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Reaksi alergi (reaksi hipersensitivitas) adalah reaksi-reaksi dari sistem kekebalan yang terjadi
ketika jaringan tubuh yang normal mengalami cedera atau terluka. Bahan pangan yang dikenal
mengandung protein alergen diantaranya susu, kacang kedelai, kacang tanah, kerang, telur,
udang dan ikan tongkol. Protein alergen yang terdapat pada ikan tongkol adalah Prevalbumin
(10-13 kDa). Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi protein alergen yang terdapat pada
ikan tongkol. Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstraksi, pemisahan protein
menggunakan kromatografi kolom filtrasi gel G-50 dengan prinsip pemisahan berdasarkan
perbedaan bobot molekul. Karakterisasi protein menggunakan elektroforesis SDS-PAGE
,dengan prinsip pergerakan partikel-partikel bermuatan negatif (anion), bergerak menuju kutub
positif (anode) sedangkan partikel-partikel bermuatan positif (kation) akan bergerak menuju
kutub negatif (anode). Berdasarkan hasil pemisahan protein menggunakan kromatografi kolom
diperoleh 50 fraksi dan proses karakterisasi menggunakan SDS-PAGE menunjukan terdapat
protein alergen prevalbumin sesuai dengan literatur yaitu 10-13 kDa.

Kata kunci : Kromatografi filtrasi gel, protein prevalbumin, ikan tongkol, SDS-PAGE.

ABSTRACT

Allergic reactions (hypersensitivity reactions) are reactions of the immune system that occur
when normal body tissue is injured or injured. Foods known to contain protein allergens include
milk, soybeans, peanuts, shellfish, eggs, shrimp and tuna. The allergen protein found in tuna is
Prevalbumin (10-13 kDa). This study aims to identify protein allergens found in tuna. The
method used in this study is extraction, the separation of proteins using G-50 gel filtration
column chromatography with the principle of separation based on differences in molecular
weight. Characterization of proteins using SDS-PAGE electrophoresis, with the principle of
movement of negatively charged particles (anions), moves towards the positive pole (anode)
while positively charged particles (cations) will move towards the negative pole (anode). Based
on the results of protein separation using column chromatography obtained 50 fractions and the
characterization process using SDS-PAGE showed that there were prevalence of protein
allergens in accordance with the literature namely 10-13 kDa.

Key words: Gel filtrasi cromatografi, prevalbumin protein, tuna fish, and SDS-PAGE.
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PENDAHULUAN

Dalam beberapa tahun terakhir angka
kejadian alergi pangan terus meningkat
tajam, baik dalam negeri maupun luar
negeri. World Allergy Organization (WAO)
menyebutkan  22%  penduduk  dunia
menderita alergi dan terus meningkat setiap

tahun (Candra et al. 2011)

Alergi yang sering timbul karena konsumsi

yang
merugikan dari makanan yamng didasarkan

bahan pangan merupakan reaksi
pada mekanisme imunoligi (Hauben dan
Panniks. 1996) Timbulnya reaksi alergi
pangan disebabkan di dalam pangan
tersebut mengandung senyawa penyebab
alergi atau lebih dikenal dengan alergen.
Alergen di dalam makanan dapat berupa
protein, glikoprotein atau polipeptida
dengan berat molekul lebih dari 18.000
Dalton, tahan panas dan tahan enzim

proteolitik (Hasyimiet et all. 1992)

Di seluruh dunia, makanan laut berupa ikan,
udang dan kerang memiliki peranan dalam
sumber zat gizi manusia. Namun makana
laut juga merupakan sumber alergen yang
kuat pada individu yang sensitif dan
menyebabkan reaksi alergi. Alergi pangan
karena makanan laut mudah dideteksi
karena gejala yang ditimbulkan relatif
cepat. Jenis makanan laut yang sering
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mengakibatkan gangguan adalah jenis yang
ber ukuran kecil seperti udamng, kerang,
kepiting dan sebagainya. lkan laut yang
agak besar seperti salmon, tuna relatif lebih
ringan( ALLSA, 2008. )Penelitian Clark et.
al (2004) menunjukan bahwa alergen ikan
laut dapat mengakibatkan terjadinya 10%
anafilaksis. Sifat alergi dari protein ikan
dipengaruhi oleh kondisi fisiologis lambung
terutama pada individu yang sensitif
terhadap jenis pangan ini (Untersmayr et al.
2005)

Salah satu jenis ikan air laut yang memilik
kandungan gizi tinggi adalah ikan tongkol.
Ikan tongkol diketahui memilik kandungan
gizi, diantaranya adalah protein dan asam
lemak omega-3. Protein yang terdapat pada
ikan tongkol salah satunya adalah Protein
alergen (prealbumin) yang memiliki bobot
molekul 10-13 kDa. (Sharpand Lopata,
2013). Tetapi belum ada penelitian tentang
protein alergen dalam ikan tongkol
sehingga perlu dilakukan pemeriksaan

protein alergen di dalam ikan tongkol.

Metode yang dapat digunakan untuk deteksi
protein alergen adalah immunobloting dan
ELISA selain itu dapat juga digunakan
elektroforesis  untuk  deteksi  protein
alergen.Dengan prinsip jika suatu fase zat
fase

bermuatan diberi beda potensial
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tersebut akan berpindah sepanjang medium
yang kontinu ke arah katoda atau anoda
sesuai dengan muatan partikel. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi protein
alergen pada ikan tongkol dengan metode
kromatografi Filtrasi Gel G-50 sebagai
tahap pemisahan dan SDS-PAGE untuk

proses identifiksi.

METODE PENELITIAN

Alat

Satu set alat elektroforesis BK-SCZ4,
homogenizer Scilogen tipe D160, kolom
gelas untuk kromatografi dan peralatan

yang umum digunakan dilaboratotium.

Bahan

Sampel yang digunakan ikan tongkol.
Bahan yang digunakan untuk karakterisasi
adalah akrilamid, Bis-Akrilamid (N,N’-
akrilamida), Tris (2-
hidroksimetil-2 methil-1,3-propanediol ),
Sodium  Dodesil  Sulfat, TEMED

(N,N,N’,N’-tetrametilen-etilenediamine),

metilen  bis

Ammonium persulfat, 2-mercaptoetanol,
gliserol, bromophenol blue, glycine, HCI,
dan Urea. Bahan untuk preparasi sampel
dapat PBS pH7,2, Trisine, gliserol,

mercaptoethanol, coomassie blue
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Pembuatan reagen

Buffer gel 50 ml

Dilarutkan 18,5 Tris g dalam 30 ml agaudes
di dalam beaker glass 100ml. Kemudian
stirrer dan tambahkan 0,15 g SDS 0,3%
tambah aquades hingga 50 ml.

Buffer katoda 200ml

Dilarutkan 24,2 g Tris dan 38,5 g tricine
dalam 100 ml aquades di dalam beaker glass
100ml. Kemudian stirrer dan tambahkan

aquadest hingga 200 ml.

Buffer anoda 200ml
Dilarutkan 48,4 g Tris dalam aquades 150
ml kemudian stirrer dan tambahkan

aquadest hingga 200 ml.

Larutan AB-3 100 ml
Dilarutkan 48 g akrilamid, 1,5 g bis-
akrilamid dalam 100 ml aquadest kemudian

stirrer.

Buffer sampel

Dilarutkan 0,18171 g Tris dalam 2 ml
aquades kemudian adjust tambah 1,2 ¢
SDS, 600 pl mercaptoethanol, 3,52 gliserol,
0,005 g coomassie blue tambahkan

aquadest hingga 10 ml
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Ekstraksi Protein dengan dapar
Pembuatan larutan dapar 1 L

dimasukan  bahan
pembuatan (KH2PO4 0,249 ;

K2HPO4 1,449 ; KCI 0,2 g; dan NaCl8g)

Ditimbang  dan

dapar

Preparasi sampel

Ikan tongkol direbus selama 20 menit
pisahkan dari kulit dan tulang. Ikan tongkol
tanpa kulit dan tulang selanjutnya
ditambahkan larutan dapar pH 7.2 dan
dilakukan homogenisasi dalam keadaan
dingin. Setelah itu dilakukan sentrifugasi.
Kemudian ambil supernatannya.
Supernatant yang diperoleh merupakan
eksrak kasar).
Pemisahan  dengan menggunakan
Kromatografi Kolom filtrasi Gel
Packing kolom Kromatografi Filtrasi Gel
Ditimbang sephadex Marker Protein dan
masing-masing sampel dimasukkan ke
dalam, sumur SDS-PAGE. Elektroforesis
dilakukan kurang lebih 2 jam pada tegangan
30 volt

stackinggel, kemudian run kembali dengan

selama 10 menit sampai
tegangan 100 volt sampai gel turun. G-50
sebanyak 50 gram ditambahkan dapar pH
7,2 sebanyak 500 ml kemudian diamkan

semalaman..
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Pemisahan
Turunkan dapar pH 7,2 hingga hampir
menyentuh matriks (fase diam). Kemudian
diukur

uv

fraksi menggunakan

spektrofotometri pada panjang

gelombang 280 nm.

Karkterisasi SDS PAGE

Pembuatan gel SDS-PAGE sesuai dengan
Bollag, Rozycki, Edelstein (1996), Meliputi
pembuatan resolving gel dan stacking gel
resolving gel. Dicampurkan aquadest 5 ml,
AB-3 3,33 ml ml, buffer gel 3,33 ml,
gliserol 1 ml, APS 10% 45 ml dan temed 6
Stacking gel  4%.
aquadest 5 ml, AB-3 0,4614 ml, buffer gel
1,26 ml, APS 10% 45l dan temed 6 pl

ml. Dicampurkan

Preparasi sampel untuk SDS-PAGE
Dicampurkan sampel 15 pl dengan buffer
sampel 5 pl. kemudian inkubasi pada suhu

379 selama 15 menit.

Running SDS-PAGE

Pewarnaan Gel

Silver staining dilakukan dengan cara
merendamkan gel kedalam larutan fiksasi
50% asam asetatSetelah difiksasi gel dibilas
dengan aquadest selama 10 menit lalu
dicuci dengan larutan etanol 20% selama 3
x 20 menit. Kemudian gel diwarnai dengan

0,1% perak nitrat selama 20 menit. Gel
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kemudian  direndam  pada larutan
pengembang sampai dirasa cuku, gel yang
direndam diberi larutan stop solution yang
berisi 6 ml asam asetat dan 440ml aquadest
selama 5 menit. Gel dicuci dengan aquadest

selama 5 menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel ikan tongkol yang digunakan pada
penelitian ini mendapatkan 2 perlakuan
yaitu ikan tongkol sebelum pemanasan dan
ikan tongkol setelah pemanasan untuk
membandingkan pengaruh pemanasan pada
ikan tongkol. Kemudian sampel di ekstraksi
menggunakan pelarut dapar phosfat salin
pH 7,2 karena dapar yang ideal untuk target
protein biasanya antara pH 7,0 sampai pH
8,5 hal ini bertujuan untuk membantu
menstabilkan protein target (Bonner, 2007).
Sampel  hasil  ekstraksi  kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000
rpm selama 10 menit dan suhu 5° C, karena
pada saat sentrifugasi terjadi perputaran
yang membuat suhu naik maka dibutuhkan
suhu dingin supaya tidak merusak protein
dari ikan tongkol. Hasil dari sentrifugasi ini

didapat supernatan.

Pemisahan menggunakan kromatografi
kolom

Kromatografi merupakan suatu teknik

dimana komponen dari sampel dipisahkan
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berdasarkan kemampuan masing-masing

komponen tersebut untuk berinteraksi
dengan fase gerak (mobile phase) dan fase
diam (stationary phase) yang dilalui

sampel.

