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Indonesia merupakan salah satu Negara di Asia dengan produksi beras
terbesar ketiga di dunia. Indonesia memiliki keanekaragaman plasma nutfah padi
yang sangat banyak. Beberapa daerah di Indonesia memiliki padi unggul, salah
satunya adalah padi aromatik. Penentuan kualitas tanak dan masak padi aromatik
khususnya di Indonesia biasanya berasarkan sifat morfologi, agronomi dan
fisikokimianya, namun informasi mengenai analisis fisikokimia paadi aromatik
Indonesia secara menyeluruh belum pernah dilakukan. Oleh karena itu,
identifikasi plasma nutfah padi aromatik di Indonesia sangat penting dilakukan
untuk menyelidiki sifat-sifat genetik padi aromatik Indonesia dan analisis
clustering plasma nutfah padi aromatik berdasarkan fisikokimianya, kedua
analisis ini sanat penting dilakukan untuk dijadikan acuan dalam rangka
pengembangan varietas unggul kultivar padi aromatik baru berdasarkan sifat
fisikokimia padi aromatik Indonesia.

Pada penelitian ini menggunakan 21 padi Indonesia yang ditaman pada pot
dan proses perawatan tanaman dilakukan di greenhouse. Sampel padi selanjutnya
dideteksi menggunakan aplikasi marka Bradburry dan Uji Organoleptik untuk
memastikan sampel padi yang digunakan merupakan padi aromatik. Langkah
selanjutnya persiapan sampel untuk dianalisis fisikokimia meliputi amylose,
amilopektin, karbohidrat, protein, lemak, air, abu, DSC, RVA dan pengamatan
struktur granule. Hasil penelitian terkait deteksi padi aromatik menggunakan
marka bradburry dan uji organoleptik menunjukkan varietas Situ Bagendit
merupakan padi non-aromatik. Hasil uji korelasi menunjukkan semua parameter
fisikokimia saling berkorelasi satu dan yang lainnya, Berdasarkan hasil PCA
amilosa memiliki nilai loading tertinggi diikuti oleh parameter DSC dan RVA.
Beradarkan hasil clustering PCA padi aromatik Indonesia terbagi menjadi 4
cluster dimana selanjutnya ke 4 cluster tersebut diuji lanjut dengan pengamatan
morfologi granule menggunakan SEM. Hasil SEM menunjukkan kelompok 1
memiliki granul berbentuk bulat dengan ukuran rata-rata sama, kelompok 2
memiliki bentuk granul bulat dengan ukuran berbeda, kelompok 3 memiliki
granul polyhedral dengan pinggiran runcing dan kelompok 4 memiliki granul
berbentuk polyhedral dengan pinggiran tumpul.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah informasi mengenai analisis
fisikokimia dan struktur padi aromatik Indonesia sangat penting, kedua analisis
dapat dijadikan acuan dalam rangka pengembangan varietas unggul kultivar padi
aromatik baru berdasarkan sifat fisikokimia padi aromatik Indonesia.
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SUMMARY

Characterization of the Physicochemical Properties and Rice Seed Structures of
Indonesian Aromatik Rice; Innani Mukarromatus Sholehah, 172520101011; 2019:
43 Pages; Study Program of Biotechnology, Post Graduate Program, University of
Jember.

Indonesia is one of the countries in Asia with the third largest rice
production in the world. Indonesia has a very diversity of rice germplasm. Some
regions in Indonesia have superior rice, one of which is aromatik rice.
Determination of the quality of aromatik rice cookers and cooking, especially in
Indonesia, is usually based on morphological, agronomic and physicochemical
properties, but information on the overall physicochemical analysis of Indonesian
aromatik rice has never been done. Therefore, identification of aromatik rice
germplasm in Indonesia is very important to investigate the genetic characteristics
of Indonesian aromatik rice and analysis of aromatik rice germplasm based on
physicochemicals, these two analyzes are very important to be used as a reference
in the framework of developing superior varieties of aromatik rice cultivars. only
based on the physicochemical properties of Indonesian aromatik rice.

In this study using 21 Indonesian rice planted in pots and plant
maintenance processes carried out in the greenhouse. Rice samples were
subsequently detected using the Bradburry marker application and Organoleptic
Test to ensure the rice samples used were aromatik rice. The next step of sample
preparation for physicochemical analysis includes amylose, amylopectin,
carbohydrates, protein, fat, water, ash, DSC, RVA and observation of granule
structure. The results of research related to the detection of aromatik rice using
bradburry markers and organoleptic tests showed that Situ Bagendit varieties are
non-aromatik rice. Correlation test results show all physicochemical parameters
are correlated with one another, Based on the results of PCA amylose has the
highest loading value followed by DSC and RV A parameters. Based on the results
of PCA clustering Indonesian aromatik rice is divided into 4 clusters where
further the 4 clusters are tested further by observing granule morphology using
SEM. SEM results show that group 1 has round shape granules with the same
average size, group 2 has round size granules with different sizes, group 3 has
polyhedral granules with pointed edges and group 4 has polyhedral granules with
blunt edges.

