AGRITECH, Vol. 26, No. 3 September 2006

DAMPAK OKSIDASI PROTEIN OLEH SISTIM OKSIDASI 2, 2’- azobis
(2 am idipropane ) dyhidrochloride (AAPH) DAN SISTIM KATALIS
LOGAM CuSO,/H,0, TERHADAP KOMPOSISI ASAM AMINO
PROTEIN DAGING MERAH DAN PUTIH IKAN TONGKOL PUTIH
(Thunus sp)

Effect of 2,2’Aazobis (2 Amidipropane) Dyhidrochloride (AAPH)
and Catalysts CuSO /H,0, Oxidation Systems on Amino Acid Compostion
of Red and White Meat of Thunus sp Fish
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ABSTRACT

Protein endured oxidative damage from oxygen radicals in 2,2’azobis (2 amidipropane) dyhidrochloride
(AAPH) and catalysts CuSO /H,0, oxidation systems. Indications of oxidation could be seen in the development of
carbonyl protein and other more reactive substances such as protein peroxide, denaturation of the protein, as well
as damages on the amino acids constituents of the protein such as hystidine, arginine, tyrosine, metionine, cysteine
and tryptophane. The research was aimed to study the effect of oxygen radicals exposure in AAPH and catalysts
CuSO /H,0, oxidation systems on amino acid content of Thunus sp fish meat proteins. Result indicated that hista-
mine, arginine, tyrosine, methionine, and phenylalanine amino acids in red meat undergone substantial reductions of
52.24%, 23.29%, 42.34%,22.22%, and 6.77% in AAPH system, and 12.34%, 27.5 9%,31.95%, 23.39%, and 13.02%
in catalyst CuSO /H,0, oxidation system, respectively. While milder reduction of those amino acids in white meat of
48.21%, 9.12%, 15.31%, 38.22%, and 22.44% in AAPH system, and 8.43%, 3.85%, 10.88%, 24.05%, and 57.25%
in catalyst system, respectively. It was obvious that red meat undergone more damages in both oxidation systems

compared to the white meat counterpart.
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PENDAHULUAN

Protein merupakan biomolekul utama yang sangat
berpengaruh pada karakteristik fisik maupun kimiawi bahan
pangan termasuk daging ikan oleh karena itu terjadinya ok-
sidasi pada protein akan memberikan efek yang signifikan
terhadap integritas dari bahan pangan (daging ikan) tersebut.

' Fakultas Perikanan, Universitas Pattimura, Ambon, Indonesia.

Konsekwensi akibat terjadinya oksidasi pada protein antara
lain terjadinya perubahan konformasi struktur tiga dimensi
(akibat perubahan pada struktur sekunder dan gugusan di-
sulfida, meningkatnya hidropobisitas) kehilangan aktifitas
enzimatik, berkuranganya kelarutan (terjadinya agregasi dan
pembentukan kompleks protein), perubahan warna (reaksi
pencoklatan), dan perubahan kandungan gizi (hilangnya
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asam-asam amino tertentu) serta perubahan sifat-sifat fung-
sional dari protein seperti emulsifying, foaming, maupun
kemampuan membentuk gel (Leaver dkk., 1999b; Viljanen
dkk., 2004; Munasinghe, 2005). Oleh karena itu protein
yang mengalami kerusakan oksidatif akan menjadi kurang
bermanfaat lagi jika ditinjau dari segi nutrisionalnya bahkan
mungkin akan berdampak negatif bagi kesehatan bila terus
menerus dikonsumsi.

Protein dapat mengalami kerusakan oksidatif oleh
adanya radikal-radikal pengoksidasi antara lain: radikal hi-
droksil, radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa radi-
kal lainnya (Davies, 2003).

