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ABSTRAK

OPTIMASI METODE PENENTUAN SISTEIN DALAM
DAGING AYAM BROILER (Gallus domesticus) SECARA
SPEKTROFOTOMETRI DENGAN PEREAKSI
KROMOGENIK NINHIDRIN-NATRIUM MOLIBDAT

Oleh:
Luthfia Mahfudhoh
14630028

Pembimbing:
Dr. Imelda Fajriati, M. Si.

Penelitian analisis sistein daging ayam broiler (Gallus
domesticus)__dengan metode kromogenik ninhidrin-natrium
molibdat telah dilakukan. Tujuan penelitian ini adalah untuk
menentukan nilai validitas metode analisis sistein daging ayam
broiler menggunakan reagen kromogenik ninhidrin-natrium
molibdat yang meliputi akurasi, presisