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Futra Aviva Ivada (0217100101060} Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas
Teknologi Pertanian  Universitas Jember, "Membandingkan Kinerja Protease
Biduri {Calotropis gigantea) dengan Protease dan Bahan Pengempuk Daging
Komersial™, dibimbing oleh Ir.Hj. 5iti Hartanti, M5 dan Ir. Yhulia
Fraptningsih, MS.

RINGKASAN

Protease merupakan enzim penghidrolisis protein, vaitu enzim yvung memutus
ikatan peptida pada rantai protein schingpga dibasilkan ssam amino atan peptida
berantal pendek. Enzim protease banyak digunakan dalam industri pangan seperti
pembuatan keju, penjernihan bir, pembuatan roti. pengempuk daging, dan lain-lain.
Kebuluhan skan enzim protease vang terus meningkat memicu para ahli uniuk
menemukan sumber protease baru yang salah satunya vang mampu dikembangkan
adalah tanaman biduri, Bidun {Calorropis sivanen) merupakan jeniz tumbuhan
dataran pantal vang memiliki aktivitas proteolitik seperti halnva tanaman pepuyva,
nunas, dan ficus sp. Akan tetapi belum diperoleh pambaran vang lebih konkrit tentang
seberapa besar tingkat hidrelisis protease bidurei di antara enzim protease komersial,
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui seherapy besar aktivitns protease bidur
dibanding protease komersial,

Hasil penelitian menunjukkan bahwa derajad hidrolisis crude protease biduri
lebih rendah dibanding enzim papain, enzim paya maupun poririnsen pada substrat
daging dan kedelui, tetapi lebih tinpgi dibanding pava dan poririnsen pada subsirat
soluble cascin, Sedangkan aktivitasnya, crude protease biduri paling linggi di antara
papain. paya maupun poririnsen, Demikian jupa aktivitas spesifiknya menunjukkan
jauh lebih tinggi dibanding papain, pava maupun poririnsen. Akan tetapi teksiur
daglnb pascy inkubasi dengan crude protease biduri masih lebih kerss dibanding
pasca inkubasi dengan papain maupun paya. Sehingga erude protease biduri kurang
cocok bila diaplikasikan untuk pengempukan daging,

;v


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

BAB 1. PENDAHULUAN

L1 Latar Belakang

Hampir semua reaksi biologis dipercepat oleh suatu senyaws makro molekul
spesifik yaitu enzim. Dari reuksi vang sangat sederhana seperti transportasi karbon
dicrhsicla sampai vang sangat ramit seperti replikasi keomosom (Winame, 1994),

Protease merupakan enczim penghidrolisis protein vang banyak digunykan
dalam industnt pungan seperti pembuatan keju, penjernihan bir, pembuatan roti,
pengempuk daging. dan lain-lain. Pemakaian enzim prolesse terus meningkat dari
lahun ke tahun. Pada tahun 1983 penjualun engim protease mencapai % dari o1l
penjualan enzim dunia dan pada tabun 1995 meningkat sampai 60% dari wotal
permakaisn enzim dunia yang bernilai lebih dar 2 milvar dolar AS (Subartono dkk,
1993 Word, 1983}, Sedangkan pada tahun 2004, 70% pasar eneim dunia didominasi
vleh enzim protease (mediaindo.co.id, 2004),

Meningkainya kebutuban enzim protease setiap tahunnya memacua para ahli
untuk menemukan sumber-sumber enzim protease yang buru. Sclama ini enzim
protease diproduksi dari jaringan-jaringan hidup seperti mikmoorganisme, hewan
maupun tanaman. Lnsim protease yvang diproduksi dar jaringan hewan relatif lebih
mahal don ketersediannya tergantung pada permintaan hewan-hewan sumber enzim
dipasaran {Loffler. 1986}, Engm protease dari jaringan lunaman dapat dihasilkan
vleh bagan-bagian tanaman penghasil pretease seperti getah pada pepaya, biji
kacang-kacangan duri famili Aracis Aypogese, bunga tanaman labu, buah semangks,
tan mimpang jahe (Subartono, 1992; Thompson ef af, 1973).

Bidun (Calomropis gigaeiea) merupakan jenis mmbuhan semak lar vang
lumbuh subur diarea pantai sampai ketinggian 1000 mdpl discluruh Indonesis,
lanaman  bergelah  ini masih  belum  Jimanfaatkan  secara  optimal, karena
keberadaannya sebapai gulma juga sebapai makansn temak. Hasil penelitian
sebelumnys menunjukkan bahwa tanuman dalam sam genus dengan biduri, vaitu

Calotopls procera  \elah  sukses digcunaken scbasal sumper emsam  prows:
1
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(Eskin _1990). Menurut paradigma Chemotaksonomy, tanaman dar genus vang
sama memiliki kemiripan dalam komposisi Kimianyva (Ray, 1989), Hasil penelitian
Witono (2002) menunjukkan bahwa ekstrak getah tanaman biduri menunjukkan
adanya aklivitas enzim protease. sehingga tanaman biduri dapat digunokan sebugai
alternatif sumber enzim prolease,

Amsyg (2005} menyatakan, produksi enzim protease hiduri secara massal alay
produkst dalam skala besar dapat dilakukan, Fraksi residu tanaman biduri memiliki
aktivitas protesse terbesar dengan pll oplimum umuk ekstraksi protease biduri
idalah pH 3.5, Produksi ensim protease biduri dari batang dan daun memerlukan
Mu-metabisulfit 0.7% dengan menggunakan pelarut air subu 10°C dan teknik
pengeringan dengan menggunakan pengering heku {freeze drver).

Supayd dapat dikembangkan kearah produksi secarn komersial, maka perly
diketahui bagaimana akiivilas cnzim protease biduri dibandingkan denguan enzim

pritease homersial.

1.2 Perumusan Masalah

Permasalahan dari penelitian ini adalah bagaimana  perbedaan derajal
hidrodisis, kadar protein terlarul, aklivitas enzim, water holding capacity dan lwekstur
substrat oleh protesse yvang diekstrak dan tanaman biduri terhadap substeat daging,
kedelai dan soluble casein dibandingkan protease maupun bahan pengempuk daging

komersial, schingga perlu ditelin,

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan umum dari penelitian ini adalsh mengetahui seherapa besar aktivitas
profease bidunt dibanding protease dan bahan pengempuk  daying  komersial.
sedangkan tajuan khususnya adalah :
1. Mengetahui perbedaan derajat hidrelisis protease biduri dan protease komersial

pada substral daging, kedelai, dan soluble casein.
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Mengetabui perbedaan kadar protein terfarul hasil hidrolisis protease biduri dan
professe komersial pada substrat daging, kedelai, dan soluble casein,

3. Mengetahui perbedaan akuivitas proteolitik enzim biduri dan protease komersial,
4. Mengetahui perbedaan water holding capacity dan lekstur duging hasil hidrolisis

protease biduri dan protease komersial,

1.4 Manfaat Penclitian
. Membenkan informasi sifat-sifat ensim prolease vanp diekstrak  dari
tanaman bdur.

-
K

Meningkatkan nilai guna tanaman bidur,
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BAR 2. TINJALAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Biduri (Caloteopis gipaniea)

Biduri (Calotropis giganiea) merupakan tanaman lahen kering  dengan
ketinggian 0.5-3.0 m vang banyak ditemukan pada lahan-fahan kosong dengan
periode kering wang lamu, Biduri sampai saat ini belum banyak dimantaatkan,
buhkan pada beberapa daerah diangeap schagai pulma (Stenis, 19929,

Panaman bidun sebenarnya sudah dimantaatkan, Oleh masvarakat beberapo
ducrah di Indonesia. tanarman ini lelah dimanfaatkan untuk keperluan tertentn, mulai
dari akar. batang, kulil, biji beserta bulu biji, daun sampai bunganya {Stenis, 1992}
Ampas dari akar biduri dupal digumakan sebapai obat luka dar pigitan ular beracan
dengan membalukin pada bagian vang terluka, Akar yang ditumbuk halus dan
dicampur dengan tepung beras berguna untuk menggosok kaki vanp terasa penal
[Hevne, 1987),

Beberapa masyarakal di Bali. memanfantkan kayunya untuk arang dalam
pembuatan sendawa. Oleh masvarakal Yogyakarta, daunnya sering digunakan untuk
menghilangkan  patyl  puda anak-anak  terstama akibat cacar, sedangkan  di
Palembang duun yang dilayukan dan ditumbuk dengan kapur sirh hingga menjadi
bubur kental dapnt digunakan untuk menvembubkan penvakit kudis. Bimganva oleh
wanila-wanita Cina digunakan sehagui bahan tambahan penghias tububh. Sedanghan
bulu bijinya dapul digunakan untuk bahan tambahan industr kecil, Selain ito dalam
e kedokteran, cairan getah ind mempunyvai kegunaan, seperli menstimulir
pematangan bisul. untuk menanggalkun pigi gerabam dan telsh digunakan untuk

menyembuhkan luka (Heyne, 1987).
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Sistematika  biduni  (Coelodropiy gigonteq)  adalah schagai berikun

{ Tiitrosocpome, 1994

[ivisio : Spermalophyia
Klas : Dicotyledoneas
Sub Klas : Monochlamydae
Ol : Euphorbiales
Famili : Euphorhiaceae
Cienns : Calotropis