Kromatografi flitrasi gel dilakukan untuk
memisahkan protein yang tidak diinginkan
dan diperlukan untuk persiapan sebelum
analisis dengan elektroforesis SDS-PAGE
(Sachslehner & Haltrich 1999). Prinsip
kromatografi filtrasi gel adalah pemisahan
berdasarkan perbedaan bobot molekul.
Molekul yang lebih kecil akan menembus
ke dalam pori-pori matriks dan tertahan,
tetapi molekul protein besar tidak dapat
menembus ke dalam matriks akan melewati

kolom lebih cepat.

Pada penelitian ini digunakan kromatografi
kolom filtrasi gel dengan matriks yang
G-50.
filtrasi

digunakan  adalah  Sephadex

Kromatografi kolom gel
memisahkan ekstrak protein berdasarkan
berat molekulnya (Balgis 2007). Matriks
yang berupa gel berpori akan menahan
fraksi protein dengan berat molekul yang
lebih kecil, sedangkan fraksi dengan berat
molekul yang lebih besar akan terelusi
terlebih dulu. Dengan kata lain, protein
yang awal

terelusi pada fraksi-fraksi
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merupakan protein yang memiliki berat
molekul besar.

Ikan Tongkol sebelum Pemanasan

0 10 20 30 40 50

Fraksi

Absorbansi 3 280 nm
o © o O B & O
VoW s RN

Gambar 1 Hasil pemisahan protein ikan

tongkol sebelum pemanasan

Fraksi fraksi hasil pemisahan dipantau
Pada
gambar 1 terlihat Fraksi yang membentuk

menggunakan  spektrofotometri.

puncak diduga mengandung protein alergi

prevalbumin

Ikan Tongkol setelah Pemanasan

3
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2
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Gambar 2 Hasil pemisahan protein ikan

tongkol sesudah pemanasan

Fraksi fraksi hasil pemisahan ekstak kasar
ikan tongkol dengan pemanasan dipantau
Pada
gambar 2 terlihat Fraksi yang membentuk

menggunakan  spektrofotometri.

puncak diduga mengandung protein alergi
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prevalbumin. Dari gambar tersebut terlihat
kromatogram ygbmembentuk puncak lebih
sedikit hal ini menunjukan dengan proses
pemanasan banyak protein prealbumin

rusak.

Karakterisasi Elektroforesis SDS-PAGE
Protein pada umumnya mempunyai muatan
potifif atau negatif yang menggambarkan
campuran muatan asam amino yang
terkandung di dalamnya. Apabila molekul
protein ditempatkan pada lingkungan
elektrik, protein akan bermigrasi sesuai

dengan muatan, ukuran dan bentuknya.

Elektroforesis merupakan analisi kimiawi
yang didasarkan pada pergerakan molekul-
molekul protein bermuatan di dalam medan
listrik  (titik  isoelektrik).

molekul dalam medan listrik dipengaruhi

Pergerakan

oleh bentuk, ukuran, besar muatan dan sifat
kimia dari molekul. Bila arus listrik
dialirkan pada suatu medium penyangga
yang telah berisi protein plasma maka
komponen-komponen protein tersebut akan
mulai bermigrasi (Ricardson dkk. 1986).
Elektroforesis SDS-PAGE menggunakan
gel buatan sebagai medium penyangga. Gel
yang digunakan terbentuk dari polimerissi
akrilamida dengan N, N’metilena bis
akrilamida sehingga terbentuk ikatan silang

karena polimerisasi akrilamida sendiri



Emawati:

KROMATOGRAFI FILTRASI GEL G-50 DAN SDS-PAGE

hanya menghasilkan ikatan linear yang
tidak membentuk gel kalbu (Girindra,

1993).

Lglo
\.

