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KATA PENGANTAR

Puji syukurpenulis panjatkan ke hadirat Allah SWT, karena
dengan rahmat- Nya, buku yang berjudul Kenetika Oksidasi
Protein lkan Kakap Merah (Lutjanussp) dapat penulis selesaikan.
Oksidasi protein adalah terjadinya modifikasi ikatan kovalen pada
protein yang diinduksi baik secara langsung oleh senyawa-senyawa
oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) maupun secara
tidak langsung oleh produk-produk sekunder dari keadaan stress
oksidatif.

Protein dapat mengalami kerusakan oksidatif oleh adanya
radikal-radikal pengoksidasi (antara lain: radikal hidroksil, radikal
peroksil, radikal alkoksil dan beberapa radikal lainnya), molekul-
molekul pengoksidasi non radikal (oksigen singlet, HOCI, HOBr,
peroksinitrit, O, dan sinar ultra violet), dan oleh reaksi- reaksi
sekunder dari produk-produk intermediate oksidasi protein yang
reaktif sertaoleh produk oksidasi protein itu sendiri.

Selain oleh senyawa oksigen reaktif, kerusakan oksidatif protein
dapat juga disebabkan oleh interaksi dengan produk-produk hasil
oksidasi lipid seperti 4-hidroksinonenal dan malonaldehida.

Pada kesempatan ini penulis ingin mengucapkan terima kasih
dan penghargaan yang setinggi-tingginya kepada pihak yang
tangan dan memberi bantuan penyusunan dan penerbitan buku
ini. Akhirnya dengan segala kerendahan hati penulis mengharapkan
semoga buku ini bermanfaat bagi yang membutuhkannya.

Gorontalo, Juli 2022

Penulis

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) iii






DAFTAR ISI

KATA PENGANTAR ..ottt st sssseeas iii
DAFTAR IS] oottt sttt v
BAB |
PENDAHULUAN ..ottt essess s sss s essssss e ssssssens 1
BAB Il
OKSIDASI PROTEIN PADA IKAN KAKAP MERAH (Lutjanus sp).. 5
A.  Karakteristik [kan Kakap ... 5
B. Mekanisme Oksidasi Protein..........cveecnrenrinnennennenninnnes 6
C. Rantai Samping AlifatiK ... 13
D. Rantai Samping AromatiK......c..coeveenrrrrirreeneeennenneesessesesesssseennees 15
BAB IlI
FAKTOR-FAKTOR PENYEBAB OKSIDASI PROTEIN.......cc.ccovvermrrennces 19
A, OKSIGEN tHPIET ..ot 19
B.  OKSIgeN SiNGIEt ... 21
C. PErOKSINITIIT cooooeieieeeiee i 23
BAB IV
PROSES VALIDASI MODEL KINETIKA OKSIDASI......coveemeiernreenens 25
BAB V
KINETIKA OKSIDASI PROTEIN DAN EVALUASI SENSORIS
FILLET TKAN oottt ettt 31
A. Kinetika Oksidasi Protein 1Kan ... 31
B. Evaluasi Sensoris Fillet Ikan Kakap (Lutjanus sp) dan

Minyak Ikan Tuna (Thunnus sp) pada Suhu 40°C................... 36
BAB VI
PENUTUP ...ttt ettt sttt 41
DAFTAR PUSTAKA ..ottt sisesssesssse st sssssssessaeseos 43
TENTANG PENULIS ...ttt sissesesessssesssseseneees 60

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) v






BAB 1
PENDAHULUAN

Daging ikan merupakan sumber protein hewani yang penting
dan memiliki nilai biologis lebih tinggi dibanding dengan protein
daging lain. Daging ikan juga kaya akan asam lemak esensial (Poly
Unsaturated Fatty Acid, PUFA) dan karenanya sangat rentan terhadap
oksidasi lipid yang menyebabkan perubahantidak diinginkan
dalam rasa, tekstur, nilai gizi dan banyak konsekuensi patologis
(Jenadkk.,2008).

Telah diketahui bahwa oksidasi lipid merupakan masalah besar
selama penyimpanan dan pengolahan, terutama pada spesies otot
gelap daging ikan pelagis. Alasan yang mungkin di balik kerentanan
ini adalah jumlah pro-oksidan, seperti protein heme (Hb), mioglobin,
berat molekul rendah, kompleks logam transisi, dan lipoxygenases
pada otot daging ikan (Richards dkk., 2002; Undeland dkk., 2004;
Pazos dkk., 2005).

Selain oksidasi lipid, oksidasi protein dan kerusakan pada sistem
biologis juga telah dipelajari selama dua dekade terakhir. Hasil
dari studi ini menunjukkan bahwa spesies oksigen reaktif (Reactive
Oxygen Species, ROS) akan menyebabkan oksidasi rantai samping
asam amino, pembentukan ikatan silang antar protein-protein, dan
oksidasi rantai utama protein,yang mengakibatkan fragmentasi
protein.Selain itu, akan terjadi pula mediasi radikal bebas dari
oksidasi protein dan lipid yang tidak dapat dihindari pada fase berair
yang banyak memproduksi radikal bebas dalam daging ikan (Tokur
dan Korkmaz, 2007).Protein mengalami kerusakan oksidatif oleh
adanya radikal-radikal pengoksida antara lain: radikal hidroksil,
radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa radikal lainnya. Selain
senyawa oksigen reaktif, kerusakan protein dapat juga disebabkan
oleh produk- produk hasil oksidasi lipid seperti 4-hidroksinonenal

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) 1



dan malonaldehid serta beberapa aldehid maupun keton reaktif
lainnya (Berlett dan Stadman, 1997).

Spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) seperti
superoksida(O, ), hidroksil (OH*), peroxyl (RO.*), alkoxyl (RO*) dan
hidrogen peroksida (H,O,) dalam sistem makanan dan biologis,
terjadi secara alami dan dapat bereaksi dengan molekul biologis.
Namun, produksi spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species,
ROS) berlebihan dapat merusak kompleks molekul seluler, seperti
lemak, protein, atauDNA. Dalam ikan hidup, tercipta mekanisme
pertahanan anti- oksidatif yang menetralkan produksi dan efek
samping spesies oksigen reaktif, tapi mekanisme ini tidak bekerja
setelah kematiansehingga, menyebabkan akumulasi spesies oksigen
reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) pada daging ikan, yang bisa
menyebabkan modifikasi lipid dan protein.

Pada kondisi beku, senyawa oksidasi lipid yang diproduksi
berinteraksi dengan protein, menyebabkan oksidasi protein,
kehilangan nutrisi dan modifikasi atau perubahan elektroforesis
profil protein, sedangkan sistem antioksidan endogenmenunjukkan
bagian yang hilang (Aubourg dkk.,2004 ). Oksidasi asam lemak tak
jenuh ganda (Poly Unsaturated Fatty Acid, PUFA) dimulai dengan
produksi hidrogen-peroksida dengan tiga cara yang berbeda: (1)
autooksidasi, (2) oksidasi enzimatik, dan(3) fotooksidasi, yang juga
bisa terjadi secara bersamaan. Produk peroksida terurai dengan
mekanisme yang berbeda, membentuk produk oksidasi sekunder;
kedua produk oksidasi sekunder dan primer dapat bereaksi dengan
gugus amino protein, menghasilkan senyawa interaksi yang
memodifikasi rasa, bau dan sifat fungsional dari protein. Selanjutnya,
fraksi volatil senyawa ini diindikasikan sebagai penyebab ketengikan
dalam ikan berlemak(Arandadkk., 2005).

Pemodelan produk makanan adalah tugas rumit karena
kurangnya pengetahuan mengenai mekanisme, kesulitan untuk
melakukan eksperimen dan mendapatkan banyakdata yang dapat
dipercaya dan ketidakpastian mengenai sifat makanan.Sejauh ini,
pengolahan makanan sebagian besar didedikasikan pada keamanan
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produk, stabilisasidan meningkatkan operasi industri(Sablani dkk.,
2007).

Meskipun jumlah yang sangat besarpublikasi ilmiahnya
(Bimbenetdkk., 2007), perluasan pendekatan untuk pemodelan
makanan dandesain dibatasi sebagaiberikut:(1) banyak model satuan
operasi dikembangkan tetapi penerapannyatidak langsung;(2)
banyak ketidakpastian secara luas yang keduanya tersedia untuk
sifat bahan baku, parameter desain dan keandalan kondisi operasi
(tanpa kontrol khusus diimplementasikan);(3) saat ini, pengetahuan
yang akurat dari para ilmuwan makanan telah menyebabkan model
spesifikasi, yang berharga dalam domain kecil,yang merupakan
salah satu dari komposisiatau lingkungan fisik dan kimia.

Proses rekayasa makanan memiliki tiga tujuan: (1)
untukmemahami fenomena pada pengolahan yang dilakukan,
(2) untuk merancangunit operasi atau proses dan (3) untuk
mengendalikannya. Mengingatpengembangan alat yang tersedia
untuk industri kimia dalam tujuanuntuk industri makanan
dan perbedaan besar muncul. Meskipun banyak model usulan
sepanjang waktu untuk makanan, aplikasialat simulasi untuk situasi
kenyatannya masih rendah. Kurangnya pengetahuan,kurangnya
parameter ditentukan untuk model yang seringdibahas sebagai
tanggung jawab situasi. Dalam kasus proses makanan,umumnya
tujuannyasangat kompleks dan banyak.

Sejauh ini informasi dan penelitian mengenai model oksidasi
protein dan lemak ikan kakap (ikan-ikan demersal), masih sangat
jarang dilakukan dan belum banyak dipelajari secara detail. Ini
disebabkan penelitian-penelitian tentang model oksidasi protein
dan lemak pada fillet ikan belum menjadi perhatian utama dalam
bidang pemodelan oksidasi. Adanya informasi yang memadai dari
data protein dan lemak secara umum dapat dihasilkan dari ekstrak
filletikan kakap (Lutjanus sp)dan minyak ikan tuna (Thunnus sp),
diharapkan dapat digunakan untuk membuktikan secara ilmiah
bahwa model okisdasi protein dan model oksidasiminyak ikan tuna
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(Thunnus sp) dapatdi jadikan model dalam proses oksidasi protein
dan lemak selama displaysebagai akibat dari proses otooksidasi.