The conclusion of this study is that information on the physicochemical
analysis and structure of Indonesian aromatik rice is very important, both analyzes
can be used as a reference in the development of superior varieties of new
aromatik rice cultivars based on the physicochemical properties of Indonesian
aromatik rice.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Padi (Oryza sativa L.) merupakan salah satu tanaman pangan terpenting
yang termasuk dalam tanaman sereal terbesar kedua di dunia (Haryanto et al.,
2008) dan dijadikan salah satu jenis makanan pokok yang dikonsumsi oleh sekitar
50% penduduk dunia dan mayoritas masyarakat Indonesia (Mingyai et al., 2017).
Wilayah Asia menghasilkan lebih dari 90% dari total produksi beras global (Lim
et al,, 2012). Beras sangat baik untuk dijadikan makanan pokok karena di
dalamnya terkandung unsur makronutrisi yang terdiri dari karbohidrat, protein
dan sedikit lemak (Refdi et al., 2017) serta menyumbang lebih dari 20% total
pasokan energi sehingga mampu mencukupi kebutuhan kalori masyarakat (Zhou
et al., 2002). Indonesia merupakan salah satu Negara di Asia dengan produksi
beras terbesar ketiga di dunia (Setyanto et al., 2018). Indonesia memiliki
keanekaragaman plasma nutfah padi yang sangat banyak. Beberapa daerah di
Indonesia memiliki padi unggul, salah satunya adalah padi aromatik (Setyanto et
al., 2018).

Padi aromatik adalah salah satu jenis padi yang memiliki aroma wangi
seperti aroma pandan saat dimasak, tekstur pulen serta cita rasa yang enak (Sajib
et al., 2012). Aroma wangi ini berasal dari adanya senyawa volatil 2-Asetil 1-
Pyrrolin (2 AP) (Wakte et al., 2017). Senyawa volatil 2-Asetil 1-Pyrrolin (2 AP)
merupakan senyawa yang mudah menguap serta mampu mengeluarkan aroma
saat mengalami proses pemanasan (Routray et al., 2017). Kandungan Senyawa
volatil 2-Asetil 1-Pyrrolin (2 AP) padi aromatik mencapai 10 kali lebih besar jika
dibandingkan dengan padi non-aromatik (Singh et al., 2005). Aroma dianggap
salah satu karakteristik yang paling penting dalam beras terutama sebagai bahan
pertimbangan penerimaan konsumen (Wakte et al., 2017). Senyawa volatil 2-
Asetil 1-Pyrrolin (2 AP) diatur oleh gen Betain aldehyde dehydrogenase
(BADH2) terdiri dari 15 ekson dan 14 intron pada kromosom 8, perbandingan
antara padi aromatik dan non-aromatik terletak pada delesi 8bp pada ekson 7
(BADH2.7) (Bradbury, Henry, et al., 2005). Konsumen lebih menyukai beras
aromatik karena dianggap memiliki cita rasa yang enak dan khas, hal ini
menyebabkan meningkatnya permintaan beras aromatik baik di pasar domestik

maupun internasional (Balachandran et al., 2009). Tingginya permintaan pasar
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menyebabkan padi Aromatik memiliki harga jual yang tinggi bila dibandingkan
dengan padi non-aromatik yaitu mencapai 22,5 kali (Haryanto et al., 2008).

Varietas padi aromatik telah lama sangat popular di Asia Selatan dan Asia
Tenggara serta mendapat penerimaan yang lebih luas di Eropa dan Amerika
Serikat karena aroma dan rasanya yang khas (Yoshihashi et al., 2002). Indonesia
memiliki padi aromatik yang sudah dikembangkan sejak lama seperti varietas
Pandanwangi dan Rojolele. Beberapa kultifar padi aromatik Indonesia juga telah
dirilis dalam beberapa tahun terakhir seperti Bengawan Tunggal (1993), Sintanur
(2001) dan Batang Gadis (2002) (Haryanto et al., 2008). Pengembangan
produktivitas dan kualitas padi aromatik Indonesia sangat penting untuk
ditingkatkan dengan harapan dapat membantu dalam pemenuhan kebutuhan beras
nasional. Kualitas butir beras seperti sifat-sifat fisik beras, ukuran, bentuk,
keseragaman, kualitas rasa dan aroma merupakan faktor penting untuk
menentukan harga di pasar domestik maupun internasional serta menjadi standart
bagi konsumen untuk memilih produk beras terbaik (Pachauri et al., 2010).
Informasi mengenai analisis kualitas padi aromatik biasanya didasarkan pada
sifat-sifat umum seperti karakter morfologi (bentuk daun, bentuk buah, warna
kulit biji), sifat agronomis (umur panen, tinggi tanaman, panjang tangkai daun,
jumlah anakan) dan profil fisikokimia (Pitiphunpong et al., 2011).

Analisis fisikokimia padi aromatik menjadi faktor penting berkaitan dengan
mutu tanak dan mutu rasa nasi yang dihasilkan (Kong et al., 2015). Sifat- sifat
tersebut tidak berdiri sendiri, melainkan bekerjasama dan saling berpengaruh
menentukan kualitas tanak dan rasa pada nasi (Bao et al., 2018). Terbatasnya
informasi tentang analisis profil fisikokimia dan struktur padi aromatik merupakan
salah satu kendala dalam pengembangan padi aromatik di Indonesia. Oleh karena
itu, identifikasi plasma nutfah padi aromatik di Indonesia sangat penting dilakukan
untuk menyelidiki sifat-sifat genetik padi aromatik Indonesia dan analisis
clustering plasma nutfah padi aromatik berdasarkan fisikokimianya, kedua analisis
ini sangat penting dilakukan untuk dijadikan acuan dalam rangka pengembangan
varietas unggul kultivar padi aromatik baru berdasarkan sifat fisikokimia padi
aromatik Indonesia. Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas, maka
peneliti melakukan penelitian tentang “Karakterisasi Sifat Fisikokimia Dan

Struktur Biji Padi Aromatik Indonesia”
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1.2 Rumusan Masalah

Beberapa daerah di Indonesia memiliki padi unggul, salah satunya padi
aromatik. Namun kajian mengenai analisis fisikokimia padi aromatik masih terbatas.
Standart kualitas padi biasanya didasarkan pada sifat-sifat umum seperti sifat
morfologi dan sifat agronominya. Maka dilakukan kajian mengenai profil

fisikokimia dan struktur padi aromatik Indonesia.

