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RINGKASAN 

Adanya kandungan komponen bahan makanan yang rnengandung babi dalam 

bahan dan produk pangan dapat diidenrifikasi melalni lemak,protein maupun 

DNAnya. Dalam penelitian ini dilakukan analisis adanya protein daging bahi 

menggunakan elektroforesis SDS·PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis) dengan sistem buffer diskontinyu. Sistem ini terdiri dan gel 

penumpuk (slacking gel) yang betpori besar dan gel pemisah (separaling gel) yang 

betpori kecil. Gel penumpuk berada di atas gel pemisah yang mempunyai konsentrasi 

akrilamid, molaritas dan pH buffer yang lebih rendah dati pada gel pemisah. 

Keungulan sistem ini adalah menghasilkan pemisahan profit pita protein yang lebih, 

tipis dan tajam. 

Untuk memisahknn protein berdasarkan berm mole1ru1 dapat dilaknkan dengan 

menambahkan suatu deteljen ionik yaitu Sodium Dodecyl Sulfal (SDS) dan II­

Merkaptoetanol pada proses persiapan sampel. Kernudian dilaknkan tabap denaturasi 

dengan pemanasan pada subn 100°C selama 5 menit. SDS akan menyelubungi 

rantai polipeptida sehingga bermuatan negatif dan II-Merkaptoetanol memutuskan 

ikatan disulfide ( S-S) pada rantai polipeptida dengan cara mereduksi ikatan tersehut. 

Kompleks SDS - polipeptida berbentuk seperti hatang dan bermuatan negatif. Dengan 

demikian akan menghilangksn perbedaan muatan dan perbedaan konfoonasi diantara 

protein-protein tersebut sehingga migrasi protein selama elektroforesis hanya 

berdasarkan berat molekulnya. Kecepatan migrasi protein selama elektroforesis akan 

berbanding terbalik dengan berat molekulnya, semakin besar molekul maka semakin 

lambat migrasinya. 
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Dengan menggunakan teknik pemisahan elektroforesis SDS·PAGE maka 

adanya perbedaan di dalam komposisi protein akan menghasilkan pemisahan dalam 

bentuk pita protein dengan berat molekul yang berbeda, dengan demikian bisa dicari 

pita protein pembeda tersebut. 

Dari hasil penelitian Wltuk identifikasi protein daging sapi dan babi daging 

mentah ditemukan beberapa pita protein yang menjadi pita protein pembeda. Pada 

daging babi mentab ditemukan pita protein pembeda yang tidak ditemukan pada 

daging sapi pada Rf 0,0885; 0,1435; 0,296 dan 0,6825 dengan berat molekul 

berturut-turut 54,71 kD; 46,64 kD; 29,96 kD dan 9,76 kD. Sedangkan pada sapi 

ditemukan pita protein pembeda yang tidak ditemukan pada babi pada Rf 0,0965 

dengan berat moleklll 53,46 kD dan Rf 0,827 dengan berat molekul 6,42 kD. Untuk 

campuran daging sapi dan daging babi dengan perbandingan 50;50 % belum nampak 

adanya perbedaan pita protein yang mWlcul., hal ini terjadi karena konsentrasinya 

terlalu keeil sehingga intensitas pita protein yang mWlcul keeil sehingga tidak 

terlihat. Pada daging yang sudab direbus tidak bisa diidentifikasi dengan 

menggunakan elektroforesis SDS·PAGE karena proteinnya sudah terdenaturasi 

IX 
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ABSTRACT 

To get the detection method whether there is pork protein in food as the main 

material of meat, the research was carried out to analyse pork protein, beef protein 

and mixtures pork and beef in raw meat and boild meat using SDS-PAGE (Sodium 

/Jodecyl Sulfat-Polyacrylamide Gel). This eietrophoresis method has one of the 

method for detennining protein quantitatively, comparatively, characterization, 

accurately and fast, which separating protein based on the molecule weight. With 

composition difference of protein which can result the separating in protein band 

with different molecule weight, so we un find the marker band of the protein. 

The research revealed that raw beef and pork meet it can he found some 

protem band which can be considered as marker. The protein marker was considered 

to be pork protein marker if the protein band can he found in pork but can' t he found 

in beef or vice versa. For the raw pork can find band marker in RfO.0885; 0.1435; 

0.2%0 and 0.6825 with the weight of the molecule in order 54.71 kD; 46.64 kD, 

29.% kD and 9.76 kD. While in beef it can he found protein band marker in Rf 

0.0%5 and 0.827 with the weight of the molecule 53.46 kD and 6.42 kD. For 

mixtures of pork and beef with the comparation of 50 : 50 % , did not found the 

difference band with can be told to he a marker. In the boild meat did not identified 

any of band by using SDS-PAGE electrophoresis because the protein has been 

denaturated. 

Key words; pork protem, beef protein, sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel 
( SDS-PAGE) 
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PENDAHllLlJAN 
------------

, " -:'! 1 , , ..... 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Menurut Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 69 Tahun 1999 

(PP 69/1999) tentang label dan iklan pangan dalam pasaJ 1 ayat 5 disebutkan bahwa 

pangan halal adalah pangan yang tidak mengandung unsur atan bahan yang haram 

atall dilarang untuk dikonsurnsi umat Islam, baik yang menyangkut bahan baku 

pangan, bahan tambahan pangan, bahan bantu dan bahan penolong lainnya tennasuk 

bahan pangan yang diolah melalui proses rekayasa genetika dan iradiasi pangan dan 

yang pengelolaannya dilakukan sesuai dengan ketentuan hukum agama Islam. 

Sertifikasi halal dilakukan oIeh Lembaga Pengkajian Pangan, Obat-Obatan dan 

Kosmetiko yang bekeIjo sama dengan Majelis Ulama Indonesia (LPPOM-MUI). 

Dalam kegiatan ini dilakukan penelitian produk makanan yang dikonsumsi oteh 

masyarakat luas tentang halal atan haramnya suatu produk untuk kemudian 

dikeluarkan sertifikat. Penelitian dirnulai dengan melakukan pemeriksaan secara 

teknis oleh suatu tim yang ontara lain meliputi peoelusuran asal-usul bahan produk 

makanan, cara proses, dan pengemasannya. Namun dalam hal ini tentunya diperlukan 

kerja sarna dan kejujuran dari produsen, terutama produk yang ada kemungkinannya 

dicampur dengan lemak atau doging babi. Maka dari itu mendeteksi dan dan 

menganalisis komponen haram yang berasal dari babi masih perlu dikaji dan dikuasai. 

Contoh produk-produk yang kemungkinan mengandung bahan berasal dari babi 

antara lain base, sesis, mie basah dan produknya, ova let yang mempakan bahan 

tambahan untuk pembuatan kue, produk yang mengandung gelatin seperti pennen 

lunak (soft candy), yoghurt. es krim, coklat dan coating (pelapis) pada produk kue 
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sepeni pie bahkan beberapa makanan ringan yang lain yang beredar di pasaran 

(lurnal L.P.POM-MUI, 2000) 

Adanya kandungan komponen bahan makanan bahi dalam bahan dan produk 

pangan dapat diidentifikasi adanya lernak, protein dan DNAnya. Beberapa metode 

yang digunakan untuk anahsis protein adalah metode elektroforesis, Enzym Linked 

lmmuno Assay (ELISA) dan Kromatografi Cairan KineIja Tinggi (KCKT). 

Keseluruhan metode ini tidak dapat digunakan apabila proteinnya sudah terdenaturasi 

atao sudah mengalami proses pemasakan. Untuk analisis lemak dan protein 

mempunyat banyak kendala karena dalam pengolahan makanan sering terjadi 

degradasi dan terjadi denaturasi. Perkembangan selanjutnya yaitu dengan uji DNA 

yang diamplifikasi dengan teknik Polymerase chain reaction (PCR) metode ini dapat 

digunakan untuk protein yang sudah terdenaturasi atall yang sudah mengalami proses 

pemasakan (Lawrie,I995) 

Molekul DNA yang terdapat dalam inti sel mampu mensintesis molekul RNA 

yang merupakan cetakan bagi sintesis protein. Protein mempWlyai urutan asam-amino 

yang tepat karena setiap molekul RNA membawa sandi yang diberikan oleh DNA 

pada saat mensintesis rnolekul RNA tersebut. Spesies yang berbeda memplUlyai 

perbedaan susunan DNA, dengan demikian protein dari spesies yang satu dengan 

yang lain pasti mempunyai perbedaan. Untuk itu perlu di cari perbedaan profil pita 

protein antara daging sapi dan daging, babi. Dari basil ini akan didapatkan pita protein 

pernbeda untuk protein daging sapi dan babi . 

8anyaknya rnakanan olahan dengan bahan utama atau bahan tambahan dari 

daging contoh baso, sosis, pangsit mie dan lain-lain maka per1u dilakukan penelitian 

pada daging mentab dan pada daging yang ,udab diolab dengan pemanasan 5 menit 
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pada suhu 100°C. Dati hasil ini diharapkan ada pita protein pembeda untuk daging 

sapi. dan babi baik sebelum maupun sesudah direbus. 

Identifikasi adanya protein daging sapi dan babi menggunakan teknik 

elektroforesis. T eknik ini dapat digunakan uotuk memisahkan protein berdasarkan 

muatan dan ukuran. UnUik menghilangkan perbedaan muatan dan konfonnasi di 

antara protein tersebut dengan earn memberi muatan negatif yaint dengan 

menambahkan SDS dan dipanaskan selama 2-10 men it pada suhu 100°C. Dan 

dengan menambahkan tiol (f}-mercaptoetanol) maka teIjadi pemutusan ikatan 

disulfida (S-S) dengan eara mereduksi ikatan tersebut (Clark dan Switzer, 1977). 

Teknik elektroforesis seperti di8tas dikenal nama elektroforesis kondisi denaturasi 

atall 5DS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) yaitu 

metode elektroforesis untuk penentuan kuantitatif, komparasi dan karakterisasi 

protein yang akurat, dan cepat. Metode ini memisahkan protein berdasarkan berat 

molekul (Laemmli,1970). SDS-PAGE yang dib'lUlakan dalam penelitian 1111 

rnenggunakan sistem diskontinyu, yang terdiri dari gel penumpuk (stacking geT) 

yang berpori besar dan gel pemisah (separating i resolving geT) yang berpori 

kecil. 

Identifikasi protem daging sapi dan babi dengan tujuan untuk mendapatkan 

metode deteksi adanya protein daging babi dalam bahan dan produk pangan dengan 

bahan utama daging, melalui identifikasi adanya protein pembeda Dan hasil yang 

diperoleh diharapkan bennanfaat sebagai metode sederhana untuk identifikasi adaoya 

daging babi dan campurannya dalam produk daging yang di duga mengandung babi. 
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1.2. Rurnusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang di atas ffiak8 pennasalahan yang akan dipecahkan 

dalam penelitian adalah sebagai betikut : 

Apakah dapat dtidentifikasi adanya protein pembeda antara daging sapi dan 

babi berdasarkan profil pita protein dari daging sapi dan daging babi 

mentah melalu! teknik pemisahan elektroforesis SDS-PAGE. 

2 Apakah dapat diidentifikasi adanya protein pembeda antara daging sapi dan 

babi berdasarkan profil pita protein dari daging sapi dan babi yang sudah 

direbus melalui teknik pemisahan elektroforesis SDS-PAGE 

1.3 TujuaD Umum Penelitian: 

Untuk mendapatkan metode deteksi adaoya protein daging babi dalam produk 

pangan dengan bahan utam. daging .melalui identifikasi adanya pita protein 

pembeda. 

1.4. Tujuan Khusus Penelitiao : 

Menentukan pita protein pembeda anlara daging sapi dan bahi baik yang mentah 

maupun yang ,udab direbus. 

1.S Manfaat Penelitian: 

Mendapatkan metode sederhana un!uk identifikasi adany. daging babi dalam produk 

makanan dengan bahan utama daging yang diduga mengandung daging babi. 
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TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Tinjauan Tentang Sapi 

Klasifikasi sapi menurut Parker dan Haswell (1978) adalah sebagai berikut : 

Phylum Chordata 

Sub Phylum Vertebrata 

Class Mamalia 

Ordo Aniodaktil 

Familia Bovidae 

Genus Bos 

Species ada dua yaitu : 

I. Bos tauros 3p 

2 Bos indicus .\p 

Di daerah tropis dan daerah sedang, sapi dipelihara untuk produksi susu dan 

daging, bahkan sebelum ada mekanisasi sapi digunakan sebagai hewan temak tarik. 

Oi Indonesia terdapat 5 bangsa sapi utama yaitu (I) sapi Onggole, (2) sapi Bali, 

(3) ,api Madura, (4) ,api Grati dan (5) ,api Kelantan. 

Sapi Onggole atau sapi Benggala (Bas indicus) aslinya diimpor dari India. 

Ketwunan Ongoie yang kawin dengan sapi lokal di Indonesia dikenal sebagai jenis 

PO atall peranakan Ongole. Sapi jenis ini mempunyai ciTi kulit didominasi warna 

putih, berleher pendek dengan punggung besar dan panjang (berpunuk), yang jantan 

mempunyai berat badan 800 kg atau lebih dan dapat menyesuaikan dengan 

lingkungannya dengan baik. Sapi Bali (Bas javanicus) bertubuh besar hampir sarna 

dengan banteng liar, berat badannya 400 kg atau lebih, yang jantan berwama hitarn 

5 
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dan betina berwama merah dengan gans hitam yang jelas disepanjang punggungnya. 

Balk jantan maupun betioa mempunyai pantat belang putih. Sapi Madura berwama 

coklat sampai kemerahan dengan berat badan 300 - 350 kg. Sapi ini dipelihara secara 

tradisional di pulau Madura dan biasa digunakan untuk kerapan sapi. Sapi Grati 

berasal dari bangsa Holstein-Friesian dati daerah beriklim sedang. Sapi Grali sudah 

banyak yang disilangkan dengan sapi Ongole. Sapi Kedah Kelantan banyak 

ditemukan di Sumatra dengan ciri bertubuh kecil dan berwarna hitam sampai coklat 

mUda.(Smith, 1988) 

2.2 Tinjauan Tentang Babi 

Klasifikasi babi menurut Parker dan Haswell (1978) adalah sebagai berikut: 

Phylum Chordata 

Sub Phylum Vertebrata 

Class Mamalia 

Ordo Artiodaktil 

Familia Suidae 

Genus Sus 

Species Sussp 

Meskipun Indonesia mernpunyai penduduk sebagian besar beragama islam, 

tetapi Indonesia memplDlyai populasi bahi Iebih kurang 3 juta terutama di daerah yang 

penduduk Kristen, Hindu dan keturunan eina. Ada 3 tipe atau bangsa babi yang ada 

di Indonesia yaitu (1) babi lawn lokal berwarna putih, (2) babi Cina dengan punggung 

melengkung tordapat di Bali dan (3) babi pelibaraan di Sumatnl berwarna hitam. Babi 

jawa lokal berwama putih, pendek, gemuk dan mempunyai punggung sedikit 

melengkung. Babi ini berkernbang lobib cepat setelah disilangkan dengan bangsa 

babi import yaitu Landrace atau Yorkshire. Babi Cioa di Bali mempunyai tubuh 



IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH

7 

keci), berwama hitam dan putih. serta badan sangat melengkung. Badan baglan depan 

besar dan kulil tumbuh baik dan berlipat-lipat. Bahi Bali hampir sepenuhnya 

pemakan bangkai, berkeliaran bebas di desa-desa. Babi hitam di Sumatra dipelihara 

oleh orang-{)rang Balak. Babi ini sangat mirip dengan babi liar dengan Clfl tubuh 

kecil, kuht taopa lipatan dan bahunya lebih besar (Smith. 1988), 

2.3 Tinjauan Tentang Urat Daging (Lawrie, 1995) 

Spesies adalah fak10r yang paling mudah dimengerti dalam mempengaruhi 

komposlsi urat daging, tetapi pengaruhnya tergantung pada kerja simultan dari banyak 

faktor yaitu faklor inlrinsik (faktor dari daJam) dan faktor ehtrinsik (faktor dan luar) 

Faktor-faktor mtrinsik adalah sebagai berikut: (i) spesies; (ii) bangsa; (iii) kelamin; 

(iv) umur; (v) lokasi anatomis urat daging; (vi) Jatihao atall olah raga (vii) tingkat 

pemberian nutrisi dan (viii) variabilitas dalam hewan yang sifiltnya masih sedikit 

diketahui. Disamping itu ada beberapa faktor ekstrinsik yang dapat memodiflkasi 

sifat-sifat urat daging segera setelah periode pascamati selama penyimpanan dan 

pengolahan, dan komposisinya sebagai daging. Faktor-faktor ekstrinsik tersebut 

antara lain: (i) bahan makanan; (ii) kelelahan; (Iii) rasa takut; (IV) manipulasi 

sebehun dipotong dan (v) kondisi Iingkungan pada saal dipotong, segem pada 

periode pascamati dan selama penyimpanan selanjutnya. 

Warna urat daging dipengaruhi oleh kadar mioglobinnya, semakin rendah kadar 

mioglobinnya maka warna urat dagingnya semakin pucat contoh pada babi dan 

kehnci. Dan semakin besar kadar mioglobin pada umt daging maka warna dagIng 

kelihatan hampir hitam. Mioglobin urat daging bahi lebih rendah dibandingkan 

dengan sapi, oleh karena itu warna daging sapi lebih merah dibandingkan dengan babi 

dan secara kualitatif urat daging babi berbeda dengan rnioglobill urat daging sapi 

karena pada babi menunjukkan bahwa tingkat oksigenasi mioglobin lebih cepat dari 
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pada sapi, Hal yang spesifik dan babi ditemukan oleh Rangeley dan Lawrie (1976) 

yaitu adanya j!-alanil-3-metil-histidine dalam urat daging babi dewasa. selanjutnya 

hanya sedikit sekali dalam urat daging sapi. domba dan ayam (Carnegie, Collins, dan 

lIie. 1984). Rasio dipeptida-dipeptida histidin merupakan cin khas dari spesies yang 

berbeda dan telah dlgunakan lUltuk mengidentifikasi spesies-spe5les tersebut (Olsman 

dan Slwnp, 1981). 

Identifikasi untuk membedakan daging berdasarkan spesiesnya yang ada dalam 

produk-produk makanan memang penting guna menjamin kepercayaan konsumen, 

dan ada beberapa rnetode yang telah digunakan dalam menganalisis sampel-sampel 

yang belum dimasak. Hal ini telah diteliti oleh Winter, Thomsen dan Davis (1990) 

yang menemukan bahwa sensitivitas deteksi daging bahi yang dicampur dengan 

daging sapi adalah 0,4 % dengan countercurrent immunoelectrophoresis, 0,5 % 

dengan DNA hybridization, 1,0 % dengan Immunodifos;on dan 5,0 % dengan 

;soeJeclric jocusing. Pendekatan lain dengan menggunakan direct probe mass 

spectrometry. Ini serupa dengan pyrolysis mass spectrometry tetapi sampei diuapkan 

pada suhu 300'C terlebih dahulu yang dapat membedakan kuda, sapi pedaging, babi 

dan anak domba (Pan"""n, 1984). Problem utama selanjutnya dan metode-metode 

tersebut adalah ketidaksanggupan unruk mengkuantitatific.an persen spesies dalam 

bahan-bahan makanan yang telah diproses. Kemudian King (1984) dapat 

membedakan perbedaan spesies pada daging yang dipanaskan sampai 120 ·C dengan 

isoeJeclric focusing dan aldehyde.kmase. Pengembangan seianjutnya untuk mengatasi 

problem ini yairu dengan metode DNA hibridisasi (Lawrie, 1995) 
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Tabel 2.1 Rasio yang khas dipeptida histidin dalam ural daging berbagai spesies 
(CamegieetaL,1984) 

Spesies Balemne : Anserine Carnosine: Anserine Balenine : Carnosine'" 
Kuda 0 93 0 
Babi 1 21 0.05 
Sapi 003 6 0.005 
Domba 0.02 1 0,02 -----
Ayam 0.01 05 0.02 
Kanguru 0 0.1 0 
... Dala Ifll dlhllung dan kolom 2 dan 3 
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Daging babi mempunyai konsentrasi tenunan pengikat yang lebih besar dari 

pada daging sapi sehingga babi umumnya lebih empuk dibandingkan dengan sapi. 

2.4 Protein 

Secara kimia protein adalah heteropolirner dari asam-asam amino, yang terikat 

satu sarna lain dengan ikatan peptide. Ada suatu universalisme di dalam molekul 

protein. Protein apapun dan berasal dari makhluk apapun juga temyata hanya tersusun 

dari 20 macam asam amino saja. Perbedaan protein yang satu dengan yang lain 

disebabkan oleh jumlah dan kedudukan asam-asam amino tersebut di da1am tiap-tiap 

molekuL Kedua puluh .sam amino itu mempunyai eiri umum sebagai beril,", : (I) 

semuanya mempunyai konfigurasi L. (2). Sarna-sarna mempunyai gugus COOH dan 1 

gugus NH2 yang terikat ke atom Ca. Perbedaan individual dari asam-asam ini 

disebabkan oleh perbedaan rantai sarnping. Dengan adanya perbedaan antara asam-

asam amino tersebut akhiroya menyebabkan teljadinya perbedaan sifat kimia dan 

biologis dari molekul protein yang disuswmya. Muatan suatu protein dalam suatu 

tarutan ditentukan oleh gugus NH2 bebas di suatu ujung dan gugus COOH bebas di 

ujung yang lain sertajumlah rantai yang bennuatan. (Soewoto, 2001) 

Dengan ikatan hidrogen, molekul protein berinteraksi dengan molekul air 

membentuk mantel air. Karena molekulnya besar, di dalam air protein membentuk 
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larutan koloid. Adanya sejumlah elektrolit dengan konsentrasi ellcer sangat 

meningkatkan kelarutan suatu protein (salting in). Protein yang satu dengan yang laiD 

tidak sarna muatan dan jumlah asam amino penyusunnya, sifat ioilall yang bisa 

dimanfaatkan uotuk pemisallan protein. 

2.5 Sintesis Protein 

Smtesis protein teIjadi dalam sitoplasma, mula-mula molelml RNA - pembawa 

pesan atan mRNA (messenger RNA) disintesis pada sebagaian untaian DNA dalam 

inti seI. Hal ini memungkinkan untuk terbukanya molekul DNA seperti apa yang 

terjadi pada proses replikasi DNA Kemudian mRNA ke Inaf dari inti rnenuju 

sitopiasma. Messenger RNA mempWlyai afinitas yang tioggi terhadap ribosom dan 

akan mengwnpulkan organel ini di sepanjang rantainya. GablUlgan antara mRNA dan 

ribosom disebut polisoma (polysame). RNA pemindab atau tRNA (transfer RNA) 

merupakan rantai RNA yang agak pendek dan masing-masing mampu mengikatkan 

hanya satu macam asam amino. Peranan tRNA adalah untuk membawa asam amino 

yang spesifik ke sisi ribosom di mana asam amino tersebut dapat membentuk ikatan 

peptida dan menjadi bagian dari rantai polipeptida yang sedang dibuat. Ribosom 

bergerak di sepanjang rantai inRNA dengan mengikatkan molelml tRNA dan 

menyatukan asam amino yang dibawanya menjadi rantai polipeptida. Setelah 

mencapai ujung mRNA, ribosom terlepas dan membebaskan molekul protein yang 

tidak selesai disintesis (Petrucci, 1993) 

Sandi (kumpulan petunjuk dan pengarnhan) yang menentukan runtunan asam 

amino secara tepat dalam sintesis suatu protein bersatu dalam DNA kromosom. Sandi 

ini terdapat dalam pol. khusus dari molekul basa pada heWes ganda. Satu kelompok 

terdiri dari tiga molekul basa yang komplementer dari mRNA yang terbentuk: pada 

untaian DNA tersebut. Triplet atau kodon (codon) pada mRNA yang hams cocok 
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dengan triplet komplementernya yang disebut anti kodon (anti codon) pada molekul 

tRNA. Tranter RNA tertentu dengan anti kodon ini membawa satu asam amino 

spesifik ke 5isi di mana sintesis protein terjadi. 

.. " 
. :f; . 

--------- /' . "-
. Co\ ." .~ 

f\ • ..... --
Gambar 2.1. Sintesis Protein (Petrucci, 1993) 

-0 '''''-,-
1.1 f. 

..­-, 
(a). Dengan bantuan Enzim maka molekul tRNA membawa asam amino ke 
sisi ribosom, Anti kodon tRNA (contoh di alas adalah AAA) hamslab 
komplementer dengan kodon mRNA (UUU), sedangkan asam amino yang 
dibawa oleh tRNA te""but adalab feuilalanin. Penambahan asam antino 
teIjadi seperti gambar diatas, rantai bergerak dari tRNA sebelah kiri ke tRNA 
di sebelab kanannya. 
(b), Sewaktu ribosom bergerak di sepanjang mRNA, makin banyak unit asam 
amino yang ditambahkan, berdasarkan kecocokan antara molekul tRNA 
dengan sandi pada mRNA 
(c) Bila ribosom telah mencapai ujung mRNA maka organel dan protein yang 
sudah terbentuk kemudian dibebaskan. Ribosom dapat rnengulangi proses jni 
lagi. 

2.6 Sifat-sifat FIsikokimia Protein 

Sifat fisikokimia setiap protein tidak sarna, tergantung dari jumlab dan jenis 

asam aminonya. Berat molekul protein sangat besar sehingga bila protein dilarutkan 

dalam air akan membentuk suatu dispersi koloidal. Molekul protein tidak dapat 

melalui membran semipenneabel, tetapi masih dapat menimbulkan tegangan pada 

membran tersebut. 
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Ada protein yang larnt dalam air, ada pula yang tidak lamt dalarn air, tetapi 

semua protein tidak lamt dalam pelarut ternak. Bila dalam suatu protein ditambahkan 

garam, daya lann protem akan berkurang, akibatnya protein akan terpisah sebagai 

endapan, peristiwa pemisahan protein ini disebut salling out. Gamm garam logam 

berat dan asam-a8am mineral kuat ternyata baik digunakan untuk mengendapkan 

protein. 

Apabila protein dipanaskan atau ditambab alkohol maka protein akan 

menggumpal. Hal ini disebabkan alkohol menarik mantel air yang melingkupi 

molekul-rnolekul protein. Penggumpalan protein hisa juga disebabkan eleh aktivitas 

enzim--enzim proteolitik. 

Adanya gugus amino dan karboksil bebas pada ujung-ujung rantai molekul 

protein, menyebabkan protein mempWlyai banyak muatan (poJie/ekJrolU) dan bersifat 

amloter (dapat bereaksi dengan asam maupun dengan basal. Kereaktifan berbagai 

jenis protein terhadap asam dan basa tidak sarna tergantung dari jwnlah dan letak 

gugus amino dan karboksil dalam molekul. Dalam larutan asam (pH rendah), gugus 

amino bereaksi dengan H+ , sehingga protem bermuatan positif Bila pada kondisi ini 

dilakukan elektrolisis, molekul protein akan bergerak ke arab katoda. Sebaliknya 

dalam larutan basa (pH tinggi) molekul protein akan bereaksi sebagai asam atau 

bennuatan negatif sehingga molekul protein akan bergerak ke arah anoda. Pada pH 

tertentu, yang disebut titik isoelektrik (pi), muatan gugus amino dan karboksil bebos 

akan saling rnenetralkan sehingga molekul bermuatan noL Tiap jenis protein 

mempunyai titik isoelektrik yang berlainan. Pengendapan paling cepat tejadi pada 

titik isoelektrik ini dan prinsip ioi digunakan dalam proses -proses pemisahan serta 

pemurnian protein (Winamo, 1991) 

--, 
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3, Albumin: larut dalam alf dan terkoaguiasi oleh panas. Contohnya albumin 

teluT, albtunin serum dan laktalbumin dalam susu. 

h. Globulin: tidak larnt dalam air, terkoaguiasi oleh panas, larot dalarn lanltan 

garam elleer, dan mengendap dalam larutan garam konsentrasi tioggi (salting 

oul).Contoh globulin miosinogen dalam otot, ovoglobulin dalam kuning 

telur, amandin dan buah almond, legumin dalam kacang-kacangan. 

c. Glutelin: tidak 1amt dalarn pelarut netral tetapi larut dalam asam atau basa 

eoeer. Contohnya glutelin dalam gandum dan orizenin dalam beras. 

d. Prolamin atau Gliadin : larot dalarn alkohol 70-80 % dan tak larot dalam air 

maupun alkohol absolute. Contohnya : gliadin dalam gandum, hordain dalam 

barley, dan zein pada jagung. 

e. Histon: larot dalam air dan tidak larot dalam ammonia encer. Histon dapat 

mengendap dalam pelamt protein lainnya. Histon yang terkoagulasi kaTena 

pemanasan dapat larot lagi dalam larutan asam eneer. Contohnya globin dalam 

hemoglobin. 

f. Protamin adalah protein paling sederhana dibandingkan protein·protein yang 

lain, tetapi lebih kompleks daTi pada peptone dan peptide. Protein ini ianIt 

dalam air dan tidak terkoagulasi oleh panas. Lamtan protamin eneer dapat 

mengendapkan protein lain, bersifat basa kuat mernbentuk garam kuat. 

Contohnya Salmin dalam ikan salmon, klupein pada ilean herring, skombrin 

pada ikan mackerel dan siprinin pada ikan kaper. 
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2.8 Struktur Protein 

Struktur protein temyata dapat dibagi menjadi beberapa bentuk yaitu struktur 

primer, sekunder, tersier dan kuartener. 

2.8.1 Struktur Primer 

Susunan Iinier 8sam amino dalam protein merupakan struktur primer. Susunan 

tersebut merupakan suatu rangkaian unik dari asam amino yang menentukan sifat 

dasar dari berbagai protein, dan secara wnwn menentukan bentuk strul..'tUr sekunder 

dan tersier. 

Bila protein mengandung banyak asam amino dengan gugus hidrofobik, daya 

kelarutannya dalam air kurang balk dibandingkan dengan protein yang banyak 

mengandung asam amino dengan gugus hidrofil. 

2.8.2. Struktur Sekunder 

Bila hanya struktur primer yang ada dalam protein, maka molekul protein 

tersehut mempunyai bentuk yang sangat panjang dan ripis. Struktur tersebut 

memungkinkan teIjadinya banyak sekali reaksi dengan senyawa yang lain. yang 

kenyataannnya hal tersebut tidak teJjadi di alam. Kenyataannya protein merupakan 

polipeptida yang terlipat-Iipat, merupakan bentuk tiga dimensi dengan cabang-cabang 

rantai polipeptidanya tersusun saling berdekatan. Struktur yang demikian disebut 

struktur seklmder. Contoh bahan yang memiliki struktur ini ialah bentuk a- helih 

pada wol, bentuk lipatan-lipatan (wiru) pada molekul-molekul sutera, serta bentuk 

heliks pada kolagen. 
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Dalam beotuk lipatan-lipatan, kerangka peptida protein mempunyai bola zig-zag 

dengan gugus R meneuat ke atas dan ke bawah. Struktur sekunder terdiri dari satu 

rantai polipeptida. 

2.8.3 Struktur tersier 

Bentuk penyusunan bagian tcrbesar rantai cabang disebut struktur tersier. 

adalah susunan dati struktur sekunder yang saw dengan struktur sekunder bent uk lain. 

Contob beberapa protein yang mempunyai bentuk a-he/i/rs dan bagian yang tidak 

berbentuk a helilfS . 

Biasanmya bentuk-bentuk sekunder ini dihubungkan dengan ikatan hidrogen, 

ikatan garam, interaksi hidrofobik dan ikatan disulfida. Ikatan disulfida merupakan 

ikatan yang terkuat dalam rnempertahankan struktur tersier protein. 

lkatan hidrofobik terjadi antara ikatan-ikatan nonpolar molekul-molekul sedang 

ikatan-ikatan garam ternyata tidak begitu penting peranannya temadap struktur tersier 

molekul. Ikatan garam mempunyai kecenderungan bereaksi dengan ion-ion lain 

sekitar molekul. 

2.8.4 Struktur Kuartener 

Struktur primer, sekWlder, dan tersier UITlUIIUlya hanya melibatkan satu rantai 

polipeptida. Tetapi bila struktur ini melibatkan bebernpa polipeptida dalam 

membentuk suatu protein, maka disebut struktur kuartener. Pada umumnya ikatan­

ikatan yang teIjadi sampai terbentuknya protein sama dengan ikatan-ikatan yang 

tetjadi pada struktur tersier. 
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ana-heliks 

... 

Gambar 2.2 Skema (l- heliks (Read, 1981) 

2.9 Denaturasi Protein 

Bila susunan ruang atau rantai polipeptida suatu molekul protein berubah, maka 

dikatakan protein itu terdenaturasi Sebagian besar protein globuler mudah 

mengalami denaturasi. Jika ikatan~ikatan yang membentuk konfigurasi molekul 

tersebut rusak, molekul akan mengembang. Kadang-kadang perubahan ini memang 

dikehendaki dalam pengoiahan makanan. tetapi sering pula dianggap merugikan 

sehingga perlu dicegah. 

Ada dna macam denaturasi, yaitu pengembangan rantai peptida dan pemecaban 

protein menjadi unit yang lebih kecil tanpa disertai pengembangan molekul. 

