). Ikan nila merupakan ikan yang memiliki tingkat pertumbuhan
yang cepat, mudah dibudidayakan, mudah didapat dan memiliki daging yang
cukup tebal serta tidak terdapat duri-duri halus sehingga mudah untuk dikonsumsi
oleh masyarakat (Cahyono, 2010). Ikan nila memiliki kandungan protein yang
lebih tinggi jika dibandingkan dengan ikan mujair, ikan mas dan belut yaitu
sebesar 17,5% (Said, 2007). lkan nila diklasifikasikan menjadi dua jenis yaitu,
ikan nila hitam dan ikan nila merah. Ikan nila hitam memiliki keunggulan
pertumbuhan dan tingkat produktivitas yang lebih tinggi jika dibandingkan
dengan ikan nila merah (Arifin, 2016).

Permintaan konsumsi dan jumlah produksi ikan di Indonesia terus meningkat
sehingga berakibat pada banyaknya jumlah limbah ikan yang dihasilkan
(Kementerian Kelautan dan Perikanan, 2015). Limbah yang merupakan hasil
samping dari pengolahan ikan adalah kepala, tulang, sisik dan kulit ikan. Limbah
tersebut dapat mencapai 20 juta ton, dimana setara dengan 25% dari total produksi
penangkapan ikan di dunia (Jung dkk., 2008). Limbah hasil pengolahan ikan
secara langsung dan tidak langsung dapat memberikan dampak yang kurang baik
terhadap lingkungan karena menyebabkan adanya pencemaran (Murniyati dkk.,
2014; Ghaly dkk, 2013). Tulang ikan merupakan limbah perikanan yang
jumlahnya mencapai 15 % dari keseluruhan berat ikan (Toppe dkk., 2007).

Tulang ikan pada bidang kesehatan dapat dimanfaatkan sebagai suplemen
dalam bentuk sediaan kapsul, sebagai bahan implan dalam penggantian tulang


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

(bone substitution), katup jantung, dan juga sambungan pinggul (Adawiyah dan
Selviastuti, 2014; Aisyah dkk., 2012; Mutmainah dkk., 2017). Limbah tulang ikan
di bidang kedokteran gigi dapat dijadikan sebagai inovasi bahan tissue
engineering atau bone graft untuk mengatasi kerusakan tulang alveolar. Proses
penyembuhan tulang alveolar dapat dipercepat menggunakan suatu bahan yang
dapat merangsang regenerasi kolagen dan jaringan tulang yang baru (Permana
dkk., 2012). Tulang ikan nila dapat menjadi sumber kolagen dan gelatin yang
bermanfaat di dalam bidang kesehatan (Liu, 2016). Kandungan glisin yang
terdapat pada tulang ikan nila diduga dapat digunakan sebagai imunomodulator
karena glisin dapat merangsang produksi dan pelepasan interleukin (IL-2) dan
antibodi sel B sehingga berkontribusi untuk meningkatkan fagositosis (Ridhowati,
2011).

Tulang secara umum memiliki 60% bahan anorganik yang terdiri dari kalsium
(Ca), fosfor (P) dan mineral lainnya, 30% bahan organik berupa protein dan lemak
serta 10% air (Kalfas dkk., 2001; Boskey, 2013). Tulang juga memiliki jaringan
kompleks yang terdiri dari kolagen tipe | fibrosa dan kristal hidroksiapatit
((Ca)10(PO4)s(OH)2) (Liu, 2016). Pada tulang ikan terdapat komponen penyusun
berupa 30% protein dan sebagian besar bioapatit, termasuk hidroksiapatit,
carbonated apatite atau dahlite (Szpak, 2011). Kandungan protein pada tulang
ikan nila mencapai 31,52% (tiap 100 gram tepung tulang ikan nila) (Vignesh,
2012).

Protein dapat mengalami denaturasi dan degradasi protein akibat pemanasan.
Denaturasi protein dapat menyebabkan adanya pengembangan rantai peptida
atau penguraian protein sedangkan degradasi protein merupakan suatu pemecahan
protein dari ikatan-ikatan yang terdapat di dalamnya. Degradasi pada dasarnya
berkaitan dengan terjadinya perubahan sifat karena ikatan rantai utama
makromolekul terputus sehingga massa protein berkurang atau rantai menjadi
lebih pendek.

Tulang ikan nila dimasak dengan cara direbus dengan suhu 100°C karena
protein akan mengalami denaturasi dan degradasi apabila dipanaskan di atas suhu

temperature melting (Tm) (Yazid, 2006). Tulang ikan nila sebelum dan sesudah
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dimasak kemudian dilakukan analisis profil protein menggunakan metode SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis). Metode
SDS-PAGE dipilih karena bersifat peka terhadap perbedaan muatan dan berat
molekul yang cukup kecil dan menghasilkan pemisahan yang baik. Secara
kimiawi poly acrylamide gel bersifat inert dan dapat dibentuk dengan mudah dari
polimerisasi akrilamida (Berg, 2015).

1.2 Perumusan Masalah

Bagaimana profil protein pada tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak?

1.3 Tujuan
Mengetahui profil protein yang terdapat pada tulang ikan nila sebelum dan

sesudah dimasak.

1.4 Manfaat

1. Meningkatkan pengetahuan mengenai profil protein pada tulang ikan nila
sebelum dan sesudah dimasak.

2. Memberikan informasi mengenai tulang ikan nila untuk dijadikan
pertimbangan peneliti selanjutnya sebagai bahan tissue engineering, scaffold,
bone graft dan imunomodulator.

3. Sebagai informasi tambahan dan menjadi acuan untuk melakukan penelitian

lebih lanjut.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Nila

Ikan nila merupakan nama yang diberikan berdasarkan ketetapan Direktur
Jenderal Perikanan tahun 1972. Nama nila diambil dari nama spesies ikan tersebut
yaitu nilotica dimana nama tersebut merupakan nama yang berasal dari daerah
asal ikan tersebut yaitu Sungai Nil di Benua Afrika, yang kemudian diubah
menjadi nila (Khairuman, 2012).