Kombinasi model oksidasi protein dan model oksidasi lemak
masih jarang dilakukan karena mekanisme terjadinya oksidasi protein
dan lemak masih diliputi oleh mekanisme yang berbedasehingga,
menimbulkan interpretasi mekanisme model oksidasi yang berbeda
pula. Model oksidasi ini dapat dilakukan dengan melihat persamaan
reaksi yang timbul akibat oksidasi tersebut, termasuk didalamnya
adalah oksidasi daging secara keseluruhan.

Model oksidasi lemak dan protein secara terpisah bisa
dikerjakan secara sederhana. Kombinasi kedua model diharapkan
merupakan interaksi kedua model dan mewakili oksidasi daging ikan
mengingat, kedua komponen merupakan penyusun utama daging.
Adapun laju oksidasi pada lemak dan protein yang dipengaruhi oleh
suhu dan lama waktu penyimpanan menyebabkan kerusakan asam-
asam amino penyusun protein serta asam-asam lemak esensial (Poly
Unsaturated Fatty Acid, PUFA) penyusun lemak.
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BAB II
OKSIDASI PROTEIN PADA
IKAN KAKAP MERAH (Lutjanus sp)

A. Karakteristik Ikan Kakap

lkan kakap (Lutjanus sp) tergolong ikan demersal,
selalu berkelompok dan bersembunyi di karang-karang.
Panangkapannya dilakukan dengan pancing kakap, encircling
net dengan rumpon, jaring insang dan trawl (Nurnadia dkk, 2011).
Ilkan kakap merah mengandung protein tinggi yaitu sebesar
20,45%. Komposisi kimia ikan kakap (Lutjanus sp) dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 1. Komposisi kimia daging ikan kakap (Lutjanus sp)

Senyawa Kimia Jumlah (%)
Air 78,00
Protein 20,45
Karbohidrat 0
Lemak 1,37
Abu 1,46

Sumber: Nurnadia dkk., 2011

Berdasarkan Tabel 2. terlihat pula bahwa protein merupakan
komponen yang dominan dalam daging ikan kakap (Lutjanus
sp), sedangkan lemak merupakan komponen yang sudah
dilaporkan rentan terhadap oksidasi.Peningkatan protein
karbonil disebabkan pada protein kakap merah dalam
penelitiansecara natural masih mengandung besi (Fe)
sehingga dapat memicuoksidasi. Walaupun dengan asumsi
kadar asam lemak dalam protein ikan sangat rendah sehingga

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) 5



dapat diabaikan, oksidasi lipida yang dikatalisa oleh Fe secara
natural masih dapat terjadi (Adams dkk., 2001).

B. Mekanisme Oksidasi Protein

1. Reaksi oksidasi protein pada sistim biologis

Oksidan (radikal maupun non radikal pengoksidasi) dapat
bereaksi dan mengakibatkan terjadinya kerusakan berbagai
molekul yang berperan penting dalam sistim kehidupan (molekul
dalam sistim biologis) seperti protein, lipid, kolesterol, DNA, RNA,
karbohidrat maupun antioksidan (Davies, 2005; Hensley dkk., 2004).
Besarnya kerusakan oksidatif yang ditimbulkan tergantung pada
konsentrasi target, kecepatan reaksi antara oksidan dan molekul
target, lokasi atau letak dari molekul target dan oksidan, terjadinya
kerusakan-kerusakan sekunder yang ditimbulkannya serta reaksi-
reaksi perbaikan dan penstabilan yang terjadi dalam sisitim biologis
atau target tersebut.

Protein merupakan target oksidasi yang penting karena
merupakan komponen terbesar penyusun hampir semua sistim
biologis, termasuk didalamnya bahan pangan (Andersen dan
Odstal, 2001). Tetapan laju reaksi antara oksidan dengan berbagai
makromolekul target dalam suatu sistim biologis dapat dilihat
pada Tabel 3.

Tabel 2. Tetapan laju reaksi dari radikal OH* dengan beberapa
molekul dan antioksidan

Substrat kecepatan rata-rata (dm? mol-1 s -1)
DNA 8 x 108
RNA 1x10°
Hyalurunan 7 x 108
Asam linoleat 9x10°
Kolagen 4 x 10"
Albumin 8 x 101

Antioksidan :
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Substrat kecepatan rata-rata (dm? mol-1 s -1)

Askorbat 1x 10
GSH 1x10"
Trolox C 6,9 x 10°

Sumber : Davies (2003)

Berdasarkan Tabel 4 terlihat bahwa protein merupakan target
yang potensial bagi radikal hidroksil (OH*). Salah satu faktor
penyebabnya adalah kandungan asam-asam amino penyusun
protein tersebut. Dimana asam-asam amino tersebut merupakan
target atau tempat dimana proses reaksi dari radikal tersebut dimulai
baik pada rantai samping (side chain) maupun pada kerangka utama
(back bone) protein. Tetapan laju reaksi (rate constant) dari berbagai
asam amino penyusun protein dengan radikal hidroksil dapat dilihat
pada Tabel 4.

Tabel 3. Tetapan laju reaksi asam-asam amino penyusun protein
denganradikal hidroksil

Substrat Kecepatan rata-rata (dm3 mol' s ")
Alanin 7.7 x 107
Arginin 3,5x10°
Asparagin 4,9 x107
Asam 7,5x107
aspartat 34 x10™
Sistein 2,1x 10°
Sistin 54 x 108
Glutamin 2,3x107
Asam glutamate 1,7 x 107
Glisin 1,7 x 107
Histidin 1,8x10°
Isoleusin 1,7 x 10°
Leusin 3,4 x 108
Lisin 8,3 x 10°
Metionin 6,5 x 10°
Penilalanin 4,8 x 108
Prolin 3,2 x 108
Serin 51x 108
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Substrat Kecepatan rata-rata (dm3 mol' s ")

Treonin 1,3 x 10
Triptopan 1,3 x 10"
Tirosin Valin 7,6 x 108
Cyclo(Gly)2 7,8 x 108
N-Ac-Gly-Gly 7,8 x 108

Sumber : Buxon dkk (1988)

Berdasarkan Tabel 4, terlihat bahwa radikal hidroksil (OH*)
merupakan radikal oksigen yang sangat reaktif secara kimiawi.
Radikal hidroksil ini sangat reaktif terhadap rantai samping asam-
asam amino seperti triptofan, tirosin, histidin, metionin, sistein,
fenilalanin, arginin, dan agak kurang reaktif pada asam-asam
amino seperti alanin, aspartat dan asparagin (Piere, 1995; Berlet
dan Stadman, 1997; Davies dkk., 1987).

Shacter (2000) dan Oliver dkk (1987) mendefinisikan oksidasi
protein adalah terjadinya modifikasi ikatan kovalen pada protein
yang diinduksi baik secara langsung oleh senyawa-senyawa oksigen
reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) maupun secara tidak langsung
oleh produk-produk sekunder dari keadaan stress oksidatif.
Sedangkan menurut Davies (2003), protein dapat mengalami
kerusakan oksidatif oleh adanya radikal-radikal pengoksidasi (antara
lain: radikal hidroksil, radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa
radikal lainnya), molekul- molekul pengoksidasi non radikal (oksigen
singlet, HOCI, HOBr, peroksinitrit, O, dan sinar ultra violet), dan oleh
reaksi-reaksi sekunder dari produk-produk intermediate oksidasi
protein yang reaktif serta oleh produk oksidasi protein itu sendiri.
Selain oleh senyawa oksigen reaktif, kerusakan oksidatif protein
dapat jugadisebabkan oleh interaksi dengan produk-produk hasil
oksidasi lipid seperti 4-hidroksinonenal dan malonaldehida (Nielson
dkk.,1985; Uchida dan Stadman, 1997; Berlett dan Stadman, 1997).

2. Kerangka utama protein sebagai reaksi oksidan

Kecepatan reaksi dari sebagian besar non radikal pengoksidasi
dengan kerangka utama protein berjalan sangat lambat serta hanya
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menyebabkan sedikit kerusakan pada tempat atau reaksi tersebut
(Davies, 2005). Hal ini sangat berbeda dengan radikal-radikal.
Radikal-radikal akan bereaksi sangat cepat dengan kerangka
utama dari protein, proses serangan radikal tersebut dimulai
dengan mengabstraksi atom hidrogen pada atom karbon-a yang
akhirnya dapat menyebabkan terjadinya fragmentasi pada kerangka
utama protein tersebut. Davies (2005) mengilustrasikan mekanisme
serangan radikal pada kerangka utama protein seperti pada Gambar

RO O Radical R OH o
AN = A e
OR g H 0 R H (1)
R H 0 0, A U
1 1 L
_/J\[rNYJ—N— —_— /‘\",N N
- | o
O R H 0r ool (2)

N%‘R’E"/\r“v’\: — J\r“’% : #JLV

O R OO

(3)

/J\“/ 78_ RE [ /J\", \7<)|_ rLduLh(m R HA_'\;—

8 {Jm—l O R o H
Y
R }I] 0
]
/l\n/N"T_-.'-U + II"'--1I\'.-"
o R H

(4)

Gambar 1. Radikal bebas oksigen sebagai mediasi terjadinya
oksidasi padakerangka utama protein (Davies, 2005).

Berdasarkan Gambar 1 diatas terlihat bagaimana mekanisme
terbentuknya radikal karbon-a baik secara langsung maupun
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tidak langsung serta dihasilkannya produk-produk oksidasi yang
lebih lanjut seperti terbentuknya peroksil radikaldengan kehadiran
oksigen. Reaksi berantai ini berjalan terus dan berujung pada
terjadinya fragmentasi pada kerangka utama protein tersebut.

Mekanisme reaksi radikal pada kerangka utama protein juga
dikemukakan oleh Hohn dkk., (2013), seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 2.

R R? ? R* @
~N—C— c—Ml— NH-(—C

H H H
\k ‘OH
N\ka B SO, - S & B

H
carbon-ccntcrcd radical derivative

-0,

B E R B R
H g H

peroxyl-radical

R’ \$\RJ !

hydroperoxide

HO, v$~~ Fe?*

D)
NV—E E‘—NH—%‘ E—T\H—é ?N
alkoxyl radical
a—amidatio‘r/ &{amidc pathway

~N—€“ if—\m + R ? iﬂ)w_& {f~ ~N—é ﬁ)—r\n—é + 0=(—r\~(Ll (u.*)~
I

amide derivative N-alkyl carbonyl derivative diamide derivative isocyanate derivative

Gambar 2. Mekanisme reaksi radikal pada kerangka utama
protein(Hohn dkk., 2013)

Secara lebih spesifik dan terinci Stadman dan Levine (2003)
menjelaskan mekanisme reaksi radikal pada kerangka utama protein
seperti pada Gambar 3. Mereka menyatakan bahwa reaksi radikal
dimulai dengan mengabstraksi atomhidrogen pada atom karbon-a
pada kerangka utama protein. Hal spesifik yang ditunjukkan dalam
penelitian ini mereka adalah atom hidrogen yang diabstraksi berasal
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dari rantai samping alifatik (aliphatic side chain) residu asam-asam
amino hidrofobik.

HoL (| P |6+ | O T N
6H (= HO, “H‘%\
#

|
-¢00H
|
.—E.
|
h
o) H,0.,0;
| . Fe{ll}
RN ,.
I
p -COo* Fellll)
Fe(lll) [ N~
Fe(ll
H+

Gambar 3. Mekanisme reaksi radikal bebas pada kerangka utama
protein(Stadman dan Levine, 2003)

Reaksi oksidatif pada suatu kerangka protein diinisiasi oleh
radikal hidroksil (OH*) yang mengabstraksikan atom hidrogen dari
asam amino pada suatukerangka protein sehingga membentuk
suatu radikal pusat (reaksi c). Radikal karbon pusat yang terbentuk
akan cepat bereaksi dengan oksigen sehingga membentuk radikal
peroksil (reaksi d). Radikal-radikal ini akan dikonversi menjadialkil
peroksida melalui reaksi protonasi radikal superoksida (reaksi e)
atau melalui abstraksi atom hidrogen dari molekul lain (reaksi f),
yang kemudian diikuti oleh pembentukan radikal alkoksil (reaksi h).
Radikal-radikal yang terlibat dalam reaksi berantai ini (OH* maupun
HO,*) dapat dihasilkan melalui radiasi ionisasi dan juga melalui hasil
pemecahan H,0, oleh logam Fe dan Cu (raksi b).

Keterlibatan logam-logam transisi (Fe dan Cu) tidak hanya sebagi
pemicu timbulnya radikal, tetapi juga terlibat langsung dalam reaksi
berantai tersebut. Sebagai contoh, logam Fe dapat menggantikan
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peran radikal (HO,*) dalam reaksi yang mengakibatkan terbentuknya
alkil peroksida, alkoksil radikal maupun derivate hidroksil protein
(reaksi g, i, k). Radikal alkil, radikal alkil peroksil dan intermediate
radikal alkoksil yang dihasilkan dalam jalur tersebut dapat beraksi
dengan residu-residu asam amino dari protein yang lain guna
membentuk lagi radikal karbon pusat yang baru.

Radikal karbon pusat yang baru ini selanjutnya akan melakukan
reaksi yang sama seperti yang diilustrasikan pada Gambar 2.3,
sehingga terbentuk suatu mekanisme reaksi oksidasi yang berantai
dalam suatu kerangka protein. Bila keberadaan oksigen pada
reaksi d dapat dicegah (bila dalam keadaan tanpa

oksigen) maka radikal karbon pusat yang terbentuk akan
bereaksi dengan radikal karbon pusat yang lainnya sehingga
membentuk ikatan silang protein-protein (protein-protein
croslinkage).

Berdasarkan Gambar 2.4, juga terlihat bahwa terjadinya
oksidasi protein oleh radikal-radikal dapat berdampak langsung
pada terjadinya pemecahan atau pemutusan ikatan peptide dalam
kerangka utama protein tersebut. Menurut Garrison (1987), radikal
alkoksil maupun derivate-derivat alkil peroksida yang terbentuk
dapat mengalami pemecahan melalui dua jalur yaitu jalur diamidasi
atau a-amidasi seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.

H O
co, + unt—
8
.isoc)mk+l~110/

HzN‘g—g_N—:% + O=C—=N—§—ﬁ—

h
H;N—E—i—”%—g OM— < isocyenate
It‘ l!lil{;g ‘!l ‘L-J b
*Ej—NH‘ 4+ R Oiﬁ__)q__i{_ﬁ__
S R

Gambar 4. Pemecahan ikatan peptida melalui jalur a. diamidasi
dan b.a-amidasi
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Selanjutnya Garrison (1987) menyatakan bahwa pemecahan
ikatan peptida dapat juga terjadi akibat serangan senyawa-senyawa
oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) pada sisi rantai
glutamil dan aspartil yang dapat mengakibatkan terbentuknya
derivate N-pyrul (reaksi C dan D, Gambar 5). Abstraksi atom
Hidrogen pada y-atom karbon dan Glutamil yang kemudian diikuti
oleh reaksi-reaksi berantai menunjukkan mekanisme pemecahan
ikatan peptideyang dapat menyebabkan terbentuknya asam oksalat
dan derivate N-piruvil. (reaksiC dan D, Gambar 5).

B —, P =ik '\Fo
o M o + ~R;NH, + H;O + CO,
N PR S =
(_}Am./'“ =YW !_Q
Prot e %;
grthde
NH ll/\/\P"-" + —~—R,COOH
OH
o ~amino butyric
mokd
< £
~—Ry NH. o
\&/ ; :NHR;“* i Ty g "'Y"“a o+ NHRZ— + f‘:oouou,o
1, T, O, CH, i
L=) id COOH
"e Peptide
Glutanyt \a
Peptide
D
—NH-R,
- o
R.—c—uﬂ—clzu Sh. v, [] _E_E
CH, e ——— R—C-NH; + CH; —~NH-R; + ©CO, + HO,

Gambar 5. Keterlibatan radikal dalam pemecahan ikatan peptida
dalam kerangkautama protein. Reaksi B : residu Prolil ; C: residu
glutamil dan Reaksi D: residu aspartil (Garison, 1987).

3. Oksidasi protein oleh molekul-molekul radikal pengoksidasi

Oksidasi protein oleh molekul-molekul radikal pengoksidasi
dibagi atas; rantai samping alifatik dan rantai samping aromatik

C. Rantai Samping Alifatik

Radikal-radikal yang sangat reaktif (seperti OH*) biasanya
sangat reaktif terhadap residu rantai samping alifatik dari asam-
asam amino penyusun protein. Mayoritas dari reaksi berantai
radikal-radikal tersebut diawali dengan terjadinya abstraksi atom
hydrogen sehingga terbentuk produk-produk intermediate berupa
radikal karbon pusat.
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Menurut Davies (2005), sebagian produk-produk reaksi oksidan
pada rantai alifatik adalah berupa peroksida-peroksida, alkohol
dan senyawa karbonil. Berdasarkan Tabel 5, dapat dilihat dampak
reaksi oksidan terhadap beberapa rantai samping alifatik asam-
asam amino penyusun protein.

Tabel 4. Produk-produk oksidasi akibat reaksi pada rantai
samping alifatikdan yang mengandung sulfur asam-asam amino
penyusun protein

Asam Amino Produk-produk Oksidasi
Asam Glutamat |Hidroperoksida (tidak stabil)

Leusin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol
Ketoisocaproic acid ovalerat acid
ovaleraldehyde ovaleraldehyde oxime
senyawa karbonil

Glisin Aminomalonic acid

Valin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol
Senyawa karbonil

Lisin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol
Chloramines Senyawa karbonil

Prolin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol
5-hidroxy-2 aminovaleric acidSenyawa
karbonil

Arginin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol

5-hidroxy-2 aminovaleric acidChloramines
bromamines Senyawa karbonil

Isoleusin Hidroperoksida (tidak stabil)Alkohol
Senyawa karbonil

Metionin Metionin sulfoksida
Metionin sulfon
Sistein Sistin (disulfide)

Oxyacids (RSO,H,RSO,H)Sulfonamides
Sulfenyl chlorides

Sumber : Davies (2005)
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Beberapa studi telah dilakukan guna mempelajari terbentuknya
hidroperoksida yang merupakan salah satu produk oksidasi dari
asam-asam amino, peptida dan protein. Hasil penelitian tersebut
antara lain menunjukkan bahwa hidroperoksida yang terbentuk
tergantung pada rantai samping asam amino yang menjadi target
serta sistim oksidasi yang menimbulkan reaksi oksidasi tersebut,
seperti misalnya radiasi sinar y, X, Ultra Violet (UV), visible light
dengan bantuan sensitizer,sistim katalis logam (pembangkit radikal
OH*, RO*), pembangkit radikalperoksil (thermolabile azo-compound/
AAPH) dan heme-protein serta peroxynitrite (Simpson dkk., 1992).
Dekomposisilebih lanjut dari hidroperoksida-hidroperoksida
tersebut akan membentuk berbagai radikal seperti radikal alkoksil,
radikal karbon pusat, radikal superoksida serta alkohol dan senyawa
karbonil ( Davies dkk., 1995).

D. Rantai Samping Aromatik

Umumnya reaksi antara oksidan dengan rantai samping
aromatik asam- asam amino penyusun protein adalah berupa reaksi
adisi. Reaksi subtitusi hanya terjadi pada histidin dengan HOCl yang
menghasilkan N-klorinasi.

Reaksi antara radikal-radikal, maupun oksidan lainnya
(peroxydase — H,0,)dengan tirosin akan menghasilkan radikal tyr-
phenoxyl, ini dapat terjadi karena oksidasi langsung yang terjadi
pada cincin aromatik serta deprotonasi pada gugus hidroksil atau
melalui reaksi adisi-eliminasi bila diserang oleh radikal hidroksil.
Radikal-radikal yang dihasilkan dapat bereaksi dan membentuk
dimmer sehingga akan terjadi ikatan silang diantara molekul-
molekul tersebut sehingga mengakibatkan terbentuknya dityrosine(
Davies, 2003), seperti yang ditunjukkan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Dampak serangan radikal terhadap tirosin (Davies,
2003).

