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ABSTRAK

Nisa‘, N. 2018. Karakterisasi Protein Gelatin Tulang Ayam Broiler (Gallus domestica)
Tipe A Menggunakan SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing I: Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Pembimbing II:
Romaidi, M.Si, D.Sc; Konsultan: Dewi Yuliani, M.Si.

Kata Kunci: Gelatin tulang ayam broiler, presipitasi aseton, Lowry, elektroforesis SDS-
PAGE, FTIR.

Gelatin merupakan produk yang banyak diaplikasikan di industri makanan,
farmasi, kosmetik, dan fotografi. Kebutuhan gelatin di Indonesia mayoritas diperoleh
dengan cara impor sehingga tidak jelas status kehalalannya. Hal tersebut menimbulkan
kekhawatiran bagi kalangan Muslim. Pemanfaatan tulang ayam broiler sebagai bahan
baku pembuatan gelatin halal merupakan alternatif yang dapat digunakan untuk
memenuhi kebutuhan gelatin dalam negeri. Penelitian ini bertujuan mengetahui profil
protein gelatin tulang ayam broiler hasil pemurnian dengan aseton. Protein gelatin
diperoleh dari pemurnian menggunakan aseton dengan variasi konsentrasi 20, 40, 60, dan
80%. Protein yang telah dimurnikan ditentukan kadar proteinnya dengan metode Lowry.
Protein dikarakterisasi menggunakan SDS-PAGE untuk menentukan berat molekul
protein, dan FTIR untuk identifikasi daerah serapan gelatin. Data kadar protein dianalisis
dengan ANOVA Two way dan dilanjutkan dengan uji BNT. Kadar protein gelatin ekstrak
kasar adalah 0,086-0,101 mg/mL. Gelatin hasil pemurnian dengan aseton 20, 40, 60, dan
80% memiliki kadar protein berturut-turut sebesar, 0,015-0,023; 0,014-0,024; 0,023-
0,046; dan 0,068-0,097 mg/mL. Variasi konsentrasi aseton untuk pemurnian memberikan
pengaruh yang berbeda nyata (p < 0,05) terhadap kadar protein. Gelatin tulang ayam hasil
pemurnian dengan aseton 80% memiliki pita protein pada berat molekul 100-138 kDa.
Gelatin tulang ayam memiliki lima daerah serapan yaitu, Amida A (3487,82-3424,18 cm’
), Amida B (2932,36-2928,50 cm™), Amida | (1655,57-1649,79 cm™), Amida II
(1543,71-1541,78 cm™), dan Amida 111 (1267,91-1235,12 cm™).



ABSTRACT

Nisa’, N. 2018. Protein Characterization of Broiler Chicken Bone Gelatin Type A (Gallus
domestica) by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide
Gel Electrophoresis). Department of Chemistry Faculty of Science and
Technology Islamic State University of Maulana Malik Ibrahim
Malang. Supervisor I: Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Supervisor II:
Romaidi, M.Si, D.Sc; Consultant: Dewi Yuliani, M.Si.

Keyword: Broiler chicken bone gelatin, acetone precipitation, Lowry, electrophoresis
SDS - PAGE, FTIR.

Gelatin is widely applied product at industry of food, pharmacy, cosmetic, and
photography. The need of gelatin in Indonesia primary supplied by improting those needs
and affected on its unknown halal status. This fact arouse the feeling of insecurity among
muslim. The utilization of broiler chicken bone as a primary ingredient of halal gelatin
production is an alternative that is used to supplied the needs of domestic gelatin. The
objective of this experiment was to know the protein profile of bone’s gelatin of chicken
broiler bone. Protein of gelatin was produced by acetone used purification with various
concentration 20, 40, 60, and 80 percent. The protein content of purified gelatin is
determined using Lowry method. Protein is characterized using SDS — PAGE to
determine protein molecule mass, and FTIR to identified gelatin absorption area. Protein
content data was analyzed by ANOVA Two Way and continued by BNT test. Protein
content of crude gelatin extract is 0.086 — 0.101 mg/mL. The purified gelatin with acetone
20, 40, 60, and 80 % has a successive protein content are 0.015 — 0.023 mg/mL, 0.014 —
0.024 mg/mL, 0.023 — 0.046 mg/mL, and 0.068 — 0.097 mg/mL . Various acetone
concentration for purification gave really different impact to protein content (p < 0.05).
Gelatin of chicken’s bone had typical absorption areas, they were Amida A (3487.82 —
3424.18 cm™), Amida B (2932.36 — 2928.50 cm™), Amida | (1655.57 — 1649.79 cm™),
Amida 11 (1543.71 — 1541.78 cm™), and Amida 111 (1267.91 — 1235.12 cm™).
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gelatin merupakan senyawa turunan dari kolagen yang dapat diterapkan
secara luas dalam industri makanan, farmasi, kosmetik, dan fotografi (Sarbon dkk,
2013). Gelatin digunakan sebagai bahan untuk memproduksi cangkang kapsul dan
untuk melapisi obat yang berupa tablet dalam industri farmasi. Industri pangan
menggunakan gelatin sebagai pembentuk tekstur, transparansi, elastisitas,
pembentuk busa, pembentuk gel, agen pengikat, emulsifier, pengenyal (Haug &
Draget, 2011).

Gelatin dibuat dari bahan baku yang mengandung kolagen seperti kulit,
jaringan ikat hewan, tendon dan tulang (Hudson, 1994), baik dari babi, ikan, sapi
ataupun hewan lainnya (Hastuti & Iriane, 2007). Hingga saat ini masih banyak
ditemukan gelatin yang bahan bakunya berasal dari kulit babi (46%), kulit sapi
(29,4%), tulang babi dan binatang ternak (23,1%) (Gomez-Guillen dkk, 2011).
Banyaknya jenis bahan baku gelatin maka perlu dilakukan karakterisasi untuk
membedakan gelatin dari sumber yang halal dan haram.

Fatwa haram terhadap produk-produk yang bahan bakunya adalah babi
tidak menurunkan permintaan pasar Indonesia terhadap gelatin impor. Menurut
data Badan Pusat Statistik (BPS) (2012), Indonesia memenuhi kebetuhan gelatin
dengan mengimpor sebanyak 3.771,04 ton atau senilai US$ 27.697.810 dari
Amerika Serikat, Perancis, Jerman, Brazil, Korea, Cina dan Jepang. Hal tersebut

menimbulkan kekhawatiran bagi masyarakat muslim di Indonesia karena



berkaitan dengan syariat Islam. Umat muslim diharamkan memakan babi dan
diwajibkan untuk mengkonsumsi makanan yang halal dan baik. Salah satu cara
yang dapat digunakan untuk meminimalkan kemungkinan semakin banyaknya
gelatin yang bahan bakunya berasal dari babi adalah dengan memanfaatkan tulang
ayam broiler sebagai bahan baku gelatin. Sebagaimana firman Allah dalam surat

Al-Bagarah ayat 173 yang berbunyi:

P
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Artinya: “Sesungguhnya Allah hanya mengharamkan bagimu bangkai, darah,
daging babi dan binatang yang (ketika disembelih) disebut (nama) selain Allah.
Tetapi barang siapa dalam keadaan terpaksa (memakannya) sedang ia tidak

menginginkannya dan tidak (pula) melampaui batas, maka tidak ada dosa
baginya. Sesungguhnya Allah Maha Pengampun lagi Maha Penyayang” (Q.S Al-

Bagarah : 173).

Surat Al-Bagarah ayat 173 menjelaskan bahwa yang dimaksud dengan
bangkai adalah hewan yang telah mati tanpa disembelih. Allah juga
mengharamkan daging babi yang disembelih ataupun tanpa disembilih. Hukum
lemak babi maupun dagingnya adalah haram. Begitu juga diharamkan
menyembelih hewan dengan tidak menyebut nama Allah, seperti dengan
menyebut nama berhala, sekutu, dan lain sebagainya yang menjadi kebiasaan
orang-orang Jahiliyah (Abdullah, 2004).

Penelitian tentang produksi gelatin dari tulang ayam broiler yang
dihidrolisis dengan asam sitrat telah dilakukan lakukan oleh Maunatin (2016),
namun belum dilakukan karakterisasi proteinnya. Oleh karena itu, perlu dilakukan

tahap karakterisasi protein gelatin. Karakterisasi protein gelatin meliputi analisis



kadar protein, berat molekul, dan gugus fungsi. Tahap awal yang dilakukan pada
karakterisasi gelatin adalah proses purifikasi.

Tujuan purifikasi adalah untuk menghilangkan kandungan mineral yang
ada dalam gelatin sehingga dapat menghasilkan gelatin murni yang seragam, yaitu
yang memiliki sifat fisik dan kimia yang sama (Cassel & Kanagy, 1949). Proses
purifikasi dilakukan dengan presepitasi protein menggunakan pelarut organik.
Contoh pelarut organik yang dapat digunakan adalah aseton, etanol, asetonitril,
dan metanol (Prabu & Suriyaprakash, 2012). Pelarut organik yang digunakan
untuk presipitasi protein gelatin pada penelitian ini adalah aseton. Presipitasi
dengan aseton terjadi akibat interaksi elektrostatik pada muatan yang berlawanan
di permukaan protein sehingga terjadi pengendapan protein (Nurhayati dkk,
2010).

Aseton digunakan oleh Azira, dkk (2014) untuk presipitasi protein gelatin
dalam jelly homemade. Pita polipeptida dibandingkan dengan gelatin sapi murni.
Sampel jelly homemade memiliki pita yang sama dengan gelatin sapi murni, yaitu
110 dan 135 kDa. Azira, dkk (2012), menggunakan aseton untuk presipitasi
protein gelatin dalam sampel jelly homemade. Efisiensi dari penggunaan aseton
dinilai dengan membandingkan pola pita polipeptida dari sampel jelly homemade
dengan gelatin babi murni (sebagai kontrol). Hasilnya adalah sampel jelly
homemade memiliki pita polipeptida yang sama dengan 11 pita pada gelatin babi
murni yaitu, 25, 58, 64, 70, 76, 83, 87, 96, 106, 114 dan 120 kDa.

Penentuan konsentrasi larutan organik yang digunakan untuk presipitasi
penting karena pada konsentrasi larutan organik tertentu protein akan mengendap

dengan baik. Menurut Sharma, dkk (2014), hasil presipitasi protein maksimum



diperoleh pada konsentrasi aseton 80% dengan sampel nanas (Ananas comosus).
Sampel yang telah dipresipitasi dengan aseton 80% memiliki kadar protein paling
tinggi yaitu 535 mg/mL. Menurut Melas, dkk (1994), konsentrasi terbaik aseton
yang dapat memisahkan protein pada Low Moleculer Weight Subunit of Glutenin
(LMWSG) dan High Moleculer Weight Subunit of Glutenin (HMWSG) dari
gandum adalah konsentrasi 40%. Nurhayati, dkk (2010) melaporkan bahwa
pengendapan inhibitor protease maksimum pada konsentrasi aseton 60%
menghasilkan kadar protein tertinggi yaitu 0,103 mg/mL, Gelatin sapi komersial
yang dipresipitasi dengan aseton 80% memiliki kadar protein yang paling tinggi
yaitu 74,35% (Maknunah, 2015).

Protein yang telah mengendap dikarakterisasi dengan menentukan berat
molekulnya menggunakan Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). Metode SDS-PAGE adalah metode yang dapat
diterapkan untuk mengkarakterisasi profil protein gelatin berdasarkan tingkat
migrasi molekul. Hasil karakterisasi berupa pita-pita protein yang menunjukkan
berat molekul protein yang ada di dalam gelatin.

Berat molekul antara satu sumber gelatin dengan gelatin lainnya berbeda.
Gelatin tulang ayam akan memiliki berat molekul berbeda dengan gelatin tulang
babi, sapi maupun gelatin komersial. Berat molekul spesifik tersebut dapat
memudahkan untuk mengetahui bahan yang digunakan pada pembuatan gelatin.
Abdullah, dkk (2016) melaporkan bahwa gelatin kaki ayam memiliki berat
molekul pada kisaran 120-150 kDa dan kisaran 250 kDa, dengan menggunakan
4% stacking gel dan 7,5% resolving gel. Widyasari & Saroat (2015) melaporkan

bahwa dengan menggunakan stacking gel 4% dan resolving gel 7,5%



menghasilkan berat molekul 130 dan 143 kDa pada gelatin kaki ayam.
Hardikawati, Puspawati, & Ratnayani (2016) menggunakan stacking gel 4% dan
resolving gel 7,5% menghasilkan 6 pita dengan berat molekul 120, 100, 70, 60,
50, dan 40 kDa pada gelatin kulit ayam.

Selain karakterisasi protein dengan menentukan berat molekulnya,
karakterisasi lain yang dilakukan adalah dengan menentukan kadar protein dalam
gelatin. Metode yang digunakan di penelitian ini yaitu metode Lowry dengan
teknik spektrofotometri. Metode Lowry dipilih karena memiliki sensitifitas yang
tinggi (Zaia, 1998), dan mampu mengidentifikasi protein hingga konsentrasi
terkecil (0,02 mg/mL) (Praira, 2008). Penelitian oleh Praira (2008) menunjukan
bahwa dengan metode Lowry sampel obat tablet yang mengandung gelatin dapat
dianalisis dan dihasilkan konsentrasi protein yang cukup besar, antara 0,02% —
12,56% (b/b). Kadar protein fish glue dari limbah ikan tenggiri dengan waktu
ekstraksi 4 jam dan suhu 45 °C adalah 78,5117 ppm (Handoko, Rusli, & Sandy,
2011). Chancharern, dkk (2016) melaporkan bahwa jellyfish gelatin tipe A
memiliki kadar protein 203,12 mg/mL dan jellyfish gelatin tipe B memiliki kadar
protein 350,02 mg/mL.