+~LW7

Gambar 3. Elektrogram hasil SDS-
PAGE (lkan tongkol sebelum
pemanasan) Tricine pewarnaan silver
staining,(1) ekstrak kasar ikan tongkol
sebelum pemanasan, (2) fraksi ke 45, (3)
fraksi ke 42, (4) fraksi ke 29,30 dan 31,
(5) standar protein, (6) fraksi ke 29, (7)
fraksi ke 27, (8) fraksi ke 19,20 dan 21,
(9) fraksi ke 20 (10) fraksi ke 13. Ukuran
BM standar berturut-turut dari atas ke
bawah yaitu 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25,
20, 15 dan 10. Dari gambar diatas dapat
dilihat protein alergen terdapat pada
fraksi ke 13 fraksi 20, fraksi ke 19, 20,
dan 21, fraksi 27, fraksi ke 45 dan
ekstrak kasar.

Pada penelitian kali ini SDS-PAGE yang
digunakan adalah SDS Tricine karena berat
molekul sampel ikan tongkol kurang dari 25
KDa vyaitu 10-13 KDa.
dilakukan terhadap sampel berupa fraksi

Elektroforesis

ikan tongkol sebelum pemanasan dan

ekstak ikan tongkol setelah pemanasan

dengan menggunakan standar berat

molekul pembanding (marker protein)
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standar biorad precision plus protein tm

dual color standard, protein marker
digunakan  sebagai  standart  untuk
menentukan berat moleku dari

sampel.Berikut adalah gambar dari hasil
SDS-PAGE

prevalbumin pada ikan tongkol :

karakterisasi protein

Gambar 4. Elektrogram hasil SDS-
PAGE (ikan tongkol sesudah
Pemanasan) Tricine pewarnaan silver
staining,(1) fraksi ke 34, (2) frksi ke 33,
34 dan 35, (3) fraksi ke 37, (4) fraksi ke
38, (5) fraksi ke 36, 37, 38, 39 dan 40, (6)
ekstrak ikan tongkol setelah pemanasan
(7) standar protein. Ukuran BM standar
berturut-turut dari atas ke bawah yaitu
250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 dan
10. Dari gambar diatas dapat dilihat
protein alergen terdapat pada fraksi ke
34fraksi ke 33, 34 dan 35 dan ekstrak
kasar

Dari gambar 3 dan 4 terlihat bentuk bentuk
pita dari hasil elektroforesis, dari pita
tersebut menunjukan protein dengan bobot
molekul rendah akan akan termigrasi
terlebih dahulu disusul dengan protein
bobot lebih  besar

dengan molekul
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berikutnya sesuai dengan urutan besar
bobot molekul.

Kurva Rf Standar

y=-1,9898x +1,0551
R*=0,9755

0 01 02 03 0,4 0,5 06 0,7 038

Gambar 5. Kurva log BM

Hasil perhitungan kurva standar protein
yang dihasilkan dari standar protein ini
memiliki persamaan linear Y= -1,6817 +
2,1972; R?>=  0,885.
perhitungan berat molekul sesuai dengan

Berdasarkan

kurva standar protein menunjukan bahwa
terdapat beberapa protein yang tampak.
Pada ikan tongkol sebelum pemansan
terdapat pada ekstrak kasar ikan tongkol
sebelum pemanasan, fraksi ke 13, fraksi 20,
fraksi ke 19, 20, dan 21, fraksi 27, fraksi ke
45 dan ekstrak kasar. Sedangkan pada
sampel ikan tongkol setelah pemanasan
terdapat pada fraksi ke 34fraksi ke 33, 34
dan 35 dan ekstrak kasar. Dilakukan
pencampuran pada beberapa fraksi karena
diduga masih mengandung protein alergen
terbukti dari hasil terdapat protein alergen.
tidak semua fraksi

Tetapi campuran

terdapat protein alergen kemungkinan

protein alergen rusak atau terdenaturasi.
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KESIMPULAN
Penelitan pada ikan tongkol sebelum dan
setelah pemanasan dapat dimurnikan

dengan kromatografi kolom filtrasi gel
Sehadex  G-50
kemurniannya tidak 100%.Berdasarkan

hasil penelitian yang telah dilakukan dapat

walaupun  tingkat

disimpulkan pada sampel ikan tongkol yang

diambil di Karawang, Jawa Barat
menunjukan terdapat protein alergen
prevalbumin
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