Menurut Stadman dan Levine (2003), rantai samping aromatik
dari asam- asam amino penyusun protein juga merupakan target
yang potensial dari berbagai senyawa oksigen reaktif. Seperti yang
diilustrasikan pada gambar 7, fenilalanin dapat teroksidasi sehingga
membentuk derivate orto dan meta-tirosin. Residu tirosin akan
dikonversi menjadi derivate 3,4- dihydroxyphenylalanine(DOPA) dan
juga dityrosin. Residu triptofan akan dikonversi menjadi derivate
2-,4-,5-,6-,7-hydroxyl serta N- formylkynurenine dan kynurenine.
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Gambar 7. Oksidasi rantai samping aromatic asam-asam amino
penyusun protein (Stadman dan Livine, 2003)

Sejumlah produk oksidasi yang dihasilkan akibat serangan
oksidan pada rantai aromatik dari asam-asam amino penyusun
protein dapat dilihat pada Tabel 6.
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Tabel 5. Produk-produk oksidasi serangan oksigen pada rantai

samping aromatik

Asam amino

Produk-produk oksidasi

Fenilalanin

Orto-tirosin (2-hidroksifenilalanin)
Meta-tirosin (3-hidroksifenilalanin)Tirosin

Tirosin

3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA)(tidak stabil)
Ditirosin

3-klorotirosin 3,5diklorotirosin3-bromotirosin
3,5-dibromotirosin

Hidroperoksida (tidak stabil-dari 'O,) Alkohol and
cyclized products (dari 'O,)

Triptofan

N-formylkynurenineKynurenine
5-hidroksitriptofan7-hidroksitriptofan
Hidroperoksida (tidak stabil-dari 'O,) Alkohol and
cyclized products (dari 'O,)

Histidin

2-oksohistidin

Chlorinated materials (tidak stabil-dari HOCI)
Hidroperoksida (tidak stabil-dari 'O,) Alkohol
and cyclized products (dari '0,)

Sumber : Davies (2005)
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BAB III
FAKTOR-FAKTOR PENYEBAB
OKSIDASI PROTEIN

A Molecular

- O
@®®/ \@@@
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@< =@
28 m 28
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Gambar 8. Orbital molekul oksigen triplet (CO,) (Min dan Boff,
2002)

Oksigen triplet merupakan bentuk oksigen paling banyak dan
stabil. Perbedaan sifat kimia antara oksigen triplet dan oksigen singlet
dapat digambarkan melalui orbital molekul keduanya (Gambar
8). Multiplisitas perputaran yang digunakan untuk menerangkan
tingkat putaran molekul digambarkan sebagai 2S + 1, dimana S
adalah jumlah total putaran kuantum. Jumlah total putaran kuantum
(S) untuk oksigen triplet adalah 1. Tingkatan oksigen triplet memiliki

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) 19



multiplisitas putaran 3 dan paramagnetik dengan sifat radikal (Min
dan Boof, 2002).

Pada protein oksigen triplet dapat langsung bereaksi dengan
komponen radikal lainnya. Namun demikian sebagian besar
komponen protein adalah nonradikal dan dalam bentuk oksigen
singlet. Oksigen triplet dipicu oleh pembentukan komponen protein
radikal. Komponen radikal bereaksi dengan oksigen triplet diradikal.
Orbital molekul dari oksigen singlet berbeda dengan oksigen
triplet dimana elektron pada orbital anti-bonding m* berpasangan
(Gambar 9).

A Molecular
o.
Atomic Atomic
2Px 2Py 2Pz 2Pz 2Py 2Px

1S

1S

Gambar 9. Orbital molekul oksigen singlet ('O,) (Min dan Boff,
2002)
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B. Oksigen Singlet

Salah satu molekul non radikal yang sangat reaktif dan bersifat
elektrofilik adalah oksigen singlet. Oksigen singlet dapat terbentuk
secara kimiawi, enzimatik, dan fotokimiawi. Beberapa mekanisme
pembentukan oksigen singlet belum sepenuhnya terbukti secara
ilmiah dan masih dipertanyakan sehingga masih diperlukanpenelitian
terperinci lebihlanjut untuk berbagai mekanisme pembentukan
oksigen singlet dalam makanan. Elektron dalam molekul oksigen
dari kondisitriplet (ground state) tidak dapat secara langsung
diubah menjadi kondisi oksigen singlet.

Untuk itu diperlukan tiga cara guna menghasilkan oksigen
singlet, yakni 1. melalui dekomposisi hidrogen peroksida dengan
mengunakan hipoklorit anion.metode ini menghasilkan oksigen
singlet dengan kadar yang tinggi; 2. mengunakanradiasi gelombang
mikro (2450 Hz) untuk mengeksitasi elektron oksigen triplet
menjadi oksigen singlet; 3. mengunakan sensitizer dan cahaya yang
melibatkan proses perpindahan energi dari sensitizer dalam kondisi
triplet kepada molekul oksigen triplet. Mengingat sensitizer triplet
memiliki cukup energi, pemindahan energi melalui pertukaran
elektron bias berlangsung secara efisien.

Sejumlah penelitian yang menguji pengaruh beberapa pewarna
makanan sintetik terhadap pembentukan hidroperoksida asam
linoleat yang diberi cahaya selama 8 jam menunjukkan bahwa
pewarna ros bengel, eritrosin dan phloxine mampu meningkatkan
angka peroksida secara nyata. Selanjutnya disebutkan bahwaros
Bengal, eritrosin dan phloxine adalah fotosensitizer yang efektif
dalam oksidasi.Pembentukan oksigen singlet secara kimia dengan
sensitizer, cahaya, dan oksigen triplet menjadi mekanisme paling
banyak untuk menghadirkan oksigen singlet dalam makanan.

Sensitizer akan menyerap UV atau energi radiasi visible secara
cepat dan menjadi tidak stabil, tereksitasi, ke molekul tingkat singlet.
Fotosentizer singlet tereksitasi kehilangan energinya oleh konversi

Kinetika Oksidasi Protein Ikan Kakap Merah (Lutjanus sp) 21



internal, emisi cahaya, atau persilangan antar sistem seperti terlihat
pada Gambar 10.

Excied stae Sent

k=120 10° e

k=2 10 e by

Huorescnce k=10- 10" se |
k=1-3x 107 sec

Phosphore

Singlet oxy '
(Ground stale Inglt 0xygen formation

'Sen

Gambar 10. Mekanisme pembentukan oksigen singlet secara
kimiawi denganbantuan sensitizer, cahaya, dan oksigen triplet
(Min dan Boff, 2002)

Oksigen singlet dapat langsung bereaksi dengan senyawa
yang kaya akan elektron yang mengandung ikatan rangkap tanpa
terlebih dahulu membentuk radikal bebas (Min dan Boff, 2002).
Oksigen singlet dapat mengoksidasi peptida dan protein yang akan
mengakibatkan kerusakan terutama pada residu-residu asam amino
seperti sistein, metionin, triptofan, tirosin dan histidin sehingga
membentuk peroksida-peroksida dari protein maupun asam-
asam amino tersebut, dimana asam-asam amino tersebut adalah
merupakan asam-asam amino berikatan rangkap serta kaya akan
elektron (Davies dkk., 2000).
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Pada saat asam-asam amino penyusun protein tersebut
bereaksi dengan oksigen singlet maka protein akan teroksidasi
dan akan kehilangan sifat-sifat fungsionalnya (Min dan Boff, 2002).
Kecepatan reaksi oksigen singlet denganprotein tergantung pada
pH, suhu dan tetapan dielektrik serta keberadaan asam- asam
amino yang sangat reaktif terhadap oksigen singlet.Beberapa reaksi
antara asam-asam amino tersebut dengan molekul oksigen singlet
dapat dilihat pada reaksi-reaksi berikut ini:Derivat- derivate protein
karbonil diantaranya seperti N- formylkynurenine dan kynurenine
juga dihasilkan akibat reaksi oksigen singletterhadap triptofan.

Selanjutnya Whang dan Peng (1998) menyatakan bahwa
mioglobin dan protein-protein heme yang lain adalah merupakan
fotosensitizer utama yanga dapat menghasilkan oksigen singlet
sehingga dapat menyebabkan terjadinya oksidasidalam daging.
Mioglobin dan oksimioglobin keduanya memiliki kemampuan
untuk mengabsorbsi energi cahaya sehingga menghasilkan
pembentukan metmioglobin melalui suatu reaksi fotooksidasi.
Protein sangat mudah teroksidasi menghasilkan berbagai macam
prekusor pembawa citarasa (King, 1996).

C. Peroksinitrit

Nitrit oksida (NO*) yang dihasilkan dari metabolism asam
amino arginin dapat cepat bereaksi dengan anion superoksida
sehingga membentuk peroksinitrit. (Radi dkk., 1991). Reaksinya
adalah sebagai berikut :

02+ NO* ONOO —
(anion superoksida)  (Nitrit Oksida)  (Peroksinitrit)

Asam amino sistein dan metionin merupakan asam amino yang
sangatmudah diserang oleh peroksinitrit. Disamping kedua asam
amino tersebut, tirosin dan triptofan juga sangat selektif untuk
dinitrasi oleh peroksinitrit (Berlett dan Stadman, 1997; Tien dkk.,
1999).Kemampuan peroksinitrit untuk melakukan nitrasidan oksidasi
terhadap asam amino tirosin dan metionin pada protein tergantung
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pada kesedian CO,. Sebab dengan adanya CO,, peroksinitrit akan
berada dalam keadaan kesetimbangan dengan bentuk yang
diaktivasi. Proses nitrasi tirosin dan oksidasi metionin dengan
keberadaan CO, oleh peroksinitrit secara skematis digambarkan
sebagai berikut :

W

[ONOOX | = 50X

00,
oo |
'\ H+

00, '
¢ [ONOOCO;] X‘NWTYR

Gambar 11. Proses nitrasi tirosin dan oksidasi metionin oleh
peroksinitrit(Berlett dan Stadman, 1997)
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BAB IV
PROSES VALIDASI MODEL
KINETIKA OKSIDASI

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ikan kakap
(Lutjanus sp)yang dibeli dari Tempat Pelelangan lkan (TPI) Tenda,
Kecamatan Dumbo Raya Kota Gorontalo, Provinsi Gorontalo.
Penelitian ini digunakan untuk suatu pemodelan. Ikan kakap
(Lutjanus sp) yang masih segar disiangi dan diambil dagingnya,
sementara bagian kepala, insang, tulang, dan bagian tubuh lainnya
dibuang. Daging ikan tersebut kemudian dicuci dan dibilas dengan
air es untuk menghilangkan darah serta kotoran lainnya. Selanjutnya
dilakukan filleting(penyayatan daging rusuk secara membujur
sehingga menghasilkan daging tanpa tulang) terhadap daging ikan
untuk dilakukan analisis terhadap sifat dan karakteristikprotein dan
lemaknya.