1.3 Tujuan
Untuk mengetahui karakteristik sifat fisikokimia dan struktur padi aromatik

Indonesia.

1.4 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan pengetahuan dan
memberikan informasi lebih lanjut tentang penelitian mengenai karakterisasi profil
fisikokimia dan struktur padi aromatik lokal Indonesia, sehingga dapat dijadikan
dasar dalam rangka pengembangan kultivar baru padi aromatik Indonesia

berdasarkan sifat fisikokimianya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sifat Fisikokimia Padi Aromatik

Padi aromatik merupakan jenis padi yang istimewa karena memiliki mutu
beras yang baik dan karakteristik yang lebih unggul jika dibandingkan dengan padi
non-aromatik. Varietas padi aromatik sangat popular di Asia Tenggara dan
memperoleh penerimaan yang lebih luas di Eropa dan Amerika serikat (Yoshihashi et
al., 2002). Keunggulan yang dimiliki padi aromatik diantaranya mencakup aroma dan
cita rasa yang enak. Mutu tanak dan mutu rasa yang istimewa menyebabkan beras
aromatik lebih diminati baik di pasar domestik maupun internasional, hal ini
menyebakan harga jual padi aromatik yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan
padi non-aromatik yaitu mencapai 22,5 kali (Haryanto et al., 2008). Lebih dari 100
senyawa telah diidentifikasi berkontribusi terhadap aroma padi aromatik (Tsugita
2009). Komponen utama yang menyebabkan aroma wangi pada padi aromatik adalah
2-acetyl-1-pyrroline (Wakte et al., 2017)

Butir beras terdiri dari 75-80% pati, 12% air dan hanya 7% protein dengan
asam amino (Singh, Okadome, Toyoshima, Isobe, and Ken Ohtsubo 2000). Pati beras
terdiri dari amilosa dan amilopektin. Berdasarkan kandungan amilosanya, beras dapat
dibedakan menjadi beras berkadar amilosa sangat rendah dengan kadar amilosa 5-
12%, beras beramilosa rendah kadar amilosa 12-20%, beras beramilosa sedang
dengan kadar amilosa 20-25%, dan beras beramilosa tinggi dengan kadar amilosa 25-
33% (Wu et al., 2018). Beras berkadar amilosa rendah mempunyai sifat nasi yang
pulen, tidak terlalu basah maupun kering. Sedangkan beras berkadar amilosa tinggi
mempunyai sifat nasi yang keras, kering dan pera (Setyanto et al., 2018).

Suhu gelatinisasi pati adalah suhu saat granula pati pecah dengan adanya
penambahan air panas saat proses pengolahan. Setiap jenis pati memiliki suhu
gelatinisasi berbeda-beda tergantung varietas beras dan berpengaruh terhadap lama
pemasakan. Beras yang mempunyai suhu gelatinisasi tinggi membutuhkan waktu
pemasakan lebih lama daripada beras yang mempunyai suhu gelatinisasi rendah
(Routray et al., 2018). Konsumsi nasi yang mempunnyai Indeks Glikemik rendah atau
dari beras berkadar amilosa tinggi menyebabkan laju pencernaan lebih lambat karena
pada saat pengolahan atau pemanasan amilosa membentuk senyawa kompleks yang

berikatan dengan lipid, sehingga menurunkan kerentanan terhadap hidrolisis
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enzimatik sehingga laju pencernaan daya cerna pati menurun. Tingkat pengembangan
dan penyerapan air tergantung pada kandungan amilosa. Makin tinggi kandungan
amilosa, kemampuan pati untuk menyerap dan mengembang menjadi lebih besar
karena amilosa mempunyai kemampuan membentuk ikatan hidrogen yang lebih besar
daripada amilopektin (Juliano et al., 2016).

Kandungan protein pada beras berbanding terbalik dengan kerusakan
viskograph dan daya lekat nasi (Yu et al., 2012). Tingkat kelunakan nasi saat dimasak
ditentukan karena kandungan pati, sementara kekerasan permukaan ditentukan terkait
dengan kandungan protein, dengan asumsi bahwa kandungan protein mempengaruhi
sifat fungsional beras serta terdapat interaksi antara struktur pati dan protein
(Waterschoot et al., 2015). Kandungan protein juga dilaporkan berkorelasi negatif
dengan palatabilitas pada beras Korea (Kaur et al., 2016). Proses penghilangan protein
dari tepung beras menyebabkan protein mempengaruhi kurva viskositas melalui
ikatan air dalam ikatan disulfide (Lee et al., 2016).

RVA menjadi metode standarisasi yang digunakan industri pengolahan beras
dan pogram pemuliaan tanaman dalam menentukan pasting properties pada beras.
Pada tahap awal RV A ketika suhu gelatinisasi mulai meningkat, suhu awal kenaikan
viskositas ini dikenal sebagai pasting temperatur ditandai dengan gejala butiran
granul membengkak dan pecah, pati akan lebih larut dalam air, setelah butiran
pecah, polimer sejajar satu sama lain karena bergeser secara mekanis, dan viskositas
pasta berkurang (Wongsaipun et al., 2018). Viskositas puncak biasanya dicapai
segera setelah siklus pemanasan mencapai 95°C. hubungan antara molekul pati yang
terjadi pada tingkat yang lebih besar menghasilkan pembentukan gel dan
peningkatan viskositas pada akhir tes disebut viskositas akhir atau cold paste. Dalam

(13

kurva fase ini dikenal dengan fase * setback region”. Setback region biasanya
diukur sebagai perbedaan antara viskositas akhir dan viskositas puncak. Viskositas
akhir adalah yang paling umum digunakan sebagai parameter untuk menentukan
kualitas sampel tertentu, karena hal ini menunjukkan kemapuan suatu gel setelah
dimasak dan didinginkan (Singh, Okadome, Toyoshima, Isobe, and Ken’ichi

