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ABSTRACT

Protein hydrolysates contain bioactive peptides which have several function in order to maintain health
and reduce the risk of disease. One of the functions of bioactive peptides is as an antioxidant. This study aims to
characterize eel myofibril (Synbranchus bengalensis), determine the effect of papain enzyme ratio and hydrolysis
time on eel myofibril protein hydrolysates, determine the antioxidant activity of eel myofibril hydrolysates by
using DPPH and reducing power assay, and characterize the hydrolysate of myofibril proteins which have the
best antioxidant activity. The results showed that eel myofibril protein contained moisture, fat, protein and ash of
85.91, 0.15, 0.14 and 12.78% respectively and contained the highest glutamic acid and lysine. Hydrolysates of
eel myofibril proteins treated using various enzyme ratio and hydrolysis time had hydrolysates yields ranging
from 3.53-9.68%, the value of hydrolysis degrees 5.20 - 16.193%, 1Csp 14.24 - 30.26 mg/mL for DPPH assay and
absorbance 0.125 - 0.190 at a concentration of 5 mg/mL for reducing power assay. Hydrolysis eel myofibril
protein using ratio papain 0.20:100 for 2 hours produced the highest antioxidant activities measuring by DPPH
scavenging and reducing power iron. The hydrolysate had molecular weight approximately 19.51 kDa. Glutamic
acid and lysine became the dominant amino acids of the hydrolysate.
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ABSTRAK

Hidrolisat protein mengandung peptida bioaktif yang berfungsi untuk menjaga kesehatan dan
mengurangi resiko terhadap penyakit. Salah satu fungsi peptida bioaktif adalah sebagai antioksidan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengkarakterisasi miofibril belut (Synbranchus bengalensis), menentukan pengaruh rasio
enzim papain dan lama waktu hidrolisis terhadap hidrolisat protein miofibril belut, menentukan aktivitas
antioksidan hidrolisat miofibril belut (uji DPPH dan reducing power), dan mengkarakterisasi hidrolisat protein
miofibril yang memiliki aktivitas antioksidan terbaik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa miofibril belut
memiliki kadar protein, kadar lemak, kadar air dan kadar abu berturut turut yaitu 85,91; 0,15; 0,14 and 12,78%
serta mengandung asam amino tertinggi yaitu asam glutamat dan lisin. Hidrolisat protein miofibril belut dengan
perlakuan perbedaan rasio enzim dan lama hidrolisis memiliki rendemen berkisar antara 3,53 — 9,68%, nilai
derajat hidrolisis 5,20 — 16,193%, 1Cso 14,24 — 30,26 mg/mL (uji DPPH) dan absorbansi 0,125 — 0,190 pada
konsentrasi 5 mg/mL (uji reducing power). Hidrolisat dengan aktivitas antioksidan tertinggi diperoleh dengan
rasio enzim 0,20:100 dan lama hidrolisis 2 jam. Hidrolisat memiliki berat molekul kurang dari 19,51 kDa serta
memiliki komposisi asam amino tertinggi yaitu asam glutamat dan lisina.

Kata kunci: antioksidan, hidrolisat, miofibril, Synbranchus bengalensis, papain

PENDAHULUAN Hidrolisat protein merupakan produk yang
dihasilkan dari proses pemotongan polipeptida
protein menjadi peptida dengan berat molekul

rendah (Srikanya et al., 2017). Hidrolisat protein

Belut (Synbranchus bengalensis)
merupakan jenis ikan yang hidup dengan iklim

subtropis hingga tropis dan tersebar luas di berbagai
negara Asia termasuk Indonesia (Khanh dan Ngan,
2010). Belut memiliki kandungan gizi yang
diperlukan tubuh vyaitu protein, lemak, fosfor,
kalsium, zat besi, dan vitamin (Palupi et al., 2014).
Protein merupakan salah satu kandungan nutrisi
belut yang tergolong tinggi yaitu mencapai 81,25%
(Herawati et al.,, 2018), sehingga belut dapat
berpotensi sebagai bahan baku hidrolisat protein.

*Penulis Korespodensi

telah dimanfaatkan sebagai sumber nutrisi (Kiewiet
et al., 2018), meningkatkan Kkarakteristik produk
(Normah dan Noorasma, 2015), dan flavor enhancer
(Vijaykrishnaraj et al., 2016). Selain itu, hidrolisat
protein mengandung bioaktif peptida yang memiliki
aktivitas biologis bagi tubuh sehingga berpotensi
sebagai pangan fungsional dan nutrasetikal (Balti et
al., 2011).
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Peptida bioaktif merupakan peptida dengan
urutan asam amino spesifik (Ovando et al., 2018),
terdiri dari 2 — 20 sekuen asam amino dan memiliki
fungsi fisiologi bagi tubuh (Chandrasekara dan
Shahidi, 2011). Beberapa penelitian menunjukkan
peptida bioaktif memiliki fungsi sebagai inhibitor
tirosinase (Ochiai et al., 2016), anti-inflamasi (Leo
et al., 2016), antioksidan (Mirzaei et al., 2018),
antiobesitas (Mudgil et al.,, 2018), antikanker
(Vilcacundo et al., 2018), antihipertensi (Guan et al.,
2018), antidiabetes (Harnedy et al., 2018),
antimikroba  (Farzaneh et al, 2018), dan
antitrombotik (Qiao et al., 2018).

Salah satu fungsi penting peptida bioaktif
yaitu sebagai antioksidan. Antioksidan merupakan
senyawa yang dapat melindungi sel tubuh dari
kerusakan akibat radikal bebas (Boligon et al.,
2014). Sel tubuh yang mati dapat menyebabkan
kerusakan jaringan dan berbagai penyakit kronis
seperti  arteroklorosis, diabetes, kanker, dan
neurodegenaratif (Cheung et al., 2015).