Bahan kimia yang digunakan seperti asam triclorida (TCA)
5%, asam tiobirbaturat (TBA) 0,02%, petroleum eter, benzene,
feri klorida (FeCl.)0,02 M, ammonium thiosulfat, methanol, asam
klorida pekat, 2,4 dinitriphenil hidrasil (DNPH), KOH 1N, aquades,
kloroform, NaOH, natrium sulfat (Na,SO,), hexan, bron triflorida
(BF,) dan aseton.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gas
kromatografi (GC), High Performance Liquid Chromatografy (HPLC),
Spectrofotometer,Freeze dries ;termokopel, kotak penyimpanan,
inkubator, lemari es, soxhlet, termometer, oven, kompor listrik, labu
kheldhal, neraca analitik, buret, erlenmeyer, stirer/shaker,pipit, kamar
gelap, tabung reaksi, waring blender, penangas air, dan alat destilasi.
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Dalam menentukan kinetika sebelumnya data-data yang
diperoleh disusun dalam tabel sesuai dengan suhu dan waktu.
Selanjutnya, ditentukan besarnya nilailn C produk oksidasi dari
lemak dan protein dari sampel ikan yang disimpan pada berbagai
suhu dan waktu. Dari grafik In C versus t (jam) maka dapat diketahui
persamaan regresiy = a + bx untuk masing-masing suhu dan dapat
ditentukan slope b yang menunjukkan konstanta k. Kemudian dibuat
grafik In k versus 1/T dimana T merupakan nilai suhu absolut yang
dinyatakan dalam Kelvin sehingga diperoleh persamaan regresi y
= a + bx. Dari persamaan In k = In A - Ea/R . 1/T maka besarnya
slope b menunjukkan besarnya Ea/R sehingga dapat ditentukan
besarnya Ea (Energi aktivasi).

Langkah-langkah yang dilakukan untuk melakukan validasi
model adalah sebagai berikut :

Analisis kadar karbonil, protein ikan kakap (Lutjanus sp) dan fillet
ikan kakap (Lutjanus sp) terpilih untuk mendapatkan data empiris.
Subtitusi kadar, proteinikan kakap (Lutjanus sp) dan fillet ikan
kakap (Lutjanus sp) tersebut ke dalam model matematika arhennius
lengkap dengan konstanta modelnya untuk mendapatkan data
prediksi. Evaluasi kevalidan model dilakukan dengan mengkaji
koefisien determinan yang dihasilkan antara data empiris dan data
prediksi.

Penelitian ini dilakukan dalam Dua tahapan, pertama yakni
kajian terhadap model kinetika oksidasi protein daging ikan kakap
merah (Lutjanus sp). dan tahapan kedua adalah model kinetika
oksidasi filletikan kakap (Lutjanus sp)Secara keseluruhan, tahapan-
tahapan penelitian tersebut serta jalannya penelitian dapat di lihat
diagram alir tahapan penelitian pada Gambar 12.
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Fillet Tahap | : Model

Ikan Oksidasi Protein Tahaplil : Model
Oksidasi Fillet Ikan
Kakap (Lutjanussp)

Fillet Tahap Il : Model Uji TBA, Peroksida,

Ikan Oksidasi Minyak Asam dan Karbonil

Gambar 12. Tahapan Penelitian ModelKinetika Oksidasi Fillet Ikan
Kakap(Lutjanus sp) dengan Pendekatan Kombinasi Protein dan
Lemak

Melihat tingkat oksidasi protein ikan kakap (Lutjanus sp) dari
berbagai suhu dan lama penyimpanan. Memperoleh data kerusakan
protein ikan kakap(Lutjanus sp). Memperoleh konstanta kinetika
oksidasi protein ikan kakap (Lutjanus sp)

Hancuran daging ikan dan air berbanding (1:7). Kemudian
ditambahkan asam klorida (HCI) untuk menurunkan pH daging
ikan sampai * 3,5. Setelah itu, disentrifugasi untuk memperoleh
bagian yang larut yang disebut protein terlarut. Tambahkan lagi HCI
untuk memperoleh pH isolektrik (5,5) dan disentrifugasi lagi untuk
memperoleh endapan isolate protein akhir. Setelah isolate protein
akhir diperoleh, disimpan dalam freezer dan dikering-bekukan
dalam pengering bekuselanjutnya,sampel dianalisis ( Gambar 13).
Parameter pengamatan Protein Karbonil, Profil Asam Amino
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Fillet Ikan

Pelarutan (asam klorat pada pH + 3,5)

Y

Pemisahan
disentrifus 3000 rpm, 30

i v

Sendiment Supernatant Lapisan atas (lipid)

Pengendapan protein pada
titik isolektrik (pH 5,2-5,5)

Y

Pemisahan
disentrifus 3000 rpm, 30°

Isolat protein ~ —Supernatant dibuang

Dikeringbekukan

Gambar 13. Diagram alir isolasi protein ikan kakap (Lutjanus sp)

Melihat tingkat oksidasi fillet ikan kakap (Lutjanus sp) dari
berbagai suhu dan lama penyimpanan. Memperoleh data kerusakan
fillet ikan kakap (Lutjanus sp). Memperoleh konstanta kinetika
oksidasi filletikan kakap (Lutjanus sp)

Ikan kakap (Lutjanus sp) yang masih segar disiangi untuk diambil
dagingnya sementara, insang, kepala, tulang, dan bagian tubuh
lainnya dibuang.

Daging ikan tersebut kemudian dicuci dan dibilas dengan air

es untuk menghilangkan darah serta kotoran lain. Selanjutnya,
dilakukan pembelahan dimulai dari kepala kearah ekor tanpa
menyebabkan bagian punggung terpotong. Selanjunya lagi di
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lakukan filleting yakni penyayatan daging rusuk secara membujur
sehingga menghasilkan daging tanpa tulang dan siap dilakukan
penyimpanan serta analisis (Gambar 14). Perameter pengamatan
Protein Karbonil dan Angka Asam

lkan kaliap segar

Penyiangan

v

Pencucian dengan es

v

Pembelahan

v

Pemisahan Fillet

v

Perlakuan suhu dan lama penyimpanan

v

Analisis

Gambar 14. Diagram alir isolasi fillet ikan kakap (Lutjanus sp)

Fillet Tkan
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Isolat Protein ikan
I[solat Protein Analisis :
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Penambahan . Karbonil
Na-Azide dan — Penyimpanan ——— 2. Profil Asam
Suhu: 0,10,20,30,40 Ami
mino
3. Kandungan Fe
Model Oksidasi Protein
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Tahap 2

Fillet Tkan Analisis -

ﬂ 1. Angka Percksida
2. Angka TBA

. - Penyimpanan 3. Angka Asam

Na-Azide dan Suhu: 0,10,20,30,40 4. Kadar Karbonil

Fe 5. Profil Asam
! Lemak

T 6. Kandungan Fe
Madel Oksidasi Fillet Tkan

Penambahan

Gambar 15. Desain Penelitian Model Kinetika Oksidasi Fillet Ikan
Kakap (Lutjanussp) dengan Pendekatan Oksidasi Protein Ikan
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BABV
KINETIKA OKSIDASI PROTEIN DAN
EVALUASI SENSORIS FILLET IKAN

A. Kinetika Oksidasi Protein lkan

1. Proksimat Fillet Ikan Kakap (Lutjanus sp)

Hasil analisis proksimatdan kadar Fe fillet ikan kakap (Lutjanus
sp) disajikan pada Tabel 7. Kadar protein ikan kakap segar dalam
penelitian ini adalah (18,77%; BB) dibanding yang dilaporkan oleh
Nurnadia dkk., (2011), Gooch dkk., (2013), dan El-Faer dkk., (2012),
masing-masing 20,45%, 19,7% dan 19,30%. Kandungan protein
kasar pada ikan segar (18,77%; BB) dan pada protein ikan (88,92%;
BK), hal ini menunjukkan bahwa 95,83% protein ikan berada pada
fraksi protein murni (isolat).

Tabel 6. Proksimat, Protein lkan dan Kadar Fe lkan Kakap

(Lutjanus sp)*
Daging Segar
Parameter Kadar (BB) | Kadar (BK) | Isolat (Protein lkan)

Kadar air (%; BB) 78,39 - 7,20
Kadar abu (%; BK) 1,58 4,11 1,46
Protein (%; BK) 18,77 88,92 89,1
Lemak (%,; BK) 1,95 4,81 0,9
Karbohidrat by 0,30 2,16 0
difference (%; BK)
Fe (ppm) 121,47 - 108,95

*Keterangan: data berasal dari 3x ulangan

Perbedaan kandungan protein ikan sangat dipengaruhi oleh
kesegaran bahan ikan yang digunakan sebagai faktor kritis dalam
menghasilkan isolat, metode isolasi/ekstraksi yang digunakan,
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homogenisasi daging saat prosesing, rasio ikan dan pelarut
(viskositas) yang digunakan, lama ekstraksi, waktu dan suhu
prosesing dan kelarutan protein (Shaviklo, 2006).Berdasarkan
Tabel 4.1. protein ikan mengandung Fe sebesar 89,69% dari total
Fe daging segar ikan (121,47 ppm).

Okada (2010) menjelaskan warna daging ikan disebabkan
kandungan Fe dalam daging ikan sangat tinggi karena kaya
hemoprotein (80%) terutama mioglobin dan hemoglobin. Dengan
asumsi berdasarkan Okada (2010), maka secara natural daging ikan
kakap (Lutjanus sp) adalah daging ikan berwarna putih.Kemungkinan
terjadi proses oksidasi pada daging tersebut dapat terjadi karena
daging ikan kakap (Lutjanus sp) masih mengandung Fe.

2. Profil Asam Amino Protein lkan Kakap (Lutjanus sp)

Tabel 7. Hasil analisis komposisi* asam amino protein ikan kakap

(Lutjanus sp.)
. Sebelum Setelah penyimpanan
NO| Asam amino (%) penyimpanan padapsuh):.l 4g°C
1 | Asam aspartat (Asp) 21,96 4,00
2 | Asam glutamat (Glu) 29,74 7,12
3 | Serin (S) 2,17 2,59
4 | Glisin (Gly) 3,08 2,91
5 | Alanin (Ala) 4,65 4,69
6 | Histidin (His) 1,54 8,22
7 | Arginin (Arg) 4,72 5,67
8 | Tirosin (Tyr) 1,40 3,55
9 | Metionin (Met) 1,00 0,79
10 | Valin (Val) 1,41 2,51
11 | Phenilalanin (Phe) 1,25 2,04
12 | Isoleusin (lle) 1,33 2,46
13 | Leusin (Leu) 6,47 5,21
14 | Lisin (Lys) 7,45 6,83
15 | Treonin (Thr) 0,09 2,60
Total 88,21 61,20

* Dianalisis dengan HPLC Shimadzu SPD-M10A (Kromatogram standar asam
amino)
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Berdasarkan Tabel 8. pada penyimpanan 40°C persentase asam
amino mengalami penurunan masing-masing yakni asam aspartat,
asam glutamat, glisin, metionin, leusin dan lisinhal ini disebabkan
karena adanya deaminasi pada asam amino yang terdapat pada
protein ikan (Ruiz-Capillas dan Moral, 2002). Pada penyimpanan 40°C
juga terjadi kenaikan persentase asam amino masing-masing yakni
serin, alanin, histidin, arginin, tirosin, valin, phenilalanin, isoleusin
dan treonin. Menurut Yassoralipour dkk., (2013) kenaikan persentase
asam amino selama penyimpanan disebabkan karena hidrofobik
asam amino ketika protein ikandisimpan dalam pengontrolan suhu
atau atmosphere.