Ikan nila mempunyai nilai gizi yang cukup tinggi, sehingga tepat untuk
digunakan sebagai penyedia protein hewani yang murah dan mudah didapat.
Dibandingkan dengan jenis ikan lainnya, ikan nila memiliki beberapa keunggulan,
yaitu memiliki tingkat pertumbuhan yang cepat dimana ikan nila dapat mencapai
bobot 300-500g/ekor selama 6 bulan. lkan nila juga mudah dibudidayakan, baik di
air tawar maupun air payau. lkan nila mempunyai sifat omnivora, sehingga dalam
budidayanya sangat efisien, karena biaya pakannya rendah. Daging ikan nila juga
cukup tebal dan tidak terdapat duri-duri halus sehingga mudah untuk dikonsumsi
(Cahyono, 2010). Ikan nila biasanya oleh masyarakat diolah dengan cara
digoreng, dibuat sup dan lain-lain (Nugroho, 2017). Jika dibandingkan dengan
ikan mujair, ikan mas dan belut, ikan nila memiliki kandungan protein yang lebih
tinggi (Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Kandungan Gizi Ikan

No Jenis Ikan Protein (%) Lemak (%) Air (%)
1 Ikan Nila 17,5 4,1 74,8
2 lkan Mas 16,0 5,6 80,0
3 lkan Mujair 14,9 2,0 80,0
4 lkan Belut 14,0 27,0 58,0

(Sumber : Said, 2007)
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2.1.1 Klasifikasi lkan Nila

Pada awalnya ikan nila masuk ke dalam jenis Tilapia nilotica atau ikan
yang berasal dari golongan tilapia yang tidak mengerami larva atau telur dalam
mulut induknya. Seiring dengan perkembangannya, akhirnya diketahui bahwa
ikan nila mengerami telur dan larva hanya pada mulut induk betinanya saja
sehingga para pakar memutuskan nama ilmiah yang sesuai untuk ikan ini adalah
Oreochromis niloticus. lIkan nila mempunyai klasifikasi ilmiah sebagai berikut
(Khairuman, 2012) :

filum : Chordata

subfilum : Vertebrata

kelas : Pisces

subkelas : Acanthopterigii

ordo : Percomorphi

subordo : Percaidae

famili : Cichlidae

genus : Orechromis

spesies : Oreochromis niloticus (nila hitam)

Oreochromis sp. (nila merah)
namaasing : Nile tilapia
nama lokal  : Nila
Menurut warna badannya, ikan nila dibagi menjadi dua jenis, yaitu ikan
nila hitam dan ikan nila merah (Cahyono, 2010).
a. lkan nila hitam
Ikan nila hitam (Gambar 2.1) masuk ke Indonesia pada tahun 1969 yang
didatangkan secara resmi oleh Balai Penelitian Perikanan Air Tawar (BPPAT)
dari Taiwan. Tubuh ikan nila hitam berwarna kehitaman dimana semakin
kearah perut warnanya akan semakin terang. Ikan nila hitam memiliki garis
vertikal sebanyak 9-11 buah dan garis melintang pada sirip ekor sebanyak 6-
12 buah (Kordi, 2010). Ikan nila hitam biasanya disebut strain GIFT (Genetic

Improvement for Farmed Tilapia) yang telah terbukti memiliki keunggulan
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b.

pertumbuhan dan produktivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan jenis
ikan nila lainnya (Arifin, 2016).

Gambar 2.1 lkan Nila Hitam (Oreochromis niloticus)
(Sumber : Andriani, 2018)

Ikan nila merah

Ikan nila merah (Gambar 2.2) masuk ke Indonesia pada tahun 1981 dan
didatangkan dari Filipina yang merupakan nila hibrida. Silsilah ikan nila
merah diduga sebagai ikan hasil persilangan antara mujair (Oreochromis
mossambicus) atau Oreochromis niloticus dengan spesies lain, seperti
Oreochromis aureus atau Oreochromis hornorum. lkan nila merah memiliki
tubuh yang berwarna merah termasuk bagian sirip dan bagian punggungnya.
Sedangkan, bagian perut berwarna putih kemerahan. Akan tetapi, akibat
adanya perkawinan dan persilangan alami antargenus ataupun antarspesies,
dapat mengakibatkan timbulnya keragaman pada ikan nila merah, yaitu seperti
muncul warna merah kekuningan, merah agak jingga, merah bebercak atau
berbintik hitam dan merah keputih-putihan (Kordi, 2010). Ikan nila merah
termasuk dalam strain hibrida (Arifin, 2016).

A

Gambar 2.2 Ikan Nila Merah (Oreochromis sp.)
(Sumber : Andriani, 2018).
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2.1.2 Morfologi Ikan Nila

Secara umum, tubuh ikan nila berbentuk agak memanjang dan pipih ke
samping dengan warna putih kehitaman yang semakin terang kearah perut. Ikan
nila memiliki perbandingan panjang total tubuh dan tinggi badan sebesar 3 : 1.
Ikan nila juga memiliki sisik yang berukuran besar dan terdapat pola garis — garis
vertikal yang sangat jelas di sirip ekor dan sirip punggung ikan nila. Jumlah garis
vertikal di sirip ekor sebanyak enam buah dan di sirip punggung sebanyak delapan
buah. lkan nila merupakan ikan yang memiliki mata besar dan menonjol
(Khairuman, 2012).

Ikan nila termasuk ke dalam jenis ikan yang mudah berkembang biak.
Berdasarkan makanan yang dimakan, ikan nila termasuk dalam kelompok hewan
pemakan segala jenis makanan (omnivora). Makanan ikan nila dapat berupa
plankton hewani, plankton tumbuhan, daun-daun tumbuhan halus dan lain-lain.
Selain itu, ikan nila juga bisa diberi makanan tambahan berupa dedak
(Khairuman, 2012).

2.1.3 Protein lkan Nila

Protein ikan bersifat tidak stabil dan memiliki sifat yang mudah berubah
atau terdenaturasi. Protein pada ikan apabila diasamkan hingga mencapai pH 4,5-
5 maka akan terjadi pengendapan. Protein ikan apabila dilakukan pemanasan
seperti pemasakan, perebusan dan penggorengan dapat mengalami denaturasi,
degradasi, menggumpal atau terkoagulasi (Suprayitno, 2017).

Protein yang paling banyak ditemukan pada ikan nila adalah kolagen.
Kolagen yang paling banyak ditemukan yaitu kolagen tipe 1. Kolagen ikan adalah
protein struktural kompleks yang membantu menjaga kekuatan dan kelenturan
kulit, ligamen, tulang, sendi, otot, tendon, mata, darah dan pembuluh darah
(Kumar, 2011). Protein pada ikan nila juga merupakan protein komplit karena
mengandung semua asam amino esensial di dalamnya (Sanchez, 2012).
Banyaknya asam amino yang terdapat pada seluruh bagian ikan nila dapat dilihat
pada tabel 2.2.
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Tabel 2.2 Asam Amino Pada lkan Nila

Asam Amino Seluruh bagian (%)
Metionin 1,16
Sistein 0,41
Lisin 2,19
Fenilalanin 1,03
Leusin 2,21
Isoleusin 1,23
Treonin 151
Valin 1,27
Histidin 0,76
Arginin 2,01
Alanin 2,11
Triptofan 0,20
Tirosin 0,96
Asam Aspartat 2,73
Serin 1,55
Asam Glutamat 4,41
Prolin 1,86
Hidroksiprolin 0,63
Glisin 2,43