Daging ikan umumnya tersusun atas dua jenis daging
yaitu daging merah yang terdapat disepanjang tubuh bagian
samping dibawah kulit dan daging yang berwarna putih ter-
dapat diseluruh bagian tubuh ikan, keduanya sangat rentan
terhadap serangan oksidatif. Adanya kromoprotein (hemo-
globin dan mioglobin) yang dapat berperan sebagai fotosen-
sitizer, lipid, glikogen dan enzim-enzim metabolik aerobik
serta asam-asam amino yang sangat peka terhadap serangan
radikal-radikal pengoksidasi seperti triptofan, histidin, ar-
ginin, tirosin, sistein, metionin, fenilalanin pada daging ikan
merupakan faktor yang berpengaruh pada rentan atau tida-
knya protein daging tersebut terhadap serangan oksidatif.
Menurut Andersen dan Odstal (2001), protein merupakan tar-
get oksidasi yang potensial karena selain merupakan kompo-
nen terbesar dalam bahan pangan, dua puluh rantai samping
yang berbeda-beda dari asam-asam amino penyusun protein
juga merupakan target yang potensial dari serangan oksidan.
Dimana serangan tersebut diawali dengan adanya abstraksi
atom hidrogen yang berasal dari rantai samping (side chain)
asam amino penyusun protein maupun pada kerangka utama
(backbone) protein tersebut. Sumber atom hidrogen berasal
dari rantai samping alifatik, aromatik, residu sistein dan sis-
tin serta metionin (Davies, 2005).

Protein dapat mengalami kerusakan oksidatif oleh
adanya radikal-radikal pengoksidasi antara lain: radikal hi-
droksil, radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa ra-
dikal lainnya (Davies, 2003). Radikal-radikal oksigen ini
dapat dihasilkan dalam sistim biologis secara alami maupun
secara eksperimen. Secara eksperimental radikal hidroksil
(OH*) dapat dihasilkan dari radiolisis sinar gamma pada
molekul air, maupun oleh sistim katalis logam pengoksidasi.
Dalam percobaan ini radikal hidroksil (OH*) dihasilkan dari
sistim katalis logam pengoksidasi CuSO 4/ H0, (Leeuwen-
burgh dkk., 1988; Huggins dkk., 1993; Koscha dkk., 1997).
2, 2’- azobis (2 amidipropane) dyhidrochloride (AAPH)
adalah merupakan salah satu pembangkit senyawa oksigen
reaktif (ROS) yang sering digunakan pada eksperimen-eks-

perimen tentang oksidasi dalam bidang biokimiawi maupun
pangan. Dekomposisi thermal dari senyawa Azo yang larut
air ini pada suhu fisiologis dapat menghasilkan radikal-radi-
kal bebas (Dean dkk., 1997; Lanping dkk., 2000). Menurut
Chao dkk. (1997), pada kondisi aerobik akan terjadi dekom-
posisi primer terhadap AAPH yang dapat menghasilkan car-
bon-centered radical yang selanjutnya akan terdekomposisi
lebih lanjut menjadi radikal-radikal oksigen seperti radikal
peroksil dan alkil peroksida. Radikal-radikal oksigen ini
yang kemudian menyerang protein sehingga menyebabkan
terbentuknya radikal-radikal pada protein (-carbon radi-
cal maupun side-chain radical) yang kemudian mengala-
mi dekomposisi lebih lanjut menjadi peroksida-peroksida
protein serta derivat-derivat senyawa karbonil dari protein
(Dean dkk., 1997; Morgan dkk., 2003).

Sejauh ini informasi dan penelitian mengenai terjadinya
oksidasi pada protein daging ikan, terutama stabilitas oksida-
tif protein ikan dari bagian daging merah dan putih masih
sangat jarang ditemukan dan belum banyak dipelajari secara
detail. Oleh karena itu dalam penelitian ini akan dilakukan
kajian tentang dampak terjadinya oksidasi pada protein ter-
hadap kandungan asam-asam amino baik dari protein daging
merah maupun daging putih. Pendekatan yang dilakukan
adalah dengan melakukan percobaan oksidasi secara invitro
dengan menggunakan model preparat protein daging merah
dan putih dari Ikan Tongkol Putih (Thunus sp).

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji dampak ter-
jadinya oksidasi oleh radikal-radikal oksigen yang dihasil-
kan melalui sistem oksidasi AAPH dan katalis logam CuSO 4
/ H,0, terhadap kandungan asam-asam amino protein daging
merah dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunus sp) .

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini
semuanya berkualitas PA antara lain methanol, asam trikl-
orasetat, tembaga (II) sulfat, buffer fosfat 50 mM (pH 7,4),
hidrogen peroksida, Tetrahidrofuran (Merck), natrium asetat,
Buffer Borat (pH 9,1), 2, 2’-azobis (2 amidipropane) dyhi-
drochloride (AAPH) (Sigma) dan, O-ptaldehid (OPA) (Sig-
ma), -mercaptoetanol, natrium hidroksida, asam klorida
dan akuabides.

Cara penelitian

Penelitian ini dibagi menjadi dua bagian yaitu persiap-
an sampel dan percobaan oksidasi dengan menggunakan sis-
tim oksidasi 2, 2’-azobis (2 amidipropane) dyhidrochloride
(AAPH) dan sistim katalis logam CuSO,/ H,0, .
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Persiapan sample. Pertama, dilakukan pembuatan preparat
protein daging merah dan putih dari ikan Tongkol Putih. Pada
Tahapan ini dilakukan pemisahan bagian daging merah dan
putih serta dilakukan pengurangan lemak (delipidasi) terhadap
kedua jenis daging tersebut. Proses delipidasi dilakukan den-
gan cara ekstraksi dengan campuran antara 200 ml metanol
dan 100 ml dietil eter (2:1) per 100 g daging selama 30 menit.
Keseluruhan proses tersebut dilakukan dalam suatu “kotak
preparasi“ yang dihembus dengan gas nitrogen pada suhu
4°C. Preparat yang dihasilkan kemudian di kering bekukan dan
sebelum dilakukan oksidasi, terlebih dahulu dianalisis kadar
protein, lemak, air, abu, kadar asam amino bebas (FAAN/Free
Alpha Amino Acid Nitrogen) serta kandungan zat besinya.

Percobaan oksidasi dengan 2, 2’-azobis (2 amidipropa-
ne) dyhidrochloride (AAPH) dan sistem katalis logam
CuSO4/H202. Pada tahapan ini dilakukan percobaan dam-
pak okisdasi protein oleh radikal pengoksidasi yang dihasil-
kan melalui sistem oksidasi AAPH dan katalis logam CuSO 4
/ H,0, terhadap kandungan asam-asam amino protein daging
merah dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunus sp). Dalam
percobaan ini radikal pengoksidasi dihasilkan dari sistim
pembangkit radikal yaitu 2,2’-azobis (2 amidipropane) dyhi-
drochloride (AAPH) (Thomas dan Malis, 2001; Chao dkk..,
1987) serta sistim katalis logam CuSO 4/H202 (Leeuwenburgh,
1988; Huggins dkk., 1993; Koscha dkk., 1997). Preparat Pro-
tein daging ikan (1 g/ml) dihomogenisasikan dalam larutan
sistim oksidasi 50 mM AAPH dan dalam sistim katalis logam
CuSO 4/ H,0, 8 mM, kemudian diinkubasikan pada suhu 4°C
selama 24 jam. Parameter yang dianalisis adalah kadar asam
amino protein daging merah dan putih ikan Tongkol Putih
(Thunnus sp). Analisis kadar asam amino dilakukan dengan
menggunakan metode Supelco (1985) yang telah dimodifi-
kasi. Jalannya analisis adalah sebagai berikut.

Hidrolisis protein. Sebelum dianalisis asam aminonya, 100
mg sampel protein daging merah dan putih dari ikan Tong-
kol (Thunus sp) terlebih dahulu di hidrolisis guna memecah
protein menjadi asam-asam amino dengan menggunakan
4 ml HCI 6N dan kemudian dimasukan kedalam oven de-
ngan suhu 105 °C selama 24 jam. Setelah dihidrolisis selama
24 jam, sampel kemudian dinetralkan dengan penambahan
NaOH 6 N sampai pH-nya netral (pH 7,0). Setelah itu sam-
pel disaring dengan membran filter Whatman 0,45 um dan
selanjutnya diderivatisasi terlebih dahulu sebelum diinjek-
sikan pada HPLC. Proses derivatisasi dilakukan dengan
menggunakan larutan OPA (O-Pthaldehyde) yang merupa-
kan campuran antara 100 mg OPA, 4 ml Buffer Borat pH 9,1
dan 1 ml Metanol serta 1-2 tetes - mercaptoethanol.