Berdasarkan Tabel 8, terlihat juga bahwa protein ikan kakap
(Lutjanus sp) memiliki kandungan asam amino yang rentan terhadap
kerusakan oksidatif seperti histidin, alanin, tirosin, metionin,
valin, dan phenilalanin.Menurut Konusu danYamaguchi, (2013);
Sikorsi, (2011) bahwa protein ikan mengandung 18 asamamino
baik esensial maupun non esensial. Asam-asam amino tersebut
antara lain: asam aspartat, asam glutamate, serin, histidin, arginin,
glisin, treonin, alanin, tirosin, triptofan, sistein, metionin, valin,
phenilalanin, isoleusin, leusin, lisin, prolin.

Berdasarkan hasil analisis yang dilakukan pada penelitian ini
hanya teridentifikasi 15 asam amino sedangkan 3 asam amino
yaitu triptofan, sistein dan prolin tidak teridentifikasi disebabkan
karena triptofan akan mengalami kerusakan bila dilakukan hidrolisis
asam amino dengan mengunakan asam (HCI). Sistein yangkaya
akan elektron mudah mengalami kerusakan oksidatif oleh adanya
serangan dari radikal maupun non radikal pengoksida (Davies,
2005).

3. Pengaruh Suhu dan Waktu terhadap Angka Karbonil Protein

IlkanKakap (Lutjanus sp)

Protein karbonil merupakan salah satu ,biomarker" terjadinya
oksidasi protein (Yan dkk, 1997) dan digunakan sebagai salah satu
indikator terjadinya kerusakan/modifikasi protein yang disebabkan
oleh radikal-radikal oksigen (Adamsdkk, 2001).
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Gambar 16. Oksidasi angka karbonil protein ikan kakap (Lutjanus
sp) selamapenyimpanan

Angka karbonil meningkat 4,3 kali pada suhu 0°C sedangkan
pada suhu 10, 20, 30, dan 40°C angka karbonil meningkat masing-
masing menjadi 4,8, 5,0, 7,2, dan 9,2 kali nmol/mg sampel.
Peningkatan protein karbonil disebabkan pada protein kakap ikan
dalam penelitian ini secara natural masih mengandung besi (Fe)
sehingga dapat memicu kerusakan oksidasi.

Walaupun dengan asumsi kadar asam lemak dalam isolat
protein sangat rendah sehingga dapat diabaikan, oksidasi lipida
yang dikatalisa oleh Fe natural masih dapat terjadi. Perlakuan suhu
20-40°C (radiasi panas) meningkatkan kerusakan oksidasi tersebut.
Hal ini terbukti pada hasil riset ini terutama pada suhu penyimpanan
30°C dan 40°C laju reaksi cenderung linier.
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4. Kinetika Perubahan Angka Karbonil Protein lkan Kakap (Lutjanus
sp)

Nilai k meningkat dengan peningkatan suhu penyimpanan. K
meningkat dari 0,0863 menjadi 1,4066 dengan peningkatan suhu
dari 0 ke 40°C (Tabel 4.3). Konstanta laju (k) perubahan luas (y)
menunjukkan nilai perubahan angka karbonil selama penyimpanan.
Sedangkan R? menunjukkan tingkat kedekatan persamaan
matematik dengan kondisi percobaan dalam menilai unit luas angka
karbonil pada waktu tertentu.

Tabel 8. Perasaan linear sebagai fungsi waktu pada angka karbonil

Suhu (°C) Persamaan Linear R2 4
0 Y = -0.0863t + 4.2108 0.987 0.0863
10 Y = -0.2043t + 4.4738 0.981 0.2043
20 Y = -0.2978t + 5.5782 0.894 0.2978
30 Y = -0.5939 + 4.4857 0.935 0.594
40 Y = -1.4066 + 3.8169 0.967 1.4066

Besarnya energi aktivasi pembentukan karbonil menurut reaksi
orde nol adalah 52,02 Kj/mol.k. Sedangkan reaksi orde pertama
adalah 43,37 Kj/mol.k. Prediksi angka karbonil protein ikan kakap
(Lutjanus sp) menurut reaksi orde nol dan reaksi orde pertama dapat
dilihat pada Gambar 16. Kenaikan angka karbonil menunjukkan reaksi
mengikuti orde ke nol. Hal ini disebabkan reaksi berjalan lambat
pada suhu kamar dan tidak ada reaksi oksidasi yangdisebabkan oleh
fotooksidasi. Model kinetika perubahan kualitas protein ikan kakap
(Lutjanus sp) ditunjukkan pada persamaan 1 sampai 5 masing-
masing suhu 0, 10, 20, 30 dan 40°C yakni:

Qk (t) = 0.0863 € 09782 ...t (M
Qk (1) = 0.2043 0853 ..o (2)
Qk (1) = 0.2978 @059, .o 3)
QK (1) = 0.594€75%0. ...t 4)
Qk (1) = 1.4066 08358, ..ot (5)
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Uji validasi ini menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan
pada dataprediksi dan data empiris.
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Gambar 17. Hubungan antara data (konsentrasi bahan), model
reaksi orde nol, danmodel reaksi orde pertama pada kadar
karbonil protein ikan

Menurut Kjarsgard dkk.,(2006); Baron dkk., (2007) dengan
adanyakenaikan suhu dan lama penyimpanan menyebabkan protein
karbonil meningkat. Sedangkan Adams dkk.,(2001) serangan radikal
hidroksil yang dihasilkan dari degradasi H,O, dengan kehadiran
Fe?* atau Cu?* mengakibatkan terjadinya kerusakan protein yang
ditandai dengan terbentuknya protein karbonil.

B. Evaluasi Sensoris Fillet Ikan Kakap (Lutjanus sp) dan Minyak
lkan Tuna (Thunnus sp) pada Suhu 40°C

Bahan yang dianalisa dengan uji sensoris adalah fillet ikan kakap
(Lutjanus sp) dan minyak ikan tuna (Thunnus sp) yang disimpan
pada suhu 40°C. Perlakuan penyimpanan pada suhu tersebut dipilih
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karena fillet ikan kakap (Lutjanus sp) dan minyak ikan tuna (Thunnus
sp) mudah mengalami oksidasi selama penyimpanan. Hasil analisis
sidik ragam menunjukkan tidak ada pengaruh perlakuan terhadap
sensoris yang dinilai berdasarkan sifat bau, F hitung < F Tabel (a
95%) (Lampiran 1).

Gambar 4.18. memperlihatkan rata-rata skor penilaian sampel
terhadap fillet ikan kakap (Lutjanus sp) yang disimpan pada suhu
40°C menurun dengan meningkatnya umur simpan. Rata-rata
nilai skor penilaian panelis pada jam ke-12 penyimpanan sudah
menghasilkan skor 3 (agak suka dan tidak suka) sedangkan pada
penyimpanan hari atau jam selanjutnya sampai hari ke-2,25 atau 54
jam skor menurun dari 2 (tidak suka) menjadi 1 (sangat tidak suka).
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Gambar 18. Penilaian panelis terhadap sifat sensoris Fillet ikan
kakap (Lutjanus sp)selama penyimpanan.

Penurunan skor penilaian bau daging mulai penyimpanan jam
ke-6 dan seterusnya menunjukkan telah terjadi kerusakan atau
degradasi bahan. Secara umum keterangan yang diberikan oleh
para panelis dengan semakin lama penyimpanan, bau sudah tidak
tengik lagi akan tetapi menghasilkan bau busuk. Halini sesuai
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dengan laporan Ghaly dkk, (2010) penyebab pembusukan pada
ikan dapat terjadi akibat reaksi oksidasi.

Komoditas perikanan dikenal sebagai bahan yang mudah
rusak sehingga mudah mengalami penurunan mutu. Daging ikan
mempunyai komposisi kimia yang kompleks terdiri dari karbohidrat,
protein, lemak, mineral dan lain-lain. Kerusakan oksidasi daging
ikan dapat berasal dari lipida dan protein maupun non- oksidasi
(Masniyom dkk, 2011). Pada kondisi fisik suhu 20-40°C proses
oksidasi akan cepat terjadi dan menyebabkan kerusakan pada
banyak bahan makanan.Laporan Makawa dkk, (2014) membuktikan
panelis memberikan skor tidak suka (dislike) pada ikan Pond raised
tilapia yang disimpan pada suhu kamar setelah penyimpanan 7 jam
dan setelah 12 jam ikan tidak dapat diterima (rejected samples).

Di samping itu proses pembusukan ikan telah terjadi 12 jam
setelah penangkapan pada suhu ruang di daerah tropis (Berkel
dkk, 2004). Secara umum suhu ruang di Yogyakarta selama bulan
Februari 2015 berkisar antara 28-31°C. Dengan demikian daging
ikan yang disimpan diatas suhu ruang (40°C) menyebabkan daging
lebih mudah rusak, baik akibat aktivitas enzim dalam tubuh ikan
sendiri, atau oksidasi lipida dan protein pada ikan oleh radikal bebas
maupun yang dikatalisa oleh logam dan cahaya.

Hal berbeda pada penyimpanan minyak tuna pada suhu 40°C,
sebab komposisi kimia minyak tuna tidak sekompleks daging ikan
kakap dan hanya mengandung fraksi lipida. Ketahanan minyak tuna
selama penyimpanan pada suhu 40°C dibandingkan dengan daging
kakap mungkin terkait dengan kandungan EPA dan DHA. Laporan
Dahl dan Malcata, (1999) menyebutkan bahwa minyak ikan sarden
relatif lebih stabil terhadap oksidasi pada suhu 50-70°C selama
10 jam dan secara kualitatif menghasilkan senyawa volatil pada
suhu 80°C. Hal ini menjelaskan bau terjadi setelah minyak sarden
disimpan pada suhu 80°C.

