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ABSTRAK

Fraksinasi protein kacang hijau dilakukan
dengan empat macam pelarut sehingga
didapatkan fraksi-fraksi albumin, globulin,
prolamin dan glutelin; sedangkan esktrak en-
sim peroksidase dilakukan dengan buffer Tris~
HCI, pH 8,3. Identifikasi fraksi-fraksi tersebut
dianalisis kadar protein dan dengan sodium
dodesil sulfat - poliakrilamid gel elektroforesis
(SDS-PAGE) dalam 7,5% gel poliakrilamide
dengan buffer elektrolit Tris glisin pH 8,9.

Penelitian ini bertujuan untuk meng-
evaluasi dan mengidentifikasi fraksi protein
kacang hijau serta mendapatkan karakteristik
kelarutannya. Hal ini dapat dipakai untuk
mempersiapkan proses pengolahan pangan
lebih lanjut yang berkaitan dengan sifat-
sifatnya.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pola
fraksi-fraksi protein kacang hijau berbeda satu
sama lain, baik dengan varietas maupun suhu
ekstraksi. Komponen utama penyusun protein
kacang hijau adalah globulin, sebesar 71,0%.
Rasio fraksi albumin : globulin : prolamin :
glutelin = 30 : 62 : 1 : 4. Ensim peroksidase
kacang hijau mempunyai dua isoensim dengan
Berat Molekul masing-masing 69.000 dan
42.000.

Pendahuluan
Berat dan ukuran molekul
polipeptida dapat ditentukan dengan

Rf (mobili_tas relatif) elektroforesis

*Masing-masing Staf Peneliti Kimia-
Teknologi dan Pemuliaan, Balai Penelitian
Tanaman Pangan, Sukamandi.
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dalam Sodium Dodesil Suifat - Polia-
kriamide Gel Elektroforesis (SDS-
Page). Studi protein dan isoensim
dengan elektroforesis telah membuk-
tikan banyak manfaat dan kegunaan-
nya bagi beberapa peneliti.
Pemisahan protein dengan
poliakrilamide elektroforesis dengan
menggunakan detergen anionic SDS
dipengaruhi oleh berat molekul rantai
polipeptida. SDS-Page ini pertama
kali digunakan untuk mempelajari
struktur ensim aspartat transcar-
bamaflase pada bakteri Escherichia
coli (Shapiro, et al. 1967).

Analisis elektroforesis group va-
rietas gandum menunjukkan bahwa
protein pada setiap group memiliki
relatif mobilitas serupa. Selama
sepuluh tahun terakhir cara analisis
komposisi protein gandum telah
mengalami perubahan cara yang baru
telah memperlihatkan bahwa gliadin,
albumin dan globulin dapat
dipisahkan, didapatkan oleh Osborne
dan Mendel, (1917). Analisis gel
elektroforesis telah menegaskan
bahwa protein gandum terdiri banyak
komponen yang sangat nyata, di an-
taranya sekitar 3 — 8 sub unit pro-
tein.

Ensim merupakan protein yang
relatif mudah rusak oleh kondisi
pengolahan, pH, suhu, logam dan
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lain sebagainya. Pola isoensim pada
elektroforesis dapat menunjukkan
sifat perubahan yang terjadi atau
dipengaruhi oleh tingkat proses
pengolahan (Santosa, 1987). Pada
kedelai menunjukkan bahwa
pemakaian teknologi proses ini dapat
menghasilkan sejenis bahan makanan
berprotein tinggi.

Kacang hijau dapat digunakan
sebagai alternatif sumber protein dan
gizi yang disenangi oleh masyarakat.
Di samping itu, kacang hijau mem-
punyai potensi yang baik untuk
dikembangkan, karena mempunyai
kadar protein relatif tinggi. Pada
umumnya protein nabati mudah
difraksinasi dan diklasifikasi
menurut sifat kelarutannya
(Osborne, 1924; Cherry, et al. 1973).
Penelitian pada protein kacang tanah
menunjukkan bahwa protein globulin
mempunyai berat molekul tinggi dan
mudah tidaknya terurai dipengaruhi
oleh kondisi ekstraksi, pH, kekuatan
ion, konsentrasi protein, suhu dan
lain sebagainya. Penerapan dan
pengembangan untuk mudahnya
fraksinasi protein dapat digunakan
metode SDS-Page. Pemakaian SDS-
Page tersebut menunjukkan bahwa
fraksi arachin pada kacang tanah
dapat lebih mudah diisolasi dan
dimurnikan (Singh dan Diekert,
1983; Shetty dan Rao, 1674).