Tetjadinya kedua jenis denaturasi ini tergantung pada keadaan molekul.Yang 

pertama terjadi pada rantai polipeptida sedangkan yang ke dua terjadi pada bagian~ 

bagian molekul yang tergabung dalam ikatan sekuoder. lkalan - ikatan yang 

dipengaruhi oleh proses denaturasi ini adalab : (a) ikatan hidrogen ; (b). lkatan 
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hidrofobik misalnya pada leusin , valin, fenilalanin, triptofan yang saling berlekatan 

membentuk micelle dan saling tidak lann dalam air; (c) ikatan ianik antara gugus 

bennuatan positif dan negatif (d) ikatart intramolekui sepeni yang terdapar pada gugus 

disulfida dalam sistin.(Winamo, 1991) 

Denaturasi dapat diartikan suatu perubahan atall modifikasi terbadap struktur 

sekunder, tersier dan kuartener terhadap molekul protein, taopa terjadinya pemecahan 

ikatan-ikatan kovalen. Karena ito denaturasi dapat pula diartikan suatu proses 

terpecahnya ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, ikatan gararn dan terbukanya 

lipatan atall wiru molekul. 

Gambar 2,3 Sketsa proses denaturasi protein (Wioama, 1991 ) 

Pemekaran atall pengembangan molekul protein yang terdenaturasi akan 

membuka gugus reaktif yang ada pada rantai polipeptida, selanjutnya akan terjadi 

pengikatan kembali pada gugus reaktif yang sarna atau berdekatan. Bila unit ikatan 

yang terbentuk cukup banyak sehingga protein tidak lagi terdispersi sebagai suatu 

koloid, maIm protein tersebut mengalami koagulasi. Apabiia ikatan-ikatan antara 

gugus-gugus reaktif protein tersebut menahan seluruh cairan, akan terbentoklah gel. 

Sedangkan bila cairan terpisah dari protein yang terkoagulasi ito, protein akan 

mengendap. 
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Protein yang terdenaturasi berkurang kelarutannya. iapisan molekui protein 

bagian dalam yang bersifat hidrofubik berbalik ke luar, sedangkan bagian luar yang 

bersifat hidrofil telipat ke dalam. Pelipatan atao pembalikan terjadi khususnya bila 

larutao protein telah mendekati pH isoelektrik, dan akhirnya protein akan 

menggumpai dan mengendap. Viskositas akau bertambah karena molekul 

mengembang dan menjadi asimetrik, demikian juga sudut putaran optik larutan 

protein akau meningkat. Denaturasi protein dapat dilakukan dengan berbagai earn 

yairu oteh panas, pH, bahan kirnia, mekanik dan sebagainya. Masing-masing cara 

mempunyai pengaruh yang berbeda-beda terhadap denaturasi protein. 

Senyawa kimia urea dan garam guanidine dapat memecah ikatan hidrogen yang 

akhimya menyebabkan denaturasi protein. Dengan earn tersebut, urea, garam 

guanidine dapat memecah interaksi hidrofobik dan meningkatkan daya kelarutan 

gugus hidrofobik dalam air. 

Detetjen atau sabun dapat menyebabkan denaturasi protein, karena senyawa ini 

dapat membentuk jembatan antara gugus hidrofobik dengan hidrofilik sehingga 

terdenaturasi. Di samping ltu. aseton dan alkohol dapat pula menyebabkan 

terdenaturasi. 

2.10 Tinjau8n Tentang Elektroforesis 

Suatu molekul yang bennuatan akan bergerak dalam medan listrik. Fenomena 

ini dikenal dengan elektroforesis, dapat digunakan untuk memisahkan protein atau 

makromolekul yang lain seperti DNA dan RNA. Kecepatan migrasi (v) protein 

molekul (ma\cromolekul yang lain) dalam medan listrik tergantung pada kekuatan 

medan listrik (E), muatan protein (z) dan koefisien pergesekan (t). 

Ez 
v~ 

f 
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Kekuatan listrik Ez yang menggerakkan molekul kearah elektroda yang 

bennuatan berlawanan dihambat oleh fv yang timbu! akibat gesekan molekul pada 

medium. Koefisien pergesekan f tergantung pada massa dan benruk molekul yang 

bergerak dan viskositas ('1) mediwn. Untuk molekul bulat dengan radius r, maka 

f~ 6 n ~ r 

Pemisahan secara elektroforesis hampir selalu dilakukan dalarn gel (atall pada 

penunjang padat seperti kertas), tidak dalam tarutao, dengan dua alasan: pertama gel 

mengurangi arus li5tnk yang timbul akihat perbedaan suhu yang keeil, yang 

diperlukan agar pemisahan menjadi efektif. Kedua, gel yang bertindak sebagai 

saringan molekul yang meningkatkan pemisahan. Molekul yang leblb keeil dan pori­

pori gel dapat lebih mudah bergerak di dalam gel sedangkan molekul yang lebih besar 

hampir tidak bergerak Molekul dengan ukuran sedang dapat bergerak di dalam gel 

sesuai dengan ukurannnya. Media pilihan pada elektroforesis adalah gel 

poliakrilamida, sebab secara kimia bersifat inert dan dapat dengan mudah di bentuk 

dari polimerisasi akrilamida . Selain itu, ukuran pori dapat diatur dengan memilih 

berbagai konsentrasi akrilamid dan merilen bisakrilamida (reagent pengikat) pada 

saa! polimerisasi ( Stryer,2000) 

Reaksi pembentukan polimer ini diawali oteh suatu sistem yang menghasilkan 

radikal bebas. Umumnya, polimerisasi diawali dengan menambahkan ammonium 

persulfat (APS), sebagai inisiator, dan tetrametilendiamin (TEMED) sebagai 

akselerator. Pada sistem ini TEMED mempercepat pemecahan molekul APS menjadi 

sui fat radikal bebas, yang selanjutnya akan mengawali reaksi polimerisasi akrilamid 

dan bisakrilamid. Tanpa adanya bisakrilamid akan terbentuk rantai polimerisasi 

akritamid yang panjang, yang menghasilkan tarutan keotal namun bukan hempa gel. 

Dengan penambahan bisakrilamid, pada rantai akrilamid tersebut akan terbentuk 
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ikatan lintas silang (cross-link) pada interval tertenUi sehingga terbentuk suatu 

jaringan dengan besar pori tertentu. Konsentrasi akrilamid rnenentukan ukuran pori-

pori gel yang terbentuk sehingga ukuran pori dapat diatur dengan mengatur 

konsentrasi akrilamid. Makin rendah konsentrasi akrilamid yang digunakan makin 

besar ulmran pori-pori gel, Damun gel menjadi lunak dan mudah patah. 

o 
II 

H,C ~ CH- C --- NH, 

Akrilamid 

o 

+ ~H'~ CH- ~ - NH ]'CH2 

Metilenbisakrilamid 

S,08'~ (Persulfal) 

1 
~2S0, (Radikal bebas sulfal) 

CONH, CONH, 
I I 

CH, - CH- CH,- CH-CH,- CH­

I 
CONH 

I 
CH, 
I 

FONH 

CH, --- pH ---CH, ----pH ----CH, --- CH 

CONH, CONH, 

Poliakrilamid 

Gambar 2.4 Reaksi pembentukan poliakrilamid (SlI)'er, 2000) 

2.10.1 Elektroforesis SDS - PAGE 

Teknik operasional SDS-PAGE meliputi gellernpeng (slab gel) dan gel tabung 

(tube gel). Pada teknik gel lempeng, gel yang digunakan bempa irisan lapisan tipis 

yang diapil oleh dua buah pelat gelas. Pada telenik gel tahung, gel yang digunakan 

dibentuk dengan pendukung tabung gelas. 
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Sistem buffer yang wnumnya digunakan pada elektroforesis protein dengan gel 

SOS-PAGE adalah sistem buffer diskontinyu. Keunggulan sistem ini adalah 

menghasilkan profil pita yang lebih baik dan lebih tajam. Gel yang digunakan pada 

sistem ini terdiri dari gel penumpuk (stacking gel) yang berpori besar dan gel 

pemisah (separating resolving gel) yang berpori keciL Gel penumpuk berada diatas 

gel pemisah mernpunyai konsentrasi akrilamid, molaritas dan pH buffer yang lebih 

rendah daTi pada gel pemisah. 

RUNNING BUFFER 
T~IyciM, pH 8.l 

STACKING GEL 
125 mM TIIs, U 

SEPARATING GEL 
250 mM TrIs, eli U 

CATHODE 

+ 
ANODE 

Gambar 2.5 Gel sistem diskontinyu yang terdiri dan staking gel dan 
separating gel (DeCourcy, 2000) 

Sampel diletakkan diatas gel penumpuk yang berpori besar dengan cepat akan 

tertumpuk dalam suatu zona yang sangat sempit (stack) kemudian masuk ke gel 

pemisah berpori kecil sebagai suatu pita yang tipis. Setelah memasuki ge1 pemisah 

molekul sampel terpisah berdasarkan muatan dan ukuran ( bernt molekul). 
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~~'l ~ . 
o D SDS. D·Me. heat 

(7 
o SD5-PAGE 

---

Gambar. 2.6 Denaturasi protein dan reduksi ikatan disulfide dengan adanya 
SDS dan ~ - Mercaptoetanol (DeCourcy, 2000) 

Untuk memisahkan protein banya berdasaIkan herat molekul dapat dilakukan 

dengan menambahkan suaru deteJjen anionik dan menambahkan tahap denaturasi. 

Pada proses persiapan sampel ditambabkan suatu deteJjen ionik seperti sodium 

dodesil sulfat (SDS) dengan pemanasan 100 "e selama 2 - 10 menit. Dengan eara ini 

sebagian besar polipeptida diselubungi oleb SDS yang akan mengbilangkan 

perbedaan muatan dan perbedaan konfonnasi di antara protein-protein tesebut dengan 

memberi muatan negatif. Kompleks SOS polipeptida berbentuk seperti batang dan 

bermuatan negati~ dan muatan ini tidak dipengaruhi oleb pH pada kisaran pH 7·10 . 

Dengan demikian migrasi polipeptida dalam gel poliakrilamid hanya berdasarkan 

berat molekulnya. Kecepatan migrasi protein selama elektroforesis akan berbanding 

terbalik dengan berat molekulnya. Semakin hesar molekul rnaka semakin lambat 

nugrasmya. Setelab terjadi pemisaban, protein dalarn gel dapat terlibat setelab 
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dlwamai dengan perak atao zat pewam8 seperti hint Coomassie, yang akan terlihat 

sehagai pita-pita. 

Protein juga dapat dipisahkan secara elektroforesis berdasarkan muatan relative 

residu asam dan basa. Titik isoelektrik (pi) suatu protein menunjukkan pH protein hila 

protein tersebut tidak bennuatan. Pada pH iui, pergerakan elektroforetik adalah nol 

sebab muatan protein adalah nol Apabila campuran protein yang terdiri dan 

sitokrom c dengan pI 10,6 dan albwnin dengan pI 4,8 dilakukan elektroforesis 

dengan gradient pH menggunakan gel tanpa SOS, maka liap protein akan bergerak 

sampai pada posisi pH sarna dengan pI tiap protein. Pemisahan isoelektrik dapat 

memisahkan protein dengan perbedaan pI sekecil 0,01, berarti protein yang berbeda 

satu muatannya dapat dipisahkan. 