Lebih lanjut Dahl dan Malcata, (1999) menjelaskan karena
minyak sarden mengandung ikatan rangkap lebih dari 4. Dilihat
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dari profil gizi antara ikan tuna dan sardine hanya sedikit berbeda
walaupun sangat berbeda kandungan vitamin dan mineralnya.
Dengan demikian berdasarkan kandungan EPA dan DHA antara
minyak tuna dan daging kakap, maka minyak tuna lebih tahan
terhadap oksidasi dibanding daging kakap selama penyimpanan
pada suhu 40°C.

Produk oksidasi protein merupakan senyawa volatil (Eyo,
2001) diantaranya berasal dari golongan karbonil yang memberi
kontribusi pada bau yang tidak disukai (off-flavour) diantaranya
bau tengik (Masniyom dkk, 2011; Honkakutia dkk, 2005). Hal ini
sesuai dengan laporan Yongsawatdigul dkk, (2000), terjadi degradasi
protein pada surimi tilapia tropis ketika disimpan pada suhu 40°C
denganaktivitas maksimum pada 65°C.

Secara umum senyawa volatile karena substansi MDA yang
terdeteksi bersifat volatil. Menurut Kilcast dan Subramanian (2000)
bau tengik dapat diukur berdasarkan senyawa hasil oksidasi lipida
yang terbentuk. Dengan demikian sifat sensoris penting pada bahan
pangan yang disimpan apakah telah mengalami oksidasi lipida
dengan terbentuknya substansi MDA. Berdasarkan analisis regresi
(Lampiran. Il) hubungan antara angka TBA dengan sifat sensoris
minyak ikan tuna (Thunnus sp) memperlihatkan nilai korelasi 0,871;
sedangkan pada daging kakap 0,787. Menurut Sarwono (2006)
korelasi yang menunjukkan nilai 0,75-0,99 berarti korelasi sangat
kuat.

Intrepretasi nilai koefisien determinasi mempunyai interval mulai
dari 0 sampai 1 (0 < R2 < 1). Semakin besar koefisien (mendekati
1), maka semakin baik variabel independent secara keseluruhan
menjelaskan variabilitas dari variabel dependent (Sulaiman, 2004).
Dengan demikian varian sensoris total pada minyak tuna yang
dapat diterangkan oleh angka TBA (MDA ekuivalen) sebesar 78,7%
sedangkan pada daging kakap 61,9%. Dengan kata lain variabilitas
total yang dapat diterangkan garis regresi di sekitar rata-ratanya
adalah R?, sedangkan sisanya 21,3%pada minyak tuna dan 38,1%
pada daging kakap diterangkan oleh variabel lain.
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BAB VI
PENUTUP

Berdasarkan hasil analisis data, orde reaksi yang berlangsung
pada filletikan kakap (Lutjanus sp) adalah orde reaksi nol dimana,
selama penyimpanan Ohari sampai 45 hari grafik penyimpanan
cenderung linier. Demikian pula pada protein ikan kakap (Lutjanus
sp yang disimpan selama 0 hari sampai 90 hari orde reaksi yang
berlangsung adalah orde reaksi nol.Penelitian tahap | menunjukkan
nilai k meningkat dari 0,0863 menjadi 1,4066 dengan peningkatan
suhu dari O ke 40°C. Energi aktivasi (Ea) yang dibutuhkan dalam
reaksi oksidasi protein ikan padareaksi ordenol selama penyimpanan
adalah 42,015 Kj/mol.K. Sedangakan energi aktivasi (Ea) untuk
orde pertama adalah 34,818 kj/mol.k yang memperlihatkan laju
pembentukan kadar karbonil lambat atau reaksi orde ke nol.

Penelitian tahap Il nilai k meningkat kecepatan terbentuknya
peroksidameningkat 9,6 kali pada suhu 0°C dengan peningkatan
suhu penyimpanan, sedangkan pada suhu 10, 20, 30, dan 40°C
angka peroksida meningkat masing- masing menjadi 14,33, 16,12,
19,19, dan 23,05 kali meg/kg sampel. Besarnya energi aktivasi (Ea)
pembentukan peroksida menurut reaksi orde pertama adalah 59,68
Kj/mol.K, energi aktivasi (Ea) menurut orde nol adalah 71,94 Kj/
mol.K. Kecepatan terbentuknya angka asam meningkat 2,35 kali
pada suhu 0°C dengan adanya peningkatan suhu penyimpanan,
pada suhu 10, 20, 30, dan 40°C angka asam meningkat masing-
masing menjadi 2,44, 2,97, 3,51, dan 5,28 kali mg KOH/g sampel.

Angka karbonil meningkat 5,22 kali pada suhu 0°C, pada suhu
10, 20, 30, dan 40°C angka karbonil meningkat masing-masing
menjadi 6,35, 6,66, 7,05, dan 8,94 kalinmo/gr. Besarnya energi
aktivasi pembentukan karbonil menurut reaksi orde nol adalah
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57,76 Kj/mol .k, energi aktivasi (Ea) reaksi orde pertama adalah 62,05
Kj/mol.k.

Rata-rata nilai skor penilaian panelis terhadap semua perlakuan
penyimpanan daging ikan kakap (Lutjanus sp) mulai penyimpanan
jam ke-12 dan seterusnya menunjukkan telah terjadi kerusakan
atau degradasi bahan. Secara umum keterangan yang diberikan
oleh para panelis dengan semakin lama penyimpanan, bau sudah
tidak tengik lagi akan tetapi menghasilkan bau busuk.

Penelitian - penelitian tentang terjadinya oksidasi protein dan
lemak dalam bahan pangan belum banyak mendapat perhatian,
terutama oksidasi protein padahal konsekuensi dari terjadinya
oksidasi akan memberikan efek signifikan terhadap sifat fisik, kimia,
nutrisi dan sifat fungsional protein dan lemak pangan. Penelitian
yang dilakukan ini merupakan langkah awal dari mengkaji terjadinya
oksidasi protein dan lemak terutama pada daging ikan. Kajian juga
perlu dilakukan terutamaefek fisik dari bahan pangan melalui proses
uji sensoris pada berbagai suhu dan lama penyimpanan. Demikian
juga dengan pengunaan model kinetika arrhenius untuk membantu
pengambilan keputusan dalam melakukan kajian ilmiah.
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LAMPIRAN 1. PROSEDUR ANALISIS PENELITIAN
1. Analisis Proksimat (AOAC, 2006)

Penentuan protein

Ditimbang 0,041g sampel yang telah ditumbuk halus,
dimasukkan ke dalam labu Kjedhal, ditambahkan 10 g Na,SO,
anhidrat dan H_SO, pekat. Campuran tersebut dipanaskan dengan
pemanas listrik/api Bunsen dalam lemari asam, mula-mula dengan
api kecil dan setelah asap hilang api diperbesar. Pemanasan diakhiri
setelah cairan jernih dan tidak berwarna. Dibuat pila blanko yaitu
seperti prosedur diatas tetapi tanpa sampel. Setelah larutan dingin
ditambahkan 200 ml aquades dan 1g Zn, serta larutan NaOH 45%
sampai bersifat basis. Labu Kjedhal dipasang pada alat destilasi.
Labu Kjedhal dipanaskan sampai ammonia menguap semua.
Destilat di tampung dalam Erlenmeyer 100 ml yang sudah diisi
dengan HCI 0,1 N dan indikator phenopthalein 1% beberapa tetes.
Destilat diakhiri setelah volume destilat yang terapung tidak bersifat
basis. Kelebihan HCl dalam Erlenmeyer dititrasi dengan larutan basa
standar (NaOH 0,1N)

Perhitungan :

(ml NaOH blangko-ml NaOH sampel)
%N = N NaOH x 14,008
gr sampel x 10

% protein = %N x 6,25

Penentuan minyak kasar (metode soxhlet)

Ditimbang 1,48 g bahan kemudian dihancurkan dalam
penumbuk dengan campuran chloroform-methanol (2:1) sebanyak
10 ml selama beberapa menit. Homogenat yang diperoleh didiamkan
beberapa menit, kemudian disaring ke dalam Erlenmeyer 50 ml
tertutup lewat kertas saring bebas lemak. Filtrat dicuci dengan
menambahkan aquades sebanyak 1 ml volume filtrate, digojog dan
didiamkan sampai dua bagian cairan terpisah. Cairan bagian atas
boleh sedikit tertinggal dan untuk menjadikan larutan homogen
kembali, ditambahkan sedikit methanol dan chloroform-methanol
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secukupnya. Larutan yang diperoleh dikeringkan dalam oven dan
ditimbang.

Perhitungan :

Berat botol setelah di oven (g)-Berat botol kosong (g)
% Lemak = 100%

Berat sampel (g)

Penentuan kadar air (metode pemanasan)

Ditimbang 1,08 gr sampel berupa bubuk (yang telah dihaluskan)
diletakkan dalam botol timbang yang telah diketahui beratnya.
Botol dikeringkan dalam oven pada suhu 100-105°C selama 3-5
jam, didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Dipanaskan
kembali botol dalam oven; perlakuan di ulang sampai terdapat
berat konstan. Selisih penimbangan berturut-turut kurang dari 0,2
mg. Pengurangan berat merupakan banyak air dalam bahan.

Perhitungan :
(B-O)

Kadar air (%bk) = x 100%
(B-O)

Keterangan :

A = Berat botol kosong

B = Berat botol kosong + sampel

C = Berat botol kosong + sampel setelah dioven

Penentuan kadar abu (metode grafitasi)

Dimasukkan 2 g sampel ditimbang dalam krus porselen yang
kering dan telah diketahui beratnya, dipijarkan pada muffle dalam
tanur pada suhu 500°C selama 4 jam sampai diperoleh abu berwarna
keputih-putihan dan beratnya konstan dengan selang pengabuan
30 menit.

Perhitungan :

{(Berat cawan+sampel setelah dioven)-(berat cawan)}
Kadarabu (%bb)= 100%
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(berat cawan + sampel)

Kadar karbohidrat

Pengamatan kadar karbohidrat dilakukan dengan metode By

difference dengan perhitungan sebagai berikut :

Kadar karbohidrat (%) = 100 % -% (kadar air + kadar abu +

kadar lemak + kadar protein)

2.
a.

Analisis Protein Karbonil (Lappin dan Clark, 1951)
Penentuan Kadar Karbonil

Ditimbang 0,5-1,5 g daging ikan, diencerkan menjadi 25
ml (dengan aquades), diambil 1 ml diencerkan lagi menjadi
10 ml (FP = 250x), diambil 2,5 ml diencerkan lagi menjadi
10 ml (FP = 1000x). | ml larutan hasil pengenceran terakhir
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu tambahkan 1 ml 2,4
dinitrofenilhidrasil. Tambahkan KOH 1N sebanyak 7,5 ml lalu
divotex shaker. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang
480nm. Konsentrasi karbonil sampel dihitung berdasarkan
kurva standar yang diperoleh dari aseton murni.