Makalah ini menyajikan evaluasi
protein kacang hijau berdasarkan
SDS-Page, identifikasi fraksi protein
albumin, globulin, prolamin, glutelin
dan ensim peroksidase yang diperoleh
dengan berbagai cara ekstraksi, un-
tuk mendapatkan fraksi yang
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kelarutan yang tinggi, sehingga
kemungkinan dapat dikembangkan
untuk penyiapan dalam pembuatan
tepung, konsentrat, isolat yang mem-
punyai keamanan pangan tinggi.

Bahan dan Metoda

Bahan yang digunakan dalam
percobaan ini adalah kacang hijau
varietas Bhakti dan No. 129. Kacang
hijau ini diperoleh dari Bagian
Pemuliaan Kacang-kacangan di Balai
Penelitian Tanaman Pangan
Sukamandi. Mula-mula kacang hijau
dibuat tepung yang lolos mesh 80
Kadar airnya 7,5%. Untuk lebih
jelasnya urutan penelitian ini dapat
dilihat pada gambar 1.

Fraksi-fraksi protein dianalisis
kadar air, protein dan pola fraksi
protein pada SDS-Page (Laemmli,
1967) dan pola spesifik ensim
peroksidase (Moeljopawiro, et al.
1984) dari bahan dasar biji kacang hi-
jau.

Hasil dan Pembahasan

Fraksi protein kacang hijau

Kelarutan protein kacang hijau
dilakukan berdasarkan cara Osborne
(1924). Protein dibagi atas 4 fraksi
kelarutan yaitu albumin (protein
larut air), globulin (protein larut
dalam garam), prolamin (protein
larut alkohol) dan glutelin (protein
larut alkali).

Pada tabel 1 dapat dilihat bahwa
fraksi protein globulin kacang hijau
merupakan komponen yang tertinggi
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Tabel 1. Fraksi Protein (/12,5 g sampel) : albumin, Globulin, Prolamin dan Glutelin Kacang

Hijau

Kacang Hijau Varietas pada Subu Ekstraksi

Bhakti

Fraksi Protein - No. 129

29°C 4°C 29°C 4°C
Albumin 0,50 1,22 0,23 1,20
Globulin 2,06 2,17 2,34 1,88
Prolamin 0,01 0,01 0,05 0,01
Glutelin 0,11 0,14 0,15 0,29
Protein terkaver 2,23 3,54 2,77 3,38
Protein ter-
ekstrak 82,6% 89,0% 84,4% 86,3%

Data rata-rata 3 ulangan perlakuan dan analisis.

dibanding fraksi-fraksi lain, kemu-
dian fraksi albumin, glutein dan pro-
lamin, hal ini terjadi baik pada
ekstraksi suhu 29°C dan suhu 4°C.
Ekstrakbilitas protein yang terbaik
pada kondisi suhu ekstraksi 4°C, dan
ekstrakbilitas yang tertinggi terdapat
pada varietas Bhakti sebesar 89,0%.

Tabel 2 menunjukkan persentase
fraksi-fraksi protein kacang hijau.
Hasil perhitungan dari fraksinasi pro-
tein menunjukkan bahwa fraksi
globulin merupakan penyusun utama
protein kacang hijau, persentasenya
sekitar 73,3% pada varietas Bhakti
dan 68,6% pada varietas No. 129.
Sedangkan rasio fraksi-fraksi
albumin : globulin : prolamin : glute-
lin adalah rata-rata 30 : 62 : 1 : 4.
Apabila dilihat secara tabulasi
menunjukkan bahwa rasio fraksi-
fraksi protein tersebut berbeda antara
kondisi ekstraksi pada suhu 4°C
terhadap rasio yang diperoleh pada
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29°C dan antar varietas itu sendiri.
Banyaknya protein yang terekstrak
sangat dipengaruhi oleh jenis pelarut
yang digunakan, suhu, waktu, rasio
bahan dengan pelarutnya, ukuran
partikel sampel dan lain sebagainya
(Bietz, 1979;-Santosa dan Setiowati,
1988). Boulter dan Derbyshire, (1978)
melaporkan rasio albumin : globulin :
prolamin : glutelin = 5: 10 : 45 : 40
untuk gandum; 5 : 5 : 50 : 40 untuk
jagung; 8 : 8 : 52 : 32 untuk sorghum
dan1:13: 18 : 68 untuk oat. Dua
fraksi prolamin dan globulin
merupakan penyusun utama pada
serealia, tetapi perbandingan tersebut
berbeda satu dengan yang lain.
Sedangkan protein pada beras,
penyusun yang utama adalah glutelin
sebesar 75 — 80% (Damardjati,
1983). Ekstrakbilitas akan menunjuk-
kan nilai lebih tinggi bila partikelnya
mempunyai tingkat kehalusan yang
tinggi atau tingkat mesh yang lebih
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tinggi (Santosa dan Setiowati, 1988).