(Sumber : Gonzales and Brown, 2006)

2.2 Tulang lkan

Tulang adalah jaringan ikat yang termineralisasi yang menunjukkan empat
jenis sel yaitu, osteoblas, sel-sel lapisan tulang, osteosit, dan osteoklas. Tulang
menyediakan fungsi penting di dalam tubuh, yaitu sebagai aktivator, dukungan
dan perlindungan jaringan lunak, penyimpanan kalsium dan fosfor, serta
menyimpan sumsum tulang (Silva, 2015). Tulang terdiri dari:

a. 60% bahan anorganik (hidroksiapatit (Cai0(POa4)s(OH)2) dimana terdiri dari
kandungan kalsium (Ca) dan fosfor (P) dalam jumlah yang banyak dan
mineral dalam jumlah sedikit seperti bikarbonat (HCO?%), magnesium (Mg),
natrium (Na), kalium (K), tembaga (Cu), seng (Zn), mangan (Mn), dan
lainnya),

b. 30% bahan organik (x90% kolagen tipe I, £5% protein nonkolagen (NCPs),
+2% lipid menurut beratnya); dan

c. 10% air (Kalfas dkk., 2001; Boskey, 2013).


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

Tulang ikan merupakan salah satu hasil samping dari hasil pengolahan
produk perikanan (Gambar 2.3). Tulang ikan mengandung 60-70 % mineral,

dengan komponen penyusun berupa 30% protein kolagen dan sebagian besar

bioapatit, termasuk hidroksiapatit, carbonated apatite atau dahlite (Szpak, 2011).

Gambar 2.3 Struktur Skeletal lkan (Sumber : Akmal dkk., 2018)

2.2.1 Pemanfaatan Tulang Ikan

Tulang ikan telah banyak dimanfaatkan, terutama dalam bidang pangan,
diantaranya adalah limbah tulang ikan nila sebagai tepung kalsium, tepung tulang
ikan kakap merah dalam susu dan pemanfaatan nanokalsium dari limbah tulang
ikan nila pada beras analog (Murniyati dkk., 2014; Anggraen, 2016). Tepung
tulang ikan juga dapat dimanfaatkan pada fortifikasi makanan, yaitu fortifikasi
tepung tulang ikan tuna pada biskuit. Adanya penambahan tepung tulang ikan
tuna berpengaruh terhadap warna, rasa, dan aroma dari biskuit namun tidak pada
kriteria bentuk, kerenyahan, keremahan, dan kesukaan panelis. Kandungan gizi
pada produk biskuit yang ditambahkan dengan tepung tulang ikan tuna yaitu kadar
air 4,86, protein 1,76, karbohidrat 8,67, lemak 3,28, kalsium 18,90, fosfor 1,89,
besi 33,08, magnesium 6,22, serta vitamin D 0,394 (Marta’ati dan Handajani,
2015).

Tulang ikan juga dapat dimanfaatkan dalam pembuatan permen jelly
karena memiliki kandungan gelatin. Gelatin dari tulang ikan nila yang

ditambahkan pada permen jelly memenuhi spesifikasi mutu permen jelly yang
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ditetapkan oleh Standar Nasional Indonesia (SNI) 01- 3547-1994 vyaitu
mengandung kadar air sebanyak 17,06%, kandungan gula total sebanyak 48,23%,
pH 4,78, tingkat kekenyalan sebesar 14,20 N, nilai hedonik spesifikasi tekstur
permen jelly berkisar antara 7,42-8,08, nilai hedonik spesifikasi rasa permen jelly
berkisar antara 7,36-8,10 dan tidak mengandung bakteri Escherichia coli
(Maryani, 2010).

Tulang ikan di Jepang dimanfaatkan untuk memproduksi kalsium dalam
bentuk tepung yang dapat dikonsumsi karena tepung tulang ikan memiliki nilai
gizi yang cukup baik (Murniyati dkk., 2014). Jumlah zat gizi pada tepung tulang
ikan menurut International Seafood of Alaska dapat dilihat pada tabel 2.3.

Tabel 2.3 Kandungan Gizi Tepung Tulang lkan

Zat Gizi Jumlah zat gizi pada tepung tulang ikan (%)

Kadar air 3,6
Abu 33,1
Protein 34,2
Lemak 5,6
Kalsium 11,9
Fosfor 11,6

(Sumber : Internasional Seafood of Alaska, 2002)

Tulang ikan juga dimanfaatkan dalam bidang kesehatan antara lain, tulang
ikan bandeng dapat dijadikan sebagai suplemen dengan dalam bentuk sediaan
kapsul. Kandungan dalam suplemen tersebut adalah 100% ekstrak tulang ikan
bandeng (Adawiyah dan Selviastuti, 2014). Tulang ikan juga dapat digunakan
sebagai bahan implan dalam penggantian tulang (bone substitution), katup
jantung, dan juga sambungan pinggul. Tulang ikan juga dapat dimanfaatkan
sebagai hidroksiapatit untuk bahan pengganti tulang atau bone graft. Hal ini
dikarenakan hidroksiapatit memiliki sifat biokompatibiltas yang sempurna apabila
diimplankan pada tulang (Aisyah dkk., 2012; Mutmainah dkk., 2017).

2.2.2 Protein Tulang Ikan Nila
Tulang nila dapat menjadi sumber kolagen dan gelatin yang bermanfaat.
Kolagen mengandung +35% glisin, +11% alanin, dan kandungan prolin serta

hidroksiprolin yang tinggi (Katili, 2009). Kolagen memiliki daya tahan yang kuat,
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terhadap tekanan terutama sifat lentur dalam tulang. Protein ini tidak larut dalam
air, asam, alkali atau larutan garam sampai konsentrasi 0,1 M. Kolagen dapat
mengembang karena daya ikat pada strukturnya melemah saat diberi perlakuan
pada pH di bawah 4 atau di naikkan sampai pH 10 (Peranginangin, 2014). Tulang
adalah jaringan kompleks yang terdiri dari kolagen tipe | berserat. Glisin dan
prolin adalah asam amino yang paling banyak ditemukan. Sistein juga dapat
ditemukan dalam jumlah rendah dalam kolagen tulang ikan nila. Metionin,
histidin, dan tirosin diamati dalam jumlah yang mirip dengan jumlah kolagen dari
spesies ikan lain (Liu, 2016). Protein non kolagen yang menyusun tulang yaitu,
osteopontin, sialophospoprotein dan bone sialoprotein. Protein — protein tersebut
memiliki aktifitas untuk mengikat kalsium yang bertanggung jawab pada regulasi
hidroksiapatit (Zurick et al, 2012).