Proses karakterisasi untuk memastikan bahwa hasil yang diperoleh
merupakan gelatin, maka dilakukan penentukan serapan khas gugus fungsi
menggunakan FTIR (Fourier Transform Infra Red) (Suryati dkk, 2015).
Penelitian Mufidah (2013) menunjukan bahwa gelatin tulang ayam broiler memiliki
bilangan gelombang 1647,13 cm™ untuk amida I, 1541,38 cm™ untuk amida II,
1116, 96 cm™ untuk amida 111, dan 3447,18 cm™ untuk amida A. Spektra FTIR

gelatin kaki ayam memiliki bilangan gelombang 1652,01 untuk amida I, 1539,87



untuk amida 11, 1241,29 untuk amida Il1, 2923,72 untuk amida B, dan 3399,56
untuk amida A (Almeida dkk, 2012).

Berdasarkan ulasan tersebut, maka penting dilakukan penelitian tentang
karakterisasi gelatin dengan melakukan presipitasi protein menggunakan aseton
dengan konsentrasi 20, 40, 60, dan 80%. Protein hasil presipitasi dikarakterisasi
menggunakan  SDS-PAGE, penetuan  kadar protein  menggunakan
Spektrofotometer Uv-Vis dengan metode Lowry, dan penetuan serapan khas
gugus fungsi menggunakan FTIR. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi
informasi tentang penggunaan metode untuk karakterisasi gelatin serta
memberikan informasi tentang kadar protein yang ada dalam gelatin tulang ayam

broiler.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Berapa kadar protein gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton
menggunakan metode Lowry?

2. Bagaimana profil protein gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton
menggunakan SDS-PAGE?

3. Bagaimana serapan dari gugus fungsi gelatin tulang ayam hasil pemurnian

dengan aseton menggunakan FTIR?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1.

Mengetahui kadar protein gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton
menggunakan metode Lowry.

Mengetahui profil protein gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton
menggunakan SDS-PAGE.

Mengetahui daerah serapan gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton

menggunakan FTIR.

1.4 Batasan Masalah

1.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel gelatin ulangan
ke tiga (U3) tulang ayam hasil hidrolisis menggunakan asam sitrat.
Konsentrasi aseton yang digunkan untuk presipitasi adalah 20, 40, 60, dan
80%.

Karakterisasi profil protein menggunakan SDS-PAGE untuk mengetahui
berat molekul protein, metode Lowry untuk mengetahui kadar protein, dan
FTIR untuk mengetahui daerah serapan gelatin.

Gel poliakrilamida dibuat dari 7,5% resolving gel dan 4% stacking gel.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tambahan mengenai

penggunaan metode karakterisasi gelatin. Memberikan informasi tentang kadar

protein yang ada dalam gelatin dari tulang ayam hasil hidirolisis menggunakan

asam sitrat.
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2.1 Gelatin
2.1.1 Pengertian Gelatin

Gelatin adalah polipeptida yang memiliki berat molekul tinggi, berasal
dari kolagen, komponen protein utama dalam tulang, tulang rawan dan kulit, serta
merupakan senyawa protein yang larut (Aina dkk, 2013; Gomez-Guillen dkk,
2011). Gelatin merupakan protein fibrosa yang diperoleh dari denaturasi termal
atau degradasi parsial triple helix kolagen kulit dan tulang hewan (Chancharern
dkk, 2016; Sarbon dkk, 2015).

Gelatin telah diterapkan secara luas dalam makanan, farmasi, kosmetik,
medis, dan produk fotografi. Industri farmasi menerapkan gelatin ke dalam
produksi kapsul lunak dan keras. Gelatin berperan penting dalam industri
kosmetik untuk produk kecantikan kulit dan rambut. Industri fotografi
menggunakan gelatin sebagai bahan pembuatan film (Haug & Draget, 2011). Sifat
fungsional gelatin sangat penting untuk industri makanan karena dapat
meningkatkan elastisitas, konsistensi, dan dapat digunakan sebagai pelapis untuk
melindungi makanan dari cahaya dan oksigen (Rasli & Sarbon, 2015). Menurut
Gelatin Manufacture Institute of America (GMIA) (2012), gelatin dalam produk
makanan memiliki sifat fungsional seperti, pembentuk gel, pembentuk busa,
koloid pelindung, pengikat, penjernih, pengental, pengemulsi, penstabil, dan
perekat.

Sumber gelatin yang paling melimpah saat ini adalah berasal dari

mamalia, terutama sapi dan babi (Gomez-Guillén dkk, 2002). Sumber gelatin dari



babi tidak dapat diterima untuk pasar makanan halal di beberapa negara dengan
jumlah mayoritas Muslim dan Yahudi (Chancharern dkk, 2016; Aina dkk, 2013),
menyebarnya Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) atau penyakit sapi gila
juga menimbulkan kekhawatiran atas keamanan gelatin yang berasal dari sapi
(Abdullah dkk, 2016). Ada beberapa sumber alternatif gelatin yang dapat
digunakan seperti, gelatin yang berasal dari cakar ayam, kulit ayam, kulit ikan,
tulang ikan, dan ubur-ubur (Abdullah dkk, 2016; Chancharern dkk, 2016; Sarbon
dkk, 2013; Rachmania dkk, 2013; Sukkwai dkk, 2011; Widyasari & Saroat,
2015).
2.1.2 Klasifikasi Gelatin

Gelatin dibagi menjadi dua tipe yaitu tipe A dan B. Tipe A diperoleh
dengan pengolahan awal menggunakan asam, dan tipe B diperoleh dari
pengolahan awal menggunakan basa (Widyasari & Saroat, 2015). Perendaman
gelatin tipe A dalam larutan asam membutuhkan waktu selama 8 sampai 30 jam
tergantung pada ketebalan dan ukuran bahan baku. Waktu yang digunakan pada
proses perendaman gelatin tipe B adalah 20 hari sampai 6 bulan (Haug & Draget,
2011). Larutan asam yang digunakan untuk pengolahan dapat mengubah serat
kolagen triple-helix menjadi rantai tunggal, sedangkan larutan basa hanya mampu
menghasilkan rantai ganda (Ward and Court, 1977). Gelatin tipe A rata-rata
memiliki titik isoelektrik yang mirip dengan kolagen, yaitu dikisaran pH 7 - 9,4.
Gelatin tipe B rata-rata memiliki titik isoelektrik dari dalam kisaran pH 4,8 - 5,5
(Haug & Draget, 2011).

Gelatin tipe A biasanya dihasilkan dari kulit hewan muda (terutama kulit

babi). Sedangkan, kulit atau tulang hewan tua yang keras digunakan untuk
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membuat gelatin tipe B (Hastuti & Iriane, 2007). Produksi gelatin dengan proses
asam lebih diminati dibanding proses basa karena lebih ekonomis. Selain itu,
proses asam membutuhkan waktu perendaman yang lebih singkat (Sompie dkk,
2012).

2.1.3 Karakteristik Gelatin

Gelatin merupakan polipeptida yang memiliki berat molekul tinggi, antara
15-300 kDa (Abdullah dkk, 2016). Menurut Sarbon, dkk (2013) berat molekul
gelatin kulit ayam adalah 285 kDa. Proses hidrolisis dapat mempengaruhi berat
molekul gelatin hasil ekstraksi, karena pada saat hidrolisis terjadi pemisahan
rantai peptida. Selama ekstraksi gelatin, konversi kolagen menjadi gelatin dengan
berbagai berat molekul terjadi karena pemecahan interchain cross-link
(Widyasari & Saroat, 2015). Larutan gelatin bersifat amfoter, dapat berperan
sebagai asam atau basa, dalam larutan asam gelatin bermuatan positif, dan dalam
larutan basa bermuatan negatif. Gelatin hampir tidak memiliki rasa dan tidak
berbau, berwujud padatan (agak rapuh), berwarna kuning. Bahan baku gelatin
akan mempengaruhi warnanya. Secara umum, warna tidak mempengaruhi sifat
gelatin atau mengurangi kegunaannya (GMIA, 2012).

Gelatin dapat menyerap air 5-10 kali dari beratnya. Jika ditambah dengan
air panas gelatin akan larut dan akan berubah menjadi gel jika didinginkan.
(Suryani dkk, 2009). Gelatin larut dalam air minimal pada suhu 49 °C, akan
membentuk gel pada suhu sekitar 48 °C, dan larut baik pada suhu 60-70 °C (Ward
& Courts, 1977). Ketika gelatin didinginkan, gelatin akan membentuk gel yang
thermoreversible. Proses pembentukan gel thermoreversible diilustrasikan dalam

Gambar 2.1. Pendinginan tersebut membuat transisi struktur gulungan yang
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semula acak menjadi struktur helik baru. Struktur helik yang baru terbentuk akan
berbeda dengan struktur asli kolagen, karena jumlah triple helix yang terbentuk
kembali akan terbatas. Triple helix yang terbentuk kembali menyebabakan adanya
junction zones. Junction zones distabilkan oleh ikatan hidrogen, dan terhubung
satu dengan yang lain melalui rantai-rantai peptida yang fleksibel (Marsaid &

Atmaja, 2011).

Gambar 2.1 Proses pembentukan gel thermoreversible gelatin (Haug & Draget,
2011)

2.1.4 Komposisi Asam Amino Gelatin

Sifat kimia dari gelatin disebabkan oleh susunan asam amino yang mirip
dengan kolagen, dan dipengaruhi oleh spesies dan jenis jaringan hewan (Hafidz
dkk, 2011). Gelatin tersusun atas 19 asam amino, terdiri dari prolin,
hidroksipiprolin, glisin, alanin, glutamin, asam aspartat, arginin, fenilalanin, lisin,
isoleusin, leusin, valin, tirosin, serin, treonin, histidin, metionin, dan asam
glutamat (Abdullah dkk, 2016).

Menurut Abdullah, dkk (2016) Struktur khas gelatin ditunjukkan sebagai: -
Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-. Secara struktural, molekul gelatin

mengandung ulangan dari urutan Gly-X-Y triplet, dimana X dan Y adalah asam
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amino prolin dan hidroksiprolin. Struktur kimia gelatin ditampilkan pada Gambar
2.2. Asam amino dalam gelatin cakar ayam terdiri dari 21,54% asam imino
(Pro+Hyp), 19,54% glisin, dan alanin 8,863%. Asam-asam amino tersebut yang
memberikan kontribusi terhadap kekuatan gel dan stabilitas yang lebih tinggi

(Sarbon dkk, 2013).

0 o(wo&o 0
| u Il I [

JVVV‘E—H(IZ—C—N—CH—C—N—CH C—N—CH— C—N—CI—CJW
R H R
Glisin Prolin Hidroksiprolin

Gambar 2.2 Struktur kimia gelatin (Poppe, 1992)

2.2 Presipitasi Protein Menggunakan Aseton

Presipitasi adalah metode untuk mendaptkan protein yang lebih murni
dengan cara menggumpalkan dan memisahkan protein dari bahan lain (Suhartono
dkk, 1992). Presipitasi disebabkan oleh perubahan kelarutan setelah dilakukan
penambahan reagen sehingga terjadi pengendapan. Endapan diperoleh dengan
cara sentrifugasi atau filtrasi diikuti dengan pencucian atau pelarutan. Secara
umum metode presipitasi didasarkan pada suhu yang ekstrim, pH atau konsentrasi
garam, atau dengan penambahan pelarut organik (GE Healthcare, 2010).

Salah satu pelarut organik yang dapat digunakan untuk presipitasi adalah
aseton. Aseton digunakan untuk presipitasi karena mudah menguap setelah
presipitasi (Sharma dkk, 2014). Pengendapan protein juga dipengaruhi oleh

konstanta dielektrik yang menyebabkan interaski antara aseton dengan air jauh
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lebih kuat daripada air dengan protein, sehingga efek sebenarnya dalah untuk
mendehidrasi protein. Presipitasi menggunakan pelarut organik biasanya
dilakukan pada suhu rendah. Suhu pelarut yang digunakan adalah -20 °C (Prabu
& Suriyaprakash, 2012).

Penggunaan aseton untuk presipitasi protein gelatin dalam jelly homemade
oleh Azira, dkk (2014) menunjukkan bahwa saat pita polipeptida dibandingkan
dengan gelatin sapi murni, sampel jelly homemade memiliki pita yang sama
dengan gelatin sapi murni, yaitu 110 dan 135 kDa. Aseton juga digunakan oleh
Azira, dkk (2012) untuk presipitasi protein gelatin dalam sampel jelly homemade.
Saat pola pita polipeptida sampel jelly homemade dibandingkan dengan gelatin
babi murni (sebagai kontrol), sampel jelly homemade memiliki pita polipeptida
yang sama dengan gelatin babi murni yaitu, 25, 58, 64, 70, 76, 83, 87, 96, 106,
114 dan 120 kDa.

Penentuan konsentrasi larutan organik yang digunakan untuk presipitasi
penting karena pada konsentrasi larutan organik tertentu protein akan mengendap
dengan baik. Menurut Sharma, dkk (2014), konsentrasi aseton yang menghasilkan
kadar protein paling tinggi yaitu 535 mg/mL pada protease yang diisolasi dari
(Ananas comosus) adalah aseton 80%. Melas, dkk (1994) melaporkan bahwa
aseton dengan konsentrasi 40% dapat memisahkan protein pada Low Moleculer
Weight Subunit of Glutenin (LMWSG) dan High Moleculer Weight Subunit of
Glutenin (HMWSG) dari gandum. Nurhayati, dkk (2010) memperoleh kadar
protein dari inhibitor protease tertinggi yaitu 0,103 mg/mL dengan menggunakan

aseton 60% untuk presipitasi. Maknunah (2015) melaporkan bahwa gelatin sapi
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komersial yang dipresipitasi dengan aseton 80% memiliki kadar protein yang

paling tinggi yaitu 74,35%.

2.3 Karakterisasi Gelatin
2.3.1 Analisis Kadar Protein Menggunakan Metode Lowry

Metode Lowry digunakan untuk menentukan kadar protein terlarut.
Metode Lowry adalah metode penentuan kadar protein yang 100 kali lebih sensitif
dibanding dengan metode biuret. Batas deteksi metode ini berkisar pada
konsentrasi 0,01 mg/mL. Metode Lowry adalah metode yang sederhana, cepat,
dan relatif akurat. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 650 nm (Purwanto,
2014; Yenrina, 2015; Zhou & Regenstein, 2006).

Prinsip metode Lowry yaitu pembentukan kompleks antara ikatan peptida
pada protein dengan ion Cu®* dalam kondisi basa (Gambar 2.3). lon Cu?* lalu
direduksi menjadi ion Cu®. lon Cu® akan mereduksi reagen Folin Ciocalteu
menghasilkan warna biru. Warna biru yang terbentuk merupakan hasil reduksi
asam fosfomolibdat dan asam fosfotungstat oleh tirosin yang merupakan residu
protein. Reaksi fosfomolibdat dan fosfotungstat ditunjukkan dalam Gambar 2.4.
(Purwanto, 2014; Yenrina, 2015)

Metode Lowry telah digunakan oleh Praira (2008) untuk menentukan
kadar protein pada obat tablet yang mengandung gelatin, dihasilkan konsentrasi
protein yang cukup besar, antara 0,02% — 12,56% (b/b). Handoko, dkk (2011)
melaporkan bahwa kadar protein fish glue dari limbah ikan tenggiri dengan waktu

ekstraksi 4 jam dan suhu 45 °C adalah 78,5117 ppm. Chancharern, dkk (2016)
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melaporkan bahwa jellyfish gelatin tipe A memiliki kadar protein 203,12 mg/mL

dan jellyfish gelatin tipe B memiliki kadar protein 350,02 mg/mL.

Cu2+

Cuz* el OH5 cu?* tereduksi menjadi Cu*

Gambar 2.3 Pembentukan kompleks antara ikatan peptida dengan ion Cu®*,

kemudian ~ Cu®* direduksi menjadi Cu® dalam suasana basa
(Purwanto, 2014)

reduksi
[P(W3010)4]* + 9H* + 8" FEAUS! 4[(WO,),(WO,)] + HPO,2 + 4H,0

Fosfotungstat Tungsten

duk
[P(M0,010).J% + 9H" + Betoas! [(M00,);(M0O,)] + HPO,2 + 4H,0

Fosfomolibdat Molibdenum

Gambar 2.4 Reaksi reduksi fosfomolibdat dan fosfotungstat menjadi tungsten dan
molibdenum (Handayani, 2010)

2.3.2 Analisis Berat Molekul Protein Menggunakan SDS-PAGE

Elektroforesis gel poliakrilamida atau Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE) adalah teknik yang sering digunakan di bidang biokimia, forensik,
genetika, biologi molekuler, dan bioteknologi. Fungsinya adalah untuk
memisahkan makromolekul biologis, seperti protein atau DNA, berdasarkan

kemampuannya bergerak dalam medan listrik (Maftuchah dkk, 2015). SDS-PAGE
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menggunakan gel tris-glisin yang terdiri dari stacking gel dan resolving gel,
dimana berbagai presentase gel akrilamida digunakan untuk memisahkan protein
berdasarkan berat molekulnya. Metode ini juga menggunakan sistem
discontinuous buffer dimana pH dan kekuatan ion pada buffer yang digunakan
untuk running adalah Tris pH 8,3, buffer yang digunakan pada stacking gel adalah
Tris pH 6,6 dan resolving gel adalah Tris pH 8,8 (Roy & Kumar, 2012).

Gel yang digunakan untuk proses elektroforesis adalah sejenis radikal
bebas hasil reaksi polimerisasi dari akrilamida (C3HsNO), dengan bis-akrilamida
(V,N’-Methylenebisacrylamide)  (C;H3oN2.O,)  (Maftuchah  dkk, 2015).
Poliakrilamida memiliki kelebihan dibanding dengan gel yang lain. Kelebihannya
adalah tidak bereaksi dengan sampel dan tidak membentuk matriks dengan sampel
sehingga tidak menahan sampel yang bergerak sehingga mempunyai daya
pemisahan yang cukup tinggi (Nugroho & Rahayu, 2016).

Gel akrilamida terbentuk oleh polimerisasi akrilamida dengan cross linker
(bis akrilamida) dengan adanya katalis Tetrametiletilendiamin (TEMED) dan
inisiator amonium persulfat (APS) serta adanya buffer gel (tris) yang sesuai (Roy
& Kumar, 2012). TEMED mempercepat penguraian molekul persulfat menjadi
radikal bebas sulfat dan kemudian terjadi polimerisasi (Garfin, 2003). Reaksi

polimerisasi gel akrilamida ditunjukkan pada Gambar 2.5.
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Akrilamida

Poliakrilamida
HaC—— CH, ﬁ ﬁ
= = H H H  H H
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Bis-akrilamida NH; NH; NH
HsC——CH, |
CH,
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Gambar 2.5 Reaksi polimerisasi pada gel poliakrilamida (Maftuchah dkk, 2015).

Sodium dodecyl sulphate (SDS) merupakan bagian yang penting agar
protein dapat bergerak dalam arus listrik. SDS merupakan surfaktan anionik
dengan rumus CHg3(CH)1;0SO3Na, dapat melarutkan molekul hidrofobik.
Penggunaan SDS berfungsi untuk mengubah struktur protein sekunder dan tersier
(Roy & Kumar, 2012). SDS yang merupakan deterjen juga berfungsi
mendenaturasi protein, mengakibatkan ikatan dalam protein terputus membentuk
protein yang dapat terelusi dalam gel begitu juga merkaptoetanol (Nugroho &

Rahayu, 2016).
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B a o Muatan pada gugus R

ny Daerah hidrofobik

A b

Gambar 2.6 Struktur protein sebelum penambahan SDS, huruf H menunjukkan
daerah hidrofobik (a), dan setelah penambahan SDS (b) (Roy &
Kumar, 2012).

Sebelum ditambah dengan SDS, protein bermuatan positif dan negatif,
karena muatan pada gugus R protein. Gambar 2.6 (a) menunjukkan bahwa gugus
R nonpolar telah berkumpul untuk menjauh dari air (polar) yang mengelilingi
protein. Gambar 2.6 (b) menunjukkan bahwa SDS dapat mengganggu daerah
hidrofobik dengan banyaknya muatan negatif yang mengelilingi setiap muatan
positif protein. Protein yang dihasilkan telah terdenaturasi oleh SDS menjadi
struktur primer. Perubahan struktur protein tersier menjadi primer juga dibantu
oleh panas dan adanya zat pereduksi seperti f-merkaptoetanol, yang selanjutnya
mendenaturasi protein dengan memutus ikatan disulfida atau rusaknya struktur
protein (Roy & Kumar, 2012).

Gelatin kaki ayam memiliki berat molekul pada kisaran 120-150 kDa dan
kisaran 250 kDa (Abdullah dkk, 2016). Menurut Widyasari & Saroat (2015), berat
molekul gelatin kaki ayam adalah 130 dan 143 kDa. Hardikawati, dkk (2016)
melaporkan bahwa gelatin kulit ayam memiliki berat molekul 120, 100, 70, 60,

50, dan 40 kDa. Skema elektroforesis SDS-PAGE ditampilkan pada Gambar 2.7.
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Gambar 2.7 Skema elektroforesis untuk protein (SDS-PAGE) (Syukur, 2017).

2.3.3 ldentifikasi Daerah Serapan Gelatin Menggunakan FTIR
Spektrofotometri FTIR merupakan salah satu teknik spektroskopi yang
paling baik untuk analisis makanan (Al-Saidi dkk, 2012). Spektrofotometri FTIR
juga merupakan teknologi non-destruktif dan cepat untuk mendapatkan ciri khas
biokimiawi yang memberikan informasi tentang struktur molekul dan komposisi.
Spektrum inframerah menunjukkan ciri khas molekul dari suatu sampel, dimana
masing-masing sampel dari sumber yang berbeda menghasilkan spektrum IR yang
berbeda dan spesifik (Cebi dkk, 2016). Oleh sebab itu, Spektrofotometri IR dapat

dipakai untuk mengamati gugus fungsi gelatin (Al-Saidi dkk, 2012).
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Tabel 2.1 Spektra FTIR gelatin tipe A

Bilangan Gelombang pada Gelatin (cm™)

SDe ?2;)2?1 Kaki Ayam Kaki Ayam Tulang Ayam Broiler
(Abdullah dkk, 2016)  (Almeida, dkk 2012) (Mufidah, 2013)

Amida A 3287,16 3399,56 3447,18

Amida B 2929,05 2923,72 -

Amida | 1628,32 1652,01 1647,13

Amida Il 1536,61 1539,87 1541,38

Amida Il 1236,37 1241,29 1116, 96

Menurut Almeida, dkk (2012) struktur sekunder gelatin yang diperoleh
dipengaruhi oleh pengolahan menggunakan asam dan waktu ekstraksi. Bilangan
gelombang dan hasil spektra FTIR gelatin tipe A ditunjukkan pada Tabel 2.1 dan
Gambar 2.8. Spektra FTIR dari gelatin menunjukkan puncak utama di daerah
amida. Amida | menunjukkan regangan ikatan rangkap gugus karbonil C=0,
regangan CN, deformasi CCN, bending ikatan NH. Amida Il menunjukkan
regangan C-N, deformasi N-H pada gugus peptida. Amida Il menunjukkan
regangan C-N, deformasi N-H, kibasan gugus CH,. Amida A memperlihatkan
bahwa gugus NH dalam amida cenderung berikatan dengan regangan CH, jika
gugus karboksilat dalam keadaan stabil. Amida B menunjukkan interaksi gugus -

NH; antara rantai peptida (Abdullah dkk, 2016; Almeida dkk, 2012).
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Gambar 2.8 Spektra FTIR gelatin tulan g ayam broiler (Rohmah, 2017).

2.4 Gelatin dalam Prespektif Hukum Islam

Proses pengolahan suatu makanan tidak bisa lepas dari pemilihan bahan
makanan dan penggunaan bahan tambahan dalam makanan. Salah satu contoh
bahan tambahan makanan yang digunakan adalah gelatin. Kebutuhan akan gelatin
oleh dunia industri di Indonesia sebagian besar selama ini masih diperoleh dengan
cara impor. Gelatin impor umumnya merupakan produk yang dihasilkan dari
pengolahan tulang serta kulit hewan ternak seperti sapi, domba, dan babi. Allah
berfirman dala surat Al-An’aam ayat 142:
It 348 S0 4 ozt oonglat 1585 Vg A 155 G 8 shs D5 2 g

(V&Y)

Artinya: “Dan di antara hewan ternak itu ada yang dijadikan untuk
pengangkutan dan ada yang untuk disembelih. makanlah dari rezki yang telah
diberikan Allah kepadamu, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah
syaitan. Sesungguhnya syaitan itu musuh yang nyata bagimu” (Q.S Al-An’aam :
142).

520079 0.273

F)
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Surat Al-An’aam ayat 142 menerangkan bahwa hewan ternak (Al-
An’aam) memiliki dua fungsi. Fungsi pertama adalah hewan ternak yang
digunakan untuk alat angkut atau alat transportasi (Hamulatan), contohnya yaitu
kuda, sapi, dan keledai. Fungsi kedua adalah hewan ternak yang dijadikan sebagai
hewan potong (Farsy). Kata (Farsy) yang diartikan sebagai hewan ternak kecil
karena tubuhnya hampir menyentuh tanah, dan bisa disembelih, contohnya yaitu
kambing, domba dan sapi (Shihab, 2002).

Bahan tambahan makanan yang berasal dari binatang mungkin akan
menimbulkan keraguan bagi umat Islam. Hal ini dikarenakan status halal makanan
tersebut tergantung pada hewan dan cara penyembelihan yang dilakukan.
Alternatif yang dapat digunakan untuk membuat gelatin halal salah satunya yaitu
menggunaan tulang ayam broiler sebagai bahan bakunya (Zulackah &

Kusumawati, 2005). Allah berfirman dalam surat Al-Maidah ayat 88:

G 4 N5 A 49 sl 2T B, 1
(M) Osaedh 4 15T ol Al 152515 b Yo Al 4S5 & 1S3

Artinya: “Dan makanlah makanan yang halal lagi baik dari apa yang Allah telah
rezekikan kepadamu, dan bertakwalah kepada Allah yang kamu beriman kepada-
Nya” (Q.S Al-Maaidah : 88).

Surat Al-Maidah ayat 88 menerangkan tentang perintah mengkonsumsi
makanan yang halal serta baik, dan juga disertai perintah berbuat ketaatan,
mengharapkan ridha-Nya. Allah SWT memerintah hamba-Nya mengkonsumsi
makanan yang halal dan bersamaan dengan itu juga melarang mengkonsumsi
makanan yang sudah rusak, kotor serta mengandung dosa memperolehnya dengan

cara yang haram, contohnya dengan korupsi, suap, riba dan lain sebagainya.



Mengkonsumsi makanan yang baik juga menjadi saah satu syarat terkabulnya

do’a, Rasulullah SAW bersabda:

L Ju o oy ale 5l o Joo B O35 J6 0B 4 B s S5h o 0
B 1320505 o 2 gl L@.Ab Ji JUas calesad el du &) 5 U 3 2oy
% ot Eanl e e g S5 F 25 G ol 5. 85T 20 T 06
usind 56 prdiy db 5 35 ks 5 2s s 2s dadss S g cles ) &3

\

(r.l.w.A o\j))

Dari Abu Hurairah r.a. ia berkata, “ Rasullullah SAW bersabda, sesungguhnya
Allah itu baik, tidak menerima kecuali yang baik. Dan sesungguhnya Allah telah
memerintahkan pada orang — orang mukmin seperti apa yang telah
diperintahkan-Nya kepada Rosul, maka Allah berfirman: Hai para Rasul,
makanlah kamu semua dari sesuatu yang baik dan berbuatlah kamu yang baik.
Dan firman Allah yang lain: Hai orang — orang yang beriman, makanlah kamu
semua dari sebaik — baik apa yang telah Ku-rezekikan kepadamu. Kemudian Nabi
SAW menceritakan seseorang lelaki yang telah jauh perjalanannya dengan
rambutnya yang kusut, kotor, penuh debu, yang menadahkan kedua tangannya
seraya berkata (berdo’a): Wahai tuhanku, sedangkan makanannya haram
minumannya haram, pakaiannya haram dan dikenyangkan barang yang haram,
mana mungkin ia akaaan dikabulkan do’anya?” (HR. Muslim).

Menurut Al-Shabuni (1999), makanan yang disebut dalam Al-Qur’an
dengan kalimat tha’am merupakan sesuatu yang dimakan atau dicicipi. Kata
tha’am (makanan) yang digunakan sudah mencakup minuman didalamnya
(Shihab, 1997). Kriteria makanan halal dapat ditinjau dari dua hal. Pertama adalah
kandungan zatnya, makanan atau minuman harus bersih (suci) jauh dari najis, dan
kotoran. Kedua adalah cara mendapatkannya, Islam mengharamkan setiap

penganutnya mencari ataupun mendapatkan makanan melalui jalan salah seperti

mencuri, merampas kepunyaan orang lain, korupsi dan lain sebagainya.



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2017 - Februari 2018 di
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN)

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi seperangkat alat

gelas seperti, gelas arloji, pengaduk gelas, labu ukur, gelas beaker, tabung reaksi,
dan kuvet. Seperangkat alat elektroforesis SDS-PAGE, neraca analitik, spatula,
vortex, sentrifuge, shaker, mikropipet, tip, tube, waterbath, hotplate. Instrumen
yang digunakan adalah spektrofotometer UV-Vis, dan FTIR.
3.2.2 Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah gelatin tulang ayam hasil hidrolisis
dengan asam sitrat. Bahan kimia yang digunakan untuk presipitasi adalah aseton
20, 40, 60, 80%, dan akuades. Bahan-bahan yang digunakan untuk menentukan
kadar protein adalah Bovin Serum Albumin (BSA), dan pereaksi lowry (2%
Na,CO3, NaOH 0,1 N, 1% Na K Tartrat, 0,5% CuS0O,4.5H,0, dan reagen Folin
Ciocalteu). Bahan-bahan yang digunakan untuk analisis SDS-PAGE adalah 30%
(b/v) akrilamid/bis-akrilamid, 10% (b/v) SDS (Sodium Dodecyl Sulphate), 10%

(b/v) APS (Amonium Persulfat), N,N,N’ N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED), -
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mercaptoethanol, tris-HCI, gliserol, 0,5% (b/v) bromophenol blue, marker protein,
buffer elektroforesis SDS-PAGE pH 8,3, larutan staining (0,025 (w/v) coomassie
brilliant blue R-250, 40% (v/v) metanol dan 10% (v/v) asam asetat glasial) dan
larutan destaining (40% (v/v) metanol, 10% (v/v) asam asetat glasial). Bahan

yang digunakan untuk FTIR adalah KBr.

3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:

1. Presipitasi protein gelatin menggunakan aseton

2. Penentuan kadar protein gelatin menggunakan metode Lowry

3. Penentuan berat molekul protein gelatin menggunakan SDS-PAGE
4. Identifikasi daerah serapan menggunakan FTIR

5. Analisis data

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pemurnian Protein Menggunakan Aseton

Gelatin sebanyak 1 g dilarutkan dalam 10 mL akuades pada suhu 50°C
sampai larut. Kemudian larutan sampel divortex pada suhu ruang (Aina dkk,
2013). Sebanyak 2 mL sampel ditambahkan dengan 8 mL aseton 20% yang telah
didinginkan pada suhu -20°C, kemudian divortex. Pengendapan dilakukan dengan
membiarkan campuran selama semalam pada suhu -20°C. Setelah itu, campuran
gelatin dengan aseton disentrifugasi untuk memisahkannya. Sentrifugasi

dilakukan pada kecepatan 5.000 rpm selama 30 menit. Supernatan dibuang dan
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endapan protein dikeringkan untuk menghilangkan aseton. Perlakuan di atas

diulangi untuk konsentrasi aseton 40%, 60%, dan 80% (Azira dkk, 2012).

3.4.2 Penentuan Kadar Protein Gelatin Menggunakan Metode Lowry (Lowry

dkk, 1951)
3.4.2.1 Pembuatan Pereaksi Lowry

Pereaksi Lowry terdiri dari pereaksi A, B, C, dan D. Pereaksi A terdiri dari
2% Na,CO3 dalam 0,1 N NaOH. Pereaksi B terdiri dari 0,5% CuSO,4.5H,0 dalam
1% Na K Tartrat. Pereaksi C dibuat dari campuran 50 mL pereaksi A dan 1 mL
pereaksi B. Pereaksi D dibuat dari campuran reagen Folin Ciocalteu dan akuades
dengan perbandingan 1 : 1.
3.4.2.2 Pembuatan Larutan Standar

Larutan standar BSA dibuat dalam berbagai konsentrasi yaitu 0,02; 0,04;
0,06; 0,08; dan 0,1 mg/mL. Sebelum larutan standar diukur absorbansinya, maka
diambil salah satu larutan standar untuk digunakan dalam penentuan panjang
gelombang maksimum. Larutan standar dengan konsentrasi 0,06 mg/mL
kemudian digunakan untuk penentuan panjang gelombang maksimum.
3.4.2.3 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebanyak 1 mL larutan standar 0,06 mg/mL dimasukkan ke dalam tabung
reaksi kemudian ditambah dengan akuades 3 mL. Larutan standar ditambah
dengan 5,5 mL pereaksi C, diaduk dan didiamkan pada suhu kamar selama 15
menit. Setelah itu, ditambah dengan pereaksi D sebanyak 0,5 mL, kemudian
diaduk dan didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit. Selanjutnya, larutan

diukur pada pada panjang gelombang 400-800 nm.
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3.4.2.4 Pembuatan Kurva Standar

Larutan standar 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; dan 0,1 mg/mL ditambah dengan
reagen Lowry sebagaimana yang dijelaskan pada tahapan 3.4.2.3. Selanjutnya
absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang maksimum. Berdasarkan
absorbansi sederetan larutan standar tersebut, maka dapat dibuat kurva standar
dengan sumbu X sebagai konsentrasi dan sumbu Y sebagai absorbansi.
3.4.2.5 Penentuan Kadar Protein dalam Sampel

Sebanyak 1 mL larutan sampel dan 5,5 mL pereaksi C dimasukkan dalam
tabung reaksi kemudian ditambah dengan akuades 3 mL. Campuran diaduk dan
didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit. Selanjutnya, campuran tersebut
ditambah dengan 0,5 mL pereaksi D, lalu diaduk dan didiamkan pada suhu kamar
selama 30 menit. Setelah itu, campuran tersebut diukur absorbansinya pada
panjang gelombang maksimum. Penentuan kadar protein dalam sampel dilakukan

dengan tiga kali perlakuan.

3.4.3 Penentuan Berat Molekul Protein Gelatin Menggunakan SDS-PAGE
3.4.3.1 Pembuatan Gel SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)

Gel elektroforesis SDS-PAGE dibuat dengan komposisi 7,5% resolving
gel dan 4% stacking gel. Resolving gel 7,5% dibuat dengan mencampur 7,28 mL
akuades dan 30% Akrilamid/bis akrilamid sebanyak 3,75 mL, kemudian
ditambahkan 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 sebanyak 3,75 mL dan 10% SDS sebanyak
150 uL, kemudian ditambah 10% APS sebanyak 75 pL, setelah itu ditambahkan
7,5 uL TEMED. Stacking Gel 4% dibuat dengan mencampur 9 mL akuades dan

30% Akrilamid/bis akrilamid sebanyak 1,98 mL, kemudian ditambahkan 0,5 M
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Tris-HCI pH 6,8 sebanyak 3,78 mL dan 10% SDS sebanyak 150 uL, kemudian
ditambah 10% APS sebanyak 75 pL, setelah itu ditambahkan 15 uL TEMED.

Komposisi gel elektroforesis SDS-PAGE dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Komposisi Gel Elektroforesis SDS-PAGE

Bahan Resolving Gel 7,5% Stacking Gel 4%

30% Akrilamid/bis akrilamid 3,75 mL 1,98 mL

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 3,78 mL

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 ik -

10% SDS 150 uL 150 uL
Akuades 7,28 mL 9mL
TEMED 7,5uL 15uL

10% APS 75 uL 75 uL
Total 15mL 15 mL

3.4.3.2 Preparasi dan Running Sampel (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)
Preparasi dilakukan dengan menambahkan 5 pL sampel protein gelatin ke
dalam 5 pL RSB (Reducing Sample Buffer) dengan perbandingan 1:1 (v/v),
kemudian dipanaskan pada suhu 90°C selama 5 menit. Sampel didinginkan pada
suhu ruang dan dimasukkan ke dalam sumur gel, sedangkan marker protein yang
digunakan adalah 5 pL. Running dilakukan pada tegangan 120 V selama + 80
menit dalam running buffer.
3.4.3.3 Pewarnaan Gel (Mahasri dkk, 2010)
Gel hasil running direndam dalam larutan pewarna (staining). Proses
staining dilakukan selama 30 menit sambil di-shaker. Kemudian gel dicuci

dengan aquades, lalu direndam dengan larutan destaining selama semalam.
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3.4.4 ldentifikasi Daerah Serapan Menggunakan FTIR (Puspawati dkk,

2012)

Sampel gelatin sebanyak 2 mg dicampur dengan 100 mg serbuk KBr
kemudian ditumbuk hingga halus. Setelah itu, campuran tersebut dipadatkan di
sebuah cetakan menggunakan pompa hidrolik sehingga membentuk pelet.
Karakterisasi dilakukan dengan spektrofotometer FTIR pada panjang gelombang

4000 — 500 cm™.

3.5 Analisis Data

Perhitungan dilakukan pada marker dengan menentukan nilai Retardation
factor (Rf). Perhitungan nilai Retardation factor (Rf) dilakukan dengan
menggunakan persamaan (Mahasri dkk, 2010):

_ Jarak pergerakan protein dari tempat awal

(3.1)

~ Jarak pergerakan warna dari tempat awal

Setelah itu, nilai Rf dan nilai log Berat Molekul (BM) marker dimasukkan dalam
persamaan regresi linier dengan rumus: y = a + bx, dimana y adalah berat molekul
dan x adalah nilai Rf sampel. Data kadar protein dianalisis dengan ANOVA Two
way SPSS 16 dan dilanjutkan dengan uji BNT. Spektra FTIR yang diperoleh
dianalisis secara deskriptif yaitu dengan menjelaskan karakteristik yang dimiliki

objek penelitian.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pemurnian Protein Gelatin Menggunakan Pelarut Aseton

Pemurnian protein yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan
metode presipitasi. Tujuan dari pemurnian adalah untuk memaksimalkan hasil pita
protein pada proses elektroforesis SDS-PAGE. Pemurnian protein dilakukan
dengan menambahkan pelarut organik seperti aseton dan etanol. Pelarut yang
digunakan dalam penelitian ini adalah aseton 20, 40, 60, dan 80%.

Preparasi sampel dilakukan dengan melarutkan gelatin dalam air dengan
cara dipanaskan. Pencampuran protein gelatin dan air akan membentuk suatu
sistem koloid, terdiri dari protein sebagai zat terdispersi dan air sebagai
pendispersi. Protein yang tersusun atas asam amino dan mempunyai muatan dan
terdispersi dalam air yang polar maka membentuk koloid dengan baik. Agar
koloid dapat bergerak perubahan kimia larutan harus menghasilkan gaya tolak
menolak pada permukaan koloid, gaya tolak menolak tersebut lebih besar
dibanding gaya tarik menarik (Sriwahyuni, 2010). Penambahan larutan organik
seperti aseton pada menyebabkan stabilitas koloid terganggu. Terganggunya
stabilitas koloid tersebut terjadi karena gaya tarik menarik antar koloid
mengakibatkan terjadinya pengendapan protein (Prihatinningtyas & Agus, 2013).

Pengendapan protein juga dipengaruhi oleh konstanta dielektrik pelarut.
Air memiliki konstanta dielektrik 80 sedangkan aseton memiliki konstanta
dielektrik 20,7. Hal tersebut menunjukkan bahwa jika dibanding dengan air,

aseton kurang memiliki muatan sehingga kurang disukai protein untuk
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membentuk koloid. Penambahan aseton menyebabkan interaksi antara aseton
dengan air jauh lebih kuat daripada air dengan protein, sehingga protein akan

terhidrasi (Prabu & Suriyaprakash, 2012; Saifudin, 2014).