Species s Calodripis sigantea

Tanaman bidur merupakan tanaman bergetah, dan selurah tanaman hiduri
akan mengalir getah pads lempat yang dilukai atay dipolong, Getahnva berwama
putih kelat, tetapi lidak tajam (Hevne. 1987). Gelah dari sejenis tanaman hiduri
yakni Cafotropis procera telah berhasi] dipunakan unuk pembuatan keju (Eskin,
1990} Witenao (2000 melaporkan babhwa ekstruk pelah tanaman biduri merupakan
sumber enzim prolense vang potensial seperti halnya papain dari pepaya, bromelin

duri nunas, dan ficin dari tanaman les,

2.2 Enzim

Enzim memiliki tempat terpenting dalam biokimia analitis dan banvak
penelitian dilakukan untuk mendeteksi enzim seeara koantitatil, Enzim merupakan
protein kompleks yang diproduksi oleb sel dun bertindak sebagai katalisator dalam
reakst blokimia spesilik. Seperti umumnya katalisalor, cnzim bekerja mempercepat
reaksi dengan menurunkan energi aklivasi reaksi. Menurul Winamo (19930, enzim
dibagi menjadi enam kelompok berdasarkun tipe reaksi katalisisnya, yailo ;

1. Oksidoreduktase : adalah enzim yang dapat mengkatalisis reaksi oksidasi atau
reduksi sumtu bahan, Enzim oksidoredukissi ada beberapa jenis, sntara lain
ahsidase dan dehidrogenase. Oksidase adalah enzim yung mengkatalisis reaksi
antara substral dengan molekul oksigen, sedanpkan dehidrogenase adalah enzim

vang aktif dalam pengambilan atom hidrogen dar substrat.
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2. Transferase © adalah enzim vang berperanan dalum reaksi pemindahan (transfer)
suatu radikal atau gugus,
3. Hidrolase : adalah enzim vang mengkatalisis reaksi hidrolisis suatu substrat atau

pemecahan substral dengan perlolongan molekul air, Hidrolase merupakan
kelompok enzim vang sangat penting dulam pengolahan pangan.

4. laase : adalah enam yang akif dalam pemecahan ikatan C-C dan ikatan O-0
dengan tidak menggunakan maolekul air,

3. lsomerase | adulah enam vang mengkatalisis reaksi perubshan konfigurasi
molckul dengan cara pengaturan kembali atom-atom dalam molekul substrat,
sehinggy dihasilkan molckul baru vang merupakan isomer dari substeat atau
dengan perubahan pisisi somer, misalnya merubah aldosa menjadi ketosa,

6. Lagase : adalah enzim vang mengkawalisis pembentukan ikatan-ikatan terlentu,
misalnya pembentukan ikatan C-0, C-C, dan C-% dalam hiosiniesis koenzim A
setla pembentukan ikatan C-N dalam sintesis glutamin,

Kompaonen sualy enzim yaitu koenzim dan apoendim. Koenzim merupakan
fraksi nonprotein enzim yang diperfukan umtuk aktivitas enzim, Sebagian besar
koenzim berupa (unman dar vitamin B kompleks, unsur anorganik seperti kalsium
{Ca’ "), kalium (K'Y juga merupakan koenzim beberapa enzim, Silat-silal koenzim
antara lain adaluh tdak terikat kuat dengan enzim, dan satu molekul koenzim dapul
berperan pada banyak reaksi wvang dikatalisis oleh sejumlah enyim. Apoenzim
merupakan [raksi protein suatu enzim yang mempunyvai aktivitas spesilik, dalam
iksinya perlu diaktitkan dengan  penambahan  koensim  alau gugus  prostetik
i Maktoeld, 20023,

Enzim bereaksi dan bergubung dengan substral umiuk membentuk kompleks
enzim-subsiral, kemudian terurai dan membentuk produk sera ensim bebas. Enzim
dengan jenis tertentu akan bekerja terhadap substral werieniu pula, sehingga setiap
ersim memiliki spesifitas tertentu terhadap substrat (Harper, 1999, Spesifitas enzim
sangat penting dalam pengolahan pangan untuk mengubah salah smu kompenen

bahan, dan untuk analisis pangan {Winarmo, 1995).
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Eream memmbki spesifilas akiivitas yvuilu peranan enzim scbagal katalis
hanya lerhadap satu reaksi alau beberapy reaksi vang sejenis saja. Secara wmuwm.
derajat spesifitas enzim ada 4 macam ( Winarno, 1986).

1. Spesililas stereokimia, ymlu menunjukkan spesifitas untuk mengkatalisis bentuk

1soImer tertentu,

b2

spesifitas kelompok atau fungsional, vaitu bekega terhadap pemutusan atan

pamusangan sualy pengikatan vang mengikat gupus fungsional terentu, Conloh ;

tripsin adalah protease vang hanya akiil pada ikatan peptida pada sisi karboksil

dan arginin dan lisin.

. Bpesilitus yung rendah, Gdak membedakan jenis substrat wewapi hanya spesifik
pada ikatan yang akan dipecah.

4. Spesifitas absolut, hanya menyerang satu jenis substrat twngpal. Sebugian besar

ensim termasuk pada kategor ini.

1.3 Faktor-fakior Yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim

Aklivilus emaim dipengaruhi oleh beberapa fakior, sntara lain subu dan
thermostahilitas enzim, keasaman (pH), konsentrasi enzim-subsiral,
2.3.1 Suhu dan Thermostabilitas enzim

Pada umumnya semakin linggi suhu, maka semakin meningkat laju kimia
baik pada substral yang dikatalisis maupun vang tidak dikatalisis oleh enzim.
Namun enzim adalah protein, jadi semakin tinggi suhu maka inaktivasi enzim juga
memngkal. Hal tersebut dikarenakan erjadinya denaturasi pada protein cnzim
schingga aklivilus envim akan menuran (1Holme and Peck, 1998).

Kecepatan  reaksi  mula-muls meningkat  dengan  kenwikan  suhu  dan
peningkatan energi kinetik pada molekul-moelekul yang bereaksi. Akan letapi pada
hatas ferlentu akan terjadi kerusakan ¢neim vang lebih lanjul vang akan diikuti
dengan hilangnya aktivitas katalitiknya, Hampir semua enzim mempunyvai aktivitas
optimal pada subu sekitar 30°C dan denaturasi mulai lerjadi pada subu 45°C

{nchwimmer, 1981 Winarno, 194935), Menurut Otsuki er af, (1978) dulam Mee of af.
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{1986}, subu optimal untk aktivitas protease sulfihidnl adalah 60°C, Denaturasi
akan lerjad dengan cepat apabila suhu mencapai 70°C,

Perubahan-perubahan temperatur dapal mempengarahi reaksi enzimatis dari
beberapa segi vaite © kestabilan enzim, perubahan dayva kelaruton gas, perubahan pH
buffer, afinitas enzim lerhadup akiivalor dan inhibitor, daya reaksi kompetisi,
omisas pugus lungsional, alinitas enzim-substrat, velositas konversi dan subsiral ke
produk. dan derajat asosiasi multipolipeplida dan enaAm (Whittaker, 19494

Perbedasn sumber atau asal enzim menyebabkan perbedaan duva lahan
panas. am amilase dan bakien, memiliki dava tahan lehih tinggi lerthadap panas
dibandingkan dengan enzim amilase vang berasal dar kapang, Pada umumnya
enzim-enzim bekerja sangal lambat pada suhu dibawah titik beku dun aklivitasnya
memngkal sampal pada 43°C. Istilah vang digunakan untuk menyatakan pengaruh
suhu pada laju reaksi engm adalah koefisien suhu O untuk reuksi-reaksi enzim
nilai Chy biasanya sekitar 2,0 yang herarti bahwa laju reaksi akan mencapai dua kali

lipat untuk setisp kenaikan subu 10°C, sampai denaturasi legjadi (Winarno, 1995),

2.3.2 Keasaman (pH)

semua enzim adalah protein, Karena itu, faktor-fakwer vang berpengarih
terhadap aktivilas enzim adalah faktor-fakior yang mempengzaruhi strukoee sekunder,
fersicr. dan kuartener dari prolein, Kenyataan itu mensvebabkan faktor pH
lingkungan yung berhubungan dengan kestabilan dan daya jonisasi guguos aklif suaty
enzim akan mempengaruhi akrivitas enzim tersebul (Whittaker, 1994). Fngim
memiliki kepekaan vang sangat tinggi terhadap perubahan pll di lingkungamnya.
Pada umumnya enim bersifat amfolitik, vang herrti enzim mempunyai konstania
cisosiust pada gugus asam maupun pugus basanva, teratama pads gupus residu
terminal karboksil dan gugus terminal aminonys. Enzim menunjukkan aklivilas

maksimum pada suatu kisaran pH vang disebut dengan pH optimum, vang
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wmurmnyy antars pH 4.3 sampai 8.0, Suate engim tertentu mempunyui kisaran pH
optimum sangat sempit, Disckitar pH optimum ensm mempunyvai stabilitas yang
tinggi. Pengendalian pll sungal diperlukan dalam  prakick leknologi  pangan.
{ Winarno, 1995),

Monurut Holme dan Peck (1998), pada kisaran pll vang ckstrem baik asam
mavpun  basa terjadi inaktivasi vang bersifal deeeversible. ada kisaran pH
selebihnya masth dapat terjadi inaktivasi, tetapi bersifat reversible. Enzim dapat puks
mengalami konformasi bila pH bervariasi. Gugus muatan vang jauh Juri dacrah
ferikainya substrat mungkin diperlukan untuk memperiahankan struktur tersier atau
kuartener yang skiif. Dengan berubahnys muatan pada gugus ini, protein terbuka
sehingen akan kehilangan aklivilas. Berpantung pada besarnva perubahun ind,
aktivitas bisa pulih atau tidak ketika ensim ersebut dikembalikan kepada pll-nya

yang oplimal {Harper, 1999).

