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RINGKASAN

Adanya kandungan komponen bahan makanan yang mengandung babi dalam
bahan dan produk pangan dapat diidentifikasi melalui lemak,protein maupun
DNAnya. Dalam penclitian ini dilakukan analisis adanya protein daging babi
menggunakan elektroforesis SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide
Gel Electrophoresis) dengan sistem buffer diskontinyu. Sistem ini terdiri dan  gel
penumpuk (stacking gel) yang berpori besar dan gel pemisah (separating gel) yang
berpori kecil. Gel penumpuk berada di atas gel pemisah yang mempunyai konsentrasi
aknlamid, molantas dan pH buffer yang lebih rendah dari pada gel pemisah.
Keungulan sistem ini adalah menghasilkan pemisahan profil pita protein yang lebih,
tipis dan tajam.

Untuk memisahkan protein berdasarkan berat molekul dapat dilakukan dengan
menambahkan suatu deterjen ionik vyaitu Sodiwm Dodecy! Sulfat (SDS) dan B-
Merkaptoetanol pada proses persiapan sampel. Kemudian dilakukan tahap denaturasi
dengan pemanasan pada suhu 100 °C selama 5 menit. SDS akan menyelubungi
rantai polipeptida schingga bermuatan negatif dan pB-Merkaptoetanol memutuskan
ikatan disulfide ( S-S) pada rantai polipeptida dengan cara mereduksi ikatan tersebut.
Kompleks SDS - polipeptida berbentuk seperti batang dan bermuatan negatif. Dengan
demikian akan menghilangkan perbedaan muatan dan perbedaan konformasi 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.

viil

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH



IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

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.

Dan hasil penelitian untuk identifikasi protein daging sapi dan babi daging
mentah ditemukan beberapa pita protein yang menjadi pita protein pembeda. Pada
daging babi mentah 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 molekul 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 muncul., hal ini terjadi karena konsentrasinya
terlalu kecil sehingga intensitas pita protein yang muncul kecil sehingga tidak
terlihat. Pada daging yang sudah direbus tidak bisa diidentifikasi dengan

menggunakan elektroforesis SDS-PAGE karena proteinnya sudah terdenaturasi
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ABSTRACT

To get the detection method whether there is pork protemn in food as the main
material of meat, the research was camied out to analyse pork protein, beef protein
and mixtures pork and beef in raw meat and boild meat using SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfat-Polyacrylamide Gel). This eletrophoresis method has one of the
method for determining 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 can find the marker band of the protein.

The research revealed that raw beef and pork meet it can be found some
protein band which can be considered as marker. The protein marker was considered
to be pork protein marker if the protein band can be found in pork but can’ t be found
in beef or vice versa. For the raw pork can find band marker in Rf 0.0885; 0.1435;
0.2960 and 0.6825 with the weight of the molecule in order 54,71 kD; 46.64 kD,
2996 kD and 9.76 kD. While in beef it can be found protein band marker in Rf
0.0965 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 be 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 protein, beef protein, sodium dodecyl suifate-poliacrylamide gel
{ SDS-PAGE)
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1.1 Latar Belakang Masalah

Menurut Peraturan Pemerintah Republik indonesia Nomor 69 Tahun 1999
(PP 69/ 1999) tentang label dan iklan pangan dalam pasal 1 ayat 5 disebutkan bahwa
pangan halal adalah pangan yang tidak mengandung unsur atau bahan yang haram
atau dilarang untuk dikonsumsi umat Islam, baik yang menvangkut bahan baku
pangan, bahan tambzahan pangan, bahan bantu dan bahan penolong lainnya termasuk
bahan pangan yang diolah melalui proses rekayasa genetika dan iradiasi pangan dan
yang pengelolaannya dilakukan sesuai dengan ketentuan hukum agama Islam.

Sertifikasi halal dilakukan oleh Lembaga Pengkajian Pangan, Obat-Obatan dan
Kosmetika yang bekerja sama dengan Majelis Ulama Indonesia (LPPOM-MUI).
Dalam kegiatan imi dilakukan penelitian produk makanan yang dikonsumsi oleh
masyarakat luas tentang halal atau haramnya suatu produk untuk kemudian
dikeluarkan sertifikat. Penelitian dimulai dengan melakukan pemeriksaan secara
teknis oleh suatu tim yang antara lain meliputi penelusuran asal-usu! bahan produk
makanan, cara proses, dan pengemasannya. Namun dalam hal ini tentunya diperiukan
kerja sama dan kejujuran dari produsen, terutama produk yang ada kemungkinannya
dicampur dengan lemak atau daging babi. Maka dari itu mendeteksi dan dan
menganalisis komponen haram yang berasal dari babi masih perlu dikaji dan dikuasa:.
Contoh produk-produk yang kemungkinan mengandung bahan berasal dari babi
antara lain baso, sosis, mie basah dan produknya, ovalet vang merupakan bahan
tambahan untuk pembuatan kue, produk vang mengandung gelatin seperti permen

lunak (soff candy), yoghurt, es krim, coklat dan coating (pelapis) pada produk kue
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seperti pie bahkan beberapa makanan ringan yang lain yang beredar di pasaran
(Jurnal L.P.POM-MUI, 2000)

Adanya kandungan komponen bahan makanan babi dalam bahan dan produk
pangan dapat diidentifikasi adanya lemak, protein dan DNAnya. Beberapa metode
yang digunakan untuk analisis protein adalah metode elektroforesis, Enzym Linked
Immuno  Assay (ELlSA) dan Kromatografi Cairan Kinerja Tinggi (KCKT).
Keseluruhan metode ini tidak dapat digunakan apabila proteinnya sudah terdenaturasi
atau sudah mengalami proses pemasakan. Untuk analisis lemak dan protein
mempunyai  banyak kendala karena dalam pengolahan makanan sering terjadi
degradasi dan terjadi denaturasi. Perkembangan selanjutnya vaitu dengan uji DNA
yang diamplifikasi dengan teknik Polymerase chain reaction (PCR) metode ini dapat
digunakan untuk protein yang sudah terdenaturasi atau yang sudah mengalami proses
pemasakan (Lawrie, 1995)

Molekul DNA yang terdapat dalam inti sel mampu mensintesis molekul RNA
yang merupakan cetakan bagi sintesis protein. Protein mempunyai urutan asam-amino
yang tepat karena setiap molekul RNA membawa sandi yang diberikan oleh DNA
pada saat mensintesis molekul RNA tersebut. Spesies yang berbeda mempunyai
perbedaan susunan DNA, dengan demikian protein dan spesies yang satu dengan
yang lain pasti mempunyai perbedaan. Untuk itu perlu di cani perbedaan profil pita
protein antara daging sapi dan daging, babi. Dan hasil ini akan didapatkan pita protein
pembeda untuk protein daging sapi dan babi .

Banyaknya makanan olahan dengan bahan utama atau bahan tambahan darni
daging contoh baso, sosis, pangsit mie dan lain-lain maka perlu dilakukan penelitian

pada daging mentah dan pada daging yang sudah diolah dengan pemanasan 5 menit
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pada suhu 100 °C. Dari 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. Teknik ini dapat digunakan untuk memisahkan protein berdasarkan
muatan dan ukuran. Untuk menghilangkan perbedaan muatan dan konformasi di
antara protemn tersebut dengan cara memberi muatan negatif yaitu dengan
menambahkan SDS dan dipanaskan selama 2-10 menit pada suhu 100 °C. Dan
dengan menambahkan tiol (B-mercaptoetanol) maka terjadi  pemutusan  ikatan
disulfida (S-S) dengan cara mereduksi ikatan tersebut (Clark dan Switzer, 1977).
Teknik elektroforesis seperti diatas dikenal nama elektroforesis kondisi denaturasi
atau SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfat-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) yaitu
metode elektroforesis untuk penentuan kuantitatif, komparasi dan karakterisasi
protein yang akurat, dan cepat. Metode ini memisahkan protein berdasarkan berat
moleku! (Laemmli,1970). SDS-PAGE yang digunakan dalam penelitian  ini
menggunakan sistem diskontinyu, yang terdiri dari gel penumpuk (stacking gel)
yang berpon besar dan gel pemisah (separating - resolving gel) yang berpon
kecil.

[dentifikasi protein 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 bermanfaat sebagai metode sederhana untuk identifikasi adanya

daging babt dan campurannya dalam produk daging yang di duga mengandung babi.
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1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang di atas maka permasalahan yang akan dipecahkan
dalam penelitian adalah sebagai berikut :

1 Apakah dapat dudentifikasi 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 dan daging sapi dan babi yang sudah

direbus melalui teknik pemisahan elekiroforesis SDS-PAGE

1.3 Tujuan Umum Penelitian:
Untuk mendapatkan metode deteksi adanya protein daging babi dalam produk
pangan dengan bahan utama daging melaiui identifikasi adanya pita protein

pembeda.

1.4. Tujuan Khusus Penelitian :
Menentukan pita protein pembeda antara daging sapi dan babi baik vang mentah

maupun yang sudah direbus.