Gambar 4.1 Hasil pemurnian gelatin dengan aseton 20, 40, 60, dan 80%.

Konsentrasi aseton yang digunakan berpengaruh terhadap pengedapan
protein. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi aseton
yang digunakan maka protein yang diendapkan akan semakin banyak (Gambar
4.1). Semakin tingggi konsentrasi aseton, semakin tidak mampu untuk
mendispersi protein, sehingga protein akhirnya mengendap. Banyaknya protein
yang mengendap dibuktikan dengan tingginya kadar protein yang dihasilkan
(Tabel 4.1). Marino, dkk (2015) melaporkan bahwa pemurnian dengan etanol
(pelarut organik) 60, 75, dan 90% pada enzim glikosil hidrolase memiliki kadar
protein berturut-turut adalah 36,4; 81,7; dan 94,2 %. Pemurnian dengan
konsentrasi aseton terbaik dapat diketahui dari kadar protein yang ditentukan
dengan metode Lowry. Selain itu juga digunakan elektroforesis SDS-PAGE untuk

mengetahui pita protein yang terbentuk.
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Interaksi antara gelatin, air dan aseton ditunjukkan pada Gambar 4.2. Poin
(@) menjelaskan bahwa ketika gelatin dilarutkan dalam air maka akan membentuk
ikatan hidrogen. Poin (b), penambahan aseton ke dalam larutan gelatin akan
menyebabkan ikatan hidrogen antara gelatin dan air putus. Poin (c), air akan
membentuk ikatan hidrogen baru dengan aseton. Adapun protein akan membentuk
interaksi antar molekul protein yang lain sehingga protein dapat mengendap.
Selain interaksi hidrogen, pengendapan protein juga dipengaruhi oleh adanya gaya
tarik menarik London- van der Waals antara permukaan koloid (Sriwahyuni,

2010).
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Gambar 4.2 Dugaan interaksi antara gelatin, air dan aseton (a) ikatan hidrogen

antara gelatin dan air, (b) Terputusnya ikatan hidrogen antara gelatin
dan air karena adanya penambahan aseton, (c) terbentuk ikatan

hidrogen antara air dan aseton, serta interaksi antara molekul protein.
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4.2 Penentuan Kadar Protein Gelatin Menggunakan Metode Lowry

Prinsip metode Lowry yaitu pembentukan kompleks antara ikatan peptida
pada protein dengan ion Cu®** dalam kondisi basa. lon Cu* direduksi menjadi ion
Cu®. lon Cu" akan mereduksi reagen Folin Ciocalteu menghasilkan warna biru.
Warna biru yang terbentuk merupakan hasil reduksi asam fosfomolibdat dan asam
fosfotungstat oleh tirosin. Penentuan kadar protein gelatin hasil pemurnian
menggunakan aseton 20, 40, 60, dan 80% adalah untuk mengetahui pengaruh
konsentrasi aseton yang digunakan. Penentuan kadar protein sampel dapat

diketahui dengan pembuatan kurva standar (Gambar 4.3).
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Gambar 4.3 Grafik kurva standar protein

Berdasarkan Tabel 4.2, kadar protein gelatin 12-60 jam sebelum
dimurnikan (ekstrak kasar) lebih tinggi jika dibanding dengan gelatin hasil
pemurnian. Pemurnian gelatin dengan aseton 80% menghasilkan kadar protein

yang paling tinggi. Tingginya kadar protein tersebut menunjukkan bahwa hanya



35

sedikit protein yang terbuang pada saat proses pemurnian. Hal tersebut disebabkan
karena konsentrasi aseton yang tinggi tidak mampu untuk mendispersi protein

dengan baik sehingga protein lebih banyak yang mengendap.

Tabel 4.1 Kadar Protein Gelatin

Sampel Gelatin Variasi Konsentrasi Aseton Kadar Protein (mg/mL)

Ekstrak Kasar 0,086+0,0014°

20% 0,015+0,0034%

12 jam 40% 0,014+0,0018°
60% 0,023+0,0009"

80% 0,085+0,0039°

Ekstrak Kasar 0,101J_r0,0006d

20% 0,015+0,0018"

24 jam 40% 0,014+0,0005"
60% 0,026+0,0031"

80% 0,097+0,0062°

Ekstrak Kasar 0,101J_r0,0008d

20% 0,023+0,0026"

36 jam 40% 0,020+0,0048°
60% 0,033+0,0078"

80% 0,072+0,0047°

Ekstrak Kasar 0,095J_r0,0039d

20% 0,016+0,0042°

48 jam 40% 0,015+0,0013°
60% 0,046+0,0055"

80% 0,079+0,0039°

Ekstrak Kasar 0,093+0,0101°

20% 0,019+0,0057%

60 jam 40% 0,024+0,0017°
60% 0,024+0,0054"

80% 0,068+0,0082°

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan beda nyata (p < 0,05).

Sampel yang dimurnikan dengan aseton 20, 40, dan 60% memiliki kadar
protein yang rendah. Rendahnya kadar protein menunjukkan bahwa banyak

protein yang terbuang saat proses pemurnian. Hal tersebut disebabkan karena
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konsentrasi aseton yang semakin rendah memiliki kemampuan untuk mendispersi
protein dengan baik sehingga protein kurang mengendap.

Kadar protein yang telah didapatkan diuji statistik dengan Anova Two way
menggunakan SPSS. Berdasarkan analisis tersebut menunjukkan adanya pengaruh

variasi konsentrasi aseton terhadap kadar protein gelatin, dengan nilai p < 0,05.

4.3 Penentuan Berat Molekul Protein Gelatin Menggunakan Elektroforesis
SDS-PAGE

Karakterisasi molekul gelatin bertujuan untuk mengetahui hasil pemurnian
yang dapat dilihat dengan adanya pita protein pada gelatin tulang ayam, berat
molekul, dan intensitas pita yang terbentuk. Pita protein tulang ayam dapat
diketahui dengan menentukan berat molekulnya. Berat molekul diketahui dengan
menentukan nilai Rf yang digunakan untuk membuat kurva standar marker
sehingga berat molekul dapat diketahui.

Terdapat lima sampel yang digunakan yaitu gelatin 12, 24, 36, 48, dan 60
jam. Masing-masing sampel ekstrak kasar memiliki 4 hingga 8 pita protein
dengan berat molekul kisaran 31-138 kDa. Hasil pemurnian gelatin dengan aseton
20 dan 40% menunjukkan bahwa tidak terdapat pita protein. Gelatin yang
dimurnikan dengan aseton 60% memiliki 1 hingga 2 pita protein dengan berat
molekul kisaran 42-137 kDa. Gelatin yang dimurnikan dengan aseton 80%
memiliki 2 hingga 5 pita protein dengan berat molekul kisaran 31-138 kDa (Tabel

4.2).



Tabel 4.2. Berat molekul gelatin tulang ayam
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Berat Molekul (kDa)

Sampel EK Aseton 20%  Aseton 40%  Aseton 60%  Aseton 80%
133 107 107
119 42 42
103
. 85
12 jam 76 - -
63
42
38
108 66 108
100 100
92 92
24 jam 82 - - 82
74 63
70
63
132 132
111 111
: 97 84
36 jam 84 - - - 66
66 311
31
137 137 137
128 128
116 116
48 jam 113 - - 113
98
83
66
138 138
| 120 120
6042y 105 ) - - 105
66

Keterangan: EK = ekstrak kasar
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Gambar 4.4 Hasil elektroforesis gelatin 12 jam. Keterangan: M = marker, EK =
ekstrak kasar, 1 = aseton 20%, 2 = aseton 40%, 3 = aseton 60%, dan

4 = aseton 80%.

Gelatin tulang ayam memiliki pita protein tertentu. Sampel gelatin 12 jam

sebelum dimurnikan (ekstrak kasar) menunjukkan bahwa terdapat delapan pita

yang muncul, yaitu 38, 42, 63, 76, 85, 103, 119, dan 133 kDa. Setelah dilakukan

pemurnian pada gelatin tersebut terdapat pita yang hilang. Gambar 4.4

menunjukkan bahwa tidak terdapat pita protein pada gelatin yang telah

dimurnikan dengan aseton 20 dan 40%. Dua pita sama yang muncul pada gelatin

yang telah dimurnikan menggunakan aseton 60 dan 80% yaitu pada 42 dan 107

kDa.
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Gambar 4.5 Hasil elektroforesis gelatin 24 jam. Keterangan: M = marker, EK =
ekstrak kasar, 1 = aseton 20%, 2 = aseton 40%, 3 = aseton 60%, dan
4 = aseton 80%.

Sampel gelatin 24 jam (Gambar 4.5) menunjukkan bahwa pada ekstrak
kasar terdapat tujuh pita, yaitu 63, 70, 74, 82, 92, 100, 108 kDa. Pita protein tidak
muncul pada gelatin yang dimurnikan dengan aseton 20 dan 40%. Gelatin yang
dimurnikan dengan aseton 80% memiliki lima buah pita, yaitu pada 63, 82, 92,
100, dan 108 kDa. Berbeda halnya dengan gelatin yang dimurnikan dengan aseton
80%, gelatin yang dimurnikan dengan aseton 60% hanya menghasilkan satu pita

yaitu pada 66 kDa.
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Gambar 4.6 Hasil elektroforesis gelatin 36 jam. Keterangan: M = marker, EK =
ekstrak kasar, 1 = aseton 20%, 2 = aseton 40%, 3 = aseton 60%, dan
4 = aseton 80%.

Ekstrak kasar gelatin 36 jam memiliki enam pita protein, yaitu pada 31,
66, 84, 97, 111, dan 132 kDa. Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.6, gelatin
yang dimurnikan dengan aseton 20, 40, dan 60% tidak memiliki pita protein.
Namun, pada gelatin yang dimurnikan dengan aseton 80% memiliki lima pita

protein, yaitu 31, 66, 84, 111, dan 132 kDa.
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Gambar 4.7 Hasil elektroforesis gelatin 48 jam. Keterangan: M = marker, EK =
ekstrak kasar, 1 = aseton 20%, 2 = aseton 40%, 3 = aseton 60%, dan
4 = aseton 80%.

Hasil elektroforesis pada Gambar 4.7 menunjukkan bahwa ekstrak kasar
memiliki tujuh pita protein pada berat molekul 66, 83, 98, 113, 116, 128, dan 137
kDa. Gelatin yang dimurnikan dengan aseton 20 dan 40% tidak memiliki pita.
Hanya terdapat satu pita protein pada gelatin yang dimurnikan dengan aseton 60%
yaitu pada berat molekul 137 kDa. Gelatin yang dimurnikan dengan aseton 80%

memiliki empat pita protein, pada berat molekul 113, 116, 128, dan 137 kDa.
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Gambar 4.8 Hasil elektroforesis gelatin 60 jam. Keterangan: M = marker, EK =
ekstrak kasar, 1 = aseton 20%, 2 = aseton 40%, 3 = aseton 60%, dan
4 = aseton 80%.

Ekstrak kasar pada sampel ini (Gambar 4.8) memiliki empat pita protein
dengan berat molekul 66, 105, 120, dan 138 kDa. Hanya pada gelatin yang
dimurnikan dengan aseton 80% yang memiliki pita protein, sedangkan yang
dimurnikan dengan aseton 20, 40, dan 60% tidak menghasilkan pita protein. Pita
protein yang muncul pada gelatin yang dimurnikan dengan aseton 80% memiliki
berat molekul 105, 120, dan 138 kDa.

Berat molekul ekstrak kasar sampel 12 jam (Gambar 4.4) menunjukkan
bahwa karakteristik pita gelatin tulang ayam berada pada berat molekul 103-133
kDa. Berbeda halnya dengan sampel 12 jam, sampel 24 jam (Gambar 4.5) dan
sampel 36 jam (Gambar 4.6) masing-masing memiliki berat molekul 100 dan 108
kDa, serta 111 dan 132 kDa. Sampel 48 jam (Gambar 4.7) memiliki karakteristik

pita gelatin tulang ayam pada 113-137 kDa, sedangkan sampel 60 jam (Gambar

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



43

4.8) karakteristik pita gelatinnya terdapat pada 105-138 kDa. Menurut Abdullah,
dkk (2016), gelatin kaki ayam memiliki berat molekul pada kisaran 120-150 kDa.
Menurut Widyasari & Saroat (2015), gelatin kaki ayam memiliki karakteristik
pada berat molekul 130 dan 143 kDa. Du, dkk (2013) melaporkan bahwa gelatin
kepala ayam memiliki karakterisitik berat molekul sekitar 134 dan 120 kDa.
Berdasarkan Gambar 4.3 — 4.7 dapat dilihat bahwa setelah dilakukan
pemurnian terdapat beberapa pita protein yang hilang. Pemurnian mengunakan
aseton 60 dan 80% menunjukkan bahwa terdapat karakteristik gelatin tulang ayam
pada berat molekul 107 kDa (gelatin 12 jam), dan 113-137 kDa (gelatin 48 jam).
Sampel gelatin 24, 36, dan 60 jam yang dimurnikan dengan aseton 80%
menunjukkan bahwa masih terdapat pita protein yang menunjukkan karakteristik
gelatin tulang ayam pada berat molekul 100 dan 108 kDa (gelatin 24 jam), 111
dan 132 kDa (gelatin 36 jam), dan 105-138 kDa (gelatin 60 jam). Gelatin yang
dimurnikan dengan aseton 20 dan 40% diketahui bahwa tidak terbentuk pita
protein, hal tersebut dikarenakan kadar proteinnya yang terlalu rendah (Tabel 4.1).
Pre-treatment dan ekstraksi yang dilakukan saat pembuatan gelatin
menyebabkan gelatin memiliki rantai polipeptida dengan komposisi dan berat
molekul yang berbeda. Umumnya gelatin terdiri dari a-chain, p-chain, y-chain,
dan beberapa dengan berat molekul yang lebih rendah. B-chain merupakan dimer
dari a-chain, dan y-chain merupakan trimer dari a-chain (Abdullah dkk, 2016;
Haug & Draget, 2011). Adanya o-chain menunjukkan bahwa kolagen yang
memiliki struktur triple helix saat diektraksi berubah menjadi single helix yang

merupakan struktur dari gelatin.
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Berdasarkan hasil elektroforesis, menunjukkan gelatin tulang ayam terdiri
dari a-chain (Gambar 4.8), dengan berat molekul pada kisaran 100 kDa. Terdapat
2 a-chain pada sampel gelatin 36 jam, op (132 kDa) dan o, (111 kDa). Sampel
gelatin 48 jam menunjukkan adanya a;-chain dengan berat molekul 128 dan 137
kDa, sedangkan oy-chain dengan berat molekul pada 113 dan 116 kDa. Sampel
gelatin 60 jam memiliki oy dengan berat molekul 138 kDa, dan o, dengan berat
molekul 120 kDa. Selain a-chain, terdapat pita yang memiliki berat molekul
rendah, yaitu berat molekul di bawah 100 kDa (Tabel 4.9), pita dengan berat
molekul rendah menunjukkan bahwa terjadi depolimerisasi a-chain menjadi sub-

a-chain (Haug & Draget, 2011).