Pemisahan isoelelektrik dapat dikombinasikan dengan elektroforesis SDS-gel 

poliakrilamida dan akan menghasilkan pemisahan yang sangat baik Pada satu 

sampel dilakukan teknik pemisahan isoelektrik, kemudian gel diletakkan horizontal 

sehingga pita yang telah terbentuk terletak dibagian atas SDS-poliakrilamida. Di 

bagian atas gel akan terl>entuk protein yang terpencar tergantung pergerakannya pada 

pemisahan isoeleknik. Kemudian dilakukan elektroforesis dengan arah tegak lurns 

Wltuk mendapat poJa titik dua-dimensi. Dalam gel ini , protein telah dipisahkan 

dengan arab horizontal berdasarkan titil<. isoelektrik dan dengan arab vertical 

berdasarkan massa protein. Dengan cam satu kali elektroforesis dua dimensi ini , lebm 

dati seribu protein bakteri Escherichia coli dapat dipisahkan. 
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS 

3.1 Kerangka Kooseptual Penelitian 

DAGING I -1 SPESIES DNA 1 -I mRNA I 
1 

PROTEIN 

1 
BERAT 

MOLEKUL 

1 
ELEKTROFORESIS 

SDS-PAGE 

1 
PITA-PITA 
PROTEIN 

1 
PIT A PROTEIN 

PEMBEDA 

1 
ADA PERBEDAAN 

PIT A PROTEIN 

Gambar 3.1 Skema kerangka konseptual 

Molekul DNA yang terdapat dalam inti sel mampu mensintesis molekul RNA 

yang melllpakan cetakan bagi sintesa protein. Protein mendapatkan urutan asam 

amino yang tepat, karena setiap moLekul RNA membawa sandi yang diberikan oleh 

DNA pada saat mensintesis molekul RNA tersebut. 

24 
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Ada perbedaan susunan DNA dan speSles yang saW dibandingkan dengan 

yang lain. Dengan demikian protein daging yang ada pada spesies yang satu dengan 

yang lain diduga mempunyai perbedaan. 

Dengan menggunakan teknik pemisahan elektroforesis 5DS-PAGE maka 

adanya perbedaaan di dalam komposisi protein akan menghasilkan pemisahan dalam 

bentuk pita protein dengan berat molekul yang berbeda, dengan demikian bisa di carl 

pita yang menjadi pita protein pembeda untuk penentuan daging babi dan 

campurannya baik sebelwn direbus maupWl sesudah direbus. 

3.2 Hipotesis 

Adanya pita protein pembeda sebagai petunjuk adanya daging babi baik 

sebelum maupun sesudah direbus berdasarkan perbedaan pita protein basil pemisahan 

dengan elektroforesis SDS-PAGE antara daging sapi dan babi. 
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BAHAN, ALAT DAN METODOLOGI PENELITIAN 

4.1 Bahan Penelitian 

Bahan penelian terdiri dari sampeJ yang bempa daging dan bahan kimia yang 

merupakan reagent yang di pakai uotuk penelitian ini. 

4.1.1 Sampel 

Sampel herupa daging yang diambil dari 4 ekor sapi dan 4 ekor babi pada 

bagian yang kurang mengandung lemak yaitu pada lutur dalam . Sapi yang diambil 

dagingnya merupakan sapi bangsa peranakan Ongole (PO) dan babi Tulungngagnog 

(babi tokal) . Daging langsung di ambil dari rurnah potong hewan (RPH) di 

Pegirian Surabaya. Selama preparasi sarnpeJ dan setama penge1jaan daging disimpan 

dalanjreezer dengan suhu - 20 0 C 

4.1.2 Bahan Kimia 

Jika tidak disebutkan lain maka bahan yang diglUlakan mempunyal derajad 

kemurnian electrophoresis grade. Bahan yang digunakan adalah sebagaJ berikul : 

I. Akrilamid 

2. 8is- akrilamid (N,N ' - metilenbisakrilamid) 

3. Tris (2 - hidroksimetil-2- metil-l,3 - propanediol) 

4. SDS (sodium dodecyl sulfate atau sodium lauryl sulfate) 

5. APS (Ammonium persulfat) ( pa) 

6. 2- Merkaptoetanol (biologi molekuler) 

7. Gliserol (pa) 

26 
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8. Bromfenol bim 

9. Glisin 

10. Metanol (pa ) 

II. Komasi biru R-250, HCI (pa) 

12. NaCI (pa) 

13 Asam asetat glasial (pa) 

14. Perak nitrat (pa) 

15. Rainbow coloured protein molecular weight markers 

4.2 Alat Penelitiao 

Alat yang digunakan berupa alat gelas dan non geias antara lain :. 

(I). Seperangkat alat elektroforesis Bio Rad PAC 300 

(2). Hot plate LABINCO 

(3). Refrigerated Centrifuge Hitachi Himac SCR 20 B 

(4). Mikropipet Eppendorfdengan tipnya untuk loading 

(5). Tabung Eppendorf 1,5 ml 

(6). Water Bath shaker Taitec Personal-II 

(7). Tabung dialisis 

(8). Freezedl)'ingEYELAFD-I 

(9). Chromato Scanner Dual Wavelength CS-930 Shimadzu 

(10) Spectrofotometer UV -Visible UV -160 I Shimadzu. 

27 
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4.3 Metodologi Penelitian 

4.3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif dengan mencari data untuk 

menentukan marker protein dagmg babi, sapi dan campurannya_ Analisis data 

diuraikan secara diskriptif dari data-data yang diperoieh selama penelitian di 

laboratoriulTI. 

4.3.2 Skema Kerja 

SampeJ daging yang diambil dari 4 sapi dan 4 bahi masing-masing ditimbang 

dengan berat yang sarna ± 30 gram. Kemudian dilakukan ekstraksi protein terlarutnya 

dengan menambahkan 60 ml NaCl 0,9 % dan diblender selama 5 menit. Untuk 

campuran dltimbang daging sapi dan babl dengan perbandingan (50:50) % dan 

selanjutnya dikeljakan seperti diatas. Hasil dari ekstraks kasar dari protein yang 

diperoleh kemudian disentrifus 6000 rpm selama 15 menit, dan selanjutnya disaring. 

Supernatan yang dihasilkan dikumpulkan, kemudian dilakukan dialisis untuk 

memperoleh kandungan protein yang lebih murni karena panikel-partikel keeil dan 

ion-ion akan melewati pori-pori selaput semipenneabel tersebut akan keluar dari 

kantong dialisis. Setelah dialisis selesai maka sampel siap untuk dipakai 

elektroforesis, dan sebelum dilakukan elektrofuresis dilakukan pengukuran 

konsentrasi protein dan masing-masing ekstrak protein yang diperoleh Untuk lebih 

jelasnya bisa dilihat skema keIja pada gambar 4.1 
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I Sam pel 

Campuran Babi 

Tidak Direbus: Tidak Direbus: Tidak direbus: Direbus: 
direbus: direbus: 

SPI R SBR BBI BSI R 
SPI SP2 R S8 (50:50)% (50:50)% BB2 BB2 R 
SP2 SP3 R BB3 BS3 R 
SP3 SP4 R BB4 BB4R 
SP4 

Diblender 

Disentrifus 
15 menit 6000 rpm 

Padatan 

Pmgukuran kadar protein 

Gambar 4,1 Skema kerja 



IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH

30 

4.3.3 Larutan Kerja 

(I) Lannan A terdlri dari: Akrilarnid 29.2 gram (30 % b/v) , Bis-akrilamid 0,8 

gram (0.8 % hiv). dan akuades s8mpa1 1001111. 

(2) Larutan B terdiri dari (buffer gel pemisah 4 xl terdin dari: Tris Hel 2 M pH 8,8 

75 mi. SOS 10 % 4 ml dan akuades 21 ml 

(3) Laru'an C (buffer gel penyusun 4x) 'erdlri dan: Tris HCII MpH 6,8 50 ml, SDS 

10% 4 mL dan akuades 46 ml 

(4) Amonium persulfat 10 % terdiri dari: Ammonium persulfat 0,5 gram dan 

akuades 5 m! 

(5) Bufer Elektroforesis terdiri dan : Tris 3 gram, Glisin 14,4 gram SOS I gram dan 

akuades I liter 

(6) Bufer sampel (5 x) 'erdin dan : Tris HCI I MpH 6,8 0,6 mI, Gliserol 50 % 5 ml, 

SOS 10 % 2 m!, 2 - Merkaptoetanoi 0.5 ml, Bromfenol Bim 0,1 % 1 ml dan 

a1<uades 0,9 mi. 

(7) Larutan pewama gel komasi 'erdtri dan : 1,0 gr komasi biru R-2S0, metanol 450 

ml akuades 450 m! dan asam asetal ~Iaclal 100 mi. 

(8) Larutan penghilang warna gel terdiri dan : metanol 100 ml, asam asetat glasial 

100 ml dan akuades 800 mL 

4.3.4 Pemumian Protein 

Pemurnian protein dilakukan dengan cara dialisis yaitu dengan merendam 

kantong dialisis yang sudah terisi supematan dan ektraks protein dalam beaker glass 

besar yang diisi akuades sebanyak 3 liter. Dialisis dikerjakan di dalam lemari es dan 

dilakukan pengadukan perlahan selama pengerjaan berlangsung menggunakan 

magnit slirrer. Akuades diganti setiap 2 jam sekali dan setiap penggantian dilakukan 
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pengetesan adanya ion Cl - menggunakan perak Dnrat. Dialisis dlakhiri sampa! les 

adanya ion CI - hasilnya negatif 

" .. . " :-.... , , 
Lan.'tInpelcat "~..J,:~.>:" , 

, Awal dilhil Tahlp lteselmbangln 

Gambar 4.2 Dasar pemisahan molekul berdasarkan besar molekuI dengan dialisis; 
molekul protein yang tertahan dalam kantong dialisis. sedangkan 
molekul kecH berdifusi ke medium (Stryer, 2(00). 

4.3.5 Penentuan Konsentrasi Protein 

Unruk menentukan konsentrasi protein secara cepat dan larutan sampeJ yang 

mengandung protein yaitu dengan cara mengulcw' absorbansi pada A 280 run . Pada 

pengujian ini didasarkan pengukuran residu penillalanin, tirosin dan triptofan 

sehingga kalau protein tersebut tidak mengandung residu tersebut maka ridak akan 

terdeteksi. Koreksi untuk asam nukleat yang terukur (Schleif and Wesink, 1981), 

maka konsentrasi protein bisa dihitung dengan nllllllS di bawah ini 

Konsenrrasi protein (mg / m!) = 1 ,5 x A 2l!O - 0,75 x A 260 



IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH

32 

4.3.6 Perhitungan jumlah larutan stok untuk gel pemisah dengan kadar 

akrilamid X % adalah sebagai berikut : 

Lamtan A X/3 ml 

Larutan B 2,5 ml 

Akuades (7,5 -X/3) ml 

APS 10% 50 ~I 

TEMED 

Volume total 10ml 

TabeL4.1 Hitungan konsentrasi akrilamid gel pemisah 15 %, 17,5 % dan 20 % daJam 
volume 10 ml 

Nama Bahan Konsentrasi 15 % Konsentrasi 17,5 % Koosentrasi 20 % 

Larutan A 5 ml 5,83 mI 6.67 m1 
- --. - . -----

Larutan C 2,5 mI 2,5 ml 2,5 mI 

Akuades 2,5 mI 1,67 mI 0,83 ml 

APS 10 % 50 50 50 

Temed 5 5 5 

L:ntuk membuat gel penyusWl memakai rumus yang sarna tetapi untuk larutan B 

diganti dengan tarutao C. Gel penyusun yang dipakai mempunyai konsentrasi 5%. 