1.5 Manfaat Penelitian:

Mendapatkan metode sederhana untuk identifikasi adanya daging babi dalam produk

makanan dengan bahan utama daging yang diduga mengandung daging babi.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauvan Tentang Sapi
Klasifikasi sapi menurut Parker dan Haswell (1978) adalah sebagai berikut :
Phylum : Chordata

Sub Phylum : Vertebrata

Class . Mamalia
Ordo . Artiodaktil
Familia - Bovidae
Genus . Bos

Species : ada dua yaitu

1. Bos taurus sp
2 Bos indicus sp

Di daerah tropis dan daerah sedang, sapi dipelihara untuk produksi susu dan
daging, bahkan sebelum ada mekanisasi sapi digunakan sebagai hewan temak tank.
Di Indonesia terdapat 5 bangsa sapi utama vaitu (1) sapi Onggole, (2) sapi Bali,
(3) sapi Madura, (4) sapi Grati dan (5) sapi Kelantan,

Sapi Onggole atau sapi Benggala (Bos indicus) aslinya diimpor dani India.
Keturunan Ongole yang kawin dengan sapi lokal di Indonesia dikenal sebagai jenis
PO atau peranakan Ongole. Sapi jenis ini mempunyai ¢iri  kulit didominasi warna
putih, berleher pendek dengan punggung besar dan panjang (berpunuk), vang jantan
mempunyai berat badan 800 kg atau lebih dan dapat menyesuaikan dengan
lingkungannya dengan baik. Sapi Bali (Bos javanicus) bertubuh besar hampir sama

dengan banteng liar, berat badannya 400 kg atau lebih, yang jantan berwama hitam
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dan betina berwarna meral dengan garis hitam yang jelas disepanjang punggungnya.
Baik jantan maupun betina 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 dan bangsa Holstein-Friexian dan daerah benklim sedang. Sapi Grati 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) adalab sebagai berikut :
Phylum . Chordata

Sub Phylum : Vertebrata

Class : Mamalia
Ordo . Artiodaktil
Familia : Suidae
Genus : Sus
Species : Sussp

Meskipun Indonesia mempunyai penduduk sebagian besar beragama islam,
tetapi Indonesia mempunyai populasi babi lebih kurang 3 juta terutama di daerah yang
penduduk Kristen, Hindu dan keturunan Cina. Ada 3 tipe atau bangsa babi yang ada
di Indonesta yaitu (1) babi Jawa lokal berwarmna putih, (2) babi Cina dengan punggung
melengkung terdapat di Bali dan (3) babi peliharaan di Sumatra berwama hitam_Babi
jawa lokal berwarna putih, pendek, gemuk dan mempunyai punggung sedikit
melengkung. Babi ini berkembang lebih cepat setelah disilangkan dengan bangsa

babi import vaitu Landrace atau Yorkshire. Babi Cina di Bali mempunyai tubuh
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kecil, berwama hitam dan putih. serta badan sangat melengkung. Badan bagian depan
besar dan kulit tumbuh baik dan berlipat-lipat. Babi Bali hampir sepenuhnya
pemakan bangkai, berkeliaran bebas di desa-desa. Babi hitam di Sumatra dipelihara
oleh orang-orang Batak. Babi ini sangat mirip dengan babi liar dengan ciri tubuh

kecil, kulit tanpa lipatan dan bahunva lebih besar (Smith, 1988).

2.3 Tinjauan Tentang Urat Daging (Lawrie, 1995)

Spesies adalah faktor yang paling mudah dimengerti dalam mempengaruhi
komposisi urat daging, tetapi pengaruhnya tergantung pada kerja simultan dan banyak
faktor vaitu faktor intrinsik (faktor dari dalam) dan faktor ekstrinsik (faktor dari luar)
Faktor-faktor intrinsik adalah sebagai berikut : (i) spesies; (ii) bangsa, (iii) kelamin;
(iv) umur; (v) lokasi anatomis urat daging; (vi) latihan atau olah raga (vii) tingkat
pemberian nutrisi dan (viii) variabilitas dalam hewan yang sifatnya masih sedikit
diketahui. Disamping itu ada beberapa faktor ekstrinstk yang dapat memodifikasi
sifat-sifat urat daging segera setelah peniode pascamati selama penyimpanan dan
pengolahan. dan komposisinya sebagai daging. Faktor-faktor ekstnnsik tersebut
antara {ain : (i) bahan makanan; (i1} kelelahan; (i1} rasa takut; (1v) manipulasi
sebelum dipotong dan (v) kondisi lingkungan pada saat dipotong, segera pada
periode pascamati dan selama penyimpanan selanjutnya.

Warna urat daging dipengaruhi oleh kadar mioglobinnya, semakin rendah kadar
mioglobinnya maka wamna urat dagingnya semakin pucat contoh pada babi dan
kelinci. Dan semakin besar kadar mioglobin pada urat daging maka wama daging
kelihatan hampir hitam. Mioglobin urat daging babi lebih rendah dibandingkan
dengan sapi, oleh karena itu warna daging sapi lebith merah dibandingkan dengan babi
dan secara kualitatif urat daging babi berbeda dengan mioglobin urat daging sapi

karena pada babi menunjukkan bahwa tingkat oksigenasi mioglobin lebih cepat dan
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pada sapi, Hal yang spesifik dan babi ditemukan oieh Rangeley dan Lawrie (1976)
yaitu adanya B-alanil-3-metil-histidine dalam urat daging babi dewasa, selanjutnya
hanya sedikit sekali dalam urat daging sapi, domba dan ayam (Carnegie, Collins, dan
[lic, 1984). Rasio dipeptida-dipeptida histidin merupakan cin khas dari spesies yang
berbeda dan telah digunakan untuk mengidentifikasi spesies-spesies tersebut (Olsman
dan Slump, 1981).

Identifikasi untuk membedakan daging berdasarkan spesiesnya yang ada dalam
produk-produk makanan memang penting guna menjamin kepercayaan konsumen,
dan ada beberapa metode 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 babi yang dicampur dengan
daging sapi adalah 0,4 % dengan countercurrent immunoelectrophoresis, 0,5 %
dengan DNA hybridization, 10 % dengan immunodifusion dan 50 % dengan
isoeleciric focusing. Pendekatan lain dengan menggunakan direct probe mass
spectrometry. Ini serupa dengan pyrolysis mass spectrometry tetapi sampel diuapkan
pada suhu 300°C teriebih dahulu yang dapat membedakan kuda, sapi pedaging, babi
dan anak domba (Patterson, 1984). Problemn utama selanjutnya dari metode-metode
tersebut adalah ketidaksanggupan untuk mengkuantitatifkan persen spesies dalam
bahan-bahan makanan yang telah diproses. Kemudian King (1984) dapat
membedakan perbedaan spesies pada daging yang dipanaskan sampai 120 °C dengan
isoelectric focusing dan aldehyde-kinase. Pengembangan selanjutnya untuk mengatasi

problem ini yaite dengan metode DNA hibridisasi (Lawrie,1995)
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Tabel 2.1 Rasio yang khas dipeptida histidin dalam urat daging berbagat spesies
(Camegie et al., 1984)

Spesies | Balemine ; Anserine | Carnosine : Anserine | Balenine . Carmosine*
Kuda 0 93 0

Babi 1 21 0.05

Sapi 0.03 6 0.005

Domba 0.02 1 0,02

Ayam 0.01 0.5 0.02
Kanguru 0 0.1 0

* Daia ini dihitung dari kolom 2 dan 3
Daging babi mempunyai konsentrasi tenunan pengikat yang lebih besar dan

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

24 Protein

Secara kimia protein adalah heteropolimer dan asam-asam amino, yang terikat
satu sama lain dengan ikatan peptide. Ada suatu universalisme di dalam molekul
protein. Protein apapun dan berasal dari makkluk apapun juga ternyata hanya tersusun
dan 20 macam asam amino saja. Perbedaan protein yang satu dengan yang lain
disebabkan oleh jumliah dan kedudukan asam-asam amino tersebut di dalam tiap-tiap
molekul. Kedua puluh asam amino itu mempunyar ciri umum sebagai berikut : (1)
semuanya mempunyai konfigurasi L, {2). Sama-sama mempunyai gugus COOH dan 1
gugus NH, yang terikat ke atom C, Perbedaan individual dari asam-asam ini
disebabkan oleh perbedaan rantai samping. Dengan adanya perbedaan antara asam-
asam amino tersebut akhirnya menyebabkan tefjadinya perbedaan sifat kimia dan
bioclogis dari molekul protein yang disusunnya. Muatan suatu protein dalam suatu
larutan ditentukan oleh gugus NH; bebas di suatu ujung dan gugus COOH bebas di
ujung yang lain serta jumlah rantai yang bermuatan. (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 sejumilah elektrolit dengan konsentrasi encer sangat
meningkatkan kelarutan suatu protein (salting in). Protein yang satu dengan yang lain
tidak sama muatan dan jumlah asam amino penyusunnya, sifat inilah yang bisa

dimanfaatkan untuk pemisahan protein.

2.5 Sintesis Protein

Sintesis protein terjadi dalam sitoplasma, mula-mula molekul RNA - pembawa
pesan atau mRNA {messenger RNA) disintesis pada sebagaian untaian DNA dalam
mtt sel. Hal ini memungkinkan untuk terbukanya molekul DNA seperti apa yang
terjadi pada proses replikasi DNA. Kemudian mRNA ke luar dan inti menuju
sitoplasma. Messenger RNA mempunyai afinitas yang tinggi terhadap ribosom dan
akan mengumpulkan organel ini di sepanjang rantainya. Gabungan antara mRNA dan
nbosom disebut polisoma (polysome). RNA pemindah atau tRNA (fransfer 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 dan rantai polipeptida yang sedang dibuat. Ribosom
bergerak di sepanjang rantai mRNA dengan mengikatkan molekul tRNA dan
menyatukan asam amino yang dibawanya menjadi rantai polipeptida. Setelah
mencapai ujung mRNA, ribosom terlepas dan membebaskan motekul protein yang
tidak selesai disintesis (Petrucci, 1993)

Sandi (kumpulan petunjuk dan pengarahan) vang menentukan runtunan asam
amino secara tepat dalam sintesis suatu protein bersatu daiam DNA kromosom. Sandi
ini terdapat dalam pola khusus dari molekul basa pada keliks ganda. Satu kelompok
terdini dari tiga molekul basa yang komplementer dari mRNA yang terbentuk pada

untaian DNA tersebut. Triplet atau kodon (codor) pada mRNA yang barus cocok
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dengan triplet komplementernya yang disebut anti kodon (ansi coden) pada molekul
tRNA. Tranfer RNA tertentu dengan anti kodon ini membawa satu asam amino

spesifik ke sisi di mana sintesis protein terjadi.

Gambar 2.1. Sintesis Protein (Petrucci, 1993)

{a). Dengan bantuan Enzim maka molekul tRNA membawa asam amino ke
sisi ribosom. Anti kodon tRNA (contoh di atas adalah AAA) haruslah
komplementer dengan kodon mRNA (UUU), sedangkan asam amino yang
dibawa oleh tRNA tersebut adalah fenilalanin. Penambahan asam amino
terjadi seperti gambar diatas, rantai bergerak dari tRNA sebelah kiri ke tRNA
di sebelah 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 nbosom telah mencapai ujung mRNA maka organel dan protein yang
sudah terbentuk kemudian dibebaskan. Ribosom dapat mengulangi proses ini
lagi.

2.6 Sifat-sifat Fisikokimia Protein

Sifat fisikkokimia setiap protein tidak sama, tergantung dari jumlah 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 semipermeabel, tetapi masih dapat menimbulkan tegangan pada

membran tersebut.
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Ada protemn vang larut dalam air, ada pula yang tidak larut dalam ar, tetapi
semua protein tidak larut dalam pelarut lemak. Bila dalam suatu protein ditambahkan
garam, daya larut protein akan berkurang, akibatnya protein akan terpisah sebagai
endapan, peristiwa pemisahan protein ini disebut safting out. Garam garam logam
berat dan asam-asam mineral kuat ternyata baik digunakan untuk mengendapkan
protein.

Apabila protein dipanaskan atau ditambah alkohol maka protein akan
menggumpal. Hal ini disebabkan alkohol menarik mantel air yang melingkupi
molekui-molekul protein. Penggumpalan protein bisa juga disebabkan oleh aktivitas
enzim—enzim proteolitik.

Adanya gugus amino dan karboksil bebas pada wjung-ujung rantai molekul
protein, menyebabkan protein mempunyai banyak muatan {(polielektrolir) dan bersifat
amfoter (dapat bereaksi dengan asam maupun dengan basa). Kereaktifan berbaga
jenis protein terhadap asam dan basa tidak sama tergantung dari jumlah dan letak
gugus amino dan karboksil dalam molekul. Dalam larutan asam (pH rendah), gugus
amino bereaksi dengan H™ , sehingga protein bermuatan positif. Bila pada kondisi ini
dilakukan elektrolisis, molekul protein akan bergerak ke arah katoda. Sebaliknya
dalam larutan basa (pH tinggi) molekul protein akan bereaksi sebagai asam atau
bermuatan negatif sehingga molekul protein akan bergerak ke arah anoda. Pada pH
tertentu, yang disebut titik isoelektrik (pl), muatan gugus amino dan karboksil bebas
akan saling menetralkan sehingga molekul bermuatan nol. Tiap jenis protein
mempunyai titik isoelektrik yang berlainan. Pengendapan paling cepat tejadi pada
titik isoelektrik ini dan prinsip ini digunakan dalam proses —proses pemisahan serta
pemurnian protein {Winamo, 1991)

-,

IR A SO
P PR ATy

e A
Fy ey
WS AABAYA

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH




IR - Perpustakaan Universitas Airlangga 13

2.7 Klasifikasi Protein Berdasarkan Kelarutannya ( Winarno, 1991)

Menurut kelarutannya, protein globuler dapat dibagi dalam beberapa grup vaitu :

a.

TESIS

Albumin : larut dalam air dan terkoagulasi oleh panas. Contohnya albumin
telur, albumin serum dan laktalbumin dalam susu.

Globulin : tidak larut dalam air, terkoagulasi oleh panas, larut dalam larutan
garam encer, dan mengendap dalam larutan garam konsentrasi tinggi (safting
out).Contoh globulin : miosinogen dalam otot, ovoglobulin dalam kuning
tetur, amandin dart buah almond, legumin dalam kacang-kacangan.

Glutelin : tidak larut dalam pelarut netral tetapi larut dalam asam atau basa
encer. Contohnya glutelin dalam gandum dan orizenin dalam beras.

Prolamin atau Gliadin : larut dalam alkohol 70-80 % dan tak larut dalam air
maupun alkchol absolute. Contohnya : gliadin dalam gandum, hordain dalam
barley, dan zein pada jagung.

Histon : larut dalam air dan tidak larut dalam ammonia encer. Histon dapat
mengendap dalam pelarut protein lainnya. Histon yang terkoagulasi karena
pemanasan dapat larut lagi dalam larutan asam encer. Contohnya globin dalam
hemoglobin.

Protamin adalah protein paling sederhana dibandingkan protein-protein yang
lain, tetapi lebik kompleks dari pada peptone dan peptide. Protein ini larut
dalam air dan tidak terkoagulasi oleh panas. Larutan protamin encer dapat
mengendapkan protein lain, bersifat basa kuat membentuk garan-l kuat.
Contohnya Salmin dalam ikan salmon, klupein pada ikan 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 vaitu strukrur

primer, sekunder, tersier dan kuartener.

2.8.1 Struktur Primer

Susunan hinter asam amino dalam protein merupakan struktur primer. Susunan
tersebut merupakan suatu rangkaian unik dari asam amino yang menentukan sifat
dasar dan berbagai protein, dan secara umum menentukan bentuk struktur sekunder
dan tersier.

Bila protein mengandung banyak asam amin¢ dengan gugus hidrofobik, daya
kelarutannya dalam air kurang baik 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
tersebut  mempunyat bentuk vang sangat panjang dan tipis. Strukrur tersebut
memungkinkan terjadinya banyak sekali reaksi dengan senyawa yang lain, yang
kenyataannnya hal tersebut tidak terjadi di alam. Kenyataannya protein merupakan
polipeptida yang terlipat-lipat, merupakan bentuk tiga dimensi dengan cabang-cabang
rantai poltpeptidanya tersusun saling berdekatan. Struktur yang demtkian disebut
struktur sekunder. Contoh bahan yang memiliki struktur ini ialah bentuk a- heliks
pada wol, bentuk lipatan-lipatan (wiru) pada molekul-molekul sutera, serta bentuk

heliks pada kolagen.
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Dalam bentuk lipatan-lipatan, kerangka peptida protein mempunyai bola zig-zag
dengan gugus R mencuat ke atas dan ke bawah. Struktur sekunder terdin dan satu

rantai polipeptida.

2,8.3 Struktur tersier

Bentuk penyusunan bagian terbesar rantai cabang disebut struktur tersier.
adalah susunan dari struktur sekunder yang satu dengan struktur sekunder bémuk lain.
Contoh beberapa protein yang mempunyai bentuk a-heliks dan bagian yang tidak
berbentuk a heliks .

Biasanmya bentuk-bentuk sekunder ini dihubungkan dengan ikatan hidrogen,
ikatan garam, interaksi hidrofobik dan ikatan disulfida. Ikatan disulfida merupakan
ikatan yang terkuat dalam mempertahankan struktur tersier protein.

Ikatan hidrofobik terjadi antara ikatan-ikatan nonpolar molekul-molekul sedang
ikatan-ikatan garam temyata tidak begitu penting peranannya terhadap struktur tersier
molekul. Ikatan garam mempunyai kecenderungan bereaksi dengan ion-ion lain

sekitar molekul.

2.8.4 Struktur Kuartener

Struktur primer, sekunder, dan tersier umumnya hanya melibatkan satu rantai
polipeptida. Tetapi bila struktur ini melibatkan beberapa polipeptida dalam
membentuk suatu protein, maka disebut struktur kuvartener. Pada umumnya ikatan-
ikatan yang terjadi sampai terbentuknya protein sama dengan ikatan-ikatan yang

terjadi pada struktur tersier.
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afta-heliks

Gambar 2.2 Skema a — 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 pengolahan makanan, tetapi sering pula dianggap merugikan
sehingga perlu dicegah.

Ada dua macam denaturasi, vaitu pengembangan rantai peptida dan pemecahan
protein menjadi unit yang lebih kecil tanpa disertai pengembangan molekul.
Terjadinya 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 sekunder. Ikatan - tkatan yang

dipengaruhi oleh proses denaturasi ini adalah : (a) ikatan hidrogen ; (b). Ikatan

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH




IR - Perpustakaan Universitas Airlangga 17

hidrofobik misalnya pada leusin , valin, fenilalanin, triptofan yang saling berlekatan
membentuk micelle dan saling tidak larut dalam air; (c) ikatan 1onik antara gugus
bermuatan positif dan negatif (d) ikatan intramolekul seperti vang terdapat pada gugus
disulfida dalam sistin.( Winarmo, 1991)

Denaturasi dapat diartikan suatu perubahan atan modifikasi terhadap struktur
sekunder, tersier dan kuartener terhadap molekul protein , tanpa terjadinya pemecahan
ikatan-ikatan kovalen. Karena itu denaturasi dapat pula diartikan suatu proses
terpecahnya ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, ikatan garam dan terbukanya

lipatan atau wiru molekul.

Terdensturas!

Gambar 2,3 Sketsa proses denaturasi protein { \Winarno, 1991}

Pemekaran atau pengembangan molekul protein yang terdenaturasi akan
membuka gugus reaktif yang ada pada rantai polipeptida, selanjutnya akan terjadi
pengikatan kembali pada gugus reaktif yang sama atau berdekatan. Bila umt ikatan
yang terbentuk cukup banyak sehingga protein tidak lagi terdispersi sebagai suatu
koloid, maka protein tersebut mengalami koagulasi. Apabila ikatan-ikatan antara
gugus-gugus reaktif protein tersebut menahan seluruh cairan, akan terbentuklah gel.
Sedangkan bila cairan terpisah dari protein yang terkoagulasi itu, protein akan

mengendap.
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Protein yang terdenaturasi berkurang kelarutannya. lapisan molekul protein
bagian dalam yang bersifat hidrofobik berbalik ke luar, sedangkan bagian luar yang
bersifat hidrofil telipat ke dalam. Pelipatan atau pembalikan terjadi khususnya bila
larutan protein telah mendekati pH isoclektrik, dan akhimya protein akan
menggumpal dan mengendap. Viskositas akan bertambah karena molekul
mengembang dan menjadi asimetrik, demikian juga sudut putaran optik farutan
protein akan meningkat. Denaturasi protein dapat dilakukan dengan berbagai cara
yaitu oleh panas, pH, bahan kimia, mekanik dan sebagainya. Masing-masing cara
mempunyai pengaruh yang berbeda-beda terhadap denaturasi protein.

Senyawa kimia urea dan garam guanidine dapat memecah ikatan hydrogen yang
akhirnya menyebabkan denaturasi protein. Dengan cara tersebut, urea, garam
guanidine dapat memecah interaksi hidrofobik dan meningkatkan daya kelarutan
gugus hidrofobik dalam air.

Deterjen atau sabun dapat menyebabkan denaturast protein, karena senyawa ini
dapat membentuk jembatan antara gugus hidrofobik dengan hidrofilik sehingga
terdenaturast. Di samping itu, aseton dan alkchol dapat pula menyebabkan

terdenaturasi.

2.10 Tinjauan Tentang Elektroforesis

Suatu molekul yang bermuatan akan bergerak dalam medan listrik. Fenomena
i dikenal dengan elektroforesis, dapat digunakan untuk memisahkan protein atau
makromolekul yang lain seperti DNA dan RNA. Kecepatan migrasi {v) protein
molekul (makromolekul yang lain) dalam medan listrik tergantung pada kekuatan
medan listrik (E), muatan protein (z) dan koefisien pergesekan (f).

_ Ez
V—.. -—
f
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Kekuatan listrik Ez yang menggerakkan molekul kearah elektroda yang
bermuatan berlawanan dihambat oleh fv yang timbul akibat gesekan molekul pada
medium. Koefisien pergesekan f tergantung pada massa dan bentuk moickul yang
bergerak dan viskositas (1) medium. Untuk motekul bulat dengan radius r, maka

f=6anr

Pemisahan secara elektroforesis hampir selalu dilakukan dalam gel (atau pada
penunjang padat seperti kertas), tidak dalam larutan, dengan dua alasan : pertama gel
mengurangi arus listnk yang timbul akibat perbedaan suhu yang kecil, yang
diperlukan agar pemisahan menjadi efektif. Kedua, gel yang bertindak sebagai
saringan molekul yang meningkatkan pemisahan. Molekul yang lebih kecil dari 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
poliakniamida, 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 metilen bisakrilamida (reagent pengikat) pada
saat polimerisasi { Stryer,2000)

Reaksi pembentukan polimer int diawali oleh suatu sistem yang menghasilkan
radikal bebas. Umumnya, polimerisasi diawali dengan menambahkan ammonium
persulfat (APS), sebagat inisiator, dan tetrametilendiamin (TEMED) sebagai
akselerator. Pada sistem ini TEMED mempercepat pemecahan molekul APS menjadi
sulfat radikal bebas, yang selanjutnya akan mengawali reaksi polimerisasi akrilamid
dan bisakrilamid. Tanpa adanya bisakrilamid akan terbentuk rantai polimensasi
akrilamid yang panjang, yang menghasilkan larutan kental namun bukan berupa gel.

Dengan penambahan bisakrilamid, pada rantai akrilamid tersebut akan terbentuk
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ikatan lintas silang (cross-fink) pada interval tertentu sehingga terbentuk suatu
jaringan dengan besar pori tertentu . Konsentrasi akrilamid menentukan ukuran pori-
poni gel yang terbentuk sechingga ukuran pori dapat diatur dengan mengatur
konsentrasi akrilamid. Makin rendah konsentrasi aknlamid yang digunakan makin
besar ukuran pori-pori gel, namun gel menjadi lunak dan mudah patah.
0O O
i I
H,C= CH—C--- NH; +{CH;= CH— C — NH —{,CH,
Akrilamid Metilenbisakrilamid
S,0¢"  (Persulfat)

¥2S0s  (Radikal bebas sulfat)
lCONHz lCONHz
— CH; — CH— CHy;— CH—CH,— CH—
EONH
s
CONH
CH; =~ CH -CH; -~-CH ~~-CHp - CH
CONH; CONH;

Poliakrilamid
Gambar 2.4 Reaksi pembentukan poliakrilamid (Stryer, 2000)

2.10.1 Elektroforesis SDS - PAGE

Teknik operasional SDS-PAGE meliputi gel lempeng (slab gef) dan gel tabung
(tube gel). Pada teknik gel lempeng, gel yang digunakan berupa irisan lapisan tipis
yang diapit oleh dua buah pelat gelas. Pada teknik gel tabung, gel yang digunakan

dibentuk dengan pendukung tabung gelas.
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Sistem buffer yang umumnya digunakan pada elektroforesis protein dengan gel
SDS-PAGE adalah sistem buffer diskontinyu. Keunggulan sistem 1ini adalah
menghasilkan profil pita yang lebih baik dan lebih tajam. Gel yang digunakan pada
sistem ini terdiri dan gel penumpuk (stacking gefl) yang berpon besar dan gel
pemisah (separating - resolving gel) yang berpori kecil. Gel penumpuk berada diatas
gel pemisah mempunyai konsentrasi akrilamid, molaritas dan pH buffer yang iebih

rendah dari pada gel pemisah.

RUNNGBUTFER  camiooe
STACKING GEL '

125 mid Teis, pH 6.8

- SEPARATING GEL
250 mM Yeis, cH 8.3

-t

ANODE

Gambar 2.5 Gel sistem diskontinyu yang terdin 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 (Srack) kemudian masuk ke gel

pemisah berpori kecil sebagai suatu pita vang tipis. Setelah memasuki gel pemisah

molekul sampel terpisah berdasarkan muatan dan ukuran ( berat moiekul).
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i 2
@ 0 SDS, 6-Mg, beat

r\Smim costed with
( $O5 molecules
{} O 'SDS-PAGE

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

Untuk memisahkan protein hanya berdasarkan berat moiekul dapat dilakukan
dengan menambahkan suatu deterjen anionik dan menambahkan tahap denaturasi.
Pada proses persiapan sampe! ditambahkan suatu deterjen ionik seperti sodium
dodesil sulfat (SDS) dengan pemanasan 100 °C sefama 2 — 10 menit. Dengan cara ini
sebagian besar polipeptida diselubungi oleh SDS yang akan menghilangkan
perbedaan muatan dan perbedaan konformasi di antara protein-protein tescbut dengan
memberi muatan negatif. Kompleks SDS polipeptida berbentuk seperti batang dan
bermuatan negatif, dan muatan mi tidak dipengaruhi oleh 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 besar molekul maka semakin lambat

migrasinya. Setelah terjadi pemisahan, protein dalam gel dapat terlihat setelah
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diwarnai dengan perak atau zat pewarna seperti biru Coomassie, yang akan terlihat
sebagal pita-pua.