Analisis asam amino dengan HPLC. Analisis asam amino
dilakukan dengan kolom Shimpack — CLC — ODS(M) meng-
gunakan Eluen A yaitu 0,05 M Na-Asetat yang mengandung
2% THF (Tetrahydrofuran) dan 2% Methanol serta Eluen B
berupa Methanol 65 %. Eluen A dibuat dengan cara men-
campurkan 960 ml larutan Na-Asetat 0,05 M dengan THF
dan Methanol masing-masing 20 ml. Campuran tersebut
kemudian diatur pH-nya menjadi 6,8 dengan menambahkan
NaH,PO,. Sedangkan Eluen B dibuat dengan mencampur-
kan 650 ml Methanol dengan 350 ml Akuabides.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komposisi kimia dan kadar asam amino protein daging
merah dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunus sp)

Hasil analisis komposisi kimiawi protein daging merah
dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunus Sp) dapat di lihat
pada Tabel 1.

Table 1. Chemical composition red and white meat of Thunus sp fish

Jenis Daging
No Komposisi Kimiawi Merah Putih
Segar Preparat Segar Preparat

1. Protein (%) 19.20 89.17 19.55 92,68
2. Lemak (%) 2.16 0.98 1.20 0.60
3. Abu (%) 1.53 1.59 1.69 1.92
4. Air (%) 78.07 10.9 77.45 12.18
5. FAAN (mgN/100g) 34.34 41.16 64.49 69.75
6, Fe (mg/Kg) - 464.29 - 219.23

Dari Tabel 1 terlihat bahwa proses delipidasi yang dilaku-
kan ternyata dapat menurunkan kandungan lemak daging
ikan Tongkol Putih dari 2,16 % menjadi 0,98 % untuk da-
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ging merah dan 1,20 % menjadi 0,60 % untuk daging putih.
Dengan berkurangnya kandungan lemak pada daging ikan,
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lemak terhadap terjadinya kerusakan oksidatif pada protein
ikan. Pada Tabel 1, juga terlihat adanya perbedaan kompo-
sisi kimiawi dari protein daging merah dan putih terutama
tingginya kandungan zat besi (Fe) pada daging merah (464,29
mg/kg) bila dibandingkan dengan daging putih (219,23 mg/
kg) tentunya akan berpengaruh terhadap kemungkinan ter-
jadinya kerusakan oksidatif pada kedua jenis daging tersebut.
Dimana tingginya kandungan zat besi (Fe) ini merupakan
salah satu faktor penyebab rentannya protein daging merah
terhadap kerusakan oksidatif. Zat besi tersebut selain dapat
berfungsi sebagai prooksidan yang berperan dalam proses

terbentuknya radikal hidroksil, juga dapat bereaksi secara
langsung dengan oksigen membentuk kompleks besi-oksi-
gen yang mempunyai kemampuan mengoksidasi (Rahardjo,
2004).

Penentuan jenis asam amino dalam protein daging
merah dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunnus sp) di-
lakukan dengan mencocokkan kromatogram sampel dengan
kromatogram asam amino standar baik berdasarkan pola
kromatogramnya maupun waktu retensinya. Hasil analisis
kadar asam amino pada protein daging merah dan putih dari
ikan Tongkol Putih dapat dilihat pada Tabel 2.