4.3.7 Pembuatan gel pemisah 

I) Mempersiapkan pelat kaea dengan ukuran IOxlO em, tebal gel 0,75 mm yang 

terdiri dari 10 sumur dan diisi air terlebih dahulu untuk menguji adanya 

kebocoran. 

2) Larutan A dan B dicampur dalam beaker glass keeil dan ditambahlkan air suJing 
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3) Kemudlan dnambahkan ammonium persultat dan TEMED ke dalam campuran, 

sambi I diaduk perlahan dan segera luang ke dalam cetakan gel menggunakan pipet 

yang disandarkan pada bagian tepi 

4) Penuangan gel sampai 1,5 ern dan bagtan alas pelat kemudian dilapiskan air 

suling 1·5 mm dan selanjutnya gel dibiarkan terpolimerisasi. 

Gambar 4.3 Cara menuang gel pemisah 

4.3.8 Pcmbuatan gel penyusun 

1) Air yang meiapisi gel pemisah dibuang 

2) Larutan A dan C dicampur dan ditambah alT suling 

3) Ditambahkan ammonium per,ulfat dan TEMED, dengan pengadukan 

perlaban 

4) Larutan gel penyusun dituang diatas gel pemisah menggunakan pipet 

sampai penuh 

5) Cepat-cepat SISIT dimasukkan ke dalam gel penyusun sebelum gel 

memadat 

6) Gel penyusun dibiarkan selama 30 menit sampai terpolimerisasi sempwna 
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7) SiSir diambil dengan eara diangkat seeara hati-hati 

8) Gel beserta cetakannya diposisikan pada sistem elektroforesis 

9) Bufer e1ektroforesis dimasukkan ke dalam resen'()/r atas dan bawah 

10) Swnur-swnur perlu diperiksa apakah terdapat gelembWlg udara atau 

terdistorsi umbamya, hal ini blsa dihingkan dengan menggunakan alar 

injeksi Hamilton. 

polrmeriud 
"parltinc,,1 

Gambar 4.4 Cara menuang gel pen)usun 

4,3.9 Preparasi Sampel 

Larutan sampel protein sebanyak 20 11 I dicampur dengan S 11 I buffer sampel 

5x dalam tabWlg Eppendorf, dipanaskan pada 100°C selama 5 menit 

kernudian disentrifus pada mikrofuga selama I detik untuk rnenghilangkan 

dehris. Apabila banyak debris perlu waktu lebih lama untuk sentrifus .. 
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4.3.10 Perlakuan Perebusan 

Untuk perebusan dilakukan terhadap daging bahi ,sapi dan campuran sapi dan 

bahi dipanaskan 100 °C selama 5 menit Untuk seianjutnya dilah."ukan 

preparasi sampel seperti prosedur diatas .. 

4.3.11 Cara Menuang sampel (loading) 

Sampei dimasukkan ke dalarn sumur menggunakan alat injeksi Hamilton atan 

tip dispusihel . Sampel diteteskan pada bagian dasar summ, alat injeksi 

diangkat perlahan bersamaan dengan naiknya permukaan larutan sampeJ 

dalam sumur. 

Gambar 4,5 Cara memasukkan sampeJ protein 

4.3. 12 Carn Menggunakan Alat Elektroforesis 

1) Plug elektrode ditancapkan pada elektroda yang sesuai 

2) Sumber arus dinyalakan pada 200 V dengan voltase konstan , arus akan 

menunjukkan 110 rnA 
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3) Elektroforesis dilangsungkan sampai pennukaan pewama bennigrasl 1 ~5 

mm dan dasar gel. 

4) Sumber arus dimatikan. plug elektrode dicabut. dan gel dikeluarkan 

dari sistem elektroforesis . Kemudian gel slap untuk diberi pewama. 

4.3.l3. Pewarnaan (Staining) 

Gel diangkat dan sistem elektroforesis dengan menggunakan sarung taogan 

dan dimasukkan ke dalarn kontainer bensl 20 ml larutan pewama gel 

komasi kemudian diagitasi selama 30 meDit pada rocking shaker dengan 

kecepatan rendah . Selama agitasi kontainer dalam keadaan tertutup 

4.3.14 Pengbilangan Warna (Destaining) 

Larutao pewama gel komasi dikeluarkan dari kontainer gel dibilas cepat­

cepat dengan akuades, setelah itu akuades dibuang dan selanjumya dicuci 

dengan larutao penghilang wama gel sekitar 50 ml kemudian diagitasi 

beberapa saat dalam kontainer tertutup. Untuk menghiJangkan wama secara 

sempuma perlu diagitasi semalam dengan beberapa kali mengganri lannan 

pengbiJang walna gel. 

4.3.15 Cara Analisis Data 

I. Untuk melihat perbedaan profit pita-pita protem antara daging sapi dan 

babi dilakukan dengan cara membandingkan profit pita protein yang 

muncut pada sapi dan babi pada daging mentah. 
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2. Menentukan pita pembeda antara protem dagmg sapi dan babi yaitu pita 

protem yang ada pada babi telapi tidak ditemukan pada sapi atau 

sebaliknya .. 

3. Menentukan pita protem pembeda pada campuran antara daging sapi dan 

babi pada dagmg mentah. 

4. Langkah yang sarna pada no 1.2 dan 3 dilakukan pada daging yang 

direbus. 

5 Menentukan Rf dari pita protein pembeda dabring sapi dan babi dengan 

menggunakan TLC ·Scanner 

6. Menentukan berat molekul pita protein pembeda dibandingkan dengan pita 

protein marker standar. 
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ANALISIS HASIL PENELITIAN 

5.1 Hasil Pengukuran Konsentrasi Protein Sampel. 

Pengukuran konsentrasi protein dilakukan untuk mengetahui konsentrasi protein 

dati masing-masing saml?el. Hal ini perlu dilakukan agar kadar protein dalam setlap 

ranning kurang lebih sarna sehingga tidak mempengaruhi profil pita hasil 

elektroforesis. Table 5.1 berikut ini mencantumkan kadar protein sampel. 

C (mgfml)~I,5xA280-0,75x A 260 

Tabel 5.1 Kadar protein dari sampel sapi, babi dan campurannya. 

Nama Apada Apada 
Kadar Protein terukur Kadar Protein 

No. 
Sampel A 280 nm "'260 nm (mg/ml) pada (mglml) 

penaenceran 70 kali , SD' 0,349 0,292 0,305 21,350 

2 Sp2 0,406 0,314 0,374 26,180 , Sp' 0,473 0,325 0 .... 32,620 

• SD4 0,430 0,405 0,341 23,870 

• e., 0523 0506 0405 28,350 
6 e.2 0,772 0,636 0,681 47,670 
7 "3 0482 0376 0 .. , 30,870 
8 Bb4 0615 0611 0484 32480 
9 SplR 0,268 0,378 0,119 8,330 

10 SD2R 0,281 0,427 0,101 7,070 

11 Sp3R 0320 0,236 0303 21 .210 
12 SD4R 0234 0322 0109 7,630 
13 Bb1R 0331 0493 0127 8890 

" Bb2R 0,317 0,366 0,201 14,070 
1. Bb3R 0,311 0423 0,149 10430 
18 eb4R 0,287 0451 0,092 6,«0 
17 se 0,521 0,475 0,425 29,750 

'8 seR 0,201 0,200 0,150 10,500 

Kelerangan Tabel 5.1 Sp '" Sapi; Bb '" Bab •. SpR '" Sapi Rebus: BbR '" Babi Rebus ; 

SB '" Campuran Sapi dan Babi ( 50;50 ) %; dan SBR = Campuran Sapi dan 

Bah. Rebus (50:50)% 

38 
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S.2 Pemekatan Larutan Protein Sampel 

Hasil penb'Ukuran kadar protein sampel sangat bervariasi. Untuk itu perlu 

pemekalan sampeJ SpI R. Sp2R. Sp4R. Bbl R. Bb2R. Bb3R. Bb4R dan SBR. dengan 

menggunakan freeze df}'mJ!, sampai kadar protein sampel dalam setiap ml kurang 

lebih sama. 

Tabel5.2 Konsentrasi sampel hasil pemekatan 

No !\ama SarnpeJ ! Kadar Protem mglrnl 

SplR 20.7J-l , 
I 

Sp2R 11 ... "5(, 
, 

J 

~--~~: 
1<).530 

-------- -- --- i , , 
20.MIS 

I I 
; 

I Bb2R 25.2(13 

I " Bb3R 19.5~(, 

7 BI>IR 17.938 
I , SB 

i 
22,62-1 

i 

Kadar protein dari 18 sampel setelah pemekatan masih bervariasi yaitu dengan 

nilal rata-rata 25,981 mg/rnl dan KV 27,897 %. Unruk memperoleh kadar sampel 

yang kurang )ehih sarna maka sebelum running dilakukan pengenceran. 

5.3 Hasil penentuan sensitivilas 

Kadar protein untuk penb'Ujian sensitivitas dari profil pita protein pada tabel5.3 

Tabel5.3 Pengenceran kadar protein untuk pengujian sensitivitas. 

Volume Volume 
K_ 

NO Protein Sampel,.iI Akuades III 
m.ltl'ml 

I IOU 'JO() ~,767 , 200 IWO 9,534 
3 300 700 14.301 , 4 400 (,()() llJ.O('K 
5 500 500 23.835 

r-t-. 600 400 28.602 
7110 , 3(~1 33.369 

8 8'" 200 3H,I36 

" "00 100 42,903 
10 1000 U 47,670 
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Hasil penentuan sensitivitas konsentrasi sampel terhadap profit pita protein dari 

sampel daging babi (Bb2) dengan konsenlI1lsi sampe147,670 mg/ml dapat dilihat pada 

gambar 5.1. Pita protein sampei 1 dan 2 bagian atas yang tidak nampak karena 

konsentrasinya terlalu keei) sehingga intensitas dan pita protein tersebut lemah. 

Sampel dengan no 3 sampai no 9 menghasilkan profit pita protein yang lebih bagus 

dan hampir sarna. Sedangkan untuk sampel dengan no 10 menghasilkan profit pita 

protein yang kurang memisah (Iwlmg), karena konsentrasi dan sampeJ terlalu pekat 

sehingga sulit tetjadinya pemisahan. Dengau hasil yang diperoleh maka unruk 

runninK harns menggunakan konsentrasi mulai 14,301 mg/mt sampai dengan 

42,903 mg/ml. 

-- ---~--" 
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Gambar 5. J Penentuan sensitivitas profil pita protein ( pengenceran no 1 sampat 
dengan \0) 

5.4 Optimasi konsentrasi akrilamid gel pemisah 

Optimasi gel pemisah dengan 3 vaDasi kadar akriJantid yaitu 15%, 17,5% dan 

20%. Dari ketiga kondisi tersebut dipilih kadar akrilamid gel pemisah yang optimal 

yaitu yang dapat memberikan hasil resolusi yang paling baik dengan yang 
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memunculkan banyak pita protein yang tipis, tajam dan tidak terjadi over/abo Profit 

pita protein daging sapi dan daging babi mentah hasil elektroforesis pada gel pemisah 

15%, '7,5% dan 20 % bisa dilihat pada gambar 5.2 gambar 5.3 dan gambar 5.4. 