Ohtsubo 2000).
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2.2 Pengujian Secara Molekuler dan Organoleptik

Penelitian terkait mutasi yang terjadi pada padi aromatik telah berlangsung
lebih dari 20 tahun di seluruh dunia baik secara konvensional maupun molekuler.
Meski demikian, penelitian yang dilakukan di Indonesia masih sangat terbatas. Oleh
karena itu, pembuktian melalui identifikasi secara fenotip dan genetik sifat aromatik
pada padi perlu dilaksanakan. Metode ini menjadi sangat penting demi menjaga hak
kekayaan intelektual varietas dalam rangka melabel karakter genetik beberapa padi
aromatik varietas lokal Indonesia. Uji sensorik menggunakan KOH 1,7% dilakukan
untuk mengidentifikasi sifat aromatik secara fenotip. Senyawa KOH 1,7%
merupakan senyawa volatile yang dapat menginduksi senyawa 2AP (Sood et al.,
1981).

Senyawa 2AP dapat dideteksi pada seluruh bagian tanaman kecuali akar
(Fitzgerald et al., 2008). Pengembangan marka aromatik pertama kali dengan
menggunakan system multipleks (4 primer) sehingga menciptakan amplikon
aromatik (257 bp) dan non-aromatik (355 bp) (Bradbury et al., 2005). Biosintesis
2AP belum sepenuhnya diketahui, namun telah ditemukan bahwa terdapat senyawa
osmo protektan bernama prolin. Prolin merupakan turunan asam amino yang
memiliki berat molekul rendah. Prolin merupakan prekusor (senyawa pemula)
sekaligus sumber nitrogen dari 2AP dan asam glutamat. Prolin disintesis melalui
kerja enzim Betain Aldehid Dehidrogenase (BADH2). Padi aromatik mengalami
mutasi kromosom (delesi) pada gen BADH?2 Berdasarkan beberapa literatur mutasi
tersebut dapat terletak pada ekson 2 (BADH?2.2) dan ada pula yang menyebutkan
terletak pada ekson 7 (BADH2.7) dan ekson 9 (BADH2.9). Delesi 8 bp pada ekson 7
adalah mutasi yang paling umum terjadi pada padi aromatik (Sasongko et al., 2011).
Maka terjadilah stop kodon prematur, sehingga aktivitas enzim BADH2 menghilang
(mengalami inaktivasi). Akibatnya ketersediaan prolin untuk sintesis 2AP
meningkat. Jika sintesis 2AP meningkat, maka timbulah aroma wangi pada padi.
Pada tanaman padi senyawa ini menunjukkan reaksi pembentukan yang unik dan
spesifik tergantung pada faktor ekologi dan metode penanaman (Pachauri et al.,

2010).

2.3 Analisis Stuktur Endosperm Padi
Kandungan amilopektin dan amilosa dari berbagai sumber pati berbeda-beda,

hal ini mempengaruhi bentuk serta ukuran granul yang disusunnya. Ikatan antara
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amilopektin dan amilosa yang saling berdampingan akan saling berinteraksi
sehingga memberikan integritas pada bentuk dan struktur granula pati. Adanya
perbedaan pada bentuk granula pati akan sangat mempengaruhi sifat fisik, sifat
kimia dan sifat fungsional pati (Ang et al., 2003). Beberapa parameter yang
dijadikan tolak ukur kualitas masak nasi seperti gelatinisasi, viskositas,
pembentukan struktur akhir dipengaruhi oleh ukuran granula pati, amilosa dan
amilopektin (Lee et al., 2016). Struktur granula pati tersusun atas kristal dan bukan
kristal, area kristal mereprensentasikan sejumlah besar rantai glukosa yang
mengalami pengikatan hydrogen untuk membentuk area yang sulit bagi enzim dan
air untuk menembus. Granula pati tidak dapat larut dalam air dingin, ketika granula
pati mengalami pemanasan granula pati akan mengembang dan strukturnya akan
mengalami proses penghilangan kristal oleh panas dan air yang dikenal dengan
proses gelatinisasi. Salah satu metode yang dapat digunakan untuk mengamati
struktur morfologi granule padi adalah Scanning electron microscope (SEM) yang
memungkinkan untuk menganalisa permukaan endosperm padi secara langsung dan
jelas sehingga diharapkan dapat mengidentifikasi morfologi bentuk dan struktur

granul (Waterschoot et al., 2015).
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BAB 3. METODOLOGI

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dan merupakan
penelitian kualitatif dan kuantitatif karena dari hasil penelitian didapatkan data

deskripsi.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2018 sampai Juli 2019. Analisis
molekuler dan fisikokima padi aromatik Indonesia dilakukan di laboratorium CDAST
(Center for Development of Advanced Sciences and Technology). Analisis Scanning
Elekron Mikroskop (SEM) dilaksanakan di Laboratorium Biosains Politeknik Negeri

Jember.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian

Bahan utama adalah 21 varietas padi Indonesia dan bahan-bahan kimia yang
digunakan untuk analisis adalah NaOH, HCI, heksana, H,SOj, indikator metil merah-
metil biru, KI, 12, asam asetat, amilosa murni, Dekrosa glukosa, etanol, NaCO3,
nitrogen cair, buffer ekstraksi, SDS, B- mercapto, potassium acetate, isopropanol,
ethanol PA 70%, buffer TAE, agarosa, loading dye, ddH,O, TE buffer, PCI,clorofom,
natrium acetate, RNAse, Etidium Bromide, Maxter Mix Promega, Primer Bradburry
ESP, IFAP,INSP, EAP.