Gambar 4.9 Struktur gelatin a-chain. Sumber: http://www.bioinfo.org.cn/book/
biochemistry/chapt07/sim1.htm.

Hasil karakterisasi dengan menentukan kadar protein dan berat molekul

dapat digunakan untuk mengetahui konsentrasi aseton yang baik untuk
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pemurnian. Dilihat dari hasil karakterisasi dapat diketahui bahwa aseton yang baik
digunakan untuk pemurnian adalah pada konsentrasi 80%. Hal tersebut
dikarenakan gelatin tulang ayam hasil pemurnian dengan aseton 80%
menunjuukan pita protein gelatin tulang ayam yaitu pada berat molekul 100-138

kDa yang merupakan a-chain.

4.4 ldentifikasi Daerah Serapan Menggunakan FTIR

Identifikasi gugus fungsi menggunakan FTIR bertujuan untuk memastikan
bahwa sampel yang diuji adalah gelatin tulang ayam dengan mengamati gugus
fungsinya. Seperti protein pada umumnya, gelatin memiliki gugus fungsi yang
terdiri dari gugus karbonil (C=0), hidroksil (OH), dan amina (NH). Gelatin
memiliki daerah serapan khas yang terdiri dari Amida A, Amida B, Amida I,
Amida Il, dan Amida Ill. Hasil identifikasi gugus fungsi gelatin tulang ayam

dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Daerah serapan dan bilangan gelombang gelatin tulang ayam hasil
pemurnian dengan aseton 80%

Daerah Bilangan Gelombang Gelatin (cm™)

Serapan 36 jam 48 jam 60 jam
Amida A 3487,82 3487,82 3424,18
Amida B 2932,36 2928,50 2932,36
Amida | 1651,72 1649,79 1655,57
Amida Il 1543,71 1541,78 1543,71
Amida Il 1267,91 1235,12 124283

Berdasarkan hasil penelitian (Lampiran 8), ketiga sampel menunjukkan
bahwa bilangan gelombang pada Amida A tidak menunjukkan perbedaan yang

signifikan (3487,2 dan 3424,18 cm™). Menurut Ahmad & Benjakul (2011), Amida
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A memiliki bilangan gelombang pada 3600-3300 cm™. Amida A memperlihatkan
bahwa gugus NH dalam amida cenderung berikatan dengan regangan CH,. Ketiga
sampel tersebut juga memiliki serapan yang lebar. Menurut Puspawati, dkk
(2012), bentuk puncak yang melebar merupakan bukti adanya gugus OH dari
hidroksiprolin. Apabila guguus NH dari peptida terlibat dalam ikatan hidrogen,
maka posisinya akan bergeser ke bilangan gelombang yang lebih rendah, seperti
halnya dalam penelitian ini yaitu pada 3343,17 dan 3321,96 cm™. Sampel gelatin
48 jam memiliki bilangan gelombang yang tidak terdapat di sampel yang lain
yaitu pada 3536,04 cm™ dengan serapan sempit yang merupakan serapan dari N-H
bebas.

Bilangan gelombang ketiga sampel pada Amida B memiliki nilai yang
hampir sama (2932,36 dan 2928,50 cm™). Amida B menunjukkan bahwa terdapat
regangan asimetris dari gugus CH, (Wulandari dkk, 2015). Menurut Ahmad &
Benjakul (2011), bilangan gelombang Amida B berada pada 2945-2926 cm™.
Sampel gelatin 36 dan 48 jam memiliki bilangan gelombang yang tidak terdapat
pada sampel gelatin 60 jam yaitu, 2859,07 cm™. Bilangan gelombang tersebut
merupakan regangan simetris CH,.

Daerah serapan Amida | pada ketiga sampel memiliki nilai yang hampir
sama (1655,57; 1651,72 dan 1649,79 cm™). Menurut Muyonga, dkk (2004),
Amida | memiliki panjang gelombang 1656-1644 cm™. Serapan tersebut
diakibatkan karena adanya regangan ikatan rangkap gugus karbonil (C=0),
bending ikatan NH, dan regangan CN (Puspawati dkk, 2012).

Amida Il memiliki daerah serapan pada bilangan gelombang 1560-1335

cm-' (Muyonga dkk, 2004). Amida Il dengan bilangan gelombang 1543,71 dan
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1541,78 cm™ menunjukkan bahwa ada regangan CN dan deformasi ikatan N-H
dalam protein, daerah serapan tersebut berkaitan dengan deformasi tropokolagen
menjadi rantai o-helix. Bilangan gelombang 1568,78; 1566,85; 1564,92 cm™
merupakan serapan dari NH bending. Bilangan gelombang 1437,63 cm™ pada
sampel gelatin 36 dan 48 jam serta 1439,56 pada sampel gelatin 60 jam
menunjukkan bahwa terdapat vibrasi regangan CN dan bending CH, dari gugus
prolin.

Ahmad & Benjakul (2011) melaporkan bahwa Amida 11l memiliki
bilangan gelombang dengan rentang 1245-670 cm™. Amida 111 memiliki bilangan
gelombang 1267,91; 1242,83 dan 1235,12 cm™ menunjukkan bahwa adanya
regangan C-N dan N-H yang ditimbulkan oleh wagging CH, dari glisin backbone
dan rantai samping prolin (Abdullah dkk, 2016). Bilangan gelombang 1142,54;
1140,61; 1127,11; 1076,97; 1067,32 cm™ merupakan regangan CO dari alkohol
sekunder. Menurut Karlina & Atmaja (2009), dearah serapan ini juga
mengkarakterisasi material non-protein yang ada pada tulang. Sampel gelatin
menunjukkan bahwa terdapat bilangan gelombang 1067,32 dan 1076,97 cm’
adalah serapan dari mineral karbonat (regangan C-O simetris). Bilangan
gelombang 988,25 839,74 cm™ merupakan puncak serapan untuk mineral fosfat

(regangan P-O simetris).

4.5 Kajian Hasil Penelitian dalam Prespektif Islam
Gelatin sebagai bahan tambahan pangan memiliki banyak manfaat, seperti
dapat digunakan sebagai penstabil, pembentuk gel, pengikat, pengental,

pengemulsi, perekat, dan pembungkus makanan yang dapat dimakan. Gelatin
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merupakan protein yang diperoleh dari kolagen kulit, tulang, dan bagian tubuh
lainnya yang mengandung kolagen. Kandungan protein yang terdapat dalam
gelatin tulang ayam (Tabel 4.1) menunjukkan bahwa gelatin tersebut termasuk
makanan yang memiliki nilai gizi .

Mengkonsumsi makanan bergizi sangat dianjurkan dalam agama Islam,
karena dengan terpenuhinya gizi menjadikan manusia semakin sehat sehingga
kewajiban dapat dijalankan. Makanan bergizi digolongkan sebagai makanan yang
thayyib. Allah memrintahkan kepada hamba-Nya untuk mengkonsumsi makanan
yang thayyib, seperti yang dijelaskan dalam QS. Al-Bagarah ayat 168:

32 2504 ol it 145 3 & Yos ot 3 G L iy

(VTA) Cnsh

Artinya: “Hai sekalian manusia, makanlah yang halal lagi baik dari apa yang
terdapat di bumi, dan janganlah kamu mengikuti langkah-langkah

syaitan;karena sesungguhnya syaitan itu adalah musuh yang nyata
bagimu”( QS. Al-Bagarah: 168).

Menurut Shihab (1997), makanan yang baik (thayyib) untuk dikonsumsi
diklasifikasikan menjadi 3 kelompok, pertama adalah makanan yang sehat, yaitu
yang mempunyai kandungan gizi yang cukup. Kedua adalah proporsional, yaitu
makanan yang dikonsumsi sesuai dengan kebutuhan (tidak berlebihan). Ketiga
adalah makanan yang aman, yaitu makanan yang suci dari kotoran dan penyakit

serta tidak berbahaya, sebagaimana sabda Rasulullah SAW:
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Dari Abu Sa’id Sa’d bin Malik bin Sinan al-Khudri r.a, Rasulullah SAW
bersabda, “Tidak boleh membahayakan diri sendiri dan tidak boleh pula
membahayakan orang lain” (H.R lbnu Majah dari 'Ubadah bin Shamit, riwayat
Ahmad dari Ibnu 'Abbas, dan Malik dari Yahya).

Manfaat dari penelitian ini selain mengetahui kadar protein pada gelatin
tulang ayam juga dapat mengetahui karakteristik gelatin tersebut berdasarkan
menentukan berat molekulnya (Tabel 4.2). Setiap bahan baku gelatin memiliki
karakteristik berat molekul yang berbeda, sehingga dapat diketahui sumber gelatin
yang digunakan. Allah berfirman dalam Q.S An-Nuur: 45:

(to)36 505 28 Jo by sy w4l o o o2

Artinya: “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka
sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan
sebagian berjalan dengan dua kaki, sedangkan sebagian (yang
lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan apa yang
dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Mahakuasa atas segala sesuatu”
(Q.S An-Nuur: 45).

Allah  menunjukkan kekuasaan-Nya yang Maha sempurna dengan
menciptakan bermacam-macam jenis mahkluk dengan bentuk, rupa, warna, dan
gerak-gerik yang berbeda namun tetap berasal dari untsur yang sama, yaitu air.
Hewan tersebut ada yang berjalan menggunakan perutnya seperti ular dan
sebagainya, ada yang berjalan menggunakan dua kaki seperti burung, ada juga
yang berjalan menggunakan empat kaki seperti kebanyakan binatang ternak,

contohnya adalah lembu, domba, unta dan lain-lain. Semuanya diciptakan atas

kekuasaan dan kehendak-Nya (Abdullah, 2004).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Kadar protein gelatin ekstrak kasar adalah 0,086-0,101 mg/mL. Gelatin
hasil pemurnian dengan aseton 20, 40, 60, dan 80% memiliki kadar protein
berturut-turut sebesar 0,015-0,023 mg/mL, 0,014-0,024 mg/mL, 0,023-
0,046 mg/mL, dan 0,068-0,097 mg/mL.

2. Gelatin tulang ayam hasil pemurnian memiliki pita protein pada berat
molekul 100-138 kDa.

3. Gelatin tulang ayam memiliki lima daerah serapan yaitu, Amida A
(3487,82-3424,18 cm™), Amida B (2932,36-2928,50 cm™), Amida |
(1655,57-1649,79 cm™), Amida Il (1543,71-1541,78 cm™), dan Amida IlI

(1267,91-1235,12 cm™).