I 2 3 4 5 6 7 8 

Gambar 5.2 Profil pita protein yang dihasilkan dari gel pemisah dengan konsentrasi 
akrilamid 15% ( I~Spl; 2~Sp2; 3~Sp4; 4~Sp5; 5~BbI; 6~Bb2; 7~Bb3; 
dan8~Bb4) 

Gel pemisah dengan konsentrasi akrilamid 15% menghasilkan sedikit profiJ pita 

protein karena sebagian pita protein sudah lepas dari gel. Hal ini terjadi karena 

semakin kecil kadar akrilamid roaka semakin hesar pori.pori akrilamid sehingga 

molekul protein berjalan lebih cepat. Selain itu profil pita protein yang dihasilkan 

antara molekul protein yang mempunyai berat molekul berdekatan masih belum 

memisah (over/ab) sehingga pita proteinnya melebar. 
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12345678 

Gambar 5.3 Profit pita protein yang dihasilkan dari gel pernisah dengan konsentrasi 
akrilamid 17,5% (l~Spl; 2~Sp2; 3~Sp3; 4~Sp4; 5~Bbl; 6~Bb2; 7~Bb3 
dan8~Bb4) 

Gel Pemisah dengan konsentrasi akrilamid 17,5% menghasilkan profil pita 

protein yang lebih banyak tetapi masih melebar dan overlab. Pada kondisi ini sudah 

terlihat adanya pita beda pada babi dengan intensitas yang kuat dibandingkan dengan 

daging sapi yang intensitasnya lemah. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Gambar 5.4 Profil pita protein daging sapi dan daging babi pada gel pemisah dengan 
konsentrasi akrilamid 20% (l~Spl; 2~Sp2; 3~Sp3; 4~Sp4; 5~Bbl; 
6~Bb2; 7~Bb3 dan 8~Bb4) 
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Elektroforesis pada gel pemisah dengan konsentrasi akrilamid 20% 

menghasilkan profiJ pita protein yang lebih banyak, tipis dan tajam. Selain itu 

ditemukan adanya satu pita beda pada babi yang tidak ditemukan pada sapi. Dengan 

hasil tersebut bisa disimpulkan bahwa kondisi optimwn dan konsentrasi akrilamid gel 

pemisah adalah 20%. Untuk seJanjutnya running dilakukan pad. gel pemisah dengan 

konsentrasi akrilamid 20%. 

5.5 Profil pita protein dari sampel yaog dire bus 

Ekstrak protein yang dihasilkan dari sampel protein yang direbus kadarnya 

lebih rendah dan basil elektroforesisnya bisa dilihat pada gambar 5.5 

I 2 3 4 5 6 7 8 

Gambar 5.5 Profit pita protein yang dihasilkan dari daging rebus pada konsentrasi 
akrilamid 20% (l~SplR, 2~Sp2R, 3~Sp3R, 4~Sp4R, 5~BblR, 6~Bb2R, 
7~Bb3R dan 8~Bb4R) 

Hasil elektroforesis daging rebus hanya muncul dua pita protein yang sarna pada 

satu sampel sapi (Sp3R), dim dua sampel babi (Bb2R dan Bb3R) sedangkan yang 

lain tidak muncul pita protein. Pads daging rebus proteinnya terdenaturasi sehingga 

kelarutannya berkurang dan sulit untuk bereaksi dengan SDS dan ~- Merkaptoetanol 
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5.6 Profil pita protein dan campuran daging sapi dan babi 

Hasil elektroforesis campuran dari daging sapi dan babi pada daging mentah 

dan daging yang direbus dengan perbandiogan 50:50% dapat dilihat pada garnbar 5.6 

Profil pita protein campuran pada daging mentah muneul profit pita protein yang 

sarna pada daging sapi (Spl) dan protein daging babi (Bbl). Dan untuk daging 

rebus campuran tidak muncul pita protein, demikian juga pada sapi rebus (Spi R) dan 

babi rebus (BbIR) 

-
I 2 3 4 5 6 

Garnbar 5.6 Profil pita protein daging sapi, babi dan carnpuran (1 ~SplR; 2~Spl; pada 
gel pemisab dengan konsentrasi akrilarnid 20% I~SpIR; 2~Spl; 
3~BbIR4~ Bbl· 5~SBRdan 6~SB) , , 

5.7 PeneotuaD pita pembeda dan protein dagiog babi 

Hasil running penentuan marker protein daging babi hisa dilihat pada gambar 

5.7. Dari profil pita protein yang muncu1 bisa dilihat adanya pita beda pada babi yang 

tidak diternnkan pada sapi dengan barga Rf 0,152 untuk Bb3 dan 0,148 untuk Bbl. 

Pita beda tersebut kemudian dianggap sebagai pita protein pembeda daging babi 

dengan Rf rata·rata 0,15. 
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Gambar 5.7 Profit pita protein daging sapi, daging babi dan marker 
protein penentu berat rnolekul pada gel akrilamid dengan 
konsentrasi 20% (I=Sp4; 2=Sp3; 3=markerprotein penentu 
BM , 4: Bb3; dan 5:Bb 1) 

5.8 Identifikasi pita protein daging sapi dan babi dengan TLC-Scaooer 

Untuk mempertajam anaJisis profit pita protein maka dilakukan identifikasi 

dengan menggunakan TLC-Scanner. Hasil kromatogram TLC-Scanner bisa dilihat 

pada gambar 5.8,5.9,5.10,5.11, dan gambar 5.12. 
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Gambar 5.8 Kromatogram profii pita protein daging sapi (Sp4) 
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Gambar 5.9 Kromatogram profit pita protein daging sapi (Sp3) 
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Gambar 5.10 Kromatograrn profil pita protein marker standar 
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Gambar 5.11 Kromatogram profit pita protem daging babi (Bb3) 
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Gambar 5.12 Momatognun profit pita protein daging babi (Bb 1) 
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Dan kromatogram profil pita protein di diatas dapat diidentifikasi adanya profi1 pita 

protein dengan mencari harga Rfuya. Harga Rf dihitung dengan cara merubah 

barga posisi pita dibagi dengan batas akhir tracking dye. Data jarak pita protein 

dengan luati areanya pada lampm 1 sarnpai lampiran 5. 

Jarak (em) pita-pita protein dari batas atas gel pemisah 
Rf ~ --------------------------------------------------------------------

Jarak (em) tracking dye dari hatas atas gel pemisah 
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Tabel5.7 Rfprofil pita protein dari daging sapi, babi dan marker standar. 

RfSp4 RfSp3 Rf RfBb3 RfBbl 
Marker 1----1--- ---- -- ----1--
0,056 

- 0,089 0,088 
0,"095 -
0,116 --- 0,146 

1-- -

_0,199 __ ~-~+-_, ___ o,192 __ 0,192 
- 0235 0,235-

- --- -
-~ - ----O~274 

f-'0",2",8,,8 _+ __ : ____ '--_ 
- -

----'C___ _0,34-'--- _-__ 
0,356 

_. 0,375 • -
-

f- - - -
-

O,44_~_ 
0,452 -

------- -----=-l-
0,477 

0490 p=-+-
0,521 .... O,.?29 

0,538 

• 0,246 
0,256 

0,269 

__ '-_ 0,346 

- -
.-.-.~ 

0391 -
- 0404 --- 0,425 

- ---
- -

0,467 
- ---,.,,---

0.473 

f-·o 509 --

_Q,54~_f-- __ _ 
0,562 

0,638 

0,684 
0,692 ---+-~--+---~+--

0,706 

1---+ -- -- -+' ==--0,783 

0,827 0827 

f-,,,,"~+-,,O,94~,_._ 
0,952 

0,75",5-+-__ 

49 



IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH

50 

Perbedaan profil ditentukan jika 2 sampel sapi muncul pita sedangkan sampei 

babi tidak muncul atau sebaliknya. Dari tabel tersebut diatas perbedaan profil pita 

protein babi pada RfO,089 (Bb3), RfO,088 (Bbl), RfO,146 (BbJ), RfO.141 (Bbl), 

RfO,299 (Bb3), RfO,293(Bbl), RfO,684 (Bb3) dan RfO,681 (Bbl) sedangkan pada 

sapi tidak ditemukan. Selain itu perbedaannyajuga dapat dilihat pacta RfO,094 (Sp4) 

Rf 0,099 (Sp3), dan Rf 0,827 ( Sp4 dan Sp3) sedangkan pada babi tidak diternukan. 

Perbedaan profil tersebut ditentukan jika 2 sampel sapi munclll pita sedangkan sampel 

babi tidak muncul atao sebaliknya. 

5.9 PeDentuan berat molekul pita protein pembeda dari daging babi 

Berat molekul ditentukan dengan memasukkan harga Rf kedalam persamaan 

gans regresi tinier marker standar. 

Tabel 5.6 Berat Molekul dan Rf Marker Standar 

N I Berat Molekul 
o ± (Dalton) 
1 3400 

I 
2 I 6500 

; 
3 I 14300 
4 21500 
5 30000 
6 46000 

Wama pita 

Biru 
BIN tua 

Magenta 

Biru 
Oranye 
Kunina 

I 

, 

Rf marker 

0,996 

0822 
0,661 
0,441 

0,258 

__ oj 

. _ . .o)!~_I __ ~ 

Kurva standar marker protein pada kenas grafik sernilog dengan sumbu x berat 

molekul dan sumbu y mobilitas relatif molekul (Ri). 
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Gambar 5.13 Grafik Penentuan BM Pita Protein Pembeda Dati Dagiog Sapi Dan 

Babi 

Dan persamaan garis regresi linier pada gambar 5.7, selanjutnya basil identifikasi pita 

protein dengan TLC -Scanner dapat dihitung berat mo1ekuloya. 

Tabel5.7 Berat molekul pita protein pembeda dati daging sapi dan babi 

RfSapi RfBabi 
BMkD BMkD 

Sp4 Sp3 Rata-rata Bb3 Bbl Rata-nita 

0,094 0,099 0,0965 53,46 0,089 0,088 0,0885 54,71 

0,827 0,827 0,827 6,42 0,146 0,141 0,1435 46,64 

0,299 0,293 0,296 29,% 
f--_. 1---- ---~--- --_ ... _-- --------

0,684 0,681 0,6825 9,76 
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BAB 6 

PEMBAHASAN 

Hasil ekstraksi protein dan daging mentah mempunyai kadar protein yang 

lebih tinggi dari pada daging yang direbus. Pada sampel yang mentah banyak protein 

yang lanu sedangkan yang direbus sedikit protem yang terJarut karena pada 

pemanasan terjadi denaturasi yang selanjutnya protein tersebut mengalami koagulasi 

(Winamo,I991 ). 

Dari hasil penentuan sensitivitas profii pita protein diketahui bahwa uotuk 

menghasilkan profil pita protein yang kurang lebih sarna maka diperlukan 

konsenttasi sampel anlara 14,301 mg/ml sampai 42,903 mg/mt. Dengan demikian 

intensitas profit pita protein ditentukan oteh konsentrasi sampel yang digunakan 

running. Untuk sampel dengan konsentrasi terlalu kecil maka profi1 pita protein tidak 

mUReul atall kemunculannya dengan intensitas yang lemah sehingga sulit diamati. 