Alat yang dipergunakan diantaranya adalah: oven (Air Concept Froilabo), tanur,
Moisture meter Ohaus MB200, desikator, labu kjeldahl, spektofotometer (Hitachi U-
2900 Spectrophotometer), Rapid Visco Analyzer (RVA Tec master, Perten, Swedia),
Differential Scanning Calorimetry (DSC Thermo Plus Evo Rigaku DSC2830, Jepang),
vortex, sentrifus, mikrotube, microwave, mesin elektroforesis, mesin PCR, mesin gel

dokumen.

3.4 Tahapan Penelitian
3.4.1 Pengumpulan Benih Padi (Oryza sativa L.)
Benih padi didapat dari Balai Besar Penelitian Tanaman Padi. Tabel 3.1

menunjukkan nama varietas padi serta asalnya.
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Tabel 3.1. Daftar Varietas Padi Beserta Asalnya

1 Rojo Lele Delanggu Delanggu, Klaten

2 Mentik Wangi Banjarnegara Banjarnegara

3 |Pare Pulu Mandoti [Enrekang, Sulawesi Selatan

4 Situbagendit Batur/S2823-7d-8-1-A//S283-7d-8-1-A

5 |Radah Putih Karanganyar Karanganyar

6 |[Mentik Susu Karanganyar Karanganyar

7 [Sintanur Lusi x bengawan solo. Bengawn solo padi
unggul, cari indukan : IR56/IR8411
Lusi : IR38///Pelita I-1//IR4744-128-4-2/Pelita
I-1

8 [Celebes Tetep/IR2415-90-4-3-2//IR19661-131-1-2

9 |(Gilirang B6672/Memberamo
Memberamo:B6555B-199-40/Barumun
Barumun : Ptb 33/*4 IR3043

10 |Pendok Tuban

11 [Situpatenggang Kartuna/TB47H-MR-10
Kartuna : malang

12 Mapan 05 Banjarnegara Banjarnegara

13 Mentik Wangi Glempang Kecamatan Pekuncen, jogja

14 |Pandan Wangi Cianjur, Jawa Barat

15 [Kurik Kusut Karanganyar IKaranganyar

16 |lnpari 7 Lanrang S3054-2D-12-2/Utri Merah-2
Utri Merah-2 : sulawesi tengah

17 |Inpari 23 Bantul B11738RS(Gilirang/ BP342F-MR-1-3//
Gilirang

18 |Batang Gadis IR 64/NDR 308//IR 64

19 |[Umbuk Wangi Kudus

20 |Genjah Arum Banyuwangi, Jawa timur

21 |Gogo Fatuk Masin Timor Timur

3.4.2 Analisis Molekuler Padi Aromatik dengan Marka Bradbury
a. Ekstraksi DNA

Menggerus 0,5 gram daun padi pada nitrogen cair, memasukkan dalam microube
yang berisi 500 pl buffer ekstraksi, 25ul SDS 20% dan 1,25 ul B-mercapto kemudian
divortex. Campuran dalam microtube diinkubasi pada 65°C selama 10 menit sambil
dibolak-balik. Campuran kemudian ditambahkan pottasium acetate SM sebanyak 500
ul, selanjutnya diinkubasi pada es selama 10 menit. kemudian disentrifus selama 10
menit pada 4°C 12.000 rpm. Supernatan dipindah ke microbtube baru, ditambahkan
625 ul isopropanol, swirling dan inkubasi selama 30 menit sampai 1 jam pada -20°C,
kemudian disentrifus selama 10 menit pada 4°C 12.000 rpm. Supernatan dibuang,
ditambahkan 500 ul TE dan 500ul PCI, divorex kemudian sentrifus 12.000 rpm
selama 10 menit pada pada suhu ruang. Supernatan kemudian dipindah ke microtube

baru dan ditambahkan Chloroform sebanyak volume yang sama kemudian di vortex
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dan sentrifus selama 10 menit pada suhu ruang 12.000 rpm. Supernatan kemudian
dipindah ke microtube baru kemudian ditambahkan dengan isopropanol 0,8Volume
dan Natrium Acetate 0,2 volume, swirling kemudian diinkubasi -20°C selama satu
jam, sentrifus selama 10 menit pada 4°C 12.000 rpm. Supernatan dipindah ke
microtube baru kemudian ditmbahkan Ethanol PA 70% dingin, disentrifus kembali
selama 10 menit pada 4°C 12.000 rpm. Buang supernatan dan tambahkan buffer TE
sebanyak 30ul, tambahkan 1ul RNAse dan diinkubasi pada 37°C selama satu jam.
Hasil isolasi kemudian disiman pada -20°C.
b. Uji Kualitas dan Kuantitas DNA
1) Uji Kualitas DNA

Elektroforesis berdasarkan metode Sambrook dan Russell (2001).
Gel agarosa 1% (b/v) disiapkan dari 0,25 g agarosa yang dilarutkan dalam
25 ml buffer TAE 1 kali pada tabung erlenmeyer. Larutan dipanaskan di
dalam microwave selama 1 menit hingga didapatkan larutan yang bening.
Setelah itu, 1,5 pl EtBr (Etidium Bromide) dimasukkan ke dalam larutan
bening tersebut. Kemudian larutan dituangkan ke dalam cetakan yang telah
di siapkan bersama sisirnya. Biarkan hingga agarosa telah menjadi gel yang
sudah mengeras. Selanjutnya, gel tersebut dimasukkan ke dalam mesin
eletroforesis yang telah berisi buffer TAE 1 kali yang dibuat dari komposisi
bahan TAE 50 kali .10ml TAE 50 kali ditambahkan ke dalam 490 ml aquadest,
sehingga TAE 50 kali akan menjadi TAE 1 kali. 5 pl DNA genom hasil
ekstraksi dicampurkan dengan 1 pl loading dye 6 kali dan dicampurkan dengan
teknik pipetting. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam sumur yang
terdapat pada cetakan. Buat agar seluruh gel agarosa telah terendam buffer
TAE 1 kali pada mesin elektroforesis. Setelah semua sampel dimasukkan
nyalakan mesin elektroforesis dengan tegangan 75 Volt selama 60 menit.