Hidrolisat protein yang mengandung
peptida bioaktif antioksidan dapat diproduksi dengan
hidrolisis secara kimia maupun enzimatik. Proses
hidrolisis secara kimia merupakan hidrolisis dengan
asam atau basa, dan memiliki beberapa kelemahan.
Suhu tinggi yang digunakan selama hidrolisis dapat
merusak beberapa asam amino seperti treonin,
sistein, lisin, tirosin dan arginin serta proses
netralisasi pH dapat menghasilkan garam berlebih
(Aspevik, 2016). Proses hidrolisis enzimatik
menggunakan enzim proteolitik untuk memotong
secara spesifik rantai peptida (Ovissipour et al.,
2009) sehingga menghasilkan hidrolisat tanpa
kehilangan banyak asam amino esensial (Wijayanti
et al., 2015) dan memiliki bioaktivitas yang baik
terutama aktivitas antioksidan (Klomklao et al.,
2013). Aktivitas antioksidan hidrolisat dengan
hidrolisis enzimatik dipengaruhi oleh jenis enzim,
kondisi hidrolisis dan bahan baku protein yang
digunakan. Pemilihan jenis enzim merupakan faktor
penting, karena jenis enzim vyang berbeda
mempunyai perbedaan spesifitas dan menghasilkan
karakteristik hidrolisat yang berbeda (Slizyte et al.,
2005). Papain merupakan salah satu enzim yang
berasal dari tanaman yang telah banyak digunakan
untuk memproduksi hidrolisat protein yang memiliki
aktivitas antioksidan (Najafian dan Babji, 2015).

Berdasarkan kelarutannya, protein ikan
dapat diklasifikasikan menjadi protein miofibril,
sarkoplasma, dan stroma. Protein  miofibril
merupakan komponen utama protein yang mencapai
66 — 77% dari total protein dan memiliki
karakteristik fungsional yang menguntungkan untuk
pangan. Karakteristik fungsional protein miofibril
meliputi pembentukan gel (Tahergorabi et al., 2011),
solubility, foam capacity, dan emulsion capacity
(Cercel et al., 2015). Selain mempunyai sifat
fungsional, protein miofibril mempunyai sifat
biologis sebagai antioksidan. Beberapa penelitian
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menunjukkan bahwa hidrolisat miofibril memiliki
aktivitas antioksidan yang baik. Ren et al. (2010),
telah melakukan penelitian aktivitas antioksidan dari
hidrolisat miofibril ikan Karper. Ghassem et al.
(2014), telah membuktikan hidrolisat protein
miofibril ikan Patin memiliki aktivitas antioksidan
yang baik. Najafian dan Babji (2015), telah
mengisolasi peptida yang memiliki aktivitas
antioksidan dari miofibril ikan Patin. Bahan baku
yang berbeda memiliki kandungan kimia yang
berbeda (Petrova et al., 2018) sehingga optimasi
proses hidrolisis sangat penting untuk menghasilkan
hidrolisat yang mengandung peptida bioaktif dengan
aktivitas antioksidan yang tinggi (Centenaro et al.,
2011). Optimasi diperlukan untuk mengendalikan
kondisi hidrolisis meliputi lama hidrolisis, suhu,
rasio enzim dan pH (Roslan et al., 2014). Oleh
karena itu, perlu dilakukan penelitian tentang potensi
hidrolisat protein miofibril belut rawa (Synbranchus
bengalensis) sebagai antioksidan yang dihidrolisis
menggunakan enzim papain dengan rasio enzim
papain dan lama hidrolisis sebagai faktor
kajian.Penelitian ini bertujuan untukmendapatkan
data karakterisasi protein miofibril belutrawa
(Synbranchus bengalensis), pengaruh rasio enzim
papain dan lama hidrolisis terhadap hidrolisat
protein miofibril belut (Synbranchus bengalensis),
memperoleh data aktivitas antioksidan hidrolisat
miofibril belut rawa (Synbranchus bengalensis), dan
karakterisasi hidrolisat protein myofibril yang
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi.

BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah belut rawa (Synbranchus bengalensis), NaCl,
dan enzim papain.

Preparasi Protein Miofibril Belut (Wang et al.,
2013b)

Preparasi  miofibril belut berdasarkan
penelitian Wang et al. (2013) dengan maodifikasi.
Protein miofibril belut dipreparasi melalui tiga kali
proses pencucian. Pencucian pertama dan kedua
dilakukan dengan penambahan daging belut lumat
dengan akuades perbandingan 1:3 dan
dihomogenisasi selama 5 menit. Homogenat
disentrifugasi dengan kecepatan 5000xg suhu 4°C
selama 20 menit. Supernatan dipisahkan dan pelet
didehidrasi dengan menggunakan kain blacu.
Pencucian ketiga, pelet disuspensikan dengan
akuades 1:3 dan ditambahkan NaCl 0,3%, kemudian
dihomogenisasi dan difiltrasi dengan menggunakan
saringan dengan mesh 1 mm untuk memisahkan
jaringan ikat. Kemudian filtrat disentrifugasi. Pelet
didehidrasi dengan pengepresan dengan
menggunakan kain blacu. Pelet yang telah
didehidrasi merupakan konsentrat protein miofibril.

Jurnal Teknologi Industri Pertanian 29 (3):247-259



Analisis Kandungan Kimia Bahan (AOAC 2005)

Analisis kimia bahan baku belut rawa
(Ophisternon  bengalense) berdasarkan analisis
proksimat AOAC (2005) meliputi kadar air, kadar
abu, kadar protein, dan kadar lemak.