Pembuatan kurva standar karbonil

Sebanyak 1 ml aseton murni diencerkan menjadi 100ml,
diambil 10 ml dan diencerkanlagi menjadi 100 ml sehingga
total pengencerannya adalah 1000x (1000ppm). Larutan terakhir
diambil sebanyak 1 ml diencerkan menjadi 10 ml (10 ppm),
diencerkan lagi 1:1 (50 ppm) yang kemudian dijadikan larutan A.

Larutan standar dibuat sebagai berikut:

-0 o 0 T o

50

0,0 ml larutan A + 1,0 ml aquadest = 0 ppm.
0,1 ml larutan A + 0,9 ml aquadest = 5 ppm.
0,2 ml larutan A + 0,8 ml aquadest = 10 ppm.
0,3 ml larutan A + 0,7 ml aquadest = 15 ppm.
0,4 ml larutan A + 0,6 ml aquadest = 20 ppm.
0,5 ml larutan A + 0,5 ml aquadest = 25 ppm.
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g. 0,6 mllarutan A + 0,4 ml aquadest = 30 ppm.
h. 0,7 ml larutan A + 0,3 ml aquadest = 35 ppm.
i. 08 mllarutan A + 0,2 ml aquadest = 40 ppm.
J. 0,9 mllarutan A + 0,1 ml aquadest = 45 ppm.
k. 1,0 ml larutan A + 0,0 ml aquadest = 50 ppm.

Masing-masing larutan standar dalam tabung reaksi di
tambahkan 2,4 dinitrophenihidrazin dan 1 tetes HCl pekat.
Dipanaskan selama 30 menit pada suhu 50°C kemudian didinginkan.
Tambahkan lagi KOH 1 N sebanyak 8 ml dan di vortex shaker. Diukur
panjang gelombang pada 480 nm. Kurva standar dibuat dengan
persamaan Y= ax + b, dimana Y = absorbansi; X =kadar karbonil
(Ppm).

X x FP
% kadar karbonil = x 100%
mg sampel

3. Analisis Asam Amino (modifikasi Populin dkk., 2007)

Sampel ekstrak daging ikan 0,06 g dimasukkan kedalam 4 ml
6 N HCl dan diblender selama 2 menit.

Dilakukan penetralan dengan 1 N NaOH sampai pH 7.

Sentrifugasi larutan pada 20000g selama 20 menit pada suhu 4°C
dan disaring.

Dari filtrate diambil 50 mikro liter dan dicampur dengan 250 mikro
liter OPA, diaduk selama 1 menit.

Diambil 20 mikro liter dari campuran dan diinjeksi ke HPLC.
Spesifikasi HPLC : Tipe Shimadzu LC 10
Kolom Licrospher 100RP 18 (5um)
Panjang kolom 125 ml x 4mm
Fase mobil: A = CH30H: 50mM Na-asetat: THF (2:96:2) pH 6,8
B = 65% CH30OH
Flow rate: 1 ml/mnt
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Detector Flourecen Shimadzu RF-138
EX Wavelength : 360
EM Wavelength : 460

Gradien eluen: time pump (A%) pump (B%)
0,1 100 0
45 0 100
50 stop

Perhitungan: dibuat larutan standar asam amino dengan
konsentrasi (ppm) yang berbeda dan ditambah 500uL larutan OPA,
di diamkan selama 5 menit, diambil 20uL dan di injeksikan pada
HPLC. Hubungan antara konsentrasi standar dan luas area akan
dihasilkan suatu persamaan regesi (Y = aX + b). Data luas area
sampel masing-masing asam amino ‘umami’ diproses ke dalam
persamaan regesi dan disesuaikan dengan jumlah sampel yang
dianalisis.

Contoh perhitungan asam glutamat

Persamaan regesi asam glutamat Y = 402,46X + 936,05

Luas area sampel perlakuan ekstraksi pada pH 5 selama 6 menit:
56105

Berat sampel perlakuan ekstraksi pada pH 5 selama 6 menit: 1,0566g
Volume ekstrak perlakuan ekstraksi pada pH 5 selama 6 menit: 41 ml
Konsentrasi sampel/luas area: [(56105-936,05)/402,46 ppm = 137.08
ppm (1 ppm =1 mg/1000 ml)

Kadar bahan (mg/qg): [(137.08 ppm x 41 ml)/1000]/1,0566g = 5,32
mg/g

Kadar bahan (%): 0,53%

4. Analisis senyawa mineral (Fe)
Metode digesti kering (Khan dkk., 2009)

1 gram sampel dengan ukuran T mm mesh digesti dengan
HNO, dan didinginkan. Sampel dilarutkan dengan 2x air distilat
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sampai volume 50 ml. Sampel kembali di digesti kering dengan
HNO, pekat : HCLO, (8mL : 0,6mL), setelah digesti, volume dibuat
menjadi 25 ml dengan 2x air distilat. Larutan siap untuk pengukuran
dengan AAS.
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LAMPIRAN Il. HASIL PENGAMATAN DAN ANALISIS DATA

1. Pembuatan kurva standar karbonil

Tabel 1. Konsentrasi dan absorbansi karbonil

Absorbansi Konsentrasi
S0.0 0.191 0.00
S 0.1 0.246 0.005
S0.2 0.298 0.01
S0.3 0.348 0.015
S04 0.398 0.02
S 0.5 0.438 0.025
0.7 y=0.001x+ 0.1127
R? =0.9958
0.6
0.5
E 0.4
4=
5
203
<
0.2
0.1
0
0 100 200 300 400 500 600
Konsntrasi (mg/ml)

54

Gambar 1. Kurva standar karbonil
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2. Kromatogram standar 16 asam amino dengan mengunakan
HPLC (100ppm)

D TP T Keterangan :
No Puncak
1. Asam
aspartate
2. Asam
Glutamat
3. Serin
4. Histidin
5. Glisin
6. Arginin
7. Alanin
8. Tirosin

S ; 9. Metionin
S I ‘ 10. Valin

‘ ‘ ‘ 11. Fenilalanin
I 12. Isoleusin

R 13. Leusin
;‘ | 14. Lisin

nin

Gambar 2. Kromatogram standar asam amino (100ppm)
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3. Kromatogram standar 16 asam amino dengan mengunakan
HPLC (250ppm)

Keterangan :
No Puncak
1. Asam
aspartate
2. Asam
Glutamat
Serin
Histidin
Glisin
Arginin
Alanin
Tirosin
‘ : ‘ ‘ . Metionin
] | ] ] 10. Valin
‘ | | 11. Fenilalanin
I ‘ ‘ 12. Isoleusin
‘ ‘;1 fl‘; ] 13. Leusin
| 14. Lisin

LNV~ W

| ol ‘H ‘

I R O
ST AL

O R SV~ VA R UL U O R I L O

) i) 1 I 0
uid

Gambar 3. Kromatogram standar asam amino (250ppm)
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4. Kromatogram standar 16 asam amino dengan mengunakan
HPLC (350ppm)

'
“
\‘\‘5
‘
|

Cold H'\

| I
LU g U

B R

Keterangan :
No Puncak
1. Asam
aspartate
2. Asam
Glutamat
Serin
Histidin
Glisin
Arginin
Alanin
Tirosin
9. Metionin
10. Valin
11. Fenilalanin
12. Isoleusin
13. Leusin
14. Lisin

NV AW

0

D

W

nin

Gambar 4. Kromatogram standar asam amino (350ppm)
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5. Kromatogram asam amino dari fillet ikan kakap (Lutjanus
sp) mengunakan HPLC

Keterangan :
No Puncak
| 1. Asam
aspartate
2. Asam
Glutamat
‘ 3. Serin
4. Histidin
5. Glisin
6. Arginin
7. Alanin
8. Tirosin
9. Metionin
10. Valin
11. Fenilalanin
12. Isoleusin
13. Leusin
‘ 14. Lisin

Gambar 5. Kromatogram profil asam amino

58 Dr. Rahim Husain, S.Pi., M.Si



6. Kromatogram asam amino dariprotein ikan kakap (Lutjanus
sp) dengan mengunakan HPLC

PSR PR [EET RS SR Keterangan :
No Puncak
1. Asam
aspartate
2. Asam
Glutamat
3. Serin
4. Histidin
5. Glisin
NUUL U PO PSSP U UURSPUPPUOY SUOPP 6. Arginin
| 7. Alanin
‘ 8. Tirosin
! ? : ! 9. Metionin
1 ‘ | n 1 10. Valin
] ‘ ‘ | ] 11. Fenilalanin
: j‘ j 12. Isoleusin
:i B ‘ | | 13. Leusin
1P N | A Joo o l“ ....... 19‘ ........ 14. Lisin
1o \ P
‘ | ‘ it
L il ‘
i i \ \“
| . ‘M\
‘ “ H‘ ‘ | ‘ ;c“‘ \ M \H‘ ‘

‘ “‘ ]| \ ‘
[y JH\ \ [l
}-—W—-\-J‘L_.J ‘._»—m”a-\ ‘.__w ‘ } \.‘/.\’. VAW ‘.U -\-\.M/ } ‘\J LA \ e A ""»—f—«m...._m_-. R

) D ) 7 0
i

Gambar 6. Kromatogram asam amino protein ikan kakap
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Oksidasi protein adalah terjadinya modifikasi ikatan
kovalen pada protein yang diinduksi baik secara langsung oleh
senyawa-senyawa oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species,
ROS) maupun secara tidak langsung oleh produk-produk
sekunder dari keadaan stress oksidatif.

Protein dapat mengalami kerusakan oksidatif oleh adanya
radikal-radikal pengoksidasi (antara lain: radikal hidroksil,
radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa radikal lainnya),
molekul-molekul pengoksidasi non radikal (oksigen singlet,
HOCI, HOBr, peroksinitrit, O, dan sinar ultra violet), dan oleh
reaksi-reaksi sekunder dari produk-produk intermediate
oksidasi protein yang reaktif serta oleh produk oksidasi protein
itu sendiri.

Selain oleh senyawa oksigen reaktif, kerusakan oksidatif
protein dapat juga disebabkan oleh interaksi dengan produk-
produk hasil oksidasi lipid seperti 4-hidroksinonenal dan
malonaldehida.
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