Table 2. Amino acids composition of red and white meat of Thunus sp fish

. Daging Merah Daging Putih
No | Asam Amino (g/100 g daging) (g/100 g daging)
1. | Asam Aspartat 9.63 7.98
2. Asam Glutamat 9.74 8.62
3. Serin 2.66 2.41
4. | Histidin 2.45 2.24
5. | Arginin 2.79 2.85
6. | Glisin 2.13 1.88
7. Threonin 0.78 091
8. Alanin 3.95 6.00
9. Tirosin 3.85 3.31
10. | Metionin 1.71 2.12
11. | Valin 2.39 3.14
12. | Phenilalanin 1.92 5.62
13. | Isoleusin 2.70 2.72
14. | Leusin 3.37 2.84
15. | Lisin 5.06 435
Total 55.13 56.99

Dari Tabel 2, terlihat bahwa pada protein daging merah
asam amino yang paling tinggi jumlahnya adalah asam glu-
tamat, asam aspartat, lisin, alanin dan tirosin. Kandungan
asam-asam amino tersebut masing-masing adalah 9.74 ; 9.63
; 5.06; 3.95 dan 3.85 g/100 g daging. Pada protein daging
putih, asam amino yang paling tinggi jumlahnya adalah asam
glutamat, asam aspartat, alanin, fenilalanin dan lisin. Kan-
dungan asam-asam amino tersebut masing-masing adalah
8.62; 7.98; 6.00; 5.62 dan 4.35 g/100 g daging. Sedangkan
asam amino yang paling rendah jumlahnya baik pada protein
daging merah dan putih adalah treonin yakni sebesar 0.78
2/100 g daging untuk protein daging merah dan 0.91 g/100 g
daging untuk protein daging putih.

Protein ikan mengandung 18 asam amino baik esen-
sial maupun non esensial. Asam-asam amino tersebut antara

lain : asam aspartat, asam glutamat, serin, histidin, arginin,
glisin, threonin, alanin, tirosin, triptofan, sistein, metionin,
valin, fenilalanin, isoleusin, leusin, lisin dan prolin (Zaitsev
dkk., 1969; Konusu dan Yamaguchi, 1982; Sikorski, 1990).
Dari hasil analisis yang dilakukan hanya 15 asam amino yang
teridentifikasi sedangkan 3 asam amino yaitu triptofan, sis-
tein dan prolin tidak teridentifikasi. Hal ini bukan disebakan
karena protein daging ikan tidak mengandung ketiga asam
amino tersebut melainkan karena metode analisis yang digu-
nakan dalam penelitian ini. Menurut Ashman dan Bosserhoff
(1985) teknik HPLC dengan derivatisasi prekolom dengan
OPA ( -ptaldehide ) memiliki kekurangan karena kegagalan
dengan cara ini dalam mendeteksi asam amino sekunder se-
perti prolin dan hidroksiprolin, serta sistein yang tidak dapat
bereaksi secara sempurna dengan OPA. Sedangkan triptofan

143



AGRITECH, Vol. 26, No. 3 September 2006

akan mengalami kerusakan bila dilakukan hidrolisis asam
amino dengan menggunakan asam (HCl). Keberadaan asam-
amino ini pada daging ikan cukup penting untuk diketahui
terutama triptofan dan sistein karena keduanya termasuk
asam-asam amino yang kaya akan elektron sehingga sangat
mudah mengalami kerusakan oksidatif oleh adanya serangan
dari radikal maupun molekul non radikal pengoksidasi.

Dampak oksidasi oleh radikal pengoksidasi dari AAPH
dan sistem katalis logam CuSO 4/ HZOZ terhadap kandung-
an asam amino protein daging merah dan putih ikan tongkol
putih (Thunus sp).

Protein dapat mengalami kerusakan oksidatif oleh adan-
ya radikal-radikal pengoksidasi antara lain: radikal hidroksil,
radikal peroksil, radikal alkoksil dan beberapa radikal lain-
nya. Radikal-radikal oksigen tersebut dapat dihasilkan dalam
sistim biologis maupun secara eksperimen, seperti dari sistim
katalis logam CuSO 4/H202 maupun dari AAPH yang dikenal
sebagai pembangkit radikal peroksil. Radikal-radikal oksi-
gen yang dihasilkan dari ke-2 sistim oksidasi ini yang dapat