Hidrolisis Protein Miofibril Belut (Wang et al.
2013b)

Hidrolisis protein miofibril belut rawa
(Synbranchus bengalensis) berdasarkan metode
Wang et al. (2013). Hidrolisis dilakukandengan
penambahan enzim papain pada rasio enzim dan
protein miofibril 0,1:100; 0,15:100; 0,20:100 ke
dalam protein miofibril belut dengan pelarut bufer
fosfat (1:3 0,02 M) pada suhu 50°C dan pH 7,0
dengan lama hidrolisis 2, 4 jam dan 6 jam. Setelah
waktu hidrolisis tercapai, dilakukan inaktivasi
protease pada suhu 85°C selama 15 menit dan
disentrifugasi pada kecepatan 4800x g, suhu 4 °C
selama 30 menit. Supernatan kemudian dikeringkan
dengan freeze drier.

Penentuan derajat hidrolisis (Adler-Nissen1986)

Derajat hidrolisis ditentukan berdasarkan
metode Adler-Nissen 1986 dengan pengendapan
Trichloroacetic acid (TCA) 20%  untuk
menghasilkan10% fraksi protein terlarut dan 10%
fraksi tidak larut.Sebanyak 20 mL sampel ditambah
dengan 20 mL TCA 20% kemudian diinkubasi pada
selama 30 menit dan suhu 37°C. Selanjutnya
campuran disentrifugasi dengan kecepatan 7800xg
selama 15menit. Supernatan sampel dianalisis
dengan metode Kjeldahl.

DPPH Radical Scavenging Activity (Wu et al.,
2003)

Analisis aktivitas antioksidan menggunakan
radikal DPPH berdasarkan Wu et al. (2003). Larutan
sampel 1,5 mL ditambahkan 1,5 mL 0,15 mM DPPH
dalam etanol 95%. Kemudian diinkubasi pada ruang
gelap suhu 37°C selama 30 menit dan absorbansi
diukur pada A 517 nm. Absorbansi kontrol diukur
dengan cara yang sama dengan sampel namun
sampel diganti dengan aquades.

Sampel yang digunakan dilarutkan dengan
berbagai  konsentrasi yang berbeda  untuk
mendapatkan nilai 1Csp yang menyatakan besarnya
konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk
mereduksi radikal bebas DPPH sebesar 50%.
Persamaan regresi linear (y = a + bx) yang diperoleh
dari nilai inhibisi pada setiap konsentrasi digunakan
untuk mencari nilai ICsg,

Reducing Power (Oyaizu 1988)

Analisis aktivitas antioksidan menggunakan
metode reducing power berdasarkan Oyaizu et al.
(1998). Sampel 1 mL (5mg/mL) ditambahkan 2 mL
buffer phospat 0.2 M (pH 6.6) dan Kjs[Fe(CN)e]
kemudian diinkubasi selama 20 menit suhu 50°C.
Setelah inkubasi, sampel ditambahkan 1 mL TCA
10% dan disentrifugasi dengan kecepatan 3500xg
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selama 10 menit. Supernatan 1 mL ditambahkan 1
mL aquades dan 200 uL FeCls Absorbansi diukur
pada A 700 nm setelah inkubasi pada suhu 37 °C
selama 30 menit.

Analisis berat molekul dengan SDS PAGE
(Laemmli, 1970)

Analisis berat molekul berdasarkan metode
Laemmli (1970). Sampel dilarutkan dalam 5% SDS
dan diinkubasi pada suhu 85°C selama 1 jam.
Campuran disentrifugasi pada 8500xg selama 5
menit pada suhu kamar. Supernatan yang diperoleh
dicampur dengan bufer (Tris HCI 60 mM, pH 6,8,
mengandung 2% SDS dan 25% gliserol) dengan
rasio 1:10 (v/v) dan mengandung 10% -
merkaptoetanol ~ (B-ME). Campuran dipanaskan
dalam air mendidih selama 2 menit. Sebanyak 15 pL
sampel dimasukkan ke dalam gel polyacrylamide
yang terdiri dari 8% running gel dan 4% stacking gel
dan dielektroforesis pada arus konstan 50 mA/gel
selama 2 jam. Setelah elektroforesis selesai, gel
diwarnai dengan 0,05% (b/v) coomassie biru R-250
dalam 15% (v/v) metanol dan 5% (v/v) asam asetat
selama 1 jam, kemudian destained sampel dengan
campuran 30% (v/v) metanol dan 10% (v/v) asam
asetat selama 1 jam. Destained dilakukan kembali
selama 30 menit. Berat molekul protein sampel
diperkirakan berdasarkan berat molekul marker
(Bio-Rad).

Analisis Profil Asam Amino (AOAC 1995)

Analisis profil asam amino berdasarkan
AOAC (1995). Karakterisasi jenis asam amino
dilakukan untuk mengetahui jenis asam amino yang
terdapat pada sampel. Instrumentasi yang digunakan
yaitu UPLC  (Ultra  Performance  Liquid
Chromatography) Waters 1525 dengan kolom
Waters Bondapak NH2 3,9 mm x 300 mm dan fasa
gerak yaitu asetonitril : air (60:40). Standar asam
amino yang digunakan pada analisis ini terdiri dari
18 jenis asam amino (histidina, isoleusina, leusina,
lisina, metionina, fenilalanina, threonina, triptofana,
valina, glisina, alanina, arginina, asam aspartat, asam
glutamat, prolina, serina, tirosina, dan sisteina).
Sejumlah 100 mg sampel ditimbang dan dimasukkan
ke dalam tabung ulir dan ditambahkan 5 mL HCI 6
N. Hidrolisis selama 22 jam pada suhu 110°C. lalu
diangkat, disaring dengan filter 45 um, dan
diencerkan dengan akuades dalam labu takar 50 ml.
Filtrat 500 pL ditambahkan 40 um AABA dan 460
ul. Sampel sebanyak 10 uL ditambahkan 70 pL
AccQ-Fluor Borate Buffer dan 20 puL AccQ Fluor,
vortex, biarkan 1 menit pada suhu kamar, lalu
diinkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit.
Kemudian 1 pL dimasukkan dalam instrumen
UPLC.

Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan yang digunakan pada
penelitian ini yaitu Rancangan Acak Lengkap
Faktorial. Perlakuan yang digunakan yaitu rasio
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enzim dan protein miofibril belut rawa (0,1:100;
0,15:100; 0,20:100) dan lama hidrolisis (2 jam, 4
jam dan 6 jam). Data hasil penelitian yang diperoleh
akan dianalisis dengan analisis ragam (ANOVA) dan
jika terdapat beda nyata antara taraf perlakuan maka
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (Tukey)
pada taraf kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komposisi Miofibril Belut

Komposisi kimia daging dan miofibril belut
(Synbranchus bengalensis) yang diperoleh dengan
perlakuan pencucian sebanyak 3 kali dengan
penambahan NaCl 0,3% pada pencucian
ketigatersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi kimia daging dan miofibril belut

Parameter Daging (%) Miofibril (%)
Kadar air 80,26 +0,03 85,91+0,01
Kadar abu 091+0,01 0,14+0,01
Kadar lemak 2,21+0,03 0,15+0,01

Kadar protein 16,08 +0,00 12,78 +0,02

Tabel 1 menunjukkan komposisi kimia
daging belut dan miofibril belut rawa. Hasil analisis
komposisi kimia menunjukkan bahwa daging belut
yang digunakan pada penelitian ini memiliki
komposisi kimia lebih tinggi dibandingkan dengan
belut sawah (Monopterus albus) pada penelitian
Astiana et al. (2015), yaitu kadar air 78,90%, kadar
abu 0,33%, kadar lemak 0,12%, dan kadar protein
15.90%. Perbedaan komposisi kimia dapat
dipengaruhi oleh spesies, habitat, ukuran tubuh
kondisi lingkungan, masa pemijahan (Pacheco-
Aguilar et al.,, 2000), umur dan jenis pakan
(YYathavamoorthi et al., 2010).

Miofibril belut diperoleh dengan perlakuan
pencucian sebanyak 3 kali dengan penambahan
NaCl 0,3% pada pencucian ketiga.Selama proses
pencucian, lemak pada daging lumat akan terpisah
dari daging dan terapung pada permukaan air
sehingga miofibril belut memiliki kadar lemak lebih
rendah dibandingkan dengan daging. Hal tersebut
serupa dengan penelitian Das et al. (2015),
konsentrat miofibril mackerel setelah perlakuan
pencucian memiliki lebih rendah dibandingkan
dengan bahan bakunya. Kadar lemak yang rendah
pada miofibril memiliki nilai positif terhadap
hidrolisat protein yang dihasilkan. Menurut
Yarnpakdee et al. (2012), fishy smell pada hidrolisat
protein ikan dapat disebabkan oleh proses oksidasi
lemak yang menyebabkan hidrolisat tidak stabil
apabila digunakan sebagai suplemen dan bahan
fortifikasi. You et al. (2009) menambahkan bahwa
oksidasi lemak dapat menyebabkan warna gelap
pada hidrolisat protein.

Kadar air miofibril belut lebih tinggi
dibandingkan dengan kadar air daging belut. Hal
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tersebut dapat disebabkan oleh proses hidrasi protein
miofibril selama proses preparasi miofibril. Hal
tersebut  serupa dengan  hasil  penelitian
Lertwittayanon et al. (2013) dan Das et al. (2015),
proses pencucian daging lumat dapat meningkatkan
kadar air miofibril ikan barakuda dan ikan mackerel.
Menurut Bentis et al. (2005), proses pencucian
daging lumat dapat meningkatkan hidrasi daging
lumat sehingga menyebabkan proses dehidrasi
menjadi lebih sulit.

Kadar abu miofibril  lebih  rendah
dibandingkan dengan daging. Kadar abu pada
daging merupakan unsur mineral yang terdapat pada
daging. Unsur mineral dalam bentuk garam
anorganik yang terdapat dalam sarkoplasma, darah
dan plasma akan terlarut dalam air selama proses
pencucian daging lumat. Menurut Hassan et al.
(2017) proses pencucian dapat menurunkan kadar
abu pada konsentrat miofibril yang dihasilkan karena
komponen garam anorganik akan terbuang selama
proses pencucian.

Kadar protein miofibril belut lebih rendah
dibandingkan dengan kadar protein pada daging.
Selama proses preparasi miofibril, terjadi pemisahan
antara protein miofibril dengan protein stroma dan
protein sarkoplasma Hal tersebut tidak berbeda
dengan penelitian Shekarabi et al. (2014), kadar
protein  mengalami penurunan akibat perlakuan
pencucian pada proses preparasi miofibril. Menurut
Das et al. (2015), persentase kadar protein yang
menurun dapat disebabkan menghilangnya protein
sarkoplasma dan stroma selama proses pencucian.
Ismail et al. (2010) menambahkan bahwa kadar air
yang meningkat akan menurunkan kadar protein
dalam konsentrat miofibril yang dihasilkan.