2.3.3 Konsentrasi Enzim dan Substrat

l'meim - merupakan  seakian  vang  bergabung  denpan  substral  uniuk
membentuk kompleks enzim-substrat, (Ene®), kemudian terurs dan memberntuk
produk (P} serly enzim bebas, Kecepalan awal suatu renksi merupakan kecepatan
vung divkur sebelum terbentuk produk yang cukup untuk memungkinkan terjadinya
reaksi balik. Kecepatan awal suatu reaksi vang dikatalisis cnzim selalu sehunding
dengan konsentrasi ensim (Harper, 1944

lka konsentrasi substral meningkal, sementara semua kondisi lainnya
dipertahankan tetap konstan. maka percepatan reaksi meningkat hingpa mencapal

suaty keadaan enzim jenuh oleh substrat (1 larper, 1990).

2.4 Enzim Proteasc
Linzim protease merupakan enzim yang banvak dipunakan dalam industr
pangan. Saat ink. enzim protease memduduki tempat teratas dalam hal pemenubin

kebutuhun enzim dunia. Sebanyak 70% pasar enzim dunia didominasi oleh enzim
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profease (mediaindo.co.id, 2004). Enzim protease yvang swdah ditselast dan jaringan
baik dari mikroorganisme, jaringan hewan maupun tambuh-tumbuhan mempunyai
peranan besar dalam herbagai industri. Protease merupakan enzim penghidrolisis
profein yang banyak digunakan dalam industri pangan seperli pembuatan keju,
penjernihan bir, pembuatan roti, pengempuk duging, dan lain-lain (Smith, 1995),
Lreim protease merupakan sckelompok  besar enzim yang ferdapat sceara luas di
alam. Enzim protease berbentuk molekul dengan ukuran yane relatif’ kecil, padat,
dan memiliki struklur berbentuk bola vang dapat menghatalisis atau memeeah ikatan
peptida dalam protein ( Polgar, 198%), Eneim proteaze memiliki peranan vang sanoat
penhing dalam proses biologi mabluk hidup, misalnya dalam aktivitas metabolisme
dan penentuan gen, modifikasi enzim, serta hidrolisis protein duri ukuran besar
menjadi keeil atau lebih sederhana (Rao ef af, 1998), Enzim protease berperan besar
dalam proses-proses seluler skibat kemampuan protecliisnva vang  cssensial.
Proses-proscs tersebut meliputi digesti, transiokasi, tokar panti protein, sekresi
prodein, aklivitas cnam dan hormon, Protease juga terlibal dalam aktivitas beberapa
toksin vang penting dalam bahan mukanan, Olch karena it aktivitas prolesse ini
perlu dimanipulasi schingga dapat dimanatkan secara luas.

Hampir semua enzim protesse merupakan protein sederbuny ving tersusun
oleh asam amino. Schapgian enzim protease tidak memerlukan ion altivator, namun
ada beberapa enzim protease memerlukan aktivator kation-kation divalen untuk
uklivilasnya. Enzim protease termasuk endm vang cukup stabil, karena lyhan
terhadap pll dan subo lingkungan yang agak ekstrim. Sifal-sifat inilah vang
mengakibatkan enzim protease muodah difsolast dengan metode-metode vang relatil
sederhana (Suburtono dkk, 1992,

[eaksi katalisis protesse seeara umum adalah menghidrolisis ikatan peptida
seperti pada Guambar 2.1, Namun demikian berbagai jenis enzim  protease
mempunyai spesifitas  hidrodisis yang  berbeda-beda. DBeberups ¢nzim  protease

mempunyil syarat khusus untuk aktivites proleasenva. Semakin spesilik suatu
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cnzim, semakin sedikit jumlah ikatan peplida yang mampu dihidrolisis (Whittaker,

[ 43034},

H FHs H ]
0
% 5 P . 2 oo IR O = Hy N-UHR-CY
M G C ¥ i
H o R H

X = rantai peptida sebelumnya
¥ = rantai peptida sesudahnya

Gambar 2.1 Reoksi Katalisis Prolease.

2.4.1 Klasifikasi Enzim Protease

Enszim protease pada mulanve  digolongkan  berdasarkan  sumbermnyu,
misalnya dari dunia lumbuh-tumbuhan dikenal getah pepaya penghasil papain dan
buah nanas sebagai penghusil bromelin, Bagian hewan vang digunukan schagai
penghasil ensdim protease adalah saluran pencernsan (lambung, perur, usus) vang
dikenal dengan bagian sbomasum anak sapi  penghasil Tenin, Liver atau
hepatopunkrens dan ihan adalah sumber chalepsin (Kolodziejska er af., 1994,
Choudury and Gogaed, 1996],

Perkembangan sclanjutnya enzim protease dibagi dua golongan besar, vaily
ekstraseluler dan infrascluler. Enzim protesse vang bersilat ckstraseluler adalah
endm vang menghidrolisis substral polimer protein berukuran besar menjudi kecil
sehingen dapat dimanfaatkan oleh sel vang menghasilkan (Kaneda er of., 1997).
Sedangkan jenis protease intraseluler berperan penting dalam proses pembentukan
dan germinust spord, aktivitas sifat patogenik beberapa virus, proses pematangan
protein, proses fertilisasi pada mamalia, proses koapulasi damh, fibrinolisis,
pengonirolan lekanan darah, proses modilikasi serla sekresi berbagai envim [(LodTler,
1086).
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Protease  berdusarkan  spesifitas hidrolisisnys  digolongkan  menjadi
chsopeplidase dan endopeptidase (Kaneds ef of.. 19971 Golongan cksopeptidase
ailuluh enzim protease vang menguraikan protein dari ujung rantal protein schinggs
dihasilkan saty asam amino dan sisa peplida, Pada tingkat lajut enzim ini akan
menghasilkan scjumlah asam amino. Golongan eksopeptidase dapat dibagi lag
menjadi karboks: {ekso) peptidase dan amine (ekso) peplidase yang berturut-turut
mematong peptida dari arah gugus karboksil terminal dan pugus amino terminal,

Golongan  endopeptidase menurut Lofller (1986) adalab enzim yang
menguraikan ikatan peptida pada bugian dalam rantai protein secara acakl. schingga
dihasilkan peptida dan polipeptida. (Meh karena itu kebanyakan endopeptidase hanya
pkan menghasilkan asam amino dalam jumlah terhatas (Suhartono dkk, 1992,
Spesifitas cndopepliduse lebih komplek. Protease jenis tripsin menghidrolisis ikatan
peptida pada asam amino lisin dan arginin, sedangkan khiotripsin memecah ikatan
peptida pada sisi asam amino hidrofobik.

Herdasarkan sifat-sifat kimia dari Jokasi akiil] ensim profease dapat dibagi
menjadi empat golongan schagai berikul {Harley, 1960 dalam Winarno 1993) -

d. Eneim protesse serin, yaitu enzim protease yang mempunyal residu senn dalam
lokasi aktilnyua, Semuoa endAm tersebutl bersifal endopeptidase. BEnzim vang
lermasuk golongan ini adalah tripsin, kimotripsin, clastase, dan subiihn,

b. Enzim proteasc sullihidril, yailu enegm prolease yang mempunvai residu
sulithidn] pada lokasi akiif. Lnzim o ini dihambat oleh senvawa oksidator,
alkilator, dan logam berat, Yang termasuk golangan profease sullihidril adalah
protesse dard lanaman Juan mikroba misalnya papain, ficin dan bromelein.

c. Enzim protease metal, yaitu cnzim protease vang aklivitasnya memerlukan ion
lopam. Blasanya salu mol enam memerlukan sate mol on logam. Logam
tersebut dapat berupa Mg, Zn, Co. Fe, Hg, i, dan schagainya. Enzim tersebut
dihambat olch EDTA (Ethviene Digming Teira Acevic Avid) yang dapat

mengkelal Togam sehingga akiifitas enzim hilang. Contoh enzim yang termasuk
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golongan protease logam ini adalah professe | mixobacter aminopeptidase,
serta protense dan bakleri {misalnyva Closteidind Risiolviicnm, Streplococous).

d. Enzim protease asam, yaily ensm protease vanp pada lokasi aktilnvs lendapal
dua pugus karboksil, Aklivitasnya dapat dihambat atau dicegah olch  p-bromo-
fenasilbromida. Yang termasuk engim protease asam ini adalah pepsin, Tenin.

dan protease kapang. Freim tersebut aktif hanva pada pll rendah.