Protein juga dapat dipisahkan secara elektroforesis berdasarkan muatan relative
residu asam dan basa. Titik isoelektrik (pl) suatu protein menunjukkan pH protein bila
protein tersebut tidak bermuatan. Pada pH ini, pergerakan elektroforetik adalah nol
sebab muatan protein adalah nol . Apabila campuran protein yang terdin dan
sitokrom ¢ dengan pl 10,6 dan albumin dengan pl 4,8 dilakukan elektroforesis
dengan gradient pH menggunakan gel tanpa SDS, maka tiap protein akan bergerak
sampai pada posisi pH sama dengan pl tiap protein . Pemisahan isoelektnk dapat
memisahkan protein dengan perbedaan pl 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 vang telah terbentuk terletak dibagian atas SDS-poliakrilamida. Di
bagian atas gel akan terbentuk protein yang terpencar tergantung pergerakannya pada
pemisahan isoelektrik. Kemudian dilakukan elektroforesis dengan arah tegak lurus
untuk mendapat pola titik dua-dimensi. Dalam gel ini , protein telah dipisahkan
dengan arah horizontal berdasarkan titik isoelektrik dan dengan arah vertical
berdasarkan massa protein. Dengan cara satu kali elektroforesis dua dimensi ini , lebih

dani seribu protein bakteri Escherichia coli dapat dipisahkan.
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

DAGING —* SPESIES | —™ DNA *  mRNA

PROTEIN

BERAT
MOLEKUL

4

ELEKTROFORESIS
SDS-PAGE

PITA-PITA
PROTEIN

h

PITA PROTEIN
PEMBEDA

ADA PERBEDAAN
PITA PROTEIN

Gambar 3.1 Skema kerangka konseptual

Molekul DNA yang terdapat dalam inti sel mampu mensintesis molekul RNA
yang merupakan 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 spesies vang satu dibandingkan dengan
yang lain. Dengan demikian protein daging yang ada pada spesies yang satu dengan
vang lain diduga mempunyai perbedaan.

Dengan menggunakan tekmk pemisahan elektroforesis SDS-PAGE maka
adanya perbedaaan di dalam komposisi protein akan menghasitkan pemisahan dalam
bentuk pita protein dengan berat molekul yvang berbeda, dengan demikian bisa di can
pita yang menjadi pita protein pembeda untuk penentuan daging babi dan

campurannya baik sebelum direbus maupun sesudah direbus.

3.2 Hipotesis
Adanya pita protein pembeda sebagai petunjuk adanya daging babi baik
sebelum maupun sesudah direbus berdasarkan perbedaan pita protein hasil pemisahan

dengan elektroforesis SDS-PAGE antara daging sapi dan babi.
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BAB 4

BAHAN, ALAT DAN METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Bahan Penelitian
Bahan penelian terdin dani sampel yang berupa daging dan bahan kimia yang

merupakan reagent yang di pakai untuk penelitian 1ni.

4.1.1 Sampel

Sampel berupa daging yang diambil dari 4 ekor sapi dan 4 ekor babi pada
bagian yang kurang mengandung lemak yaitu pada lulur dalam . Sapi yang diambil
dagingnya merupakan sapi bangsa peranakan Ongole (PO) dan babi Tulungngagung
(babi lokal) . Daging langsung di ambil dari rumah potong hewan (RPH) di
Pegirian Surabaya. Selama preparasi sampel dan selama pengerjaan daging disimpan

dalan freezer dengan suhu —20°C

4.1.2 Bahan Kimia
Jika tidak disebutkan tain maka bahan yang digunakan mempunyai derajad
kemumian electrophoresis grade. Bahan yang digunakan adalah sebagai berikut :
1. Akrilamid
2. Bis- akilamid (N,N ‘ — metilenbisaksilamid)
3. Tris (2 — hidroksimetil —2- metil —1.3 — propanediol)
4. SDS (sodium dodecyl sulfate atau sodium lauryl sulfate)
5. APS (Ammonium persulfat) ( pa)
6. 2- Merkaptoetanol (biologi molekuier)

7. Gliserol (pa)

26
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8. Bromfenol biru

9. Glisin

10. Metanol (pa )

11. Komasi biru R-250, HCI (pa)
12. NaCl (pa)

[3. Asam asetat glasial {pa)

14. Perak nitrat (pa)

15. Rainbow coloured protein molecular weight markers

4.2 Alat Penelitian
Alat yang digunakan berupa alat gelas dan non gelas antara lain :.
(1). 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 —11
(7). Tabung dialisis
(8). Freezedrying EYELA FD-1
(9). Chromato Scanner Dual Wavelength CS5-930 Shimadzu

{10) Spectrofotometer UV-Visible UV-1601 Shimadzu.
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4.3 Metodologi Penelitian

43.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif dengan mencan data untuk
menentukan marker protein daging babi, sapi dan campurannya. Analisis data
divratkan secara diskriptif dan data—data yang diperoleh selama penelitian di

laboratorium.

4.3.2 Skema Kerja

Sampel daging vyang diambil dari 4 sapi dan 4 babi masing-masing ditimbang
dengan berat yang sama + 30 gram. Kemudian dilakukan ekstraksi protein terlarutnya
dengan menambahkan 60 ml NaCt 0,9 % dan diblender selama 5 menit. Untuk
campuran ditimbang daging sapi dan babi dengan perbandingan (50:50) % dan
selanjutnya dikerjakan seperti diatas. Hasil dan ekstraks kasar dari protein yang
diperoleh kemudian disenttifus 6000 rpm selama 15 menit, dan selanjutnya disaring.
Supernatan yang dihasilkan dikumpulkan, kemudian dilakukan dialisis untuk
memperoleh kandungan protein yang lebth mumi karena partikel-partikel kecil dan
ton-ton akan melewati pori-pori selaput semipermeabel tersebut akan keluar dan
kantong dialisis. Setelah dialisis selesai maka sampel siap untuk dipakai
elektroforesis, dan sebelum dilakukan elektroforesis dilakukan pengukuran
konsentrast protein dari masing-masing ekstrak protein yang diperoleh Untuk lebih

jelasnya bisa dilihat skema kerja pada gambar 4.1
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Sampel
|
¥ Y ¥
Sapi Campuran Babi
Tidak Direbus: Tidak Direbus: Tidak direbus: Direbus:
direbus: direbus:
SP1 R SBR BBI BBl R
SP1 SP2R SB (50:50)% (50:50)% BB2 BB2 R
Sp2 SP3IR BB3 BB3 R
5P3 SP4 R BB4 BB4 R
SP4

Diblender
Disentrifus
15 menit 6000 rpm
Padatan Supematan
4
Disaring
r
Freeze drying
Dialisis
h
Prngukuran kadar protein
h 4
Elektroforesis
Gambar 4,1 Skema kerja
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4.3.3 Larutan Kerja

(1) Larutan A terdiri dan : Aknlfamid 29.2 gram (30 % b/v) . Bis-aknilamid 0.8
gram (0.8 % bv), dan akuades sampai 100 ml

(2) Larutan B terdiri dan {buffer gel pemisah 4 x} terdin dari: Tris HCl 2 M pH 8,8
75 ml. SDS 10 % 4 mi dan akuades 21 ml

(3) Larutan C (buffer gel penyusun 4x) terdiri dani : Tris HCI 1 M pH 6.8 50 ml, SDS
10 % 4 ml, dan akuades 46 mi

(4) Amonium persulfat 10 % terdiri dan © Ammonium persulfat 0,5 gram dan
akuades 5 ml

(5) Bufer Elektroforesis terdini dari : Tris 3 gram, Glisin 14,4 gram SDS 1 gram dan
akuades 1 hiter

{(6) Bufer sampel (5 x) terdin dari : Tris HCl 1 M pH 6,8 0,6 ml, Gliserol 50 % 5 ml,
SDS 10 % 2 ml, 2 - Merkaptoetano!l 0,5 ml, Bromfenol Biru 0.1 % | ml dan
akuades 0.9 ml.

(7) Larutan pewarna gel komasi terdiri dari : 1,0 gr komasi biru R-250 , metanol 450
mi akuades 430 ml dan asam asetat glacial 100 mi.

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

100 m! dan akuades 800 ml.

4.3.4 Pemurnian Protein

Pemurnian protein dilakukan dengan cara dialisis yaitu dengan merendam
kantong dialisis yang sudah terisi supemnatan darni 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 stirrer. Akuades diganti setiap 2 jam sekali dan setiap penggantian dilakukan
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pengetesan adanya ion Ci ~ menggunakan perak nitrat. Dialisis diakhin sampan tes

adanya ion C1~ hasiinya negatif.

Larutan pekat —H

‘)“:q_.'  —

aud

Gambar 4.2 Dasar pemisahan molekul berdasarkan besar molekul dengan dialisis;
molekul protein yang tertahan dalam kantong dialisis, sedangkan
molekul kecil berdifusi ke medsum (Stryer, 2000).

4.3.5 Penentuan Konsentrasi Protein

Untuk menentukan konsentrasi protein secara cepat dan larutan sampel yang

mengandung protein yaitu dengan cara mengukur absorbansi pada A 280 nm . Pada

pengujian ini didasarkan pengukuran residu penillalanin, tirosin dan triptofan

sehingga kalau protein tersebut tidak mengandung residu tersebut maka tidak akan

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

maka konsentrasi protein bisa dihitung dengan rumus di bawah i

Konsentrasi protein (mg /ml)= 1.3 x Aio— 0,75 X A 30
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4.3.6 Perhitungan jumlah larutan stok untuk gel pemisah dengan kadar
akrilamid X % adalah sebagai berikut :

Larutan A X/3 mi
Larutan B 2.5ml
Akuades (7.5 -X/3)ml
APS 10% 50 pl
TEMED 5ul

Volume total 10 mi

Tabel.4.1 Hitungan konsentrasi akrilamid gel pemisah 15 %, 17,5 % dan 20 % dalam

volume 10 ml
Nama Bahan Konsentrasi 15 % Konsentrasi 17,5 % Konsentrasi 20 %
Larutan A S5ml 583 ml 6.67 ml
Larutan C 2,5ml 2,5 ml 2,5ml
Akuades 2.5mi 1,67 ml 0,83 ml
APS 10 % 50 50 50
Temed 5 5 5

Lntuk membuat gel penyusun memakai rumus yang sama tetap: untuk larutan B

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

4.3.7 Pembuatan gel pemisah

1) Mempersiapkan pelat kaca dengan ukuran 10x10 cm, tebal gel 0,75 mm yang
terdiri dari 10 sumur dan  dusi air terlebih dahulu untuk menguji adanya

kebocoran.