menyebabkan timbulnya kerusakan oksidatif pada berbagai
makromolekul dalam sistim biologi maupun bahan pangan
termasuk protein. Menurut Davies (2003), serangan radikal-
radikal oksigen dapat terjadi pada kerangka utama (back-
bone) protein dengan cara mengabstraksi atom hidrogen pada
atom c- , dimana akibat dari serangan ini dapat men yebab-
kan terjadinya fragmentasi pada kerangka protein tersebut.
Serangan radikal oksigen ini juga dapat terjadi pada rantai
samping asam-asam amino penyusun protein yakni dengan
cara mengabstraksi atom hidrogen pada rantai samping asam-
asam amino alifatik serta melalui reaksi adisi terutama pada
rantai samping asam-asam amino aromatik. Dimana akibat
dari serangan ini akan menyebabkan terjadinya modifikasi
struktur rantai samping dari asam-asam amino tersebut.

Dampak oksidasi oleh radikal-radikal oksigen yang
dihasilkan dari AAPH 50 mM dan Sistim Katalis Logam
CuSO,/H,0, 8 mM terhadap kandungan asam amino dari
protein daging merah dan putih ikan Tongkol Putih dapat di
lihat pada Tabel 3.

Table 3. Effect of AAPH and CuSOy H:0; oxidation system on amino acids composition of red and white meat of Thunus

sp Fish.
No Asam Amino Daging Merah (g /100 g daging) Daging Putih (g /100 g dagin
Tanpa | AAPH % CuSOy/ % Tanpa | AAPH % CuSOy/ %
Oksidasi | S0mM | kehilangan | H;0; | kehilangan | Oksidasi | S0 mM |kehilangan | H,0; | kehilangan
§ mM 8 mM
1  AsamAspartat | 9.63 5.62 41.61 7.04 26.89 798 6.64 16.79 751 553
?  AamGlutamat | 974 81 10.57 8.2 1529 8.62 749 13.10 8.36 301
3 Semn 2.66 1.87 29.69 229 13.91 241 1.94 19.50 22 8.29
4 Histidin* 245 117 524 215 1234 224 1.16 4821 205 8.43
5 Arginin* 2.7 214 2329 2.02 2759 285 2.5 9.12 174 385
6 Ghsin 13 145 3195 131 - 1.88 1.46 .34 1.26 Ny
7 Threonin 0.78 0.72 1.69 0.64 1795 0.91 0.66 2747 1.59 -
8 Alanin 395 286 2759 312 21.01 6.00 301 4983 3.64 39.30
9 Tirosin* 385 ) 4234 2.62 3195 331 27 1531 295 10.88
10 Metionin* 17 133 nn 131 2329 1 131 3821 161 24.05
11 Valin 239 211 1 171 2845 14 191 I 148 2102
12 {fenilalanin® 1.92 179 6.77 1.67 13.02 5.6 437 224 240 57.29
13 Isoleusmn 270 2.08 2296 113 nn 2n 214 17.64 244 10.29
14 Leusim EEY 2.27 32.60 27 1899 2.84 3.08 - 263 739
15 Lisin 5.06 3.87 2352 329 3498 435 382 12.80 398 8.50
Tatal 3513 | 4021 43.91 5699 | 4447 47.85

* Asam-asam amino yang sangat reaktif terhadap radikal oksigen (Davies,2003)
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Pada Tabel 3, terlihat bahwa hampir semua asam amino
rentan terhadap serangan dari radikal-radikal oksigen yang
dihasilkan dari sistim oksidasi AAPH dan sistim katalis lo-
gam CuSO,/ H,0,. Ini ditunjukkan dengan terjadinya penu-
runan kandungan asam-asam amino tersebut baik pada pro-
tein daging merah maupun putih akibat perlakuan oksidasi
dengan kedua sistim oksidasi tersebut. Menurut Davies dkk.
(1987), seluruh asam amino penyusun protein rentan terh-
adap serangan dari radikal — radikal oksigen. Sebagai per-
bandingan, dalam penelitiannya terhadap protein BSA (bo-
vine serum albumin) yang diberi perlakuan oksidasi dengan
radikal hidroksil menunjukkan bahwa persentase kehilangan
terbesar terjadi pada histidin (64,72%) dan metionin (50%).
Sedangkan asam amino lain seperti lisin, glisin, isoleusin, fe-
nilalanin, serin ,treonin dan tirosin persentase kehilangannya
berkisar antara 40 - 45 % dan asam amino yang persentase
kehilangannya lebih rendah adalah arginin, valin dan alanin
dengan persentase 35 - 39 %.