2.4.2 Sumber-sumber Enzim Protease

Enzim protease dupal diproduksi dari jaringan-jaringan hidup meliputi
tanaman, hewun, maupun mikroorganisme. Fovim prolease yang dihasilkan dari
lanaman antara lan dan gelah lanaman pepaya vailu ensm papain dan enzim
kimopapain, ensm fivin dari tanaman fiews, ensdm bromelein yang diisolasi durd
batang atau sari buah nanas, Enzim vang dihasilkan oleh getah pepaya, tanaman
lieus dun lanaman nanas tergolong jenis protease sulfihideil. Freim kimopapain
vang dihasilkan duri getah pepava merupakan benluk kristal dari getah pepaya
dengan daya kerja yang sama dengan enzim papain namun memiliki dava tahan
panas ¥eng lebih besar dibandingkan dengan envim papain. Enzim bromelein yang
didapatkan dart buah nanas dapat diperoleh pada bush nanas vang masib muds
maupun yang sudah lua, bahkan aktivitas bromelein pada buah nangs vang muda
lebih tingpi dibandingkan dengan buah nanas yang sudah ma (Winarno, 1995),
Beberapa lanaman lain juga suduh diketahui sebagai sumber enzim protease vaitu
famili kacang-kacangan (Arachis fopogewe 1.0, labu (Circubite mefo), jabe serta
buah semangha {(Subartono dkk, 1992; Thompson er af., 1973).

Enzim protease vany dihasilkan dari hewsan sntara lain renin diproduksi dari
lambung sapi. Enzim protease vang diproduksi dari jaringan hewan relatil lehih
mithal dan ketersediannya lergantung pada perminésan hewan-hewan sumber enzim
dipasaran (Loffler. 1986}, Liver alau hepatopankreas dari ikan adalsh sumber

chatepsin (Kolodaciska er al, 1994 Choudury add Gogoi, 1998),
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Sedanpkan protease yung dibasilkan dari mikroba pada umumnya dihasilkan
alch kapang, anlara lain Penicillinm roguefort dan Peniciflinm camemberti serts
Ririzopus sp, Mikroba yang dianggap aman dalum memproduksi cnsim protease
pangan antara lain Bacilluy subtiliv, Aspergilus orvzae, dan dspergilus niger
(Winarno, 1986,

Ketersediann enzim protease renin darl anak sapi yang semakin mahal.
mendorong para peneliti untuk mencari pemgant renin dar tanaman, HSerincasa
cacrifera, Caloiropiy procers Merupakan lanaman vang dapat menggantikan fungsi
protease renin, walaupun belum dapal nenghasilkan keju vang sempurna {1iskin,
19907, Meskipun mikroba dikenal luas scbaga sumber chim Protedse, namun Wik
Wjuan-tujuan khusus misalnya pengempuk daging, ehaim prolease lanaman masih
mempunyai peranan yang sangsl hesar yang belum sepenuhnva dapal digantikan

aleh enzim dari mikroba {Subartono dkk, 1942,

2.4.3 Fnzim Biduri

Eneim biduri diproduksi dari jaringan batang dan daun tanaman hicluri.
Aktivitas emzim  biduri sangat dipengaruhi oleh  luktor-faktor  lingkungannya.
Beherapa sifat dari ensim protease biduri yailu mempunyai suhu optimum 537,
memiliki pH optimum pada pll 7. Enzim protease biduri dapat diinuklivasi pada
suhu distas 60°C, karena pada suhu tersebut daya tnhan enzim lethadap panas mulai

mueruren { Prathaems, 20055,

2.4.4. Enzim "apain

Envim papain adalah enzim yang terdapat dalam getah pepayy, merupakan
jenis emeim proteolitik, Kualitas getah sangal menentukan aklivitas proteolitik.
Kualitas gelah terpantung pada bagian tanaman asal getah tersebut, Berdasarkan
penclilian yang sudah dilakukan bagiun @naman yung mengandung petah dengan
kunlitas aktivilys proteolitik yang baik wda pada bagiun buah, ditkuli batang

kemudian pada daun {Muhidin, 1999
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PPapain termasuk golongun protesse sullfhidril. Prowcase golongan ini akan
dibambal aklivilasnya oleh oksidator. gupgus alkil dan fon-ion logam berat vang akan
mengikat gugus thiol. Papain memiliki stabilitas vang baik pada pll 5 dan optimum
pada pH 7 unluk akiivitasnyva terhadap kasein. Selain kasein, beberapa peptida dan
protein lain juga dapat dihidrolisis oleh papain ( Yamamoto, 1975).

subariono dkk (1992) menvatakan papain mempunyval aktivitas proteolitik
tertinggi bila berada pada lingkungun vang mempunyai pll antara 6 sampai 8 dan
kestabilan enzim ini masih cukup baik pada pH 2 sampai 10, Menuwn Muchiadi
(1992} enzim papain stabil pada suhu tinggi, denpan pH mendekat netral. Inaktivasi
engam terjadi saat pH lingkungan menjudi asam (pH<4) dalam kendisi suhu tingsi.
smith dan Kimmel (1960} didalam Dondy ef of (1998) menyvatakan enzim papain
men)udi tnaklif sempura pada pll kurang dar 2

Papain lersusun olch 212 asam amino. Bagian erpenting dari struktur ini
adalah gugus sistein 23 dan histidin 159 vang merupakan bagian ulama dalam proses
kKatalisasi (Muchtadi, 1992). Susunan lengkap asam-asam amino penvusun papain
dapat dilihat pada Tabel 2.1,

Beberapa kegunaan enzim papuin antara lain ( Titania, 2(01)

I, Pengempuk daging. Daging apabila diperlakukan dengan enzim papain muka
terjadt reakst pemutusan ikatan peptida schingga rantal protein lerpotong-potang

membentuk rantai yang lebih pendek.

Z, Pembuatan  konsentral  prowin, papain  dapat  digunakan  sebagal  bahan
penghancur sisa atau buangan industri pengalengan ikan menjadi bubur ikan atau
konsentrat protein hewan,

3. Penghasil pepton dan asam-asam amino. Namun kegiatan ini dapal berlangsung

kalau pH. subu, kemumiun, dan konsentrasi papain berada pada kondisi vany
tepat. Hal imi sering digunakan pada pembuatan pepton dan gsam-usam amine.
Pepton  dan asam amino  umumnya  sangal  dibutahkan  pads  penelitian

mikrobiologi.
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4. Penjemih bir. Dalam industri bir enzim papain digunakan schagai anti dingin,
artinya pudy sual cuaca dingin biasanya bir yang ada dalam botol terlibat adanya
endapan. Lindapan yang tampak seperti kabut putih vanp ada dalam botol bir
dapat diatasi dengan penambahan papain, Dengan demikian bir akan tampak
jernih.

Tabel 2.1 Susunan Asam Amine Pada Enzim Papain

Asam Amino Jumlah Asarm Aming JW‘
Lisin ) 10 (ilisin 2% |
| listidin ! [ Alanin 14
Arsinin V2 Vulin 13
Asam Asparlal & Isoleusin 12
Asparagin 13 Leusin ' I
Azam Cilutamad 2 Tirosin 19
Clutamin 12 Fenilalanin 4
I'hreonin 8 Triptolan 5
Serin 13 Sistein l
Frolin 10 Sislin f

Sumber : Koekoek didalam Boyer {19641

Papain memiliki spesifitas yang luas. Papain bersilil endopeptidase vang
berarti memotong alau menguraikan ikatan peptida pada bagian dalam rantai protein
seeara acik, sehingpa dihasilkan peptida dan polipeptids, Menurut Moihara (1970}
dalam Reed (1973), papain memiliki spesifitas vang sangal baik untuk memotong
Tamlal protein antara asam aming asparagin-glutaming asam wlutamiat-alaning leusin-
vilin, fenilalanin-tieosin,  lirosin-threonin.  Papain  bersi G sangat aktif dulam
menghidrolisis amidas  dan ester.  Benzoyl-l-aginineamide (3AA) merupakan
substrat yang sangat baik unluk papain.

Kualitas papuin sangat ditentukan oleh kekuatan atau kemampuan papain
urluk memecah protein. Kemampuan ini disebut aktivitas protealitik (Proteolvtic

Activity} vang sering dinyvatakan dalam saluan unit. Sehubungsn denpan metode
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analisisnya maka dikenal beberapa macam satuan unit, diamtaranya FCCL! (Food
Chemienl Codex Umls), MOL (Milk Cletling Uniis). CDU {Cacein Digestion

Units), dan SU (Soxlhet units)

2.4.5 Manfaat Encim Prolease

Finim protease vang swlah diselast dan janngan, bailk mikroorganisme.
jaringan hewan maupun twmbuban, mempunyail peranon besar dulam berbagai
mdusir. Kemuampuan proteolisis darl jends enzim ini telah banvak diaplikasikan
pada industri-industri pangan seperti pembuoalan roli, pembuatan keju, penjerniban
bar, pengempuk daging, dun lain-lain (Smith, [995].

Pemanfaatan dalam industri roti disebablan engim protease dapat mengubah
sifal viskosilas adonan dengan menghidrelisis tkatan peptida pada protein glulen,
Enzim protease juga menghidrolisis protein adonan roti vang menghasilkan asam-
asam amino yang kemudian bereaksi denpan pula selama pemanggangan ot
sehingga menimbulkan sroma dan wama vang diinginkan ( Eskin, 14990,

Pacla pembuatan keju. enzim protease menghidrolisis kasein susu menjadi
peptida yang lebih pendek sehingpa misel kasein tidak stabil dan kasein mengendup
membenluk keju, dan berperan dalam ripening keju vang menenlukan rasa. aroma
dan tekstur keju (Scool, 1986; Creamer and Olson. 1982).

Penghilangan kekernhan pada bir. Kekeruhan terjudi karena pengaruh subu
dingin selama penyimpanan maupun presipitasi protein oleh senyawa fenol, (Sicbent
and Lynn. 1997). Penggunaan enyim prolease merupakan salah sat metode yang
efisien untuk mencegah leradinyg kekeruhan, Protein pada bir dihidrolisis menjadi
peptida-peptida vang lebih pendek. schingps mencepah terjadinya pengendapan

{ Vielettar and Dobourdicn. 1991 ).