Hasil proses running kemudian divisualisasi dengan mesin Gel Document.

2) Uji Kualitas DNA

Untuk melihat kualitas DNA yang telah diekstraksi, alat yang digunakan
adalah spektrofotometer. Sebelum digunakan, spektrofotometer dikalibrasi dengan
cara memasukkan 400uL ddH,O kedalam kuvet dan ditekan tombol read blank untuk
kalibrasi. Memasukkan 2 pL sampel DNA dimasukkan kedalam kuvet dan
menambahkan 398 pnL. ddH,O. Konsentrasi DNA diukur pada panjang gelombang 260
nm dan kemurnian DNA diukur dengan perbandingan absorban 260/280 nm. Pita
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C.

DNA dapat menyerap gelombang maksimal pada 260 nm, sedangkan protein dapat
menyerap gelombang dengan panjang maksimal 280 nm (Fatchiyah et al,, 2011).
Nilai DNA lebih tinggi dari 1.8 mengindikasi DNA murni, lebih kecil dari 1.8
mengindikasikan adanya kontaminasi protein.

[DNA] = A260 x 50 x faktor pengenceran

A260 = nilai absorbansi pada 260 nm
50 = larutan dengan nilai absorbansi 1,0 sebanding dengan 50 pg untai

tunggal DNA per mL

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi PCR dilakukan dengan Master Mix Promega dengan volume total per
tube adalah 10ul dengan komposisi Sul Master Mix, 1ul DNA, 1ul Primer, dan 2pl
ddH,0. Pre-Denaturasi dilakukan pada suhu 95°C selama 5 menit, kemudian 35 kali
siklus denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing pada suhu 58°C selama 30
detik, extention pada suhu 72°C selama 30 1 menit, final exention pada suhu 72°C
selama 5 menit dan soaking pada 16°C selama 15 menit (Bradbury, Henry, et al.,

2005) Aplikasi marka Bradburry, berikut adalah Primer yang digunakan :

ESP TTGTTTGAGCTTGCTGATG
IFAP CATAGGAGCAGCTGAAATATATACC
INSP CTGGTAAAAACATTATGGCTTCA
EAP AGTGCTTTACAAAGTCCCGC

d. Elektroforesis hasil Polymerase Chain Reaction (PCR)

Elektroforesis DNA diperlukan untuk melihat hasil amplifikasi PCR dari gen
yang ditargetkan. Elektroforesis diawali dengan melarutkan 1 gram agarosa dengan 50
ml buffer TAE (pembuatan gel agarose 2%), menambahkan 2ul etidium bromida dan
menuangkan kedalam cetakan. Memanaskan campuran, kemudian memasukkan gel
kedalam tangki elektroforesis. Setelah itu mengisi tangki elektroforesis dengan 1x
buffer TAE, menambahkan 10 pL produk PCR kedalam sumuran gel. Menyertakan
100bpladder sebagai marka untuk melihat ukuran DNA.Mengaliri sampel DNA

dengan arus 75V selama 40 menit.
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3.4.3 Uji Sensorik Aroma menggunakan KOH 1,7%

Menimbang sampel padi sebanyak 1 gr, selanjutnya diletakkan kedalam tabung uji
dan ditambahkan 1 ml larutan KOH 1,7% kedalam masing-masing tabung ujidan
menutup tabung uji dengan segera. Memanaskan campuran dengan menginkubasi pada
suhu 65°C selama kurang lebih 20 menit. Selanjutnya melakukan evalusi dengan metode
panelis sederhana yang terdiri dari 5 orang laki-laki dan 5 orang perempuan berumur 20-
30 tahun dengan cara membuka tutup dan menghirup aroma sampel. Masing-masing
sampel akan diuji dengan kriteria skor O (tidak beraroma), 1 (sedikit aroma), 2 (aroma
sedang), 3 (aroma kuat). Mengklasifikasikan sampel menjadi 3 kelompok berdasarkan
nilai rata-rata dari jumlah skala yang diperoleh. Tiga kelompok tersebut diantaranya,

aromatik jika skor>1, dipertanyakan jika skor 0,5-1, dan non aromatik jika skor <0,5.

3.4.4 Pembuatan Tepung Padi (Oryza sativa L.)

Sampel padi yang akan di analisis fisikokimia terlebih dahulu dibuang kulit
bijinya, selanjutnya dilakukan penggilingan dengan menggunakan blender untuk
mendapatkan tepung padi, tepung yang telah di dapatkan selanjutnya diayak

menggunakan ayakan berukuran 180 um atau 80 mesh.