2.3 Protein

Protein adalah makromolekul yang tersusun dari lima puluh atau lebih
asam amino yang saling berikatan (James, 2008). Protein memiliki berat molekul
besar, dari ribuan hingga jutaan. Asam amino adalah unit monomerik yang
membentuk protein dan merupakan produk primer penguraian protein. Suatu asam

amino mengandung sebuah gugus amino dan gugus karboksil (Gambar 2.4).

iC—-0O"

.IIII. -.r.-..-‘

Eeunw |

R

Gambar 2.4 Struktur Asam Amino
(Sumber : Marks, 2012).

Dalam molekul protein, asam amino saling dirangkai melalui gugus
karboksil satu asam amino dan gugus amino dari asam amino lain sehingga terjadi
ikatan peptide (Gambar 2.5). Dua molekul asam amino yang saling diikatkan
disebut ikatan dipeptida. Tiga molekul asam amino yang saling diikatkan
dinamakan tripeptida. Beberapa molekul asam amino kurang dari sepuluh yang

saling diikatkan dinamakan oligopeptida dan apabila kurang dari lima puluh
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dinamakan polipeptida (Suprayitno, 2017). Ikatan peptida merupakan suatu ikatan
yang berasal dari penggabungan OH dan NH> dan penarikan satu molekul air
(H20) (Panil,2008).

52 :
R1-C-cloZnu— Ikatan Peptida
| |
NH,
o)
R2-C-C-CF
NOH

Gambar 2.5 Ikatan Peptida
(Sumber : Panil, 2008).

Protein memiliki struktur yang sangat kompleks yang terbentuk dari
urutan asam amino yang memiliki karakteristik yang berbeda (Haryanto,2015).
Berbagai protein yang berbeda dapat diciptakan hanya dari 20 buah asam amino
yang umum karena asam amino dapat berikatan dalam berbagai kombinasi yang
berbeda. Asam amino penyusun protein diklasifikasikan menjadi beberapa
kelompok :

a. Asam amino bersifat basa, asam, dan netral
Asam amino bersifat basa memiliki rantai samping yang mengandung gugus
amino berupa hetero-atom nitrogen, sedangkan asam amino yang bersifat
asam memiliki rantai samping yang mengandung gugus karboksil dan asam
amino netral memiliki rantai samping selain yang terdapat pada asam amino

bersifat basa dan asam (Gambar 2.6).

L ¥ TN

R—CH—COOH Hooc — ——CH—COOH HN — +——CH—COOH
A s A\ 7

| - - -

NH, NH NH

2 2

Asam amino netral Asam amino bersifat asam Asam amino bersifat basa

Gambar 2.6 Asam amino bersifat netral, asam, dan basa
(Sumber : Sumardjo, 2009).

b. Asam amino esensial dan nonesensial
Asam amino esensial merupakan asam amino yang tidak dapat disintesis di
dalam tubuh manusia sehingga untuk memenuhi kebutuhan asam amino
tersebut harus diperoleh dari protein yang terdapat pada makanan seperti valin,

leusin, isoleusin, fenilalanin, triptofan, treonin, metionin, lisin, arginin, dan
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histidin. Asam amino nonesensial merupakan asam amino yang dapat
disintesis di tubuh manusia seperti glisin, alanin, tirosin, serin, prolin,
hidroksiprolin, sistein, sistin, asam aspartat, asam glutamate (Gambar 2.7).
(a) CH,—S—CH,—CH, — CH—COOH (b)H —CH — COOH

|

NH, ° NH,

Gambar 2.7 Asam amino esensial dan nonesensial, (a) Metionin; (b) Glisin
(Sumber : Sumardjo, 2009).

c. Asam amino polar dan nonpolar

Asam amino yang bersifat polar merupakan asam amino yang menyukai air
(hidrofilik). Asam amino polar dibagi menjadi asam amino polar bermuatan
seperti lisin, arginine, asam aspartate, asam glutamat, dan histidin, dan asam
amino polar tidak bermuatan seperti asparagine, glutamin, serin, treonin,
sistein dan tirosin. Asam amino yang bersifat nonpolar merupakan asam
amino yang tidak menyukai air (hidrofobik) seperti glisin, valin, leusin,
isoleusin, metionin, fenilalanin, prolin, dan alanin (Gambar 2.8).

(8) H,N— CH, — (CH,), — CH—COOH  (b) CH, —CH — CH —COOH

| | i

NH, CH, NH,
Gambar 2.8 Asam amino polar dan nonpolar, (a) Lisin; (b) Valin
(Sumber : Sumardjo, 2009).

d. Asam amino alifatik dan siklik
Berdasarkan keistimewaan struktur kimia, asam amino dibagi menjadi asam
amino alifatik yang merupakan asam amino dengan rantai samping terbuka
atau tidak berbentuk lingkar seperti glisin, alanin, valin, leusin, serin, treonin,
asam aspartat, asam glutamat, metionin, arginin, asparagin, glutamin,
isoleusin, sistein, dan lisin. Asam amino siklik merupakan asam amino dengan
rantai tertutup atau membentuk lingkar yang dibedakan menjadi asam amino
aromatik seperti fenilalanin dan tirosin dan asam amino heterosiklik yaitu

prolin, hidroksiprolin, histidin dan tritofan (Gambar 2.9).
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(a) HoOC — CH, — CH, — CH— COQH

"

o Qoo 0 o

NH,
H
Gambar 2.9 Asam amino alifatik dan siklik, (a) Asam Glutamat; (b)
Fenilalanin; (c) Prolin
(Sumber : Sumardjo, 2009).

Asam amino glikogenik dan ketogenik

Beberapa asam amino di dalam tubuh dapat diubah menjadi glukosa atau
glikogen melalui reaksi biokimiawi dimana asam amino tersebut dinamakan
asam amino glikogenik seperti glisin, alanin, sistein, serin, treonin, asam
aspartat, asam glutamat, arginin, metionin, valin, histidin, dan prolin. Asam
amino juga dapat diubah menjadi senyawa-senyawa keton dinamakan asam
amino ketogenik seperti leusin. Pada beberapa asam amino termasuk dalam
keduanya seperti fenilalanin, isoleusin, lisin, triptofan, dan tirosin (Gambar
2.10).

(@) H§ —CH,~ CH—COOH  (b) CH,—CH— CH,— CH— COOH

I 1 |
NH, CH, NH,

(c) Ho @—cm —CH —COOH
i

NH,
Gambar 2.10 Asam amino glikogenik dan ketogenik, (a) Sistein; (b) Leusin;
(c) Tirosin
(Sumber : Sumardjo, 2009).