2.5 Daging Sapi
Daging merupakan bahan makanan utama yang dikonsumsi manusia, baik

iiperalah dari hewan-hewan piarann alau hewan-hewan buruan (1ladiwiyvouw, 1983,


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

Maging quea didelnisihan sehagat semua jarmean hewan dan semua produk hasil
pengolahan jaringan-jaringan  wersebut vang  sesuai unluk dimahan serla Gdak
memmbulkan gangguan keschatan, Organ-organ misalnva hati, ginjal, otak, paru-
paru. jantung, limpa, pankreas, dan jaringan otol lermasuk dalam delinisi ini.
Komposis daging sapi ditampilkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.2 komposisi Daging Bapi (Soedarmo, 1974)

Foampunen Rudar |
> 4 | [per 1{H) g bahan)
Kalor 207 Kal
Protein 188 ¢
l.emak ' |4 4w
koarbothicdrai thp
Ca Hhmyg
: 2 mg
| Fe 2.2 mg
| Witamin A 40 8
Vitamin B 0,13 my
Vilamin U i mg

'rotein daging dapat diklosilikasikan dalam 3 kelompok  besar, vaitu
miualithrl, stroma, dan sarkoplasma, Masing-masing protein memiliki (ungsi yang
berbeda yvang memberikan kontribusi pada daging (Buckle er af. 1985).

Komponen protein miofibril vang terpenting dalam struklur serabut otot
adalah aktin dan miosin. Protein miolibril merupakan protein vang berlimpah dalam
olol dan penting dalam proses kontraksi {mengejang) dan relaksasi (istirahat) oot
saat kontrakst olol, akim dan miesin akan saling membeniuk  formasi lumpang
tindih dan membentuk protein kompleks vang disebul ukiomiosin { Socparno, 1994,

stroma lerdiri dari kolagen, elastin dan retikuling Kolagen merupakan protein
yang banvak ditemukan dalam organ tanduk, bugian ujung kaki, talang, kalit, wrat
(endan), fulang rawan. dan otot. Kolagen berwarng pulih, tipis, transparan, dan
keras, Pada daging. kolagen merupakan  [wkior utama yang  mempengaruhi

keempuban daging scielah proses pemasakan. Pemasukan pada subu tertentu akan
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mengubah kolagen yung Kerns mempud gelatin yang sifatnya empuk (Soeparno,
1 994,

Plastin dapat ditemukan pada dinding sistem sirkalasi dan jaringan that vang
terschar diselurub tubuh dan berperan memberikan elustisitas pada jaringan. Elastin
berwarna  kekunmingan, Berbeds dengan kolagen. elastin tidak akan larul hila
dipanaskan dan harus dipisahkan dari bagian daging, Retikulin jumlahnyva lebih
sedikil bila dibandingkan kolagen dan elasting dan wrmumnya terdapat pada hewan

vang muda {Bahar, 2003).

2.5.1 Struktur (0ot Daging

struktur olol merupakan struktur vang lurus dan panjung vang dibungkus
oleh membran halus transparan yang discbut sarkoplaslma. Sarkoplasma berheniuk
el ataw sel vang lengket. Serabut otot berdiameter 10-100 mikron. Zat-zat seperti
mineral. vitamin dan ensgm, mioglobin dan schagian protein lerdopul Jdalum
sarkoplasma didalam serabut otot { Winarno, 1993,

(ot tersusun dan banyak ikatan serabue otot yang lazim discbut Gasikuli.
Fastkuli im lerdin dart serabut-serabut otol, sedangkan serabul otot tersusun dard
banvak fibril yang disebul miolibril. Miofibril tersusun dari bunyuk [lamen vang
discbut miofilamen. ladi berdasarkan urolan vkuran (dari ukuran terhesar sampai
dengan ukuran vany ferkeeil), otot tersusun dari fasikuli, serabut otot, miofibril dan
mictilamen {Soeparno, 1994),

Dadalam serabul olot terdapat serabut vang lebih halus discbut miofibril,
dengan garis tengah 1-3 mikron, Adanyva penampakan strip-steip pada sergbut otot,
vang terlihat dibawah mikroskop, biasanya disebabkan adanva miofibril tersebul
Miofibril terdiri atas bagisn vang lebih kecil lagi vung discbut miofilamen.
Micdilamen tersebut ada vang tebal (100A ) sy pula yang tipis (1040, yang letaknya
saling bergantian sepanjang miofibril. Miofilamen yang tebal mengandung aktin,

Baik miosin maupun aktin adalah molekul-molekul protein yang 1iduk simetris.
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Aktin ada dua jenis, yaitu globular (monomer) dan fibriler, yailu bentuk polimer dan
monomer terschul (Fogle ef af., 1986).

Bila olot  berkontraksi atan  setelah ternak dipotong. aktin globuler
polimerisasi membeniuk aktin fibriler dan membentuk ikatan kompleks dengan
miosin yang lerdapat pada daging, dalam bentuk aktomiosin, di samping itu jenis
profein ketiga vang disehul lropomiosin juga tlerdapal pada bagian vang berkontraksi

dalam daging {Buckle ef al., 1985).

2.5.2 Mekanisme Pengempulkan Daging Menggunakan Enzim Protease

salah satu penilaian muiu daping adalah sifat keempukannya vang dapai
dinvatakan  dengan  sital mudahnyva  dikunvah  (Winarno, 1993) Fakoor yang
mempengaruhi keempukan daging digolongkan menjadi {aktor enfemortem seperh
venelik dan posfmoriem yvang diantaranya meliput metode penyvimpanan dingin,
pelayuan dan pembekuan termasuk lama dan temperatur penyimpanan, dan metode
pengolahan, pemasakan dan penambahan bahan pengempuk,

Penggunaan enzim untuk pengempuk dapging disebabkan oleh kemampuan
engm fersebul menghidrohisis prolein dagmg (Lodller, 19863, Hidrolisis protein-
protein daging  akan menurunkan integritas dari protein  penyusun  sehingpa
menyebabkan damng menjadi lunak (Fogle ef al.. 1986),

[ protease dar tanoman vang biasa digunakan uniuk pengermpukan
daging adalah papain. Unluk mendapatkan daging vang cmpuk telah diusahakan
borbagal cam, diantaranya penambahan larotan eneam pada polongan-polongan
daging vang tipis schelum pemasakan. Cara peneclupan dapging dalam larutan vang
mengandung enam proteolitk tanaman jugs dapal dipergunakan, lelapl enem
biasanva tidak cukup mampu menetrasi daging. sehingga bagian dalam daging tidak
lerpenguruh (Suparno, 1994 ), Untuk mendapatkan penyebaran cnzim lebith merata.
dilakukan beberapa usaba dianarnya dengan menusuk-nusuk daging dengan parpu
schelum dibent papain dan dengan penyuntikan larutan enzim ke dalam berbapai

tempat di dalam daging {Winarno, 1995).
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2.6 Kedelai

Kacang kedelai tergolong bahan makanan wvang mempunyai susunan zat
makanan lengkap, mengandung hampir semua zal makanan vang diperlukan wboh
dalam jumiah vang tidak sedikit (Soedarmo, 1974),

Kedelai selain mengandung prolein vang tinggi. juga mengandung lemak dan
vitlamin serta mineral yang penting. karena itn kedelai sering mendapat julukan
sebagai gedd from soil (Sumame dan Hartono, 1983), Komposisi kedelai secara ring
seperil lerlihat pada Tabel 2.2,

Tabel 2.3 Komposisr Kedela

kedelai Basah | Kedelai Kering
Komponen (jumluh per 100 | (jumlah per 100
o hdd) o hadd)
| Protein (o) 30.2 341
[Lemak (g) 15.6 18.1
Karbohidrat {g) ' 301 4
Kalsium {mg) 196.0 227.0
Foslor (my) S08.0 585.0
Besi (mg) 6.9 KA
Vitamin A (S]] H3dl 11000
Vilamin Bl {mg) .03 |07
Aidr (2] 20.0 3
Bagian dupal dimakan (%) 1{H) | 100 =

sumber ¢ (Soedarmo, 1974)

Protein merupakan bagian utama pada kedelai. Sekitar 90% dari protein
kedelai adalah globulin vang terdapat sebagai proiein cadangan, sisanva merupakan
enzim-enzim intraseluler (lipoksigenase. urease, amiluse), hemaglutenin, protein
inhibilor dan hpoprotein membran (Kinsella, 1979), Komponen utama dari protein
cadangan pada kedelal ukan sangat berpengaruh terhadap mutu dar produk pangan

vang dihasilkan. terutama pada sifal [sik dan nilai gizinya (Mori e al., 1981).
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Tabel 2.4 Komposisi Asam Amino Esensial Biji Kedelai dan Asam Amino Fsensial
vang dianjurkan FAO {Winarmo dan Rahman, 1974 dalam Susanto dan

Sancto, 1994),

Asam Amino Esensial

Kedela
(/100 bahan)

Isolcusin
leusin

Lisin

Fenil Alanin
Tirosin
Metionin

T reonin
Triptaelun
Yalin

4.8
7.8
0.3
il
ig
T:4
4,2
1.3
0

Pila FAOQ
43
4.9
4.3

-

[ S O R

W A L

Protein kedelai mempunyui ssam amino lisin yang cukup linggi sehing

dapai

sebagan pelengkap pada serealia vang kekurangan assm amino lisin

sebaliknyva protein kedelsi mempunyvai asam amine pembatss berupa metionin

{Suhardi, 198%). komposisi asam aming esensial kedelal dibandingkan dengan asam

armne stancarl FAQ ditunjukkan pada Tabel 2.3.