3.4.5 Uji Amilosa
a. Penyiapan Kurva standart

Amilosa murni sebanyak 40 mg dimasukkan kedalam labu ukur ditambahkan
dengan 1 ml etanol 95% dan 9 ml NaOH 1 N. Dipanaskan selama 10 menit sampai
terbentuk gel, setelah larutan gel dingin, lalu dipindahkan secara kualitatif kedalam labu
takar 100 ml. Selanjutnya diambil dengan pipet 1, 2, 3, 4, dan 5 ml, masing masing
larutan dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml. Tambahkan 1 ml asam asetat 1 N, 2 ml
larutan iod 1 N. Larutan diencerkan sampai volume 100 ml, kocok dan diamkan 20
menit. Kemudian ukur intensitas warna yang terbentuk dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 625 nm. Kurva standart merupakan hubungan antara kadar amilosa
dan absorbansi.
b. Penentuan amilosa

Penentuan kandungan amilosa sampel menggunakan metode iodo kolorimetri
(Juliano, 1971). Sampel yang telah di deffated diambil sampel sebanyak 25 mg kemudian
dimasukkan ke labu takar 100 ml. Ditambahkan 1 ml etanol 95 % dan 9 ml larutan
NaOH 1 N. Selanjutnya dipanaskan selama 10 menit dalam suatu penangas air mendidih,

12


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

kemudian didinginkan dan diencerkan sampai tanda batas dengan aquades. Larutan pati
diambil 5 ml dimasukkan ke labu takar 100 ml. Ditambahkan 1 ml asam asetat 1 N
kemudian ditambahkan 2 ml larutan yodium selanjutnya diencerkan sampai tanda batas
dengan aquades. Kemudian digojog, dibiarkan 20 menit dan ditentukan besarnya
absorbansi larutan pada panjang gelombang 620 nm. Kadar amilosa dalam sampel

dihitung berdasarkan rumus berikut:

% Kadar Amilosa = 55 x%x Vx 100

Keterangan : A : Absorbansi Sampel
S :Slope/Kemiringan Kurva
FP : Faktor Pengenceran
V :Volume Akhir Sampel (ml)
W : Berat Sampel (mg)

3.4.6 Kadar Abu

Kurs porselen dikeringkan dalam oven selama 30 menit, didinginkan dalam
deksikator dan ditimbang sebagai berat (A). Sampel sebanyak 1 gram ditimbang sebagai
berat (B) dimasukkan ke dalam kurs porselen. Selanjutnya, dilakukan pengabuan di
dalam tanur listrik pada suhu 600-700°C selama 6 jam. Kemudian tanur dimatikan,
sampel didiamkan di dalam tanur selama satu hari. Setelah itu dikeringkan dalam oven
suhu 105°C selama 1-2 jam dan dimasukkan ke dalam eksikator selama 15 menit dan
ditimbang hingga konstan sebagai berat (C). Tahap ini diulangi hingga mencapai bobot

yang konstan. Perhitungan kadar abu sebagai berikut :

Kadar Abu (%) === x 100%

Keterangan : A = berat kurs porselen kosong (gram)
B = berat kurs porselen + sampel sebelum di tanur (gram)

C = berat kurs porselen + sampel setelah di tanur (gram)

3.4.7 Kadar Air
Ditimbang sampel sebanyak 1,5 gram, kemudian dimasukkan ke dalam alat
penghitung kadar air (Moisture meter Ohaus MB200) dengan mengatur suhu sebesar

120°C selama 20 menit, hasilnya akan muncul dalam bentuk persentase
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3.4.8 Kadar Protein, Metode Semi Mikro-Kjeldahl

Ditimbang sejumlah 0,1 g sampel dalam labu k jeldahl 30 ml. Ditambahkan 0,2 g
K2S0y4, dan 3ml HpSO4 pekat. Sampel didestruksi selama 3 jam sampai cairan menjadi
jernih. Cairan didinginkan, ditambah 6 ml NaOH 30% dan dimasukkan ke dalam alat
destilasi. Di bawah kondensor alat destilasi diletakkan Erlenmeyer berisi 3 ml larutan
H3BO3 3% dan beberapa tetes indikator metil merah. Ujung selang kondensor harus
terendam larutan untuk menampung hasil destilasi sekitar 15 ml. Distilat dititrasi dengan
HCI 0,01 N sampai terjadi warna kemerahan. Prosedur yang sama juga dilakukan
terhadap blanko (tanpa sampel). Jumlah titrasi sampel (a) dan titrasi blanko (b)
dinyatakan dalam ml HCI 0.01 N.

Kadar N (%) = (a -b) x N HCI x 14,007 x 6,25 x 100 %
Sampel

Kadar protein (%) = Kadar N (%) x 6,25

3.4.9 Kadar Lemak
Sampel ditimbang sebanyak 5 gram dibungkus menggunakan kertas saring. Kertas
saring berisis sampel tersebut diletakkan dalam alat ekstraksi soxhlet yang dirangkai
dengan kondensor. Pelarut n-Hexane dimasukkan ke dalam labu lemak direflusks selama
5 jam. Sisa pelarut dlaam labu lemak dihilangkan dengan dipanaskan dalam oven, lalu

ditimbang.

Kadar lemak (%) = berat lemak x 100 %
berat sampel

3.4.10 Kadar Karbohidrat

Penentuan kadar karbohidrat menggunakan metode fenol asam sulfat (Masuko et
al., 2005). sampel ditimbang sebanyak 1 gram dan menambahkan 10 mL aquadest sambil
mengaduknya. Mengambil 1 mL dari masing-masing larutan sampel. Menambahkan 1
mL larutan fenol 5% , lalu menambahkan dengan cepat 5 mL larutan asam sulfat pekat
dan merendamnya dalam air, kemudian mendiamkan selama 10 menit. Mengukur
panjang gelombang pada 490 nm. mengulangi perlakuan yang sama dengan mengganti

larutan standart glukosa (D-glucose) sebagai sampel. Kadar karbohidrat dinyatakan
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dalam persen glukosa (%) = (G) / (W) x 100 dimana G = Konsentrasi glukosa dan W =
berat sampel (g)

3.4.11 Amilopektin
Kadar amilopektin dihitung berdasarkan selisih antara kadar karbohidrat dan

amilosa (Yuan et al., 2007)

Kadar Amilopektin = Kadar Karbohidrat — Kadar Amilosa

3.4.12 Granul

Sampel padi direndam dalam nitrogen cair selama lima menit dan dikeringkan
dengan freezedry (SP Scientific, FM25XL-70, USA) selama 24 jam. Sampel padi alami
dengan posisi melintang tepat dibagian tengah dengan menggunakan jari. Patahan padi
diletakkan pada alumunium stub menggunakan perekat dua sisi dengan permukaan
patahan berada di atas (Dang and Copeland 2006). Pengamatan sampel dicitrakan dengan
scanning electron mikroskop (SEM), Hitachi TM 3030plus (Tokyo, Jepang) pada
tegangan percepatan 15-20 kV.