2.3.1 Klasifikasi Protein

a. Berdasarkan struktur molekulnya, protein diklasifikasikan menjadi :

1. Struktur Primer
Struktur primer dari suatu protein merupakan urutan asam amino dalam

rantai yang disatukan oleh ikatan peptida (Gambar 2.11). Setiap protein
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memiliki struktur primer yang berbeda dengan asam amino yang berbeda
di tempat yang berbeda sepanjang rantai.

2. Struktur Sekunder
Struktur sekunder merupakan rangkaian asam amino yang membentuk
struktur membelit, melingkar dan melipat (Gambar 2.11). Daerah dari
struktur sekunder dikelompokkan menjadi heliks-o dan lembar-f yang
merupakan hasil dari ikatan hidrogen dengan hidrogen amida dan oksigen
karbonil dari ikatan peptida.

3. Struktur Tersier
Struktur Tersier merupakan gabungan dari struktur sekunder protein yang
terjadi setelah proses pelipatan (folding). Interaksi non kovalen antara
gugus R dari asam amino dan kovalen jembatan disulfida berperan dalam
menentukan struktur tersier. Bentuk protein globular melibatkan interaksi
antara residu asam amino yang mungkin terletak sangat jauh satu sama
lain pada urutan primer rantai polipeptida dan melibatkan heliks-a dan
lembar-p (Gambar 2.11).

4. Struktur Kuartener
Struktur kuartener merupakan struktur tiga dimensi suatu protein yang
terdiri dari subunit (Gambar 2.11). Subunit tersebut disatukan oleh jenis
interaksi nonkovalen yang sama yang berperan pada struktur tersier, yaitu
interaksi elektrostatik, hidrofobik dan ikatan hidrogen (Marks, 2012).

Alanin .
‘ §
Glisin
|
Serin
|
Valin
|
Leusin
|
Lisin
|
Glisin
| 9
Valin **

a. b. C. d.

Gambar 2.11 Struktur Protein (a. Struktur Primer, b. Struktur Sekunder, c.
Struktur Tersier, d. Struktur Kuartener)
(Sumber : Marks, 2012).
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b. Berdasarkan sumbernya, protein diklasifikasikan menjadi :

1.

Protein Nabati

Protein nabati merupakan protein yang ditemukan pada tanaman, yang
dibentuk dari bahan-bahan yang terdapat di dalam tanah dan air melalui
proses biokimiawi yang rumit. Protein nabati yang baik merupakan protein
yang ditemukan pada kacang — kacangan.

Protein Hewani

Protein hewani merupakan protein yang ditemukan pada hewan. Protein
hewani umumnya mengandung asam-a-amino yang sama dengan yang ada
pada tubuh manusia. Oleh karena itu protein hewani dianggap protein yang
paling baik (Panil, 2008).

c. Berdasarkan fungsinya, protein diklasifikasikan menjadi :

1.

Enzim merupakan protein yang berfungsi sebagai katalis enzimatik.
Hampir semua reaksi Kkimia dalam proses biologi dikatalis oleh
makromolekul yang disebut enzim yang merupakan satu jenis protein.
Protein transport merupakan protein yang berfungsi dalam proses transport
oksigen dari paru-paru ke seluruh tubuh. Hemoglobin merupakan protein
yang mengikat oksigen di dalam eritrosit dan myoglobin merupakan jenis
protein yang mentransport oksigen dalam otot.

Protein penyimpanan merupakan protein yang dapat mengubah energi
kimia menjadi energi gerak.

Protein kontraktil yang berperan untuk mengubah bentuk atau bergerak.
Salah satunya adalah filamen yang berperan dalam koordinasi gerak.
Protein struktur yang berperan dalam struktur biologi dan perlindungan
tubuh. Salah satunya adalah protein kolagen yang merupakan komponen
serat utama dalam kulit, tulang, tendon, tulang rawan dan gigi.

Protein pertahanan yang melindungi tubuh dari serangan organisme lain
yang disebut antibodi. Antibodi merupakan protein yang sangat spesifik
dan dapat mengenal serta berkombinasi dengan benda asing seperti virus,

bakteri dan sel yang berasal dari organisme lain.
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7. Protein pengatur yang berfungsi mengatur aktivitas sel atau fisiologi.
Salah satunya adalah hormon (Katili, 2009).

2.3.2 Denaturasi dan Degradasi Protein

Denaturasi protein terjadi karena adanya kerusakan ikatan sekunder dan
tersier protein akibat terpecahnya ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik atau ikatan
disulfida (Sumardjo, 2009). Protein dapat dikatakan terdenaturasi apabila susunan
ruang atau rantai polipeptida suatu molekul protein berubah. Ada dua macam
denaturasi yaitu, pengembangan rantai peptida dan pemecahan protein menjadi
unit lebih kecil tanpa disertai pengembangan molekul. Proses pertama kali terjadi
pada pengembangan polipeptida, sedangkan yang kedua terjadi pada bagian
molekul yang bergabung dalam ikatan sekunder (Vaclavik, 2008).

Denaturasi protein dapat terjadi akibat beberapa faktor. Faktor yang dapat
menyebabkan terjadinya denaturasi protein diantaranya pemanasan, suasana asam
atau basa yang ekstrim, kation logam berat dan penambahan garam jenuh. Faktor-
faktor tersebut dapat mengakibatkan perubahan sifat protein seperti aktivitas
sebagai enzim dan hormone berkurang, kelarutannya dalam garam-garam atau
asam-asam encer menurun, kemampuannya membentuk kristal berkurang dan
stabilitasnya menurun sehingga menggumpal (Sumardjo, 2009).

Rantai-rantai peptida yang membentuk protein, satu sama lainnya
dihubungkan oleh gaya-gaya yang lemah dan pada denaturasi, gaya-gaya yang
lemah atau ikatan sekunder, seperti ikatan hidrogen, ikatan ionik dan interaksi
hidrofobik dapat dihilangkan. Rantai-rantai peptida yang awalnya tergulung dan
terlipat sekarang membentangkan diri (Gambar 2.12).

Temperatur yang merupakan titik tengah dari proses denaturasi yang
disebut dengan temperature melting (Tm) yang pada umumnya protein
mempunyai nilai Tm kurang dari 100 °C, apabila diatas suhu Tm maka protein
akan mengalami denaturasi. Protein yang mengalami denaturasi akan menurunkan
aktivitas biologinya dan berkurang kelarutannya, sehingga mudah mengendap
(YYazid, 2006).
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(
l

c
Gambar 2.12 llustrasi denaturasi protein, (A) Protein; (B) Terjadi denaturasi
sehingga beberapa ikatan dalam protein terputus; (C) Rantai peptida dalam protein
yang awalnya terlipat dapat membentangkan diri karena ikatan peptida terputus
(Sumber : Sumardjo, 2009).