2) Larutan A dan B dicampur dalam beaker glass kecil dan ditambahlkan air suling
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3) Kemudian ditambahkan ammoniwin persultat dan TEMED ke dalam campuran,

sambil diaduk perlahan dan segera tuang ke dalam cetakan gel menggunakan pipet

yang disandarkan pada bagian tepi

4) Penuangan gel sampai 1,5 cm dan bagan atas pelat kemudian dilapiskan air

suling 1-5 mm dan selanjutnya gel dibiarkan terpolimenisasi.

1}

Gambar 4.3 Cara menuang gel pemisah

4.3.8 Pembuatan gel penyusun

1)

2)

3)

4)

3)

6)

TESIS

Air yang melapisi gel permsah dibuang

Larutan A dan C dicampur dan ditambah air suling

Ditambahkan ammonium persuifat dan TEMED, dengan pengadukan
perlahan

Larutan gel penyusun dituang diatas gel pemisah menggunakan pipet
sampai penuh

Cepat-cepat sisir dimasukkan ke dalam gel penyusun sebelum gel
memadat

Gel penyusun dibiarkan selama 30 menit sampai terpolimerisasi sempurma
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7) Sisir diambil dengan cara diangkat secara hati-hati

8) Gel beserta cetakannya diposisikan pada sistem elektroforesis

9) Bufer elektroforesis dimasukkan ke dalam reservoir atas dan bawah

10) Sumur-swnur periu diperiksa apakah terdapat gelembung udara atau
terdistorsi umbainya, hal ini bisa dihingkan dengan menggunakan alat

injeksi Hamilton .

__ basteur
pipelte

r/"'.]—7

polymerized
separating ge!

Gambar 4.4 Cara menuang gel penyusun
43.9 Preparasi Sampel
Larutan sampel protein sebanyak 20 pu 1 dicampur dengan § p | buffer sampel
5x dalam tabung Eppendorf, dipanaskan pada 100 °C selama 5 menit
kemudian disentrifus pada mikrofuga selama 1 detik untuk menghilangkan

debris. Apabila banyak debris perfu waktu lebih lama untuk sentnifiss..
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4.3.10 Perlakuan Perebusan
Untuk perebusan dilakukan terhadap daging babi .sapi dan campuran sapi dan
babi dipanaskan 100 °C selama 5 menit . Untuk selanjutnya dilakukan

preparasi sampel seperti prosedur diatas..

4.3.11 Cara Menuang sampel (loading)
Sampel dimasukkan ke dalam sumur menggunakan alat injeks: Hamilton atau
np dispusibel . Sampel diteteskan pada bagian dasar sumur, alat imjeksi
diangkat perlahan bersamaan dengan naiknya permukaan larutan sampel

dalam sumur.

Gambar 4,5 Cara memasukkan sampel protein

4.3.12 Cara 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 mA
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3) Elektroforesis dilangsungkan sampat permukaan pewama bermigrasi 1-5
mm dan dasar gel.
4) Sumber arus dimatikan, piug elektrode dicabut, dan gel dikeluarkan

dan sistem elektroforesis . Kemudian gel siap untuk diberi pewamna.

Pewarnaan (Staining)

Gel diangkat dan sistem elektroforesis dengan menggunakan sarung tangan
dan dimasukkan ke dalam kontainer benst 20 mi larutan pewarna gel
komasi kemudian diagitasi selama 30 menit pada rocking shaker dengan

kecepatan rendah . Selama agitasi kontainer dalam keadaan tertutup

Penghilangan Warna (Destaining)

Larutan pewarna gel komasi dikeluarkan dari kontainer gel dibilas cepat-
cepat dengan akuades, setelah itu akuades dibuang dan selanjutnya dicuci
dengan larutan penghilang warna gel sekitar 50 mi kemudian diagitasi
beberapa saat dalam kontainer tertutup. Untuk menghilangkan wama secara
sempuma periu diagitasi semalam dengan beberapa kali mengganti larutan

penghilang warma gel.

4.3.15 Cara Analisis Data

I. Untuk melihat perbedaan profil pita-pita protein antara daging sapi dan
babi dilakukan dengan cara membandingkan profil pita protein yang

muncul pada sapi dan babi pada daging mentah.
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2. Menentukan pita pembeda antara protein daging sapi dan bab1 vaitu pita
protein yang ada pada babi tetam tidak ditemukan pada sapi atau
sebaliknya. .

3. Menentukan pita protein pembeda pada campuran antara daging sapi dan
babi pada daging mentah.

4. Langkah yang sama pada no 1.2 dan 3 dilakukan pada daging yang
direbus.

5 Menentukan Rf dan pita protein pembeda daging sapi dan babi dengan
menggunakan TLC-Scanner

6. Menentukan berat molekul pita protein pembeda dibandingkan dengan pita

protein marker standar.,
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BAB 5§

5.1 Hasil Pengukuran Konsentrasi Protein Sampel.

dan masing-masing sampel. Hal ini perlu dilakukan agar kadar protein dalam setiap

ranning kurang lebth sama sehingga tidak mempengarubi profil pita hasil

Pengukuran konsentrasi protein dilakukan untuk mengetahui konsentrasi protein

elektroforesis. Tabte 5.1 berikut ini mencanturnkan kadar protein sampel.

C(mg/mh=15xA280-075x A260

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

Kadar Protein terukur Kadar Protain
No. Nama A pada A pada
Sampel | A 280 nm | A 260 nm (mg/ml) pada (mg/ml)
pengenceran 70 kali

1 Sp1 0,349 0,292 0,305 21,350
2 Sp2 0,406 0,314 0,374 26,180
3 Sp3 0,473 0,325 (0,468 32620
4 Spé4 0,430 Q0,405 0,341 23,870
5 Bb1 0523 0,506 0,405 28,350
& Bb2 0,772 0,636 0,681 47 670
7 Bb3 0,482 0,376 0.441 30,870
8 Bb4 0615 0,611 (0,464 32,480
8 SpiR 0,268 0,378 0,119 8,330
10 | Sp2R 0,281 0,427 0,101 7.070
11 | 8p3R 0,320 0,236 0,303 21.210
12 | Sp4R 0,234 0,322 0,109 7.630
13 | BbIR 0,331 0,493 0,127 8,890
14 | Bb2R 0,217 0,386 0,201 14,070
15 | Bb3R 0,211 0,423 0,149 10,430
18 | BbdR 0,287 0,451 0.092 6,440
17 | SB 0,521 0,475 0,425 28,750
18 | SBR 0,201 0,200 0,150 10,500

Keterangan Tabel 5.1 Sp

TESIS

= Sapi ; Bb = Babi . SpR = Sapi Rebus ; BbR = Babi Rebus ;
S$B = Campuran Sapi dan Babi ( 50:50 ) % ; dan SBR = Campuran Sapi dan
Babi Rebus

(50:50)%
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5.2 Pemekatan Larutan Protein Sampel

Hasil pengukuran kadar protein sampel sangat bervaniasi. Untuk itu perlu
pemekatan sampel SplR. Sp2R. Sp4R. BblR. Bb2R. Bb3R, Bb4R dan SBR. dengan
menggunakan freeze drying sampai kadar protein sampel dalam setiap ml kurang
lebih sama.

Tabel 5.2 Konsentrasi sampel hasil pemekatan

No Nama Sampel | Kadar Protetn mg/ml
o SpIR 30734
2 SpaR .; 18,956
3 Sp4R ; 19.530 g
4 [ 77 BbIR T 20685
A Bb2R : 25263
L Bbh3R l 19,586
7 ‘ Bb4R ; 17.938
8 . SB 22,624

Kadar protein dan 18 sampel setelah pemekatan masih bervariasi yaitu dengan
nilai rata-rata 25981 mg/ml dan KV 27897 %. Untuk memperoleh kadar sampel

yang kurang lebih sara maka sebelum running dilakukan pengenceran.

5.3 Hasil penentuan sensitivitas
Kadar protein untuk pengujian sensitivitas dan profil pita protein pada tabel 5.3

Tabel 5.3 Pengenceran kadar protein untuk pengujian sensitivitas.