Derajat Hidrolisis

Derajat  hidrolisis  (DH)  merupakan
presentase jumlah peptida yang terpotong selama
proses hidrolisis (Boutagef et al., 2010). Derajat
hidrolisis berpengaruh terhadap berat molekul dan
komposisi asam amino yang akan mempengaruhi
aktivitas antioksidan peptida yang dihasilkan.
Derajat hidrolisis dari hidrolisat miofibril belut
tersaji pada Gambar 1.

Q\i 12 N m Papain 0,10:100
é 12 - % Papain 0,15:100
£ 10 | =Papain 0,20:100
T 8 - -
.‘a 6 1
g 4 - -
8 2- - -

0 B

2 4 6

Lama Hidrolisis (Jam)

Gambar 1. Pengaruh perbedaan rasio papain dan
lama hidrolisis terhadap  derajat
hidrolisis hidrolisat protein miofibril
belut rawa
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Perbedaan rasio enzim, lama hidrolisis dan
interaksinya memberikan pengaruh yang berbeda
pada persentase jumlah pemotongan peptida
(p<0,05). Selama proses hidrolisis, enzim papain
akan memecah senyawa protein miofibril belut
menjadi senyawa peptida dengan berat molekul yang
lebih rendah. Menurut Najafian dan Babji (2015),
papain mampu memotong lebih banyak peptida pada
miofibril ikan patin sehingga menghasilkan
konsentrasi peptida yang lebih tinggi dibandingkan
dengan enzim alkalase dan flavourenzyme.

Derajat hidrolisis perlakuan rasio papain
dan protein miofibril belut rawa 0,2:100 dengan
lama hidrolisis 4 jam merupakan kondisi terbaik
untuk menghasilkan persentase jumlah peptida
terpotong yang tinggi yaitu 16,93%. Nilai derajat
hidrolisis padalama hidrolisis 6 jam lebih rendah
dibandingkan lama hidrolisis 4 jam. Hal tersebut
menunjukkan tahap hidrolisis dari proses hidrolisis
protein miofibril belut. Pada tahap pertama nilai DH
terus meningkat yaitu pada perlakuan lama hidrolisis
2 dan 4 jam sedangkan setelah 4 jam hidrolisis
terjadi fase stabil. Perlakuan lama hidrolisis 6 jam
tidak menghasilkan DH yang stabil dan terjadi
penurunan nilai DH dapat disebabkan peptida
hidrolisat sensitif terhadap suhu dibandingkan
peptida yang dihasilkan pada perlakuan lama
hidrolisis 2 dan 4 jam. Suhu tinggi yang digunakan
pada tahap inaktivasi enzim dapat menyebakan
koagulasi dan presipitasi  peptida sehingga
menurunkan jumlah peptida dalam hidrolisat.
Miofibril mengandung myosin heavy chain. Menurut
Thorarinsdottir et al. (2002), myosin heavy chain
mudah terdanaturasi dan tidak stabil. Hal tersebut
dapat menjadi faktor yang menyebabkan peptida
yang dihasilkan dari protein miofibril belut rentan
terhadap suhu tinggi sehingga diperlukan metode
alternatif inaktivasi enzim yang tidak mempengaruhi
stabilitas peptida hidrolisat.

Rendemen Hidrolisat

Rendemen hidrolisat menunjukkan
persentase hidrolisat protein yang dihasilkan
terhadap berat miofibril belut sebelum hidrolisis.
Rendemen hidrolisat miofibril belut dapat dilihat
pada Gambar 2.
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Gambar 2. Pengaruh perbedaan rasio papain dan lama
hidrolisis terhadap rendemen hidrolisat
miofibril belut
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Perbedaan rasio papain dan lama hidrolisis
yang berbeda serta interaksi keduanya memberikan
pengaruh yang nyata (p<0,05) terhadap rendemen
hidrolisat yang dihasilkan. Hidrolisat miofibril belut
merupakan jumlah protein terlarut yang dihasilkan
selama proses hidrolisis. Perlakuan rasio papain
0,15:100 dengan lama hidrolisis 2 jam menghasilkan
rendemen hidrolisat tertinggi namun menurn pada
lama hidrolisis 4 dan 6 jam. Penurunan rendemen
hidrolisat dapat disebabkan oleh sensivitas peptida
pada suhu tinggi. Proses inaktivasi enzim yang
dilakukan pada suhu 85°C dapat menyebabkan
agergasi  peptida. Inaktivasi enzim  dengan
pemanasan dapat merubah struktur peptida yang
menurunkan petida bebas dan meningkatkan
pembentukan agregat sehingga menurunkan jumlah
peptida pada supernatan hidrolisat. Berdasarkan
penelitian Foegeding et al. (2002), peptida dari
protein whey memiliki sensitifitas tinggi terhadap
suhu tinggi dan terjadi agregasi pada suhu > 65 °C.
Menurut Wijayanti et al. (2014), agregasi pada
peptida disebabkan agregasi disulfida dan interaksi
non kovalen. Creusot et al. (2006) menambahkan
bahwa agregasi peptide-peptida dapat terbentuk
karena interaksi non kovalen pada perlakuan
pemanasan suhu 75°C dan 85°C.

Perlakuan rasio papain 0,15:100 dengan
lama hidrolisis 2 jam menghasilkan rendemen
hidrolisat tertinggi dibandingkan dengan perlakuan
lainnya yaitu 9,68%. Rendemen hidrolisat miofibril
belut lebih tinggi dibandingkan dengan hidrolisat
dari daging merah tuna yaitu 1,21 g (Parvathy et al.,
2018) namun lebih rendah dibandingkan dengan
hidrolisat sarden mencapai 7,01 g (Jeevitha et al.,
2014). Menurut Awuor et al. (2017), perbedaan
rendemen hidrolisat dapat dipengaruhi oleh tipe
enzim dan substrat, kondisi hidrolisis (pH, suhu,
lama hidrolisis, rasio substrat/enzim), dan rasio
pelarut.