Menurut Davies (2003), asam-asam amino seperti
tirosin, histidin, triptofan, fenilalanin, arginin, sistein dan
metionin merupakan asam-asam amino yang sangat reaktif
terhadap radikal oksigen (terutama radikal hidroksil) sedan-
gkan yang kereaktifannya lebih rendah adalah alanin, asam
aspartat dan asparagin.

Dari Tabel 3, terlihat bahwa persentase kehilangan
asam-asam amino yang sangat reaktif terhadap radikal oksi-
gen yakni histidin, arginin, tirosin, metionin, dan fenilalanin
pada protein daging merah (kecuali triptofan dan sistein yang
juga terdapat dalam protein ikan namun tidak terdeteksi oleh
metode analisis dalam penelitian) masing-masing sebesar
52.24%; 23.29%; 42.34%; 22.22% dan 6.77% pada sistim
oksidasi AAPH serta 12.34%; 27.59%; 31.95%; 23.39% dan
13.02% pada sistim katalis logam CuSO,/ H,0,. Pada Pro-
tein daging putih, persentase kehilangan asam-asam amino
yang sangat reaktif terhadap radikal oksigen yakni histidin,
arginin, tirosin, metionin, dan fenilalanin adalah sebesar
48.21%; 9.12%; 15.31%; 38.22%; dan 22.44% pada sistim
oksidasi AAPH serta 8.43%; 3.85%; 10.88%; 24.05% dan
57,25 % untuk sistim katalis logam CuSO,/ H,0,. Dari hasil
diatas, secara keseluruhan terlihat bahwa persentase kehilang-
an asam-asam amino yang sangat reaktif terhadap radikal
hidroksil pada protein daging merah lebih besar bila diban-
dingkan dengan yang terjadi pada protein daging putih. Hal
ini menunjukkan bahwa protein daging merah lebih rentan
terhadap serangan dari radikal-radikal oksigen dari sistim
oksidasi AAPH maupun sistim katalis logam CuSO,/H,0,.
Serangan dari radikal-radikal oksigen terhadap protein dapat
menyebabkan terjadinya kerusakan atau modifikasi dari
asam-asam amino penyusun protein protein tersebut. Dimana

dampak dari terjadinya kerusakan tersebut akan berpengaruh
pada struktur maupun sifat fungsional dari protein tersebut
serta terbentuknya senyawa-senyawa karbonil protein. Hasil
penelitian tersebut diatas dapat lebih menunjang hasil-hasil
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Apituley dkk.
(2005 & 2006), dimana hasil penelitian tersebut menunjuk-
kan bahwa serangan radikal-radikal oksigen baik dari sistim
oksidasi AAPH maupun sistim katalis logam dapat menye-
babkan terjadinya peningkatan protein karbonil serta ter-
jadinya denaturasi atau modifikasi struktur dari protein baik
daging merah maupun daging putih dari ikan Tongkol Putih.
Dan peningkatan terbesar terjadi pada protein daging merah
bila dibandingkan dengan protein daging putih. Menurut Da-
vies (2003), besarnya kerusakan oksidatif yang ditimbulkan
dalam suatu proses oksidasi tergantung pada target dan ke-
cepatan reaksi antara oksidan dengan molekul target. Ber-
dasarkan hal tersebut, jika dilihat kerentanannya terhadap
serangan dari radikal-radikal oksigen maka dapat dikatakan
bahwa protein daging merah cenderung lebih reaktif terha-
dap radikal-radikal oksigen bila dibandingkan dengan pro-
tein daging putih.