5.2 Saran
Perlu diadakan uji lebih lanjut pada sampel gelatin dengan menggunakan
HPLC sehingga dapat diketahui asam-asam amino yang terdapat dalam gelatin

tulang ayam.
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LAMPIRAN

Lampiran 1: Rancangan Penelitian

Preparasi sampel gelatin

A 4 A

Analisis kadar dan berat Presipitasi protein dengan
molekul ekstrak kasar protein aseton 20, 40, 60, dan
dengan elektroforesis SDS- 80%

PAGE dan metode Lowry

A 4

Analisis kadar protein
menggunakan metode

Lowry
|

Analisis berat molekul
protein menggunakan
SDS-PAGE

\ 4

Identifikasi daerah serapan
gelatin menggunakan FTIR
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Lampiran 2: Skema Kerja

1. Presipitasi Protein Menggunakan Aseton (Aina dkk, 2013: Azira dkk,
2012)

Gelatin

Gelatin sebanyak 1 g dilarutkan dalam 10 mL akuades pada suhu 50°C
sampai larut sempurna

Larutan sampel divortex pada suhu ruang

Sebanyak 2 mL sampel ditambahkan dengan 8 mL aseton 20% yang
telah didinginkan pada suhu -20°C, kemudian divortex

Pengendapan dilakukan dengan membiarkan campuran selama semalam
pada suhu -20°C

Campuran gelatin dengan aseton dipisahkan dengan cara sentrifugasi
pada kecepatan 5.000 rpm selama 30 menit

Supernatan dibuang dan endapan protein dikeringkan untuk
menghilangkan aseton

Perlakuan di atas diulangi untuk konsentrasi aseton 40%, 60%, dan 80%

Hasil

2. Penentuan Kadar Protein Gelatin Menggunakan Spektrofotometer UV-
Vis (Lowry, Rosbrough, Farr, & Randall, 1951)

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

1 mL larutan standar BSA 0,06 mg/mL

- DIimasuKKan Ke dalam tabung reaksl

- Ditambah dengan 3 mL akuades

- Larutan standar ditambah dengan 5,5 mL pereaksi C, diaduk dan
didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit

- Ditambah dengan pereaksi D sebanyak 0,5 mL, kemudian diaduk dan
didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit

-Larutan diukur pada pada panjang gelombang 400-800 nm
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Hasil
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b. Pembuatan Kurva Standar

1 mL larutan standar BSA 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 mg/mL

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berbeda

- Ditambah dengan 3 mL akuades

- Larutan standar ditambah dengan 5,5 mL pereaksi C, diaduk dan
didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit

- Ditambah dengan pereaksi D sebanyak 0,5 mL, kemudian diaduk dan
didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit

- Absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang maksimum
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

- Dibuat kurva standar dengan sumbu X sebagai konsentrasi dan sumbu
Y sebagai absorbansi

Hasil

c. Penentuan Kadar Protein dalam Sampel

1 mL larutan sampel

- Ditambah dengan 3 mL akuades

- Ditambah dengan 5,5mL pereaksi C dan dimasukkan dalam tabung
reaksi

- Campuran diaduk dan didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit

- Campuran tersebut ditambah dengan 0,5 mL pereaksi D, lalu diaduk
dan didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

- Penentuan kadar protein dalam sampel dilakukan dengan tiga kali
perlakuan

Hasil
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3. Penentuan Berat Molekul Protein Gelatin Menggunakan SDS-PAGE
a. Pembuatan Gel SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)

- Pembuatan 7,5 % Resolving Gel

Akuades

Dipipet 7,28 mL akuades

Ditambahkan dengan 30% Akrilamid/bis akrilamid sebanyak 3,75
mL, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 sebanyak 3,75 mL, 150 puL 10% SDS,
10% APS sebanyak 75uL

Dihomogenkan larutan

Ditambahkan 7,5 uyL TEMED

Dicetak ke dalam cetakan gel hingga mencapai 2/3 bagian cetakan
Didiamkan sampai gel mengeras

Hasil

- Pembuatan 4% Stacking Gel

Akuades

- Dipipet 9 mL akuades

- Ditambahkan dengan 30% Akrilamid/bis akrilamid sebanyak 1,98
mL, 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 sebanyak 3,78 mL, 150 uL 10% SDS,
10% APS sebanyak 75uL

- Dihomogenkan larutan

- Ditambahkan 15 pL TEMED

- Dicetak ke dalam cetakan gel

- Dipasang sisir sumur gel

- Didiamkan sampai gel mengeras

Hasil
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b. Preparasi dan Running Sampel (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)

Gelatin

- Sebanyak 5 pL gelatin ditambah dengan 5 pL buffer sampel,
perbandingan 1:1 (v/v)

- Dipanaskan pada suhu 90°C selama 5 menit

- Didinginkan sampel pada suhu ruang

- Dimasukkan marker sebanyak 5 pL ke dalam sumur gel

- Dimasukkan sampel gelatin ke dalam sumur gel

- Proses running dilakukan pada tegangan 120 V selama £ 90 menit
dalam running buffer

Hasil

c. Pewarnaan Gel (Mahasri, Fajriah, & Subekti, 2010)

Gel Poliakrilamid

- Direndam gel dalam larutan pewarna (staining)
Proses dilakukan selama 30 menit sambil di shaker
Dicuci dengan aquades

- Direndam dalam larutan destaining selama semalam

Hasil

4. ldentifikasi Daerah Serapan Menggunakan FTIR (Puspawati, Simpen, &
Miwada, 2012)

Gelatin

- Sebanyak 2 mg gelatin dicampur dengan 100 mg serbuk KBr

- Ditumbuk hingga halus

- Dimampatkan campuran dalam cetakan dengan pompa hidrolik untuk
membentuk pelet

- Dilakukan proses karakterisasi dengan spektrofotometer FTIR pada
panjang gelombang 4000 — 500 cm™

Hasil
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5. Analisis Data

Data

- Ditentukan nilai Retaration factor (Rf) pada marker

- Dimasukkan nilai Rf dan nilai log Berat Molekul (BM) marker dalam
persamaan regresi linier dengan rumus y =a + bx

- Data kadar protein dianalisis dengan ANOVA Two way SPSS 16 dan
dilanjutkan dengan uji BNT

- Hasil Spektra FTIR dianalisis secara deskriptif yaitu dengan menjelaskan
karakteristik yang dimiliki objek penelitian

Hasil




63

Lampiran 3: Pembuatan Reagen
1. Pembuatan Aseton

- Pembuatan larutan stock 80% (V/y) :

Diketahui: M; = 99% Jawab: M1 Vi =M; .V,
M, = 80% 99,75% . V1 =80% x 50 mL
r 4000
V2 =10mL Vi=——=401mL
99,75

Ditanya : V;......7
Jadi, 40,1 mL aseton 99,75% dilarutkan sampai volume 50 mL.

- Pembuatan aseton 60, 40, dan 20%

Aseton Volume Aseton 80% VVolume Air Volume Total
(%) (mL) (mL) (mL)
60 18,75 6,25 25
40 12,5 12,5 25
20 6,25 18,75 25

2. Pembuatan Reagen SDS-PAGE

a. Akrilamida/bis (30%) 10 mL (®/y)
Sebanyak 2,92 g akrilamida ditambah dengan 0,08 g bis-akrilamida,
kemudian dilarutkan dalam 10 mL akuades (disimpan pada suhu 4°C
ditempat yang terhindar dari cahaya).

b. 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
Sebanyak 18,15 gram tris base dilarutkan dalam 100 mL akuades.
Kemudian pH disesuaikan hingga 8,8 dengan penambahan 6 N HCI
(disimpan pada suhu 4°C).
Mr Tris base = 121,14 g/mol

g 18,15¢
n=—=————=0,149 mol
Mr 121,14 g/mol
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n _ 0,149 mol
Vo oo0lL

=149mol/lL=15mol/L=15M

c. 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
Sebanyak 6 gram tris base dilarutkan dalam 100 mL akuades. Kemudian
pH disesuaikan hingga 6,8 dengan penambahan 6 N HCI (disimpan pada
suhu 4°C).
Mr Tris base = 121,14 g/mol

2w NEOE
Mr 121,14 g/mol

= 0,049 mol

n _ 0,049 mol
A e

= 0,49 mol/L=0,5mol/L=0,5M

d. SDS 10% (%/y)
Sebanyak 1 gram SDS dilarutkan dalam 10 mL akuades.
e. Amoium Persulfat (APS) 10% (b/V)
Sebanyak 0,1 gram APS dilarutkan dalam 1 mL akuades (dibuat jika hanya

pada waktu akan digunakan).

f. Bromophenol blue 0,5% (°/y)
Sebanyak 0,05 gram Bromophenol blue dilarutkan dalam 10 mL akuades.

g. RSB (Reducing Sample Buffer)

Bahan Volume (mL)
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25
Gliserol 2,5
10% SDS 2
0,5% Bromophenol blue 0,2
Akuades 3,55

Reducing sample buffer dibuat dengan mencampurkan 0,25 pL B-

merkaptoetanol.
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h. Running buffer 10x

Sebanyak 30,3 gram tris base ditambah dengan 144,1 gram glisin dan 10
gram SDS. Setelah itu dilarutkan dalam 1000 mL akuades.

Larutan Staining

Sebanyak 0,2 gram Coomassie Blue dilarutkan dalam 45 mL metanol, 45
mL akuades, dan 10 mL asam asetat glasial.

Larutan Destaining

Sebanyak 25 mL metanol ditambah dengan 65 mL akuades, dan 10 mL

asam asetat glasial.

3. Larutan Standar BSA

Pembuatan larutan stok BSA 0,1 mg/mL :

Sebanyak 1 mg BSA dilarutkan dalam 10 mL akuades.

BSA 0,08 mg/mL.:

Diketahu: M; = 0,1 mg/mL Jawab: M; V= M, .V,
M, = 0,08 mg/mL 0,1 mg/mL V;=0,08 mg/mL x5 mL
V,=5mL V1=0,4 mL

Ditanya : Vj......?
Jadi, 0,4 mL BSA 0,1 mg/mL dilarutkan sampai volume 5 mL.

Pembuatan BSA 0,06; 0,04; 0,02 mg/mL

Konsentrasi BSA Volume BSA 0,1 Volume Air Volume Total

(mg/mL) mg/mL (mL) (mL) (mL)
0,06 0,3 4,7 5
0,04 0,2 4,8 5

0,02 0,1 4,9 5
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4. Pembuatan Larutan 0,1 N NaOH

N=Mxa
_ n=MxV=0,1Mx0,05L =0,005mol
a = banyaknya ion OH’ o
NaOH — Na'+OH N=Mr
:E:O’I_N:o,lm g =n x Mr =0,005 mel x 40 g/mel
a 1
n g = 0,2 gram NaOH

Jadi, 0,2 g NaOH dilarutkan dalam 50 mL akuades

5. Reagen Lowry

Pereaksi A:

Pembuatan larutan 0,1 N NaOH

Pembuatan larutan 2% Na,CO3 dalam 0,1 N NaOH (Pereaksi A):

Sebanyak 1 gram Na,CO3 dilarutkan yang dalam 0,1 N NaOH 50 mL.
Pereaksi B

Pembuatan larutan 1% Na K Tartrat:

Sebanyak 0,05 g Na K Tartrat dilarutkan dalam 5 mL akuades

Pembuatan larutan 0,5% CuS04.5H,0 dalam 1% Na K Tartrat (Pereaksi
B):

Sebanyak 0,025 g CuS0,4.5H,0 dilarutkan dalam 5 mL 1% Na K Tartrat
(dibuat jika hanya pada waktu akan digunakan).

Pereaksi C:

Pereaksi C dibuat dari campuran 50 mL pereaksi A dan 1 mL pereaksi B.
Pereaksi D:

Sebanyak 20 mL pereaksi Folin Ciocalteau dicampur dengan 20 mL

akuades (1 : 1).
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Lampiran 4: Kurva Panjang Gelombang Maksimum Spektrofotometer UV-
Vis

2.0+

1.5+

1.0

Abs

0.5

0.0

I
400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Tue 19 Sep 10:35:05 AM 2017

Method:

Batch: D:\Dhienda Risa\Lamdha Maks Protein Gelatin (19-09-2017) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: Protein Gelatin

Collection Time 9/19/2017 10:35:31 AM
Peak Table
Peak Style Peaks
Peak Threshold 0.0100
Range 800.0nm to 200.0nm
Wavelength (nm) Abs

796.0 1 4322

788.1 1 5851

755.0 1.419

4> M0 1.424

681.0 1.480

666.1 1.480

662.0 1.480

654.0 1.478

638.1 1.465

630.0 1.461

334.0 10.000

331.0 10.000

250.0 10.000

247.9 10.000

237.9 10.000

221.0 10.000

218.0 10.000



Lampiran 5: Kurva standar BSA Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

1.0
0 0
q 0.5
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Concentration (mg/mL)

Concentration Analysis Report

Report time 9/20/2017 3:56:43 PM

Method

Batch name D:\Dhienda Risa\Kurva Standar protein Gelatin
(20-09-2017) .BCN

Application Concentration 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) 654.0
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Standard/Sample averaging OFF
Weight and volume corrections OFF

Fit type Linear
Min R? 0.95000
Concentration units mg/mL
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.1184) 654.0
Calibration
Collection time 9/20/2017 3:57:00 PM
Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/mL
std 1 0.1425
0.1432
0.01 0.1427 0.0004 0.31 0.1424
std 2 0.2698
0.2698
0.02 0.2697 0.0002 0.08 0.2694
std 3 0.4512
0.4504

0.04 0.4507 0.0004 0.10 0.4505
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std 4
std 5

std 6

Calibration egn
Correlation Coefficient
Calibration time

Results Flags Legend
U = Uncalibrated
N = Not used in calibration

.06 0.6785 0.0002 0.02
.08 0.7532 0.0005 0.07
.10 0.9314 0.0017 0.18

Abs = 8.59209*Conc +0.09378
0.98339
9/20/2017 3:58:26 PM

O = Overrange
R = Repeat reading

.6786
.6784
.6783

.7529
.7529
.7538

.9334
.9303
.9305
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Lampiran 6: Data Kadar Protein