Aktivitas Antioksidan

Radikal DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) merupakan radikal bebas stabil
dengan delokalisasi elektron pada molekulnya
(Pisoschi et al., 2009). Apabila DPPH bereaksi pada
senyawa donor hidrogen, molekul DPPH akan
berubah yang dapat diketahui dari perubahan warna
ungu yang memudar hingga berwarna kuning
(Thaipong et al., 2006). Aktivitas antioksidan
hidrolisat miofibril belut yang dianalisis dengan
metode DPPH tersaji pada Gambar 3

Perlakuan perbedaan rasio papain, lama
hidrolisis dan interaksinya memberikan pengaruh
yang nyata (p<0,05) pada kemampuan hidrolisat
miofibril belut menangkap radikal DPPH yang
direpresentasikan dengan nilai I1Cso. Nilai 1Cso
menunjukkan kemampuan senyawa menghambat
proses oksidasi sebesar 50%. Nilai I1Cs yang rendah
menunjukkan aktivitas antioksidan yang tinggi.
Proses hidrolisis protein oleh enzim papain akan
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memotong polipetida menjadi senyawa yang lebih
sederhana. Semakin banyak peptida yang terbentuk
akan meningkatkan interaksi radikal DPPH dengan
asam amino peptida sehingga menghasilkan senyawa
DPPH yang stabil.
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30 4 = Papain 0,15:100
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Gambar 3. Pengaruh perbedaan rasio papain dan lama
hidrolisis terhadap aktivitas antioksidan
hidrolisat ~ miofibril  belut  dengan
pengujian menggunakan DPPH yang
ditunjukkan dengan nilai ICso

Nilai 1Csp padarasio papain 0,20:100
dengan lama hidrolisis 2 jam memiliki nilai 1Cso
terendah yaitu 14,24 mg/mL yang menunjukkan
aktivitas antioksidan tertinggi. Perlakuan rasio
papain 0,20:100 dan lama hidrolisis 2 jam
menghasilkan peptida yang memiliki kemampuan
mendonorkan hidrogen pada radikal DPPH lebih
efektif dibandingkan dengan perlakuan lainnya.
Aktivitas antioksidan dari hidrolisat miofibril belut
lebih rendah dibandingkan dengan hidrolisat
miofibril patin yang dihidrolisis dengan papain,
alkalase dan flavouzyme (Najafian dan Babji, 2015)
berturut-turut menghasilkan 1Csp1,12 mg/mL, 2,95
mg/mL dan 1,94 mg/mL. Perbedaan aktivitas
antioksidan dapat dipengaruhi oleh berat molekul,
jenis asam amino pada rantai samping peptida, dan
komposisi asam amino peptida (Najafian dan Babyji,
2015).

Perlakuan dengan nilai 1Cso terbaik tidak
memiliki nilai DH yang tinggi. Menurut Raghavan
et al. (2008), hidrolisat dengan derajat hidrolisis
yang tinggi memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi. Menurut Thianisakul et al. (2007), nilai DH
hidrolisat ikan round scad (Decapterus maruadsi)
yang semakin tinggi memiliki aktivitas antioksidan
semakin tinggi. Berbeda dengan hidrolisat miofibril
belut, derajat hidrolisis tertinggi yaitu perlakuan
konsentrasi enzim 0,2% dengan lama hidrolisis 4
jam tidak memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.
Menurut Moreno et al. (2014), nilai inhibisi DPPH
lebih tinggi pada lama hidrolisis yang lebih singkat
dapat disebabkan peptida yang memiliki aktivitas
antioksidan sudah terbentuk pada awal hidrolisis
namun peptida dapat menjadi tidak aktif pada lama
hidrolisis yang lebih panjang. Selain itu, menurut
Najafian dan Babji (2015) aktivitas inhibisi DPPH
dapat dipengaruhi oleh berat molekul jenis asam

252

amino pada rantai samping peptida, komposisi asam
amino.

Keberadaan antioksidan pada sampel
menyebabkan reduksi ferricyanide komplek Fe®*
menjadi bentuk Fe?* dengan terbentuknya warna biru
Perl’s Prussian pada panjang gelombang 700 nm.
Absorbansi yang tinggi menunjukkan aktivitas
reducing power yang tinggi (Centenaro et al., 2011).
Nilai reducing power hidrolisat protein miofibril
belut tersaji pada Gambar 4.
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Gambar 4. Pengaruh perbedaan rasio papain dan
lama hidrolisis terhadap aktivitas
antioksidan hidrolisat miofibril belut
dengan  pengujian menggunakan
reducing power yang ditunjukkan
dengan nilai absorbansi pada 1700 nm

Perbedaan rasio papain dan lama hidrolisis
yang berbeda serta interaksi keduanya memberikan
pengaruh yang nyata (p<0,05) pada kemampuan
hidrolisat miofibril belut mereduksi Fe®* pada
konsentrasi hidrolisat 5 mg/mL. Sampel dengan nilai
reducing power yang tinggi menunjukkan
kemampuan hidrolisat mendonorkan elektron pada
elemen non radikal bebas seperti logam transisi
sehingga mencegah terbentuknya radikal bebas.
Menurut (Shahidi dan Zhong, 2015), kemampuan
antioksidan sebagai donator elektron tidak hanya
bereaksi terhadap radikal bebas tetapi mereduksi
elemen dengan elektron valensi tinggi. Potensial
redoks atau reducing power dari antioksidan
merupakan indikator penting aktivitas antioksidan.
Jomova dan Valko (2011) menambahkan bahwa
logam transisi aktif seperti Fe, Cu, Cr, dan Co
mengalami reaksi siklus redoks dan menghasilkan
radikal reaktif pada sistem tubuh.