Degradasi protein merupakan suatu pemecahan protein dari ikatan-ikatan
yang terdapat di dalamnya. Degradasi protein dapat terjadi akibat adanya
pemanasan atau kontaminasi dengan zat kimia. Degradasi pada dasarnya berkaitan
dengan terjadinya perubahan sifat karena ikatan rantai utama makromolekul. Pada
struktur linear, reaksi tersebut dapat mengurangi massa molekul atau panjang
rantainya (Suprayitno, 2017).

2.4 Metode SDS-PAGE (Sodium Dedosil Sulfat Poliakrilamid Gel
Elektroforesis)

Elektroforesis merupakan proses bergeraknya molekul berl3muatan pada
suatu medan listrik (Berg, 2015). Elektroforesis protein sering digunakan di
laboratorium dimana teknik ini berguna untuk menganalisis protein dan juga dapat
digunakan untuk isolasi dan purifikasi (pemurnian) protein. Prinsip kerja alat ini
didasarkan pada perbedaan kecepatan gerak dari masing-masing protein dalam
suatu media yang dialiri dengan arus listrik (Panil 2008).

Elektroforesis juga dapat diartikan sebagai suatu cara analisis kimiawi
yang didasarkan pada pergerakan molekul-molekul protein bermuatan di dalam
medan listrik (titik isoelektrik). Pergerakan molekul dalam medan listrik tersebut
dipengaruhi oleh bentuk, ukuran, besar muatan dan sifat kimia dari molekul
protein.

Pemisahan protein dilakukan berdasarkan perbedaan ukuran dan berat

molekul serta muatan listrik yang terdapat pada makro-molekul tersebut. Bila arus
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listrik dialirkan pada suatu medium penyangga yang telah berisi protein plasma
maka komponen-komponen protein tersebut akan mulai bermigrasi (Pratiwi,
2001).

Proses elektroforesis memerlukan media penyangga. Salah satu media
penyangga yang dapat digunakan adalah gel. Elektroforesis menggunakan gel
dapat mengurangi arus listrik yang timbul akibat perbedaan suhu yang kecil yang
diperlukan agar pemisahan menjadi efektif. Gel juga dapat bertindak sebagai
saringan molekul yang meningkatkan terjadinya pemisahan (Gambar 2.13 (A)).
Molekul yang lebih kecil dari pori-pori gel dapat bergerak dengan mudah di
dalam gel sedangkan molekul yang berukuran besar hampir tidak dapat bergerak.
Molekul yang berukuran sedang dapat bergerak di dalam gel sesuai dengan
ukurannya (Berg, 2015).

Media penyangga berupa gel pada elektroforesis dapat menggunakan gel
poliakrilamid yang biasa disebut dengan metode SDS-PAGE (Gambar 2.13 (B)).
Secara kimiawi, gel poliakrilamid bersifat inert dan dapat dibentuk dengan mudah
dari polimerisasi akrilamida (Berg, 2015). SDS (Sodium Dedosil Sulfat)
merupakan suatu deterjen anionik yang akan memutus hampir semua interaksi
kovalen dalam protein alami. SDS (Sodium Dedosil Sulfat) berfungsi untuk
mendenaturasi protein karena SDS bersifat deterjen yang mengakibatkan ikatan
dalam protein terputus membentuk protein yang dapat terelusi dalam gel.
Elektroforesis SDS-PAGE bersifat cepat, peka dan menghasilkan pemisahan yang
baik (Berg, 2015).

(8)

N Mixture of
WO )’ 4
J—"| macromolecules

Electrophoresis )
Direction of A N
electrophoresis FRORL

/.» Porous gel

A

Gambar 2.13 Elektroforesis SDS PAGE, (A) Alat elektroforesis gel
poliakrilamid; (B) Penyaringan oleh gel yang berpori
(Sumber : Berg, 2015).
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Setelah didenaturasi, protein dapat dipisahkan berdasarkan massanya
dengan metode SDS-PAGE. Campuran protein mula-mula dilarutkan dalam
larutan SDS dan ditambahkan dengan merkaptoetanol atau ditiotreitol untuk
mereduksi ikatan disulfida. Anion SDS akan berikatan pada rantai utama dengan
erbandingan satu SDS untuk tiap dua residu asam amino, sehingga terbentuk
kompleks SDS dengan protein terdenaturasi. Kompleks SDS dengan protein yang
terdenaturasi kemudian dilakukan elektroforesis dengan gel poliakrilamida. Arah
elektroforesis dilakukan dari atas ke bawah. Setelah terjadi pemisahan, protein
dalam gel dapat dilihat setelah diwarnai dengan perak atau zat pewarna biru
seperti biru Coomassie, yang nantinya akan terlihat seperti pita-pita protein
(Gambar 2.14).

Gambar 2.14 Pita protein yang terlihat setelah pewarnaan dengan
Coomassie Briliant Blue
(Sumber : Berg, 2015).

2.5 Imunomodulator

Imunomodulator merupakan suatu senyawa alami maupun sintetis yang
membantu mengatur atau menormalkan sistem kekebalan tubuh. Imunomodulator
memperbaiki sistem kekebalan tubuh yang tidak seimbang. Imunomodulator
alami kurang kuat apabila dibandingkan dengan imunomodulator yang diresepkan
dan juga lebih kecil kemungkinannya untuk menyebabkan efek samping. Manfaat
imunomodulator berasal dari kemampuan mereka untuk merangsang mekanisme
pertahanan alami dan adaptif, seperti sitokin, yang memungkinkan tubuh untuk

membantu dirinya sendiri. Imunomodulator dibagi menjadi dua jenis vyaitu,
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imunosupresan dan imunostimulan. Imunosupresan adalah agen yang menekan
sistem kekebalan tubuh dan digunakan untuk mengendalikan respon imun
patologis pada penyakit autoimun, penolakan cangkok, dan lain-lain.
Imunostimulan adalah agen yang dipertimbangkan untuk meningkatkan daya
tahan tubuh terhadap infeksi, meningkatkan tingkat kekebalan respon imun, dan
pada individu dengan gangguan respon imun sebagai agen imunoterapi (Patil,
2012).

Beberapa asam amino memiliki fungsi sebagai immunomodulator. Glisin
dapat merangsang produksi dan pelepasan IL-2 dan antibodi sel B sehingga
berkontribusi untuk meningkatkan fagositosis. Glisin dan asam glutamat
merupakan komponen esensial bagi sel untuk mensintesis glutathione yang dapat
merangsang aktivasi dan proliferasi sel NK. Arginin dapat meningkatkan imunitas

sel dengan mempromosikan aktivasi dan proliferasi sel T (Ridhowati, 2011).