Sampel dengan konsentrasi yang terlalu pekat sulit untuk dipisahkan sehingga 

hasilnya berekor dan resolusinya tidak baik. 

Optimasi gel pemisah didapatkan bahwa konsentrasi akrilamid 20% adalah 

kondisi yang paling baik karena menghasilkan pita prOiein yang tipis dan tajam. 

Semakin rendah kadar akrilamid yang dipakai pada gel pemisah mak. semakin besar 

pori-pori dari akrilamid sehingga protein yang dipisahkan juga bennigrasi lebih cepat 

dibandingkan dengan kadar akrilamid yang lebih tinggi (DeCourcy. 2(00) Karena 

migrasi protem yang dipisahkan lebih cepat maka pemisahan protein yang 

mempunyai herat molekul berdekatan masih belwn memisah sempuma sehingga pita 

protem yang dihasilkan melebar dan banyak protein yang sudah keluar dari gel. Untuk 

mengatasi hal ini gel pemisah yang digunakan harns lebih panjang atau menggunakan 
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akrilamid dengan konsentrasi yang lebih besar. Gel Pemisah dengan konsentrasi 

akrilamid yang lebih tinggi mempunyai pori-pori yang lebih kedl sehingga maleku! 

protein berjaJan lebih lambat dan memisah dengan sempuma. Dengan demikian 

banyak memunculkan pita protein yang tipis dan tajam dengan resolusi yang baik. 

Untuk sampeJ yang direbus terlebih dahulu hanya dua profiI pita protein 

yang muncnl pada daging sapi dan daging babi. Dan 8 sampel hanya 3 sampel yang 

muneul 2 pita protein tersebut Hal ini bisa terjadi karena unhlk sampel yang direbus 

proteinnya mengalami denaturasi sehingga terjadi koagulasi Dengan penambahan p. 

Merkaptoetanol dan SDS tidak mampu untuk mengurai stmktur protein tersebut 

menjadi protein yang larnt. 

Untuk campuran masih belurn nampak adanya marker protein babi hal ini 

mungkin terjadi karena konsentrasi protem dagingbabi dalam campuran tedalu kecil 

sehingga intensitas profil bahi terla!u lemah. 

Dan hasil TLC Scanner di dapat data bahwa pita protein pembeda pada 

daging babt mempunyai rata-rata RfO,0885; 0,1435; 0,296 dan 0,6825 dengan berat 

molekul bertumt turnt 54.71; 46,64; 29,% dan 9.76 kD dan untuk daging sapi 

mempunyai rata-fata Rf 0,0%5 dengan berat molekul 53,46 kD dan 0,827 dengan 

berat molekul 6,42 kD. Kecepatan migrasi protein selama e!ektroforesis berbanding 

terbalik dengan berat molekulnya., makin besar mo!ekul makin lambat migrasinya 

(Stryef, 2000 ). 

Pita protein pembeda hanya ditemukan pada daging yang masih mentah 

sedangkan daging yang sudah direbus belum ditemukan karena proteinnya sudah 

terdenaturasi. 
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7.1 Kesimpulan 

BAB 7 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa : 

1. Analisis protein daging sapi, babi dan campurannya dapat dilakukan melalui 

teknik pemisahan elektroforesis SDS-PAGE pada daging mentah diperoleh 

komponen yang khas yang menjadi pita protein pembeda uotuk identifikasi 

protein daging babi pada. Rf 0,0885; 0,1435; 0,296 dan 0,6825 dengan berat 

molekul berturut turut 54,58; 46,54; 29,92 dan 9,76 kD. 

2. Untuk daging sapi ditemukan komponen yang khas tidak ditemukan pada babi 

pada Rf rata-rata 0,0965 dengan berat molekul 53,33 kD dan 0,827 dengan berat 

molekul 6,43 kD. 

3. Sampel daging yang sudah direbus tidak bisa langsung dianalisis melalui teknik 

pemisahan elektroforesis SDS-PAGE karena proteinnya sudah terdenaturasi 

sehingga kurang larut. 

7.2 Saran 

I. Penggunaan metode SDS-PAGE untuk analisis protein daging sapi, babi dan 

campurannya yang sudah direbus perlu dicari pelarut uotuk melarutkan protein 

yang sudah terdenaturasi. 
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2. Untu).; memperoleh pemisahan yang lebih speslfik perlu dicoha elektroforesis 

dua dimensi dengan arah vertikal berdasarkan titik isoelektrik dan dengan 

honzontal berdasarkan massa protein .. 

3. Metode yang digunakan pada penelitian ini belum bisa digunakan sebagai 

metode sederhana identifikasi adanya dagmg babi karena hanya bisa dipakai 

untuk daging mentah sedangkan daging yang sudah diolah perlu dicari pelarut 

untuk melarutkan protein yang sudah terdenaturasi. 
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Lampirao 1 

Data TLC-Scaoocr posisi pita protein dan luas areanya Dotuk sampel Sp4 

t;o. " POS. , F.F:E~) ~lAF:K " 

j 91.4 1:::? 2:~1 l.l I:~. (1 
2 !tl!. q 64225.14 \l 6.2 
3 105.9 5~c5.0? I) 0.5 
4 1(13.6 44188.36 I} -t.:! 
5 112.0 31251.44 'J 3.0 
6 114. ( 48543 .. 36 I) 4.7 
7 12e.6 2:55744.4 \' 23.1 
8 .1.25.9 35174.82 \' 2.4 
9 128.5 94199.3 V 9.2 

13 133 .. 9. I1b182.5 u 11.:: 
i1 142;'3 174579.1 \' !? I 
12 151. 5 t!2537.4 I) 11. (I 
13 156.7 24405.06 \1 2.3 
14 160.13 323£2.1(: \1 ~" ~ ---------------------------------------------rr.Tf\1 fl;o.<:,,,",,,,,, , 

Lampirao2 

Data TLC-Scanner posisi pita proloin dan luas ..... ny. unluk sam,.1 Sp3 

NO. Y PDS. AREA I·IARK '. 
1 101 .8 60836.63 I) 6.2 2 107.5 42933.:'6 I) 4.4 3 111. 1 53473.9': I) 5. 1 
4 118.4 413~.6t.6 l) 42.4 5 125. j 4363('.34 U 4.4 6 127.6 99456.9 V 10.2 , 

130.6 f.479lj.~9 V 6. J-~ • 
0 14e.9 123;:0:3.6 " ' . .;. 

I,,".~ 
9 151. 5 72199 .. 3 I) " .4 • 16 159.4 3561. €.~:4 U o -•.•. j -- --------------_._-------------- -----. ------

TOTAL 97J~:15. 1 
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Lampiran3 

Data TLC-Scanner posisi pita protein dan luas areanya untuksampel RbI 

~'~CI • " PO::: . I1?EA tH~R~·: ~: 

1 Eji..~l 51 OE,~l. 2;? I) ! \. 3 
2 104.6 !38:i:::.3(j I} "' r:. 

':" t) 

" 108. , 43573. T? U 9.6 0 , 
4 111. 8 332,)1. ~13 I) 7.3 
5 1:3.4 31751.:::6 ,I 7.0 
(. 115.0 36925. 44 I) ,. 1 ' .. 
7 I1B.6 93442. 4 V 20. ? 
8 122.6 25811.56 I) :; .. ,:' 
s 124.9 24~.17. 03 '.' 5.4 

10 127.3 2305~.Z5 " " . . , 
11 1:::1.:~ 329"5S.89 V 7.3 
12 1 7=- ., 7941 c." ,; 1.7 • ..... J. , • .::r 
13 141. 5 2741H. 11 ') 6.e 
i4 150.4 '19S9.94 " i . 7 '. 

---------------------------------------------
TOTAL 4504713.3 

Lampiran4 

Data TLC-Scanner posisi pita protein dan (uas areanya untuk sampel BbJ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

1 I] 

" " 12 
1::: 
14 

9! . ! 
1 ~ 1. 1 
105.0 
106.7 
108.6 
111. 1 
112.5 
115.4 
12t.? 
126.9 
129. ~: 
l -;'~ i 
.. oJ .. '. ' 

141. 7 
14~ .. 6 

TOT~ll... 

996. U3 
1.~O2:63. S 
26552.82 
11~b9.25 
56535.ED 
62133. ~:G 
16761. 62 

184213.9 
224701. 9 
::;7:!19.4~ 
44891.!3 
14S;15.97 

1 E. 257 
5599. ~~4 

" '" 

4.4 , . 
! • 't 

6.9 
7.£ 
2.3 
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Lampiran 5 

Data TLC·Scanner posisi pita protein dan luas areanya dari trUlrker standar 

NO. " PCS. hi':E~i th";;;::K .. , 
~. 

92.8 2~1. 574 u 0.0 ., 
" 94.6 4705.789 ,I €t. 1 ,. 98. ~: 5143.13 I! 1.7 , 101. 5 1746. H';;8 IJ 6.5 
0 132.9 944. 195 :,.r (1,3 ., 
5 10'::.2- S~87.99 I) 3.0 
7 !13.7 39891.e-..; V 13.4 
" 119.-3 225.1.54.3 " ~.7 0 • 
9. 125.5 70932. 1 I} 23.8 

!e 131.1 79'7.367' ,I ~1. 2 
11 131.8 4:JQ.733 I) ~. c. 

, 
0 

P .. 132.5 8~;1. 657 l) B.2 
1 ., 
.0 133.4 7[19. i32 I) 0.2 
14 134.2 712. ('30 V [1.2 
as 138.6 ~·35r5·:I. 33 " !4.6 
1": .. ~ 143.2 1197.270 I) 0.4 
t7 148.S 85234.3 V 28.6 
!8 I~S.6 33335.£3 V 11.2 -_ .. -- --------------- -----.---- .-----------._--. TOTAL 297386.6 
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Lampiran 6 

Cara Menghitung Rf dari TLC -Scanner 

Jarak pita pita protein dari lepi atas gel pemisah dihitung dengan cara mengurangi 5 em 

dari data JXlsisi pita protein TLC-Scanner. yang merupakan jarak staking gel 

( aslinya 0,5 em). .Iarak pita-pita protein dari batas bawah gel pemisah dengan cara 

mengurangi data posisi maksimum dengan posisi pita protein hasil TLC, kemudian 

hasilnya dikurangi 5 ern . 

Contoh pada sampel SP4 

POSiSI maksimum 163,3 

Posisi pita 10 I ,4 

Jarak a",,1 90 

Rf~ (101,4-90) -5 ~ Q,L ~ 0,094 

(163,3-90)-5 68.3 
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Lampiran 7 

Cara menghitung Rf marker protein standar sbb 

Dari gambar diperoleh data sebagai berikut: 

Sp4 Sp3 

liIJit .-.. .. .. ... 
Marker Bb3 Bbl 

Jarak tracking dye dari balas alas gel pemisah 5,9 em 

No Berat Molekul 
I 3400 
2 6500 
3 14300 
4 21500 
5 30000 
6 46000 

Rf pita protein pembeda daging babi : 

Bb3 0,47515,9 ~ 0,152 
. Bbl 0,52515,9 ~ 0,148 

HitunganRf 
5,87515,9 - 0,996 
4,85015,9 0,822 
3,915,9 - 0,661 
2,615,9 - 0,441 
1,52515,9 - 0,258 
0,57515,9 - 0,097 
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