Absorbansi pada perlakuan rasio papain
0,20:100 dengan lama hidrolisis 2 jam berbeda nyata
dengan perlakuan lainnya dan memiliki nilai
absorbansi  tertinggi. Perlakuan rasio papain
0,20:100dan lama hidrolisis 2 jam menghasilkan
peptida yang memiliki kemampuan mendonorkan
elektron lebih baik dibandingkan dengan perlakuan
lainnya. Apabila dibandingkan dengan hidrolisat
miofibril patin yang dihidrolisis menggunakan
papain (Najafian dan Babji, 2015), absorbansi dari
hidrolisat miofibril belut lebih rendah yaitu 0,190
pada konsentrasi 5 mg/mL dibandingkan dengan
hidrolisat miofibril patin yang mencapai 0,305 pada
konsentrasi 3 mg/mL. Perbedaan nilai reducing
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power dapat disebabkan oleh panjang peptida,
sekuen peptida (Thiansilakul et al., 2007) dan jenis
asam amino yang terdapat pada hidrolisat seperti
asam amino hidrofobik, asam amino yang bersifat
asam dan asam amino yang mengandung gugus
sulfur yang memiliki kemampuan sebagai agen
pereduksi (Udenigwe dan Aluko, 2011).

Karakteristik Hidrolisat Miofibril Belut

Hidrolisat dengan aktivitas antioksidan
terbaik yaitu hidrolisat yang diperoleh dari perlakuan
rasio enzim 0,20:100 dan lama hidrolisis 2 jam
dilakukan analisis lebih lanjut meliputi profil berat
molekul dan komposisi asam amino. Berat molekul
merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
aktivitas antioksidan. Sampel dengan aktivitas
antioksidan terbaik dianalisis profil berat molekul
dengan menggunakan elektroforesis SDS PAGE.
Profil berat molekul hidrolisat miofibril belut dapat
dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Profil berat molekul miofibril belut (a)
dan Hidrolisat miofibril belut dengan
perlakuan rasio papain  0,20:100
dengan lama hidrolisis 2 jam (b).
Miofibril (Mio), hidrolisat miofibril
belut (H), marker (M)

Gambar 5 menunjukkan protein miofibril
belut memiliki berat molekul yang tinggi. Berat
molekul miofibril belut yang teridentifikasi yaitu
224,42 kDa, 67,22 kDa, 44,19 kDa 35,83 dan 20,44
kDa yang diduga merupakan komponen protein
miofibril yaitu miosin, aktin dan tropomiosin.
Kristinsson dan Rasco (2000), miosin merupakan
komponen terbesar pada miofibril mencapai 60%,
dan memiliki berat molekul besar yang terdiri dari
myosin heavy chains (223 kDa) dan myosin light
chains (22 dan 18 kDa). Menurut Karaulova dan
Yakush (2017), berat molekul ikan myosin light
chain memiliki berat molekul 16 — 27 kDa,
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tropomyosin 33 — 36 kDa dan aktin 47 kDa.
Hidrolisis miofibril dengan rasio papain 0,20:100
dengan lama hidrolisis 2 jam menyebabkan protein
terhidrolisis menjadi peptida yang memiliki berat
molekul rendah. Berat molekul hidrolisat miofibril
belut rawa yang diperoleh dari perlakuan terbaik
telah teridentifikasi dengan berat molekul 19,51 kDa
dengan konsentrasi tinggi yang ditandai dengan pita
tebal pada hasil elektoforesis SDS PAGE. Menurut
Bhaskar dan Mahendrakar (2008), berat molekul
rendah menunjukkan hidrolisat ikan memiliki nilai
nutrisi yang tinggi dan berpotensi sebagai produk
pangan fungsional.

Peptida dengan berat molekul rendah
berpotensi memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi. Hidrolisat miofibril belut memiliki peptida
dengan berat molekul yang masih tergolong tinggi
sehingga belum memiliki kemampuan berinteraksi
dengan radikal bebas yang tinggi. Berat molekul
rendah pada hidrolisat kolagen sisik ikan croceine
croaker (Psedosciaena crocea) sangat berperan pada
aktivitas antioksidan pada radikal DPPH dan
reducing power (Wang et al., 2013b). Semakin
rendah berat molekul peptida semakin efektif
menghambat reaksi radikal bebas. Berat molekul
peptida <3kDa dari hidrolisat miofibril patin
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan dengan peptida dengan berat molekul
10 kDa (Najafian et al., 2013). Berat molekul <3
kDa memiliki peran penting pada aktivitas
antioksidan miofibril ikan grass carp. Peptida yang
memiliki 2 — 10 asam amino memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat baik (Wang et al., 2013a).
Hidrolisat dengan berat molekul yang rendah dapat
dengan mudah melewati membran usus sehingga
mempercepat efek biologis (Ranathunga et al.,
2006), dan lebih mudah dan efektif berinteraksi
dengan radikal bebas sehingga dapat menghambat
siklus propagasi pada peroksidasi lemak (Wang et
al., 2013).