Protein kedelai dapat diklasifikasikan menurut sifat sedimentasinva. Menurul

Woll dan Cowan (1977), berdasarkan hasil fraksinasinya, protein kedelal terdiei atas

empal fraksi vaitu fraksi 2 5, 7 8, 11 8, dan 13 5. Diswibusi protein kedelai sceara

rinci terlihal pada Tabel 2.4,

Tebel 2.5 Komposisi Penyusun Fraksi-fraksi Protein Kedelai

Fraksi Tumnlah { % Total )
25 23
T5 a7
115 3l
| 158 1

Sumber - (Wolf dan Cowan, 1977}

Kompanern

Beral Molekul

Tripsin inhibitor
Sitokrom
Hemaglulenin
Lipoksigenase
B oamilasge
75 globulin
11 S glabulin
| 153 8 globulin

R.O00-21,500
12,000

1 TR

[ 02.000
fr1.00H)

1RO O00-2 10,000

350.06H)

6 M, MO
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Giobulin ¥ 5 meropakan ghkoprotein vang monpandunpg 3.8-3_ 4%,
karbohidrat, mengandung sembilan  residu  terminal  amine  Jdan kesembilan
polipeptida terscbut akan menealami sejumlah reaksi (Wolf dan Cowan, 194971,

Struktor kuartener globulin 7 5 tersusun doan enam kombinasi vange berbeda
dari tiga sub unit vaitu o mempunyal berat molekul 3700, o' mempunyai berat
molekul 56,000 dan B mempunyai berat molekul 42000, dan berikatan melalui
interaksi hidrofobik (Ltsumi dan Kinsella, 1983 ). Globulin 7 5 tidak mengandung
orup sulfihideil dan Kandungan asam amine sullimya sangat rendah (Yu dan
Domodoran, 1991 ).

Cilerbulin 11 8 mengundung delapun glising dua fenil alanin, dan dua leusin
residu terminal amine per mol, sedikit mengandung karbohidral dan mempunyai
sub-sub unil yang berbeda dalam muatan mavpun berat molekul (lwabuchi dan
Yamauchi. 1987). Globulin 11 8 merupakan strukiur kuartener yung terdin dari dua
belus sub unil dalam setiap heksamer yang identik. Tiga sub unil dalam scliap
heksamer tersebut bersifat asam dan lainnyy bersifat basa, Sctiap pasangan dari sub
unil asam dan basa dihubungkan dengan ikawan di sulfida, (Yu dan Damodaran,
1991},

Menurut Iwabuchi dan Yamauchi (1Y87), pusangan-pusangan unit pada
struktur kuartener dar globulin 11 8, masing-masing mempunyai berat molekul
sekitar 3400004000 dan setiap pasang sub unil lersebul mempunyai pola umum
varu A-55-11 A mewakili suatu sub unit asam dengan beral molekul 34, 000-4.4,000
dan B mewakill suatu sub wnit basa dengan berat molckul 200000, Perbedaan
struktur dari globulin 7 5 dan 11 8 berperan dalam bervariasinya silal ingsional
makanan yang dihasilkan, seperti sifal pembentokan gel, dava ikat komponen citn
rasa, suhu penggumpalan, kelaratan, dan kandungan nitrogen serta sulfur (Subardi.

19R%).
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2.7 Kusein

Protein dalam susu dapat dibagi dibagi dua fraksi, yaito kasein dan protein
serum.  Kasein merupakan 8% dari seluruh protein susu. Kasein merupakan
senyvawa  [oslo-ghko-prolein berbentuk misels dengan diameter 0,11, berikatan
dengan kalium fosfat dan sitrat vang meliputi 75% protein dan susu sapl. Kascin
alami terdin alas protein 94%, kalsiom (Ca) 35%, fostor (Py 2,2%, asam sitrag (0,5%,
dan magnesiwm (Mp) 0.1%. Kasein dapat dipisahkan menjadi tiga fraksi utam yaitu
a-kascin, f-kasein dan kappa-kasein, a-kasein  werdin dan 30%, P-kasein sekitar
seperlign, dan fappa-kasein selitar 153% don senvawa kompleks Kasein. Bk -
kascin maupun [-kascin dapal diendapkan olch ion-1on kalsium yvang terdapat dalam
susu asal tidak ada senyawn lain yang disebul calsium-insentive kappa-kasein.
Adanya kalsium insentive kappa-kascin menycbabkan kompleks menjadi stabil
[(Winarno, 19493),

lerbentuknva struktur misela dan tersuspensinya kasein dalam fase herair
dischabkan oleh fraksi a-kascin, vang bersilat hidrofilik dan melapisi fraksi protein
hidrofobik. Adanya tiga fraksi kasein (o [}, dan ) dibedakan berdasarkan mobilitas
clektroloresanya.  Fraksi o dibedakan menjadi o'y, dan Kappa-kascin  vang
mempunyal BM antara 19.000-31.000. Kappa {K)}-kasein merupakan komponen
yang sangdl mencniukan struklur misela yang dapat dipecah oleh rennet menjadi
para-kappa-kasein dan glikopeptida vang larul, Pemecahan ikalan  fenilalanin-
metionin  dari (K} kappa-kasein  membebaskan  makeo  glikopeptida  yang
mengakibulkan  bagian  permokaan bidroflik omsela hilang,  Hasil  pemecahan
menyisakan suatu masa rantal hidrofobik akan membentuk kard yang bersitan tidak
farul, seperti pada pembuoatan kejo, Kasein mengundung lisin, kekurangan sistin
(0.4% tetapi kaya akan metionin (Kira-kirn 3%k dapal dihidrolisis  menjuli

oligopeptida vang lart dan mudah dicemna (Makfoeld, 2002).
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2.8 Darajat Hidrolisis

Hidralisis protein adalah proses terpuiusnyva ikatan peplida menjadi molekul
vang lchih sederhana, Parsometer vang umum digunakon uniuk mengeamburkan hasil
proses hidrolisis adalah derajat hideolisis (111, vang digunakan sebagai indikator
tegjadinya hidrolizis (Van der Ven, 2002). DH adalah salah satu parameter dasar
vung perlu dikemdulikan Karena sifal dan hidrolisal prodein berhubungan eral
dengan DH (Nielsen dalam Damodaran, 1997). DH diartikan sebagai perbandinpgan
Jumlah ikatan peplids vang dihidrolisis per jumlah lolal ikatan peptida per gram
protein (Van der Ven, 2002). Beberapa metode yang dapat digunakan urntuk
mengukur DH adalab metode pl] stat, OPA. TRIBS, osmomelry, manhydrin, Oiras
formol.nitrogen terlarut. brix. index TCA panjang rantai peptida. perubahan pll.
visteosilas dan titrast plldasar (Damodaran, 1997,

Asam Trinitrobenzen Sulfat (TNBS) merupakan salah saiu metode vang
paling banyak digunakan dalam industn, untuk menentukan konsentrasi asam amino
brebas, Metode i ditetapkan untuk anulisis hidrolisis ensimabs dan pertuma kali
digunakan oleh Sutake of of (19607 seiclah o disempumakan olch Nissen (19799,
Metode TRIS merupakan pengupian secora speklofolometnk pada bentuk kromaolior
melalul reaksi kimia untara THNBS lerthadup kelompok amine primer schagaimana

ditumjukkan pada Gambar 2.2,

NH -
L
M
-’4 / LY

&
! ' -
oN—{(_Jrs0. » ON—H{{ DyNH- 480K
NO. N,

Gambar 2.2 Reaksi TNIS dengan Asam Amini
Feaksi tersebut terjadi pada kondisi alkali. vang  dilakukan  dengan
menambahkan larutan buller bikarbonat pH 5.2 dan pada kondisi gelap (ruangzan

pelap), karena TNBS bersifat sensitif terhadap cahaya. Pada konsep TNBS yung
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dikembungkan oleh Nissen (19749, dapat puls digunakan Sodium Dodeceyl Sulfai
{ S35} untuk memecah asam amino dalam reaksi vang lebih sempurnallehib baik.

Reaksi berakhir dengan menurunkan pH menggunakan asam dan terbentuk
warmna kuning cerah wvang disebabkan oleh penverapan cahavy pada benluk
kromofor. Intensitas warna dapat diukur pada absorbansi atau densitas optik vang
secara linier berkaitan erat dengan konsentrasi asam amino bebas,

Derujal hidrolisis anlara lain dipengaruhi oleh jenis substrat dan enzim yang
diuji. Penelitian sebelumnya, derajat hidrolisis beberups subsiml vang dihidrolisis
olch cnzim protease biduri yaitu soluble casein sebesar 12.72%. isolul koro pedang
2.94%,_ daging sapi 3.29%, dan ikan segar 3,18% (Prathama, 2005). Pada Tabel 2.5
dilunjukkan nilsi DH susbstrat vang dihideolisis oleh enzim papyin dan enzim
protamex ™ (Nusantara, 20613 Suryaningsih, 2005 ;

Tabel 2.6 Nilai Derajat Hidrolisis (DH) Enzim Protames ™ dan Fnedim Papuin

Jenis Enzim | Jenis Substrar Nt e Nk
! Enzim : Substrat {gr) DI |
Enzim Protamex' © lsolat Koro Pedang _ 4.92%
B e - i 026511
. - (thidrolisis 30 menit)
Hnzim Papain Than =
- (hidrolisis 30 menit) et ;.