NO Volume Volume ;i :f:;l
. Sampel pl Akuades pl mg/mt
| 100 LY 4,767
2 200 B0 1 9334
3 300 F00 14.301
4 400 [t 19,068
5 500 500 23.835
6 600 400 28.602
7 ELY i 3 33.369
8 800 200 38.136
Y 00 100 42 903
10 1000 0 47,670
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Hasil penentuan sensitivitas konsentrasi sampel terhadap profil pita protein dan
sampel daging babi (Bb2) dengan konsentrasi sampel 47,670 mg/ml dapat dilihat pada
gambar 5.1. Pita protein sampel 1 dan 2 bagian atas yang tidak nampak karena
konsentrasinya terlalu kecil schingga intensitas dari pita protein tersebut lemah.
Sampel dengan no 3 sampai no 9 menghasitkan profil pita protein yang lebth bagus
dan hampir sama. Sedangkan untuk sampel dengan no 10 menghasilkan profil pita
protein yang kurang memisah (failing), karena konsentrasi dan sampel terlalu pekat
sehingga sulit tegadinya pemisahan. Dengan hasil yang diperoleh maka untuk
running harus menggunakan konsentrasi mulai 14,301 mg/ml sampai dengan

42,903 mg/m!.

t 2 3 4 5 6 7 8 910

Gambar 5.1 Penentuan sensitivitas profil pita protein ( pengenceran no 1 sampai
dengan 10 )

5.4 Optimasi konsentrasi akrilamid gel pemisah
Optimasi gel pemisah dengan 3 variasi kadar aknlamid yaitu 15%, 17,5% dan
20%. Dan ketiga kondisi tersebut dipilih kadar akrilamid gel pemisah yang optimal

yaitu yang dapat membenkan hasil resolusi yang paling baik dengan yang
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memunculkan banyak pita protein yang tipis, tajam dan tidak terjadi overiab. Profil
pita protein daging sapi dan daging babi mentah hasil elektroforesis pada gel pemisah

15% ,17,5% dan 20 % bisa dilihat pada gambar 5.2 gambar 5.3 dan gambar 5.4.

Gambar 5.2 Profil pita protein yang dihasilkan dari gel pemisah dengan konsentrasi
akrilamid 15% ( 1=Spl; 2=Sp2; 3=Sp4; 4=Sp5; 5=Bbl; 6=Bb2; 7=Bb3;
dan 8 = Bb4 )

Gel pemisah dengan konsentrasi akrilamid 15% menghasitkan sedikit profil pita
protein karena sebagian pita protein sudah lepas dari gel. Hal ini terjadi karena
semakin kecil kadar akrilamid maka semakin besar pori-pori akrilamid schingga
molekul protein berjalan lebih cepat. Selain itu profil pita protein yang dihasilkan
antara molekul protein yang mempunyai berat molekul berdekatan masih belum

memisab (overlab) sehingga pita proteinnya melebar.
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1 2 3 4 5§ 6 78

Gambar 5.3 Profil pita protein yang dihasilkan dari gel pemisah dengan konsentrasi
akrilamid 17,5% (1=Spl; 2=Sp2; 3=Sp3; 4=Sp4; 5=Bbl; 6=Bb2, 7=Bb3
dan 8=Bbd)

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.

Gambar 5.4 Profil pita protein daging sapi dan daging babi pada gel pemisah dengan
konsentrasi akrilamid 20% (1=Spl; 2=Sp2; 3=8p3; 4=Sp4; 5=Bbl;
6=Bb2; 7=Bb3 dan 8=Bb4)
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Elekiroforesis pada gel pemisah dengan konsentrasi aknlamid 20%
menghasilkan profil 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 optimum dari konsentrasi akrilamid gel
pemisah adalah 20%. Untuk selanjutnya running dilakukan pada gel pemisah dengan

konsentrasi akrilamid 20%.

5.5 Profil pita protein dari sampel yang direbus
Ekstrak protein yang dihasilkan dari sampel protein yang direbus kadamya

jebih rendah dan hasil elektroforesisnya bisa dilihat pada gambar 5.5

Gambar 5.5 Profil pita protein yang dihasilkan dan daging rebus pada konsentrasi
akrilamid 20% (1=SpIR, 2=Sp2R, 3=Sp3R, 4=Sp4R, 5=BbiR, 6=Bb2R,
7=Bb3R dan 8=Bb4R)

Hasil elektroforesis daging rebus hanya muncul dua pita protein yang sama pada
satu sampel sapi (Sp3R), dan dua sampel babi (Bb2R dan Bb3R) sedangkan yang

lain tidak rauncul pita protein. Pada daging rebus proteinnya terdenaturasi sehingga

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

Hasil elektroforesis campuran dari daging sapi dan babi pada daging mentah
dan daging yang direbus dengan perbandingan 50:50% dapat dilihat pada gambar 5.6
Profil pita protein campuran pada daging mentah muncul profil pita protein yang
sama pada daging sapi (Spl) dan protein daging babi (Bbl). Dan untuk daging
rebus campuran tidak muncu! pita protein, demikian juga pada sapi rebus (Sp1R) dan

babi rebus (BbIR)

i e g et ™ Y el

Garmbar 5.6 Profil pita protein daging sapi, babi dan campuran (1=SpiR; 2=Spl; pada
gel pemisah dengan konsentrasi akrilamid 20% 1=SpiR; 2=Spl;
3=BbIR;4= Bbl; 5=SBR dan 6=8SB}

5.7 Penentuan pita pembeda dari protein daging babi

Hasil running penentuan marker protein daging babi bisa dilihat pada gambar
5.7. Dan profil pita protein yang muncul bisa dilihat adanya pita beda pada babi yang
tidak diternukan pada sapi dengan harga Rf 0,152 untuk Bb3 dan 0,148 untuk Bbl.
Pita beda tersebut kemudian dianggap scbagai pita protein pembeda daging babi

dengan Rf rata-rata 0,15,
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Gambar 5.7 Profil pita protein daging sapi, daging babi dan marker
protein penentu berat molekul pada gel akrilamid dengan
konsenirasi 20% (1=Sp4; 2=Sp3 ; 3=marker protein penentu
BM , 4= Bb3; dan 5=Bb1)

5.8 Identifikasi pita protein daging sapi dan babi dengan TLC-Scanner
Untuk mempertajam analisis profil pita protein maka dilakukan identifikasi
dengan menggunakan TI.C-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 5.9 Kromatogram profil pita protein daging sapi (Sp3)
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Gambar 5.11 Kromatogram profil pita protein daging bab {(Bb3)
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Gambar 5.12 Kromatogram profil pita protein daging babi (Bbl)

Dari kromatogram profil pita protein di diatas dapat diidentifikasi adanya profil pita
protein dengan mencan harga Rfitya. Harga Rf dihitung dengan cara merubah
harga posisi pita dibagi dengan batas akhir fracking dye. Data jarak pita protein
dengan juag areanya pada lampiran 1 sampai lampiran 5.

Jarak (cm) pita-pita protein dari batas atas gel pemisah
Rf=

Jarak (cm) fracking dye dan batas atas gel pemisah
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Tabel 5.7 Rf profil pita protein dari daging sapi, babi dan marker standar .

TESIS

RfSp4 | RFSp3 Rf RfBb3 | R{Bbi
Marker |
- - 0,056 - .
- - - 0,089 0,088 |
0,094 0,099 0,095 - -
- - 0,116 | - -
e - - 0,146 | 0,141
0159 | . - o - .
- - 0,164 - -
- - - 0,171 -
- 0,183 - - -
0,199 . - 0,199 0,192
- 0,235 . 0,235 -
10,249 - - . 0,246
- . . 0,256 -
. - . 0,269
- - 0,274 - -
0,288 - - -
- - - 0,299 0,293
-1 0343 - _].0346
- . 0,356 - -
0,375 . - - -
- . - 0,391 -
LA S . L 0,404
- - - - 0,425
- .]..044] 0,446 - S
0,452 - - - .
~ _ 0467 |
B 0,477 0,473
| 049 | _ e
0,509
0,521 0,529
j 0,538 0.531
_ ..0,549
B 0,562
. 0’569 —— e et
0 0,574
0,59 __
0,638
0,672
0,684 0,681
0.692
0,706
| 0,735
0,783
N 0,811
0,827 0,827
0,903 i
0,931
0043 | ~
0,952
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Perbedaan profil ditentukan jika 2 sampel sapi muncul pita sedangkan sampel
babi tidak muncul atau sebaliknya. Dari tabel tersebut diatas perbedaan profil pita
protein babi pada Rf 0,089 (Bb3), Rf 0,088 (Bbl), Rf 0.146 (Bb3). Rf0.141 (Bbl),
Rf 0,299 (Bb3), Rf 0,293(Bbl), Rf 0,684 (Bb3) dan Rf 0,681 (Bbl) sedangkan pada
sapi tidak ditemukan. Selain 1tu perbedaannya juga dapat dilihat pada Rf 0,094 (Sp4)
Rf 0,099 (Sp3), dan Rf 0,827 ( Sp4 dan Sp3) sedangkan pada babi tidak ditemukan.
Perbedaan profil tersebut ditentukan jika 2 sampel sapi muncul pita sedangkan sampel

babi tidak muncul atau sebaliknya.

5.9 Penentuan berat molekul pita protein pembeda dari daging babi

Berat molekul ditentukan dengan memasukkan harga Rf kedalam persamaan

garis regresi linier marker standar.

Tabel 5.6 Berat Molekul dan Rf Marker Standar

Berat Molekul

1: No (Dalton) !1 Wama pita Rf marker :f
N 3400 ¢ Brnu | 0996 |
2 6500 . Birutua 0 822 :
3 14300 . Magenta 0,661
4 21500 | Biru i 0.441
5 30000 |  Oranye | 0,258 ,
6 46000 | Kuning [ 0097

Kurva standar marker protein pada kertas grafik semilog dengan sumbu x berat

molekul dan sumbu v mobilitas relatif molekul (Rf).
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|  y=-0.7934x + 3.8477
14 N =
0.8
L

& 0.6 .
0.4 | \ -
0.2 "~ \

Log. BM

(Gambar 5.13 Grafik Penentuan BM Pita Protein Pembeda Dari Daging Sapt Dan
Babi

Dari persamaan garis regresi linier pada gambar 5.7, selanjutnya hasil identifikasi pita

protein dengan TLC —Scanner dapat dihitung berat molekulnya.