KESIMPULAN

Asam-asam amino penyusun protein daging merah
dan putih dari ikan Tongkol Putih (Thunus sp) yang berha-
sil diidentifikasi adalah asam aspartat, asam glutamat, serin,
histidin, arginin, glisin, threonin, alanin, tirosin, metionin,
valin, fenilalanin, isoleusin, leusin dan lisin. Hampir semua
asam-asam amino ini rentan terhadap serangan radikal-radi-
kal oksigen yang berasal dari sistim oksidasi AAPH maupun
dari sistim katalis logam CuSO,/H,O,. Persentase kehilan-
gan asam-asam amino yang sangat reaktif terhadap radikal
oksigen yakni histidin, arginin, tirosin, metionin, dan fenila-
lanin pada daging merah masing-masing 52.24%; 23.29%;
42.34%;22.22% dan 6.77% pada sistim oksidasi AAPH serta
12.34%; 27.59%; 31.95%; 23.39% dan 13.02% pada sistim
katalis logam CuSO,/ H,0,. Sedangkan pada protein dag-
ing putih, persentase kehilangannya masing-masing 48.21%;
9.12%; 15.31%; 38.22%; dan 22.44% pada sistim oksidasi
AAPH serta 8.43%; 3.85%; 10.88%; 24.05% dan 57,25 %
pada sistim katalis logam CuSO,/ H,0,. Dari hasil tersebut
terlihat bahwa persentase kehilangan dari asam-asam amino
yang sangat reaktif terhadap radikal oksigen pada protein
daging merah lebih besar bila dibandingkan dengan daging
putih. Ini menunjukan bahwa protein daging merah lebih
rentan terhadap serangan dari radikal-radikal oksigen yang
dihasilkan dari sistim oksidasi AAPH dan sistim katalis lo-
gam CuSO,/H,0, .
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Lampiran 1.:
<Chromatogram>
o " Standard 1782 10ul 10ukicd
mAY
2 1PDA Muld 1

400
300-
20-

Kromatogram Asam Amino Standar dengan menggunakan
HPLC sistem Reversed Phase.

Kondisi Operasional HPLC: Kolom Shimpack-CLC-(M)
25 cm

Stationary Phase : Octadesyl Group Separation Mode:
Reversed Phase

Detector :UV SPDM 10AVP(340nm) & Temperatur Kolom
:28°C

Eluen A : Na-Asetat 0.05M -THF2% -Methanol 2% -
NaH,PO,.

Lampiran 2: Kromatogram asam amino protein daging me-
rah dari Ikan Tongkol Putih Sebelum dan Sesu-
dah dioksidasi dengan AAPH 50 mM

Ket No.Puncak :
C\LabSoksions\DataiProject\SuhardiSa -T0 10ullcd
o 010 2. ASP

4.GLU
6. SER
7. HIS
8. ARG
9.GLI
10.THR
12.ALA
14TIR
16.MET
17.VAL
18.PHE
21ILE
22.LEU
726 118

100-

Y SO

10

1 PDA Multi 1/3400m 4nm
C:ALabSalutions DxtaiProjects\SuhadSampal DM « ASC 10ulkcd

Ket No.Puncak :
2. ASP

3.GLU

5.SER

6. HIS

7. ARG

8. GLI

9. THR

oAl

10.ALA
ILTIR
15.MET
16.VAL
17.PHE
20.ILE
21.LEU
25.118

Lampiran 3 : Kromatogram asam amino protein daging putih
dari Tkan Tongkol Putih Sebelum dan Sesudah
dioksidasi dengan AAPH 50 mM

Ket No.Puncak :
2. ASP
3.GLU
6. SER
7. HIS
10. ARG
11. GLI
12. THR

CLabSokutions DataProjectfiSuhardiSumpel DP - TO 10ulicd

14.ALA
15.TIR
18.MET
19.VAL
20.PHE
22.ILE
23.LEU
26118

Ket No.Puncak :
1. ASP

2.GLU

3. SER

4. HIS

6. ARG

7.GLL

8. THR

10.ALA
11.TIR
13.MET
14 VAL
15.PHE
17.ILE
18.LEU
19.LIS
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