. . Kadar
vo. S prtein (ngimt) A
Ulangan1 Ulangan 2 Ulangan3 Ulangan1 Ulangan 2 Ulangan 3
12 jam EK 0,821 0,842 0,824 0,0846 0,087 0,085 0,086
20 0,244 0,232 0,189 0,0175 0,016 0,011 0,015
1. 40 0,196 0,227 0,214 0,0119 0,016 0,014 0,014
60 0,282 0,297 0,292 0,0219 0,024 0,023 0,023
80 0,859 0,792 0,833 0,0890 0,081 0,086 0,085
24 jam EK 0,960 0,969 0,968 0,1007 0,102 0,102 0,101
20 0,218 0,236 0,206 0,0145 0,017 0,013 0,015
2. 40 0,211 0,220 0,218 0,0137 0,015 0,014 0,014
60 0,289 0,317 0,289 0,0288 0,026 0,023 0,026
80 0,865 0,936 0,970 0,0898 0,098 0,102 0,097
36 jam EK 0,956 0,961 0,970 0,1003 0,101 0,102 0,101
20 0,279 0,318 0,280 0,0216 0,026 0,022 0,023
3. 40 0,292 0,299 0,280 0,0146 0,024 0,021 0,020
60 0,447 0,362 0,314 0,0411 0,031 0,026 0,033
80 0,672 0,752 0,711 0,0673 0,077 0,072 0,072
48 jam EK 0,904 0,948 0,882 0,0943 0,1000 0,092 0,095
20 0,190 0,260 0,238 0,0112 0,019 0,017 0,016
4. 40 0,228 0,206 0,224 0,0156 0,013 0,015 0,015
60 0,438 0,533 0,489 0,0401 0,051 0,046 0,046
80 0,731 0,788 0,790 0,0742 0,081 0,081 0,079
60 jam EK 0,883 0,983 0,810 0,0918 0,104 0,083 0,093
20 0,214 0,310 0,258 0,0139 0,025 0,019 0,019
5. 40 0,301 0,280 0,308 0,0241 0,022 0,025 0,024
60 0,264 0,276 0,350 0,0198 0,021 0,030 0,024
80 0,610 0,683 0,750 0,0601 0,069 0,076 0,068
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Lampiran 7: Data Hasil SDS-PAGE

1. a. Tabel Marker Protein Gelatin U3 12 Jam

71

No. Berat Molekul Log Berat Panjang Jarak Pita Rf
(kDa) Molekul Gel (cm) (cm)
1. 180 2,255 6,5 1,6 0,246
2. 135 2,130 6,5 2 0,308
3. 100 2 6,5 2,8 0,431
4, 75 1,875 6,5 3,7 0,569
5. 63 1,799 6,5 4,3 0,662
6. 48 1,681 6,5 b 0,785
7. 35 1,544 6,5 59 0,908
8. 25 1,398 6,5 6,5 1
225
2
15
Log Berat
Molekul 1
y =-1,0525x + 2,481
0.5 Rz =0,9919
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Rf
b. Sampel Gelatin U3 12 Jam
No. Sampel Panjang Jarak Rf Log Berat Berat
Gelatin U3 Gel (cm) Pita (cm) Molekul Molekul
12 Jam (kDa)
6,5 2,2 0,339 2,125 133
6,5 2,5 0,385 2,076 119
6,5 2,8 0,431 2,028 107
6,5 2,9 0,446 2,011 103
6,5 3,3 0,508 1,946 88
1.  Ekstrak kasar 65 3.4 0.523 1,930 85
6,5 3,7 0,569 1,882 76
6,5 4,2 0,646 1,881 63
6,5 5,3 0,81 1,623 42
6,5 5,6 0,862 1,574 38
2. Aseton 20% 6,5 5,2 0,8 1,639 44
3. Aseton 40% 6,5 5,3 0,815 1,623 42
6,5 2,8 0,431 2,028 107
0 1 i) i) 3y
4. Aseton 60% 6,5 5,3 0815 1623 42
6,5 2,8 0,431 2,028 107
O K i) i) )
S Aseton80% —5g 53 0815 1623 2




2. a. Tabel Marker Protein Gelatin U3 24 Jam
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No. Berat Molekul Log Berat Panjang Gel Jarak Pita Rf
(kDa) Molekul (cm) (cm)
1. 100 2 6,5 2,7 0,415
2. 75 1,875 6,5 3,4 0,523
3. 63 1,799 6,5 4,1 0,631
4. 48 1,681 6,5 5,1 0,785
5. 35 1,544 6,5 6,5 1
25
2 \\‘
L5
Log Berat
Molekul 1
y =-0,7616x + 2,2908
0.5 R?=0,9883
0
0 0.5 1 15
Rf
b. Sampel Gelatin U3 24 Jam
No. Sampel Panjang Jarak Rf Log Berat Berat
Gelatin U3 Gel (cm) Pita (cm) Molekul Molekul
24 Jam (kDa)
6,5 2,2 0,339 2,033 108
6,5 2,5 0,385 1,998 100
6,5 2,8 0,431 1,963 92
6,5 3,2 0,492 1,916 82
1. Ekstrak kasar 6.5 3.6 0.554 1,860 4
6,5 3,8 0,585 1,846 70
6,5 4,2 0,646 1,799 63
6,5 4,9 0,754 1,717 52
2. Aseton 20% - - - - -
3.  Aseton 40% - - - - -
4.  Aseton 60% 6,5 4 0,615 1,822 66
6,5 2,2 0,339 2,03 108
6,5 2,5 0,385 1,998 100
6,5 2,8 0,431 1,963 92
S Aselon80% g 32 0492 1916 82
6,5 3,6 0,554 1,869 74
6,5 4,9 0,754 1,717 52




3. a. Tabel Marker Protein Gelatin U3 36 Jam
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No. Berat Molekul Log Berat Panjang Gel Jarak Pita Rf
(kDa) Molekul (cm) (cm)
1. 245 2,389 6,5 1 0,154
2. 180 2,255 6,5 1,5 0,231
3. 135 2,130 6,5 19 0,292
4. 100 2 6,5 2,7 0,415
5. 75 1,875 6,5 3,4 0,523
6. 63 1,799 6,5 4,1 0,631
7. 48 1,681 6,5 5,2 0,8
8. 35 1,544 6,5 6,4 0,985
3
25
2
Log Berat 15
Molekul
il
y = -0,983x + 2,4546
0.5 R?=0,9648
0
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Rf
b. Sampel Gelatin U3 36 Jam
No. Sampel Panjang Jarak Pita Rf Log Berat Berat
Gelatin U3 Gel (cm) (cm) Molekul Molekul
36 Jam (kDa)
6,5 2 0,308 2,152 142
6,5 2,2 0,339 2,122 132
Ekstrak 6,5 247 0,415 2,046 111
1. B3 6,5 il 0,477 1,986 97
6,5 3,5 0,539 1,925 84
6,5 4,2 0,646 1,819 66
6,5 6,4 0,985 1,487 31
2. Aseton 20% - - - - -
3. Aseton 40% - - - - -
4.  Aseton 60% - - - - -
6,5 2 0,308 2,152 142
6,5 2,2 0,339 2,122 132
6,5 2,7 0,415 2,046 111
5. Aseton 80% 6,5 3,1 0,477 1,986 97
6,5 3,5 0,539 1,925 84
6,5 4,2 0,646 1,819 66
6,5 6,4 0,985 1,487 31




4. a. Tabel Marker Protein Gelatin U3 48 Jam
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No. Berat Molekul Log Berat  Panjang Gel Jarak Pita Rf
(kDa) Molekul (cm) (cm)
1. 180 2,255 6,1 1,2 0,197
2. 135 2,130 6,1 1,7 0,279
3. 100 2 6,1 2,5 0,410
4. 75 1,875 6,1 3,2 0,525
5. 63 1,799 6,1 4 0,656
6. 48 1,681 6,1 5 0,820
7. 35 1,544 6,1 6,9 0,9867
2.5
2
Log Berat
Molekul 1
0.5 y =-0,8803x + 2,3824
: R? =0,9859
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Rf
b. Sampel Gelatin U3 48 Jam
No. Sampel Panjang Jarak Rf Log Berat Berat
Gelatin U3  Gel (cm) Pita (cm) Molekul Molekul
48 Jam (kDa)
6,1 1,7 0,279 2,137 137
6,1 1,9 0,312 2,108 128
Ekstrak 6,1 2,2 0,361 2,065 116
1. kasah 6,1 2,3 0,377 2,051 113
6,1 2,7 0,443 1,993 98
6,1 3,2 0,525 1,920 83
6,1 3,9 0,639 1,820 66
2.  Aseton 20% - - - - -
3. Aseton 40% - - - - -
4.  Aseton 60% 6,1 1,7 0,279 2,137 137
6,1 1,7 0,279 2,137 137
6,1 1,9 0,312 2,108 128
6,1 2,2 0,361 2,065 116
S Aseton80% —g 7 23 0,377 2,051 113
6,1 2,7 0,443 1,993 98
6,1 3,2 0,525 1,920 83
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5. a. Tabel Marker Protein Gelatin U3 60 Jam

No. Berat Molekul Log Berat Panjang Jarak Pita Rf

(kDa) Molekul Gel (cm) (cm)
1. 245 2,389 6,5 18 0,277
2. 180 2,255 6,5 2,1 0,323
3. 135 2,130 6,5 34 0,523
4. 100 2 6,5 4,6 0,754
5. 75 1,875 6,5 5,6 0,862
6. 63 1,799 6,5 6,4 0,985
3

25
< \

Log Berat 15

Molekul
1
y =-0,7663x + 2,5503
0.5 R2=0,9756
0
0 0.5 1 15
Rf

b. Sampel Gelatin U3 60 Jam

No. Sampel Panjang Jarak Pita Rf Log Berat Berat
Gelatin U3 Gel (cm) (cm) Molekul Molekul
60 Jam (kDa)
1. 6,5 3,5 0,539 2,140 138
Ekstrak 6,5 4 0,615 2,079 120
kasar 6,5 4,5 0,692 2,020 105
6,5 6,2 0,954 1,820 66

2. Aseton 20% - - - - -
3. Aseton 40% - - - - -
4,  Aseton 60% - - - - -
6,5 3,5 0,539 2,140 138
5. Aseton 80% 6,5 4 0,615 2,079 120
6,5 45 0,692 2,020 105




Lampiran 8: Spektra FTIR

1. Spektra FTIR gelatin 36 jam hasil pemurnian dengan aseton 80%

3

4
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E 1067_32

E] 1140061

10 126781

11 130641

12 13559.41

13 145763

14 1462 7

15 154371

16 1568786

17 1651.72

18| 285907
F332.365
234317
SAET_BZ

Data/Time:  4M11/2018 2:23:40 AM
U3.38 jam Mo. of Scans; 10

Resolution; 4.0

Uisar; Kimia FMIPA-LIB



2. Spektra FTIR gelatin 48 jam hasil pemurnian dengan aseton 80%

Intenslty |Corr. Inte|Base (H) |B-l L} |Area CONT. AFS
13 876 21.155 56201 44620 63.247 13.233
26.937 B.T7T =62.01 33.516 2. 164
37.297 o447 633,37 35.527 1.406
4521 1,623
51.4 3.T28
58.636 4.652
51.031 20.73T
28312

36.075
16.654 |33_7E2

1021.04

10114254 1103.57
11 |1235.12 1215.63
12__|13D6.485

13 |1357.49

14 [1437.63

15 |1541.78

16__|1566.85

17 |1649.79

18 |2859.07

19 |2926.5

20 |3321.96
|z1 I:us?.aa
122 |3536.04

I

I

I

]

]

]

]

]

]

=

]

]
g

]
hry
ur

g -
U348 jam
Caommant; DateiTime:  &4M11/2018 2:26:48 AM
U348 jam Mo. of Scans; 10

Resolution; 4.0
Usar; Kimia FMIPA-UB



3. Spektra FTIR gelatin 60 jam hasil pemurnian dengan aseton 80%

I
£

e

DatevTime; 4/11/2018 9:31:20 AM

MNo. of Scans; 10
Resolution; 4.0
User; Kimia FMIPA-UB

g

TPeak Intenzlty |Codm. Ints Area CONT. ATE

1 1 529.22 25.57 4.54 28.77 4.61
v |2 S67.5 25.66 4 66 50.22 313
: 3 660.37 40.57 2.08 15.59 [E

: 4 TO2.5 46.23 245 T = IVE]
1 & IB:H.E]' 82.33 I?.Tl"ﬁ 5 812 77

: & 587.96 58.67 |7.14 & 9.49 1.24
L 7 107697 |29.18 |3_|l 16.03 0.58

: =] T127.11_|31.96 B.63 34.51 4.58

] El 124263 |39.58 .65 14.59 .82

: 1] 130641 |48.78 4 62 1323.84 129491 |3.59 0.59

: 11 134132 49 373 1358.56 |1323 684 |10.22 IIJ..F

: 12 135541 | 36.67 4.99 1399.06  |13568.56  |14.99 0.83

1 13 143856 |25.84 21.74 1465.85 |1399.06 |40.23 11.76
,r 14 154371 1585 11.16 1557.21 1458778 |38.21 5.52

: 15 1564 82 |1B.77 2.48 1550 1557 21 |21.82 OLB3
: 1a 185557 [12.19 27.32 1846.51 1159193 1136.08 43.16
] 17 233236 |27.51 Il{ﬁ 2951.65 |2536.95 [116.61 074

: 18 05666 [24.44 0.75 3096.3 M05.65 |51.66 [FE:5]
:_ 13 IE-IQA.IB 10 062 343575 |m_23 283.58 13.3
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Lampiran 9: Analisis Data Two Way ANOVA SPSS 16

Univariate Analysis of Variance

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: kadar protein

Type 11 Sum

Source of Squares df |Mean Square F Sig.
Corrected Model .085% 24 .004| 176.731 .000
Intercept 173 1 .173| 8.614E3 .000
sampel .000 4 .000 5.833 .001
Konsentrasi aseton .082 4 .020| 1.017E3 .000
z‘zggﬁ' gronsenie 003 16 000 9.354| .000
Error .001 50 2.012E-5
Total .260 75
Corrected Total .086 74
a. R Squared = .988 (Adjusted R Squared =
.983)
Homogeneous Subsets

Kadar protein
Tukey HSD
Konse Subset
ntrasi
aseton N il 2 3 4
40 15 0172
20 15 0176
60 15 .0301
80 15 .0802
EK 15 .0952
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 2.01E-005.