2.6 Tissue Engineering

Tissue Engineering merupakan suatu ilmu dalam biomedik yang bertujuan
untuk pengembangan, pengganti, pemulihan, dan peningkatkan fungsi jaringan
(Saxena, 2005). Tissue engineering terdiri dari tiga komponen yaitu, sel, signaling
molecules/ growth factors, dan bahan pembawa (scaffold). Scaffold dapat berasal
dari tulang hewan dan berfungsi untuk memfasilitasi proliferasi dan produksi
matriks, memberikan keuntungan (Rantam,2014).

Kombinasi antara ketiga komponen yang telah disebutkan diharapkan akan
menghasilkan konstruksi jaringan yang mempunyai fungsi, struktur, dan sifat
mekanik hampir sama atau lebih baik dari jaringan asal yang digantikan.
Kerusakan atau kehilangan jaringan tubuh akibat adanya luka atau penyakit
tertentu dapat diatasi dengan menggunakan teknik tissue engineering dan jaringan
baru yang terbentuk dapat berintegrasi dengan jaringan aslinya sendiri. Proses
tissue engineering meliputi pengambilan sel dari daerah donor, penempatan sel
pada scaffold, menstimulasi proliferasi sel, mempertahankan atau meningkatkan
diferensiasi sel, dan pada akhirnya adalah proses transplantasi kepada pasien
(Permana, dkk, 2012).
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2.7 Kerangka Konsep
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Gambar 2.15 Kerangka Konsep
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Penjelasan Kerangka Konsep

Tulang ikan memiliki kandungan anorganik, organik, dan air. Salah satu
kandungan organik yang menyusun tulang ikan adalah protein. Proses pemanasan
dapat menyebabkan protein pada tulang ikan terdenaturasi dan terdegradasi
sehingga protein dapat terurai, terputus, dan terpotong. Denaturasi protein tersebut
dapat berpengaruh pada berat molekul dan intensitas dari protein. Dilihat dari
berat molekul dan intensitas protein, tulang ikan memiliki banyak manfaat di
bidang kesehatan. Salah satunya adalah sebagai bahan tissue engineering dan
imunomodulator. Protein tulang ikan dapat dimanfaatkan sebagai tissue
engineering dengan merangsang regenerasi pembentukan jaringan lunak dan
tulang alveolar. Protein pada tulang ikan juga dapat dimanfaatkan sebagai
imunomodulator dengan memodulasi respon imun untuk mengeluarkan antibodi.
Fungsi protein sebagai imunomodulator dipengaruhi oleh berat molekul dari
protein tersebut.

2.6 Hipotesis
Teridentifikasi profil protein berupa keberadaan, berat molekul dan
intensitas protein SDS-PAGE tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitan ini menggunakan penelitian deskriptif analitik yaitu
melakukan penelitian dengan tujuan utama membuat gambaran atau deskripsi
tentang profil protein SDS-PAGE tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak

secara objektif.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biosains Politeknik Negeri

Jember.

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2018 — Oktober 2018.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dari penelitian ini adalah pengolahan tulang ikan nila

sebelum dan sesudah dimasak.

3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dari penelitian ini adalah profil protein tulang ikan nila.

3.3.3 Variabel Kendali
Variabel kendali dari penelitian ini adalah teknik ekstraksi, waktu

penyimpanan sampel dan teknik SDS-PAGE.
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3.4 Definisi Operasional
3.4.1 Limbah Tulang Ikan Nila

Limbah tulang ikan nila didapat dengan cara memisahkan bagian daging
dan tulang ikan nila menggunakan pisau sampai tulang bersih sebelum dan

sesudah dimasak.

3.4.2 Profil Protein Tulang Ikan Nila

Profil protein merupakan deskripsi tentang keberadaan dan ketebalan pita
protein berdasarkan berat molekul dan intensitas dari fraksi protein yang terdapat
pada tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak yang didapatkan berdasarkan
hasil elektroforesis dengan SDS-PAGE.

3.4.3 Metode SDS-PAGE
SDS-PAGE merupakan metode yang digunakan untuk mengidentifikasi
profil protein dari tulang ikan nila sebelum dan sesudah dimasak yang dihitung

berdasarkan ukuran dari berat molekul protein marker.

3.5 Sampel Penelitian
Sampel dari penelitian ini adalah tulang ikan nila. lkan nila yang
digunakan merupakan ikan nila segar sebanyak +2 kilogram yang didapatkan dari

Sentra Budidaya lkan Nila di Kabupaten Jember.

3.6 Alat dan Bahan

3.6.1 Alat

a.  Kompor

b. Pisau

c. Panci

d. Termometer
e. Gelas Beaker

f.  Blender
g. Ependorf
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h.  Mikropipet

I.  Sentrifuge

J. Waterbath

k. Rangkaian alat elektroforesis

I.  Alat hitung waktu

3.6.2 Bahan

a.  Tulang ikan nila

b.  Buffer fosfat

c.  Akuades

d. Sample loading buffer (Tris-Cl0, 5 MpH 6,8, SDS 10 %, glycerol 10%,
bromophenol blue)

e.  Acrylamide

f TEMED (Tetramethylethylenediamine)

g. APS 10 % (Amonium persulfat)

h.  Coomassie Brilliant Blue (CBB)

I.  Protein Marker (Blue Prestained Protein Standard merk Nacalai 02525)

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Persiapan Sampel Tulang Ikan Nila Sebelum Dimasak
a. Pembersihan dan Pencucian Tulang Ikan Nila
Pertama-tama daging ikan nila yang belum dimasak dipisahkan dari

tulangnya menggunakan pisau (Gambar 3.1).

Gambar 3.1 Daging ikan nila dipisahkan dari tulang
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Tulang ikan yang didapat kemudian dipisahkan dari kepala dan ekor
(Gambar 3.2). Kemudian tulang ikan dicuci dengan air mengalir untuk
menghilangkan daging-daging ikan yang masih menempel pada tulang sampai
cukup bersih, kemudian ditiriskan (Singkuku, 2017).

Gambar 3.2 Tulang ikan nila sebelum dimasak
b. Pembuatan Ekstrak Tulang Ikan Nila

1. Persiapan ekstraksi tulang ikan dilakukan dengan menghaluskan tulang ikan

menggunakan blender (Gambar 3.3).

Gambar 3.3 Proses penghalusan tulang ikan menjadi bubuk
(a. Tulang ikan diblender; b. bubuk tulang ikan)


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

28

2. Tulang ikan yang telah halus dilarutkan menggunakan buffer fosfat dengan
perbandingan 1 : 2 (b/v) (Rachmania dkk, 2017). Selanjutnya disimpan di
dalam ependorf (Gambar 3.4).

Gambar 3.4 Pelarutan tulang ikan yang telah halus dengan buffer
fosfat

3. Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi menggunakan sentrifuge (Gambar 3.5)
pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit (Atma, 2018).