Tabel 5.7 Berat molekul pita protein pembeda dari daging sap1 dan babi

Rf Sapi Rf Babi
BM kD BM kD
Sp4 Sp3 Rata-rata Bb3 Bbl Rata-rata
0,094 | 0,099 | 00965 | 5346 | 0,089 | 0,088 0,0885 54,71
0827 | 0,827 0,827 6.42 0,146 | 0,141 0,1435 36,64
0299 | 0293 0,296 29,96
0684 1 0,681 0,6825 976
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BAB 6

PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi protein dan daging mentah mempunyai kadar protein yang
lebih tinggi dan pada daging yang direbus. Pada sampel! yang mentah banyak protein
yang larut sedangkan yang direbus sedikit protein yang terlarut karena pada
pemanasan terjadi denaturasi yang selanjutnya protein tersebut mengalami koaguias:
{Winamo,1991).

Dan hasil penentuan sensitivitas proftl pita protein diketahur bahwa untuk
menghasilkan profil pita protein vang kurang lebith sama maka diperiukan
konsentrasi sampel antara 14,301 mg/ml sampai 42,903 mg/ml. Dengan demikian
intensitas profil pita protein ditentukan oleh konsentrasi sampel yang digunakan
running. Untuk sampel dengan konsentrast terlalu kecil maka profil pita protein tidak
muncul atau 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 protein yang tipis dan tajam.
Semakin rendah kadar akrilamid yang dipakai pada gel pemisah maka semakin besar
poni-pori dari akrilamid sehingga protein yang dipisahkan juga bemigasi lebih cepat
dibandingkan dengan Kkadar akrilamid yang lebib tinggt (DeCourcy. 2000) Karena
migrasi protein yang dipisahkan lebih cepat maka pemisahan protein yang
mempunyai berat molekul berdekatan masih belum memisah sempumna sehingga pita
protein yang dihasilkan melebar dan banyak protein yang sudah ketuar dan gel. Untuk

mengatasi hal ini gel pemisah yang digunakan harus lebih panjang atau menggunakan

52
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akrilamid dengan konsenfrasi yang lebih besar. Gel Pemisah dengan konsentrasi
akrilamid yang lebih tinggi mempunyai pori-pori yang lebih kecil sehingga molekul
protein berjalan lebih lambat dan memisah dengan sempurma. Dengan demikian
banyak memunculkan pita protein yang tipis dan tajam dengan resolusi yang baik.

Untuk sampel] vang direbus terlebth dahulu hanya dua profil pita protein
yang muncul pada daging sapi dan daging babi. Dar1 8 sampel hanya 3 sampel yang
muncul 2 pita protein tersebut. Hal ini bisa terjadi karena untuk sampel yang direbus
proteinnya mengalami denaturasi sehingga terjadi koagutasi Dengan penambahan f-
Merkaptoetanol dan SDS tidak mampu untuk mengural struktur protein tersebut
menjadi protein yang larut.

Untuk campuran masih belum nampak adanya marker protein babi hal ini
mungkin terjadi karena konsentrasi protein daging babi dalam campuran terdalu kecil
sehingga intensitas profil babi terlalu iemah.

Dari hasil TLC Scanner di dapat data bahwa pita protein pembeda pada
daging babi mempunyai rata-rata Rf 0,0885; 0,1435; 0,296 dan 0,6825 dengan berat
molekul berturut turut 54.71; 46.64; 29,96 dan 9.76 kD dan untuk daging sapi
mempunyai rata-rata Rf 0,0965 dengan berat molekul 53,46 kD dan 0,827 dengan
berat molekul 6,42 kD. Kecepatan migrasi protein selama elektroforesis berbanding
terbalik dengan berat molekulnya., makin besar molekul makin lambat migrasinya
(Stryer, 2000 ).

Pita protein pembeda hanya ditemukan pada daging yang masih mentah
sedangkan daging yang sudah direbus belum ditemukan karena proteinnya sudah

terdenaturasi.

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH




IR - Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Dari 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 untuk 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 metalui teknik
pemisahan elektroforesis SDS-PAGE  karena proteinnva sudah terdenaturasi

sehingga kurang larut .

7.2 Saran

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

campurannya yang sudah direbus perlu dicari pelarut untuk melarutkan protein

yang sudah terdenaturasi.

54

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI .... ANING PURWANINGSIH




2.

L

IR - Perpustakaan Universitas Airlangga 55

Untuk memperoleh pemisahan yang lebih spesifik perlu dicoba elektroforesis
dua dimensi dengan arah vertikal berdasarkan titik isoelektrik dan dengan
horizontal berdasarkan massa protein..

Metode yang digunakan pada penelitian ini belum bisa digunakan sebagai
metode sederhana 1dentifikasi adanya daging babi karena hanya bisa dipakai
untuk daging mentah sedangkan daging yang sudah diolah perlu dican pelarut

untuk melarutkan protein yang sudah terdenaturasi.
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Lampiran 1
Data TLC-

i, ¥ Pus, BRER MeR “
1 91,4 1e3, 251 1 gL
2 161, 4 FA225, 14 4 £,2
3 185.9 S4L, G ] g5
4 182,56 44122, 38 H 4.1
S i12.9 31251.44 y 3.6
£ i14,7 45343, 3¢ 1 4.7
7 126, 6 235744.4 1 23.1
g8 128.9 3517480 U %4
9 . 1£8.5 94163, 3 y 9,7
19 132.3 116132.5 d! 11,3
i1 142:73 174579, 1 U 17,1
12 151.5 112537, 4 1 11,0
13 156.7 24465, 55 K 2.2,
i4 166, & 2288716 \ 3.F
TOTel tavawen « 77
Lampiran 2

HE. Y POS, SRET MERY A
i 191,53 £6536, 632 l ;
2 1p7.S 42932, 56 d i
3 111 S2473, a3 Y 5.
4  1ig.4 413651, 8 1} 4z,
S 125,14 43E37. 34 Y g.
5 127.6 G5455, 3 Y 10
7 139.6 54756, 28 J =
2 140.3 23e0E. € : 02,
3 151.5 72199, 3 X =

13 159, 4d 3561, 654 i @,
TOTal a7dE15.1

TESIS IDENTIFIKASI PROTEIN DAGING SAPI ....

LY I -l S F O N - N - A )

58

Scanner posisi pita protein dan luas areanya unfuk sampel Sp4
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ta protein dan luas areanya untuk sampel Bbl

.

isi pi

Data TLC-Scanner pos

Lampiran 3
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Lampiran 5

Data TLC-Scanner posisi pita protein dan luas areanya dari marker standar

MG, ¥ PCS. At HGRE .
i S2.% oy, =7 il £ |
2 4,5 474, TR3 Ll %, 1
3 9%, & Fi43.37 ¥ 1.7
4 id1.3 174E, 158 i 6.5
5 132,59 944, 125 3 “,3
£ 185, 2 gRE7, 39 il 3.4
7 113.7 39591 .04 i 12,4
a 119.3 2294,543 Y 4.7
= 125.5. raanz, 1 L 3.5
18 12,1 797 .27 i) 9.2
11 131.2 v 450,738 1) .1
12 132.% '85%1,657 u B.2
12 133.4 739,132 Lt fg.2
14 134,72 2i2., 728 L d.2
s 135.6 43500, 22 - b 14,6
1s 143.2 AT, 270 L H.4
t7 142.5 £523724.3 U 8.8
15 153, 6 33335.£8 U 11.2
© TATAL 297236,6
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Lampiran 6
Cara Menghitung Rf dari TLC ~Scanner

Jarak pita pita protein dari tepi atas gel pemisah dihitung dengan cara mengurangi 5 cm
dan data posisi pita protein TLC-Scanner, yang merupakan jarak staking gel

( aslinya 0,5 cm). Jarak pita-pita protein dari batas bawah gel pemisah dengan cara
mengurangi data posisi maksimum dengan posisi pita protein hasil TLC, kemudian

hasilnya dikurangi 5 cm .

Contoh pada sampel SP4
Posisi maksimum 1633
Posisi pita 101 .4
Jarak awal 90

RfF= (1014:90)-5 = 64 = 0,094
(1633 - 90)-5 68.3
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Lampiran 7
Cara menghitung Rf marker protein standar sbb

Dart gambar diperoleh data sebagai berikut :

Marker Bb3 Bbl

Spé  Sp3

Jarak tracking dye dari batas atas gel pemisah 5,9 cm

62

No|  Berat Molekul Hitungan Rf

1| 3400 5,875/5,9 = 0,996 |
2 6500 4,850/5,9 = 0,822

3 14300 39/59 = 0,661

4 21500 26/59 = 0441 |
5 30000 1,525/5,9 = 0,258

6 46000 0,575/59 = 0,097

Rf pita protein pembeda daging babi :

Bb3 0,475/59=0,152
. Bbl 0,525/59=0,148
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