3.4.13 Sifat Amilografi

Sifat amilografi diukur menggunakan Rapid Visco Analyzer (RVA Tecmaster
2133028-TMB, Australia) dengan jumlah sampel sebanyak 3 g dan kelembapan sebesr
12%. Sampel dimasukkan ke dalam air suling (25 mL) dalam tabung aluminium dan
kemudian dicampur secara menyeluruh. Suhu pemanasan awal diprogram pada 50°C
selama 1 menit dan kemudian dinaikkan menjadi 95°C, pada 8,5 menit. Sampel
diprogram pada 95°C selama 5 menit, didinginkan hingga 50°C selama 2 menit. Kurva
viskositas dalam unit RVA digunakan untuk menentukan pasting temperature,
viskositas puncak (P), viskositas melalui (T), viskositas dingin (C), viskositas dingin
(C), viskositas rusak (P - T), dan viskositas kemunduran (C - T) (Wongsaipun et al.,
2018).

3.4.14 Sifat Termal

Gel konsistensi sampel diukur menggunakan Differential Scanning Calorimetry
(DSC, 8230 Instrumen TA, Tokyo, Jepang) . Sampel sebanyak 3 mg dimasukkan
dalam pan alumunium dan dicampur dengan aquades perbandingan 1:2 (b:v) dan

dilakukan penutupan secara hermetis. Pengukuran dilakukan pada kisaran suhu 35°C -
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120°C dengan kecepatan pemanasan sebesar 10 °C/menit (Rodriguez-torres et al.,

2017). Transisi suhu direkam dengan TA Universal Analysis Software versi 4.5.

3.5 Analisis Data

Hasil data yang didapat dianalisis menggunakan analisis korelasi untuk mendeteksi
perbedaan signifikan di antara 21 varietas padi aromatik Indonesia. Analisis cluster
dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak R-Statistik (http://www.r-project.org).
Perangkat lunak Principal Component Analysis (PCA) digunakan untuk mencari faktor-
faktor yang mampu menjelaskan hubungan atau korelasi antara berbagai indikator

independen yang diobservasi.
3.6 Rancangan Penelitian

| — a Viietas Padi IndOﬁiiﬁ. i |

Deteksi Padi Aromatik
lommm - Aplikasi marka aromatik Bradbury dan

Pembuatan Tepung Padi
- Dlgllmg
de

| Penﬁmﬁulan dan Peniolahan Data Fisikokimia |
| Analisis Data dan Clusterinﬁ |

| Scanini Elektron MikroskoE iSEMi Berdasarkan Hasil Clusterini |

| Pembahasan dan Kesilnﬁulan |
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

a. Karakterisasi sifat fisikokimia terhadap 21 kultivar padi Indonesia dilakukan dengan
menggunakan PCA berdasarkan sifat fisikokimia yang dibagi menjadi empat kelompok.

b. Perbedaan struktur morfologi butiran ini terlihat dalam hasil mikroskop elektron
pemindaian di mana keempat kelompok memiliki bentuk butiran pati yang berbeda.
Kelompok 1 memiliki granul berbentuk bulat dengan ukuran rata-rata sama, kelompok 2
memiliki bentuk granul bulat dengan ukuran berbeda, kelompok 3 memiliki granul
polyhedral dengan pinggiran runcing dan kelompok 4 memiliki granul berbentuk
polyhedral dengan pinggiran tumpul.

c. Informasi ini dapat menjadi referensi untuk penelitian lebih lanjut mengenai program

pemuliaan padi.

5.2 Saran

a. Perlu dilakukan penelitian terkait kontruksi marker spesifik yang dapat mendeteksi gen
BADH?2 khususnya verietas padi aromatik Indonesia sehingga dapat memudahkan para
peneliti untuk mengklasifikasi kultivar padi aromatik.

b. Perlu dilakukan investigasi lebih dalam terkait penyebaran padi aromatik di Indonesia

khususnya Indonesia bagian Timur.
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Lampiran 1. Dokumentasi Kegiatan

Persiapan Pembuatan dan Sampel

Analisis Molekular
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Analisis Scanning Electrone Microscope (Sem)

TM3030Plus 2019/04/07 mLU 22,0k

TM3030Plus 2018/04/07

TM3030Plus 2018/04/07 mLU 2,0k 30 ?m

TM3030Plus 22,0k 30 7m
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Lampiran 2. Form Uji Organoleptik
LEMBAR UJI ORGANOLEPTIK PADI AROMATIK INDONESIA

Nama
Usia :
Jenis Kelamin : P/ L
Intruksi : Bukalah penutup tube, kemudian hiruplah aroma pada sampel. Nyatakan aroma
pada sampel dengan skor dibawah ini :
0 : tidak ada aroma
1 : aroma lemah
2. aroma kuat

No Kode Sampel Skor
1 ABQ
2 ACW
3 ADE
4 AVR
S ABR
6 ANT
7 AMU
8 ASE
9 AFR
10 AGT
11 AHY
12 AJU
13 AJl
14 AKO
15 ALP
16 APM
17 APN
18 APB
19 AYV
20 AFC
21 AED

Jember, 20 Desember 2019
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