Komposisi asam amino hidrolisat protein
sangat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan
(Najafian et al., 2013). Komposisi asam amino
hidrolisat ~ miofibril  belut dengan aktivitas
antioksidan terbaik tersaji pada Tabel 2

Hidrolisat miofibril belut dengan aktivitas
antioksidan terbaik memiliki komposisi asam amino
tertinggi pada asam amino hidrofobik. Komposisi
asam amino yang bersifat hidrofobik yang tinggi
pada hidrolisat miofibril belut tidak berbeda dengan
hidrolisat miofibril patin (Najafian dan Babji 2015).
Asam amino hidrofobik pada hidrolisat dapat
berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan. Sekuen
peptida yang mengandung asam amino hidrofobik
memiliki  aktivitas antioksidan yang tinggi
(Wattanasiritham et al., 2016). Asam amino
hidrofobik memfasilitasi interaksi dengan target
hidrofobik, seperti membran sel, dan dengan
demikian meningkatkan bioavailabilitas (Himaya et
al., 2012).
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Tabel 2. Komposisi asam amino hidrolisat miofibril belut (g/100g)

Hidrolisat Miofibril

Kebutuhan Asam

Asam amino Miofibril Belut - amino (berat badan
Belut
70 kg)**

Lisind 11,39 8,53 2,10
Valin? 4,37 4,12 1,82
Isoleusin® 4,46 3,84 1,40
Leusin® 7,91 7,28 2,73
Triptofan® 0,68 0,59 0,28
Histidin® 1,83 2,44 0,70
Metionin? 3,08 2,62 1,05
Threonin® 4,89 4,77 1,05
Fenilalanin® 3,88 4,39 1,75
Glisin? 3,27 4,37
Alanin? 5,15 4,70
Arginind 5,83 7,45
Asam aspartat® 8,37 7,11
Asam glutamat® 15,37 13,53
Prolin? 2,55 3,19
Serin® 3,85 3,94
Sistein® 0,37 0,31
Tirosin® 3,45 3,94
AA hidrofobik? 30,79 30,14
AA muatan negatif® 23,74 20,64
AA aromatik® 8,01 8,93
AA muatan positif¢ 19,05 18,42
AA hidrofilik® 9,11 9,02

Keterangan: "Hidrolisat miofibril dengan rasio papain 0.20:100 dengan lama hidrolisis 2 jam
“FAO (2013), kebutuhan asam amino untuk dewasa per hari dengan berat badan 70 kg. Kebutuhan
asam amino akan lebih rendah pada berat badan kurang dari 70 kg dan lebih tinggi pada ibu hamil

dan anak-anak.

Selain itu, peptida hidrofobik dapat
melindungi oksidasi pada makromolekul dengan
menyumbangkan proton/elektron ke radikal reaktif
(Chi et al., 2015). Hidrolisat miofibril belut
memiliki kandungan asam amino dominan yaitu
asam glutamat (13,53%) dan lisin (8,53%). Menurut
Yazdi et al. (2012), residu asam glutamat (E) pada
peptida memiliki pengaruh penting pada aktivitas
antioksidan. Menurut Feng et al. (2018), asam
glutamat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan
dengan cara memproduksi asam glutamat yang
teroksidasi pada proses penghilangan atau reduksi
hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida merupakan
senyawa penting dalam proses pembentukan radikal
bebas.Aktivitas antioksidan tidak hanya dipengaruhi
oleh jenis asam amino dan komposisi asam amino
tetapi dapat dipengaruhi oleh posisi asam amino
pada sekuen peptida, struktur sekunder peptida,
asam amino pada N-terminal dan C-terminal (Zou et
al. 2016), stabilitas peptida terhadap panas (Hou et
al. 2014) dan pencernaan (Borawska et al. 2015)
serta efek sinergisme antar peptida (Song et al.
2015).

Hidrolisat ~ protein ~ miofibril  belut
mengandung asam amino esensial yang dapat
mencukupi kebutuhan asam amino untuk orang
dewasa. Asam amino lisin merupakan asam amino
esensial dominan pada hidrolisat miofibril belut.
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Kandungan asam glutamat yang tinggi pada
hidrolisat dapat memberikan rasa umami sehingga
dapat digunakan sebagai flavour enhancer. Oleh
karena itu, hidrolisat miofibril belut selain berfungsi
sebagai sumber antioksidan, hidrolisat miofibril
belut dapat memenuhi kebutuhan asam amino
esensial dan sebagai alternatif flavour enhancer pada
pangan.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Miofibril  belut  memiliki  kandungan
protein, lemak dan abu yang lebih rendah

dibandingkan dengan daging belut, sedangkan
kandungan air terjadi sebaliknya. Miofibril belut
memiliki kandungan asam glutamat dan lisin
tertinggi. Perlakuan perbedaan rasio enzim papain
dan lama hidrolisis berpengaruh nyata terhadap
derajat hidrolisis, rendemen hidrolisat dan aktivitas
antioksidan. Perlakuan rasiopapain dan miofibril
belut 0.20:100 dengan lama hidrolisis 4 jam
memiliki aktivitas antioksidan terbaik(metode DPPH
dan reducing power). Karakteristik hidrolisat dengan
aktivitas antioksidan terbaik memiliki berat molekul
kurang dari 19,51 kDa serta memiliki komposisi
asam amino tertinggi yaitu asam glutamat dan lisin.
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Saran

Proses purifikasi hidrolisat protein perlu
dilakukan untuk mendapatkan aktivitas antioksidan
yang lebih tinggi dan mengetahui sekuen peptida
yang berperan sebagai antioksidan. Perlu dilakukan
pengujian aktivitas antioksidan hidrolisat belut yang
dihidrolisis dengan menggunakan enzim yang
berbeda.
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