Sampel

Gambar 3.5 Sampel dalam sentrifuge

4. Setelah dilakukan sentrifugasi didapatkan supernatant (Gambar 3.6) yang akan
digunakan dalam proses elektroforesis menggunakan SDS-PAGE.

Gambar 3.6 Supernatan ekstrak tulang ikan nila
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3.7.2 Persiapan Sampel Tulang Ikan Nila Setelah Dimasak
a. lkan nila direbus (Gambar 3.7) dengan suhu 100°C yang dilihat menggunakan

termometer selama 5 menit (Atma, 2018).

Gambar 3.7 Perebusan ikan nila
b. Proses pembersihan, pencucian hingga pembuatan ekstrak tulang ikan nila

pada tulang ikan nila sesudah dimasak sama seperti pada tulang ikan sebelum

dimasak.

3.7.3 Elektroforesis dengan Teknik SDS-PAGE
a. Ambil sampel dengan mikropipet sebanyak 5nl, kemudian tambahkan dengan

sample loading buffer (Gambar 3.8).

Gambar 3.8 Sampel yang telah ditambahkan dengan sample loading buffer

b. Memanaskan sampel dalam waterbath selama 5 menit (Gambar 3.9).

Sampel

ambar 3.9 Sampel dalam waterbe{th
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c. Mencetak lower gel 12,5 %. Bahan-bahan running gel 12,5 % (acrylamide
4,15 ml, 4x LGB (Lower Gel Buffer) 2,5 ml, aquadest 1,1 ml, TEMED 5pl,
APS 10% 30ul) dicampur sampai homogen kemudian campuran tersebut
dimasukkan ke dalam rangkaian plate elektroforesis.

d. Mencetak Upper gel. Cara pembuatan upper gel sama seperti mencetak lower
gel. Bahan-bahan Upper gel 5 % (acrylamide 0,9 ml, 4x UGB 1,5 ml,
aquadest 3,6 ml, TEMED 9 ul, APS 10 % 20 pul) dicampur hingga homogen
kemudian campuran tersebut dimasukkan di atas lower gel yang telah
mengeras hingga penuh. Setelah itu, comb dimasukkan untuk membuat

sumur-sumur dalam buffer (Gambar 3.10).

" R |

Comb

Gambar 3.10 Pemasangan comb dalam rangkaian alat elektroforesis

e. Sampel dan protein marker yang telah dibuat dimasukkan ke dalam lubang
comb (Gambar 3.11). Protein marker menggunakan Blue Prestained Protein

Standard merk Nacalai 02525 sebanyak 3 pl.

Mikropipet

Protein Marker
dalam comb

T, BN

Gambar 3.11 Memasukkan sampel dan protein marker ke dalam comb
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f. Pemisahan protein dengan SDS-PAGE dilakukan dengan arus listrik 50-95 V.
Proses ini dihentikan setelah warna biru mencapai dasar gel kurang lebih tiga

sampai 5 jam (Gambar 3.12).

Arus listrik

Warna biru
mencapai dasar

-

Gambar 3.12 Proses Elektroforesis SDS-PAGE

g. Protein yang terpisah diwarnai dengan Coomassie Brilliant Blue (CBB)
(Gambar 3.13).

Gambar 3.13 Pewarnaan dengan CBB

h. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan akuades sampai pita protein terlihat
jelas (Gambar 3.14).

Gambar 3.14 Pencucian dengan akuades sampai pita protein
terlihat jelas
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I. Melakukan analisis profil protein dengan melakukan perhitungan berat
molekul (BM) dan intensitas protein menggunakan software gel analyzer
(Laemmli, 1970; Hames, 2002).

3.8 Analisis Data

Hasil pembacaan pita-pita elektroforesis protein tulang ikan nila dianalisis
dengan menggunakan analisis deskriptif untuk melihat profil protein pada tulang
ikan nila sebelum dan sesudah dimasak. Pita-pita elektroforesis protein
menunjukkan fraksi protein hasil SDS-PAGE yang nantinya akan menunjukkan
berat molekul dan intensitas berdasarkan perhitungan menggunakan fraksi protein

marker yang telah diketahui berat molekul sebelumnya.
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3.9 Alur Penelitian

[ Persiapan alat dan bahan ]

A

[ Tulang ikan nila sebelum dimasak ] [ Tulang ikan nila sesudah dimasak ]

,

[ Pembersihan dan pencucian tulang ikan Pembersihan dan pencucian tulang ikan ]

] | l

Penghancuran tulang ikan Penghancuran tulang ikan
) 4 A
Pelarutan menggunakan buffer fosfat Pelarutan menggunakan buffer fosfat
N
Sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm Sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm
selama 10 menit selama 10 menit
/L
Supernatan Supernatan

\ 4

[ Proses Elektroforesis SDS-PAGE ]

Gambar 3.15 Alur Penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Profil protein hasil SDS-PAGE yang teridentifikasi pada tulang ikan nila

sebelum dimasak terdapat 10 fraksi protein, yaitu 183 kDa, 121 kDa, 83 kDa, 46
kDa, 44 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 30 kDa, 21 kDa dan 8 kDa, sedangkan pada tulang
ikan nila sesudah dimasak didapatkan 8 fraksi protein, yaitu 183 kDa, 121 kDa, 83
kDa, 46 kDa, 38 kDa, 21 kDa, dan 8 kDa. Intensitas fraksi protein terbesar pada
tulang ikan nila sebelum dimasak sebesar 6598 pixel pada BM 121 kDa dan

intensitas fraksi protein pada tulang ikan nila sesudah dimasak terbesar adalah
sebesar 4118 pixel pada BM 38 kDa.

5.2 Saran

1.

Diperlukan penelitian lanjutan untuk mengetahui manfaat dari tulang ikan nila
di bidang kesehatan sebagai imunomodulator, scaffold dan bahan tissue
engineering;

Diperlukan penelitian lanjutan menggunakan metode lain seperti metode SDS-
PAGE dua dimensi, sequencing dan western blot untuk mengidentifikasi nama
protein secara spesifik pada fraksi protein tulang ikan nila sebelum dan
sesudah dimasak;

Diperlukan penelitian lanjutan untuk mengetahui sifat dan karakter dari fraksi
protein, seperti alergenitas dan imunogenik;

Diperlukan penelitian lanjutan untuk melihat profil protein pada konsentrasi
gel elektroforesis SDS-PAGE yang berbeda;

Diperlukan penelitian lanjutan menggunakan protein marker yang memiliki
broad range untuk melihat profil protein pada tulang ikan nila di atas BM 200
kDa dan di bawah BM 9 kDa;

Diperlukan penelitian lanjutan untuk melihat profil protein pada tulang ikan
nila dengan lama pemanasan selama kurang dari 5 menit dan lebih dari 5

menit.
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