Tabel 1 dan 2 menunjukkan
bahwa rasio fraksi protein hasil
fraksinasi kacang hijau berbeda satu
sama lain, baik pada varietas maupun
pada suhu ekstraksinya. Sifat kela-
rutan protein kacang hijau sangat
dipengaruhi oleh larutan garamnya,
halini ditunjukkan oleh adanya kom-
ponen yang utama dan terbesar.
Globulin tidak mudah larut dalam
isoelektrik pada konsentrasi garam
yang rendah (Wolf, 1978).

Pola Fraksi Protein pada SDS-Page

Protein globulin kacang tanah
sangat komplek, mengandung
sebanyak 9 sub-unit polipeptida yang
mempunyai berat molekul sekitar
10.000 — 71.000, tetapi menurut
Shetty dan Rao (1974), globulin ini
mempunyai 4 atau 6 sub-unit
polipetida. Data yang berbeda ini

" menunjukkan bahwa arachin sangat

mudah berubah karena perbedaan
cara yang digunakan untuk isolasi
dan disosiasi, adanya detergent dan

Tabel 2. Persentase Fraksi Protein Kacang Hijau yang Terekstrak

Kacang Hijau Varietas

Fraksi Protein (%) Bhakti No. 129
Subu 4°C 29°C 4°C 39°C
Albumin 30,5 29,4 31,1 30,2
Globulin 60,1 59,3 63,8 } 60,6
Prolamin 0,5 0,3 0,7 0,3
Glutelin 4,9

4,0 5,8 4,6

Data rata-rata 3 ulangan perlakuan dan analisis.

bahan reduksi. Pemakaian SDS-Page
dapat menentukan struktur sub unit
proteinnya. Fraksi protein kacang hi-
jau ditekankan pada poliakrilamide
gel elektroforesis dengan adanya
sodium dodecil sulfat. Pemisahan
protein berdasarkan ukuran dan
berat molekul karena penambahan
detergent SDS. muatan, dan pH
larutan serta gel sebagai media
pemisah protein (Bietz, 1979).
Dengan teknik elektroforesis ini
dapat ditentukan berat molekul ran-
tai polipetida dengan selang keper-

24

cayaan 10% (Weber dan Osborne,
1969); sedangkan dengan metode
Laemmli (1967) dan Juliano dan
Boulter, (1976) dapat juga untuk

. menentukan berat molekul.

Dalam penelitian ini, standard
yang dipakai untuk menentukan
berat molekul fraksi protein kacang
hijau adalah albumin bovin, BM
66.000; albumin eggs, BM 45.000;
pepsin, BM 37.400; trypsinogen,
BM 24.000; bethalactoglobulin,
BM 18.400; dan lysozyme, BM
14.300. Dengan analisis SDS-Page,
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Guinbar 3. Pola Zymogram Protein Globulin dari Dua Varietas Kacang Hijau
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standar protein dan fraksi protein
kacang hijau relatif mobilitas (Rf)
dapat dibaca dengan Rf reader
(Sigma Electrophoresis Rf reader).
Dengan kertas grafis semi logaritmic
dapat digambarkan hubungan antara
berat molekul dengan relatif
mobilitas, sehingga berat molekul
fraksi kacang hijau dapat dibaca dari
kurve standar tersebut (gambar 2 dan
3).

Perbedaan suhu ekstraksi
menunjukkan pola kedua fraksi pro-
tein berbeda, ada pita yang hilang
pada suhu ekstraksi yang lebih tinggi,
kemungkinan hal ini disebabkan
kerusakan protein sewaktu ekstraksi.
Pola protein albumin dan globulin
dari kedua varietas kacang hijau

berbeda satu sama lain; jadi dengan
cara analisis SDS-Page dapat untuk
karakterisasi atau membedakan
varietas yang ada, sedangkan pola
protein prolamine dan glutelin belum
dapat menunjukkan band atau pita.
Hal ini kemungkinan kadar protein-
nya terlalu sedikit dalam fraksi
tersebut. Cara untuk mengatasinya,
larutan fraksi tersebut perlu
dipekatkan atau dikeringkan secara
freeze drying.