2.9 Aktivitas Enzim Proteasy

Kecepatan reaksi substrat vang dikatalisis ensim dapat ditentukan secara
kuantitatif, vang dinyatakan sebagai akiivitas cnzim. Aktivitas enzim ini ditentukan
berdasarkan keeepatan penguraian substral maupun kecepatan pembentukan produk
pada satuan wakiu terlenty (Robyt and White, 1987} Menurul Winamo (1995,
aktivitas spesifik banya dapat digunakan untuk preparat enzim vang murni, vaitu
Jumlab suluan enam per mihgram enzim protein meskipun kadang-kadang aktivitas
spesifik dapat pula digunakan preparat yang tidak noarni, Jika aktivitas enyim muomi
diketahui, maka derajat kemurnian enzim pada sualy preparat enzim  dapar
ditentukan. Beberapa pengujian enzim menggunakan suhu 37°C, namuon belum ada

standart subu pengujian spesifik. Oleh karena itu suhu pengujian yang diperpunakarn
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hama discbutkan dalam kasus-kasus pengujiun oktivites encdm (Paliner, 19491,
Pengujian aklivilas protease juga dapat dilakukan pada sahu 37'C antara lain
pengujian aktivitas protease vany diselas dun odang (lang ef afl, 1991), proloase
pada buah melon (Noda ef af., 1994), protease dari biji padi {Abe er al., 1997).
Heberapa peneliti jupa menguji akBvitas eneim pada suhu 40°C yailo aktivitas
protease dari bakieri pada whey kedelai (Leewit and Pornsuksowang, 1988).
Pengujian aktivitas enzim protease dapat dilakukan dengan menpanalisis
hasil hidrolisis eneim prolease pads subsiral  dengan metode lowry, Menurul
Aprivantono dkk (1989) prinsip metode lowry adalah reaksi antara Cu2t dengan
ikatan peptida dan reakst asam fosmolibkdot oleh trosin dan triptelan (merupakan
residu proteing akan menghasilkan warna biru. Warna vang terbentuk dalam laratan
terutama dan hasil redukst losmolibdat dan Tosfotungstal, Wama yang letbentuk
tergantung pada tirosin dan triptolan dalam protein,. Metode lowrny mempunyai

keuntungan 100 kali lebih sensitif dan metode biuret.
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BAR 3 METODELOGI PENE

3.1 Bahan dan Alat Penelitian
J.1.1 Bahan

Buahun baku vung digunukun dalum penclitian i adalab daging sapi segar,
kedelai putih, protease vang diekstrak dari tanaman biduri. enzim papain dari
Laboratorium Kimia dun Biokinaa Husil Perlanian, paya dar pasar lanjung jember
dan poririnsen dari aneka kimia jember. Bahan kimia yang digunakan adalah jenis
Pro Analysi. Merek, Jorman wvaitu 0,05 M buffor Phospat pH 7 dan 4% pH 8.2
{Naal 1My dan Nal 12P0) 0003 M. dan 4%, soluble casein, Nal)1 2N, laratan TCA
[3%. reapen mix-lowry (NaCO;, Natrium Kalium tartar 2%, dan CuS0y 1%),

tollin, reagen 'TNBS, HCL 1N,

312 Alat

Adat-alat vang digunakan dalam penelitian ini meliputi = blender stainless
steel, centrifuge Meditiger, spectronic 21 10 Melion Rov, pH meter Jen Way tipe
3320 (Jerman), magnetik stirrer Stuart, vortex Thermolyne 16700, lemari pendingin
by Preeselech, walerbuth GFL 1083, neraca analitie Ohaus, pemanas listrik
Cierhardt, spatula. peralatan koca, kain saring, pisauw stainless slell, telenan., dan alat-

alal gelas.,

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilahukan di Laboraorium Kimia dan Biokimia 1lasil
Pertanian  Jurusan  Teknologt  Hasil  Pertanian  Fakultas  Teknologi Pertanian
Umiversitas Jember dan wakio penclitian dilaksanakan pada bulan Agusius 2005 —

Blarct 2000,

28
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4

3.3 Metode Penelitian
3350 Cara Menjalankan Penelitian

Pembandingan kinerja protease biduri lerhadap protease komersial dilakukan
pada tiga substral yailu kasein terlanut, kedelai {protein nabati), dan daging (protein
hewani). Protease vang digunakan pada penelitisn ini adalah enzim biduri (P1),
enzim papain(P2}, paya (P3) dan poririnsen(I'4). Diagram alir penelitian ditampilkan

pada Gambar 3.1, 3.2, dan 3.3.

332 Rancangan Penelitian
Analisa dala dilakukan secara diskriptif (Suryabrala, 2002) Data vanp
diperoleh  ditabulasi dan diploting dalam bentuk  histogram, Semun perlakuan

diulang sehanvak 3 kali,

3.3.3 Parameter I'engamatan
Parameter vung diamati pada penelitian ini adalah ;
4. Derajul Hidrolisis (Metode INBS, Aprivaniono, ef al. 1989}
b.  Kadar Protein terlarut (metode Lowry, Walker,, 14994)
o Aklivilas dun Aktivitas Spesifik Ensim Prolease (Metode Lowry)
d. Untuk daging disnalisis juga :
L. Tekstur { Metode Rheotex)

2, WHC (Water Holding Capacity ) (Subagio. dkk, 2003)
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B
(.40 gram ' (1 3 ml buffer ,II
sopluble cusein Lophospat (05K
i A . e
1
i J
PPencampuran
4
Pra inkubasi
(37C. 47
[ (= D08 g enzim) |
| Papain, biduri, | - | a4 %
i paya poririnscn | = ; |"'l (005 penzim) Y
el ™ l'anpa | Inkubhasi _ Papain, biduri, |
[nkubasi (20°, T=35°C | '_K puya porirsen )

(— | mi TCA 15%} x 7

o

| Inaktivasi enzim |fa— +1mlTCA Ii%)

£

L 4 L S
e Sentrifugasi ! Sentrilugas Ir/—\
\ codupsn. - #—  Selama 10° | Selama 107 M endapan

: .

Analisis Analisis

Gambar 3.1 Diagram Alir Pengujian Kinerja Enzim Protease pada Soluble Casein
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-

I'\ Drping sapi >

— —_

Pernbersihan dun
Pemotongan dengan
ukuran (2x2x2)cm

e h J

v - ;
ll/" Fnwzim papain, \ 1n_i-:uha51 ;
I,\ kiduri, paya. ' Suho 33°C, | jam
poririnsen (0,1 5%) // B | I v
\H&"-\-\___\__ __'_'_'_.__-

Pengemasan dengan
Hlastik

¥

Blanching uap
selama 107

l

Analisis @ Derajat | lidrolisis
Kadar Protein Terlarul
Tekstur daping {Rheotex )
Waler Holding Capacily

Gambar 3.2 Diagram Ahr Pengupun Kinerja Fream Protease pady Subsirat Daging
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/’ E
Kedelai 1|
1 3 pram
“ 5 G
b4
Perendaman selama 4 jam
L 3
Percbusan selama 10 menit
"/- Buffer Phospat ‘l
F' nihancuran
|\\ 005 M i 7 /'_"' g
. —1*_
Penvuringan (—— =
1 b
A . ... "L ( ﬂ‘*.l
5 - ATV
Enzim papain, H\\ hiibas v o
|E~!_|Iu R —* Suhu 357, 20 meni
. Poririnsen (0, 13%)

[naktivast enzim
i Pemanasan

Q0C, 3 menit}

.

Analisis @ Derajat [Hdrolisis
Kaadar protein terlann

Gaambar 3.3 Diagram Alir Pengujian Kinerja Fneim Protease pada Substral Kedelai
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34 Proscdur Analisix
3.4.1 Derajat Hidrolisis (Metode TNBS, Aprivantono, ¢f af,1989)

Derajat hidrolisis ditemukan dengan konsentrasi asam amino.  Sampel
dibidrolisis dengan larutan buffer phospat 4% (w/v) pH 8.2 dan larutan TNBS
selama 2 jam pada suho 40°C, Ditambahkan HCL 1 % dan ditera absorbansiny
pada panjang pelombang 340 mm. Uniuk  menentukan  besarya  Deraja
Hidrolisis (13} jumlah ikatan peptida yang dipecah per gram protein (h) dapat
diketahui dengan memadukan nilai konsenbrasi protein vang diperoleh melalui
metode TNBS dengan nilai konsentrast protein vang diperoleh melalui metode
livwry, Jumlah ikatan peptida per grum prolein (h ua) sebesar 7.8 {uniuk

kedelai). 8.2 {untuk kasein), dun 7.6 {untuk daping ) (Missen, 1979},

D ==y
frtoterd

Reeterangan : h - Jumlah tkatan peptida vang dipecah per gram protein
h = (Cilysin-NH: — [f)o megvi/ar protein
Glysin-NH: = {Protein s V(| Prolein | owaJx 73 1000])
i kedelan - 0970 acasein=1.039 a daging = 1.00
bkedelai=0342  feasein 0383 [f daging = (0,40
B g = Jumlah telal ikatan peptida per gram prolein, yang

besarnya 7.8 (kedelai), 8.2 (cascin), 7.6 (daging)

3.4.2 Kadar protein terlarut { Metode Lowry, Walker., 1994)

Menmimbang | gram sampel daping kemudian dihaluskan dan ditambah
acuades 4 ml Sctelah diencerkan kemudian disentrituge selama 6-10 menit.
Supernatan sehanyak 0.125 ml ditambah 0,1 ml NaOH 2N dan dipanaskan pada
subu 100°C selama 10 menil dan didinginkan. Ditambahkan 2.5 ml reagen mix,
vortex dan dibrkan 10 menit. lalu dilambabkan 0,25 ml follin, vortex dan
diamkan 3} menit, tambahkan aquadest hingga 5 ml (42,025 ml aquadesh) Jan

ditern absorbansinya pada panjang gelombang 750 nm.
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343 Aktivitas Protease (Metode Lowry)

Pengujian aklivilas cnzim protease menggunakan subsiral soluble cascin
pada phl optimal, dilakukan dengan menimbang 0.01 gram soluble casein dalam
tabung sentnluge lalu dicampur dengan (005 M buller phospat pH 7 dan
dilakukan prainkubasi pada subu 37°C dengan lama waktn 4 menil,
Menambahkan cnzim protease 005 gram, kemudisn diinkubasi pada suhu 354
selama 20 menit. Pada akhir inkobasi, reaksi hideolisis dibeniikan dengan
pengmbahun larutan TCA 13% vang ditarmbahkan schanvak 1 mi. L ntuk konirol
tidak dilakukan inkubasi, lidak dihidrolisis, dan penambuban laruen TCA 13%
dilakukan scbelum penambahan encim prolease, Kemudian disentrituge pads
kecepatan 10001 rpm selama 10 menit. Filtrat yang diperoleh diambil 1 ml lalu
ditambahkan 2.5 ml mix-lowry dan dibiarkan sclama 10 menit. itmbabkan
(.25 ml reagen follin dan dibiarkan selama 30 menil, Tambahkan aquadest
sumpal volumenya 5 ml dan dibsen absorbansinya dengan speklomeler pada
panjang gelombang 750 nm. Data absorbansi diplotkan pada kurva standart
tirosin untuk dihitung aktivis hidrolisisnya.

Aktvilas  protease  dinvatakan dalam wnil akiivitas. Satm unit berani
peningkatan konsentrasi protein terlarul sejumlah sata pmol pada selivp menit

witklu inkubasi. Perhitungan aldtivitas envim dapat mengpunakan rumuos schagai

bertkut :
Tunii akiivilas = E l‘-‘-. |
. . 0 B
keterangan (] = konsentrasi protein terlurul {pmol tirosing
L witklu hirolisis {menit)

|81.1%9 = herat molekul tirosin
fundt 2 pemed iivosin yang dibebaskan dari subsirat oleh setiapy mg enzim pada

swhie 3790 per menit
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il e

Tolal Aktivitas = Aktivitas = : .
ml vang di analisis
Total Aktivitas

Aktivitas hpesilik =
Total Protein

3.4.4 Tekstur (Metode Rheotex)

Power dinvalakanjarum penekan dipusang diatas tempat test. Kemudian
menekan tombaol distance dengan besaran 0.5 mm dan tekan juga 1ombol hold.
F.emudian meletakkan daging vang telah diliriskan tepat dibawah jarum rheotex,
kemudian menempaltkan ujung jarum sampai menyeniuh permukaan daping.
Kemudian menckan tombol start bebrapa delik sampai terdengar bunyi tanda
selesai, vang dilanjutkan dengan membaca anghka vang ditunjukkan oleh jaram

rhealex dengun satuan (g).

3.4.5 Water Holding Capacity (WHC) (Subagio, dkk, 2003)

Menimbang  tabung  sentrifuge kering  ditimbang (a pram), Kemudian
menimbang (L2 gram sampel pluc abung (b gram). Taly ditambah 10 mil
aquades lalu di vorteks hingga menvalu dan sentrifuge selama 7 menit. Bagian
supernatan dibuang dan endapan yang tertingpal ditimbang (¢ gram).

c—1Db

WHC = 5 1 (M

h—u
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BAB 5. KESIMPLULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian mengenai pembandingan kinerja protease hiduri

dengan protease komersial, maka dapal dizmbil kesimpulan sebagai beriku

1. Eneim biduri mampu menghidrolisis dan menghasilkan kandungan proiein
terlarut tertinga kedua sctelah eneim papain hampir pada semua substrat.

2. Aknivitas spesilik emam bidun lertinggs yarlo sebesar 00402 imil‘fmg prolein
dibandingkan jenis enzim [ain vang diteliti.

3. Eneam protesse bidun mampa menghasilkan keempukan daging Jdi bawah
kemampuan papain dan pava namon di atas poririnsen, sedangkan water

holding capacilynya ada di bawah ensim papain.

3.2 Saran

Untuk mengembanpgkan enzim protease biduri secara komersial perlu
difakukan upi spesilikast vung lebih lengkap schingea dupal menentukan jenis
pengounaannya, juga perlo dilakukan pembandingan pada fraksi subsiml yang suma

dart berbuagar bahan,
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Lampiran 1. Pembuatan Reagensia (Darwis dan Sokara, 1990;

2

Sudarmadji dkk, 1991)

Pembuatan stok larutan standarl
a.  Tirosin standar
10 mg tirosm dilamikan dalam 6ml HC1 0,1 N, setelah (rosin fara
diencerkan dengan aguadesh sampai volumenya 10 ml
h.  Bovine Serum Albumin (BSA)
10 mg Bovine Serum Albumin (B5A) dilarulkan dengan aquades sampai
volumenya 10 ml.
Pembualan Buller Phospat (LO5 M
o NallalPOg 0,05 M
Menimbang 6,8995 gpram NuH2PO: dilarnkan sampai 1 liter agquades.
b, NaHPO, (.05 M
Menimbang 17.907 gram Na.HPO, dilannkan samypai 1 liter aquades.
Pembuatan farutan TCA 15% (%)
Menimbang 15 pram to kloro asctat (TCA) dilaturkan denpan aguades sampai
volume 100 ml.
I'embuatan reagen mix-lowry
Memmbang 2 gram NaxC05 dilaruikan dalam 100 ml aguades, selelab larol
ditambahkan 1 ml CuS04 1% dan 1 ml Ma K Tartat 2%.
Pembualan reagen fillin
Melarutkan 50 ml follin dalam agquades samapi volame 108 ml.
Pembuutan reagen Tr Witro Benven Sullonal
Melarutkan 200 pl Reagen Tr Mitro Benren Sollonal dalam aquades sampai
volume 10 ml.
Pembualan NalM 12 N

Melarutkan & pram NaQH dalam aquades sampai volume 100 ml.
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h

4%

Pembuatan HCTELT M
Membual HCLO,1 N dan larulan stok HCL 37% adalah sebagai berikut
Diketajui BM HCl = 36,5 g/mal 3 B 1,187 x 17 @/l maka berat HC1 dalam 1
liter larutan = 0,37 x 1,187 % 107 = 439,19 p/lt maka molaritas THC1 — berat HOC
{BM HCl % 1 liter) = 43919365 = 12,003 M,
Untuk membuat 100 ml HCl 0.1 N dari HC 37% diperlukan larutan HCL
sehanvak :
V1. Ml=V¥Y2. M
V1212003 = 100,01
¥1=10,83

HC 37% sebanvak (L83 ml dipinduhkan ke dalam labu ukur 100 ml kemudian

ditera sampai tanda batas.
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Lampiran 2. Duta dan Korva BSA Standart

BSA (ph Absorbansi  BSA {mg)

a0 0.0B5 002
A5 0.086 0.045
60 0.127 0,06
a0 0.178 0.08
120 0.221 012
150 0235 015
190 0.341 019
220 0.38 0.22
240 0.418 0.24
300 0.465 0.3
320 0,508 032
400 0.623 0.4
625 DAOZ D625
Kurva Standart BSA
0.8
o SO
g 04
E O y=0.7616x-0.0501
- 024 R*=0.8739
m
0
020 0.2 0.4 06 0.8 1

Absorbansi
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Lampiran 3. Duta dan Korva Tirosin Standart

___ tirosin (pl) absorbansi biresin (mogd
1.5 0.C28 0.0015
2 0 Gah 0002
f 0,051 0005
10 .12 0.01
25 0.2 0.025
a5 0.35 (0355
50 0.4 1.05
GE 0.575 0.065
85 0 6E2 0.08sS
1006 1.54E 01
125 0926 0125
135 1.128 0.135
155 1.45 0155

Kurva Standart Tirosin

R
E £0.15 P
2 § 0.1 ¥ =0.1185x - 0.0018
o = 0.05 RE= 05513
g t
U 0.5 1 1.9

Absoarbansi
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Lampiran 4. Data dan Kurva Glvsin Standart (h)

glysin [pi) absorbansi glyzin (rmg)
10 01142 0.001
20 0202 0.a0z2
2 03356 0.003%
Al 0.51 0.004
50 0,585 0,005
&0 [E17 06
FiH 0825 gJ.aar
i1 0872 0,008
an 1.388 0009
100 1.43 £
124 1.543 0,012
140 1,658 0014
160 1.872 0016

Kurva standart Glysin

0.0z
5 0015 >
E
E 0.01
a
] 0 005 g.r=n:r.n-.;::?ax+-::: ao0s

R =955
0 .
0 0.5 1 1.5 s

Abhsorbansi

L
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