Pola protein albumin dan
globulin digambarkan secara
diagramatis. Pengamatan dilakukan
pada relatif mobilitas dari fraksi pro-
tein yang nampak pada gel dan hanya
pita-pita pada ulangan yang mewakili
saja yang diamati.

Tabel 3. Intensitas Warna Fraksi Albumin dari Dua Varietas Kacang Hijau

pada SDS-Page

Varietas
Sub Unit Relatif Mobilitas
Bhakti No. 129

1 3,0 _ +

2 3,5 + +

3 6,0 + +

4 6,5 ++ + ++ +

5 7,8 + + + +

6 8,0 — +

7 8,5 —_ +

+ : Intensitas warna rendah; + + : Intensitas warna medium
+ + + : Intensitas warna sangat tinggi; — : tidak ada warna.

Jumlah fraksi albumin dan
globulin yang nampak pada gel
terhitung 12 pita, yang masing-
masing mempunyai berat molekul
berbeda (gambar 2 dan 3). Pada
varietas Bhakti, protein albumin
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mempunyai 2 komponen utama
sebagai struktur sub unit protein dan
2 sub unit protein minornya dan
globulin mempunyai 3 komponen
protein utama dan 6 sub unit protein
minornya (tabel 3 dan 4), sedangkan
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Tabel 4. Intensitas Warna Fraksi Globuiin dari dua Varietas Kacang Hijau

pada SDS-Page

Varietas
Sub Unit Relatif Mobilitas
Bhakti No. 129

1 6,0 + + + ++ +
2 6,3 + -
3 6,5 . + +

4 7,0 + + + +
) 7,3 + —
6 7,4 + —
7 7,5 + + ++
8 7.8 + +

9 8,5 + +

+ : Intensitas warna rendah
+ + : Intensitas warna medium
+ + + : Intensitas warna sangat tinggi
— : tidak ada warna

varietas No. 129 menunjukkan lebih
besar 2 — 3 sub unit protein minor-
nya. Fullington, et al (1980)
mengidentifikasi pola protein total
dari varietas gandum yang berbeda.
Pergerakan atau mobilitas yang sama
pada protein yang spesifik mem-
buktikan struktur molekul yang
homolog dan fungsinya yang sama.
Analisis elektroforesis dapat
digunakan oleh peneliti sebagai iden-
tifikasi varietas dan perbedaan
pengolahan yang dapat
mempengaruhi karakteristik protein
yang ada. Protein kacang hijau ini
mempunyai berat molekul antara
14.700 — 72.000,

Pola Isoensim Peroksidase

Pada gambar 4 menujukkan
bahwa isoensim peroksidase kacang
hijau mempunyai mobilitas yang
sama, baik pada varietas Bhakti
maupun varietas No. 129 dan ensim
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ini terdapat di kedua fraksi protein
tersebut. Ensim peroksidase kacang
hijau mempunyai 2 isoensim, masing-
masing pada relatif mobilitas 3,5 dan
6,2 dengan berat molekul 69.000 dan
42.000. Kedua ekstraksi tidak
mempengaruhi pola ensim
peroksidase pada gelnya.

Kesimpulan dan Saran

Dari hasil dan pembahasan
penelitian tersebut, dapat disimpul-
kan sebagai berikut :

1.. Perbedaan pola protein dipe-
ngaruhi oleh suhu ekstraksi dan
varietas kacang hijau.

2. Protein kacang hijau mempunyai
perbandingan fraksi-fraksi
albumin : globulin : prolamin :
glutelin = 30 : 62 : 1 : 4,
sedangkan fraksi globulin meru-
pakan komponen utama.
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Gambar 4. Pota Zymog,ram Isoensim Peroksidase dari Dua Varietas Kacang Hijau
Varietas No. 1291 1. Suhu Ekstraksi 29°C
2. Suhu Ekstruksi 4°C
Varietas Bhakti @ 3. Suhu Ekstraksi 29°C
4. Suhu Ekstraksi 4°C
S.  Berat Mcichul Standard.

3. Ensim peroksidase terdapat pada
fraksi albumin dan globulin.

4. Ensim peroksidase kacang hijau
mempunyai 2 isoensim, masing-
masing Berat Molekulnya 69.000
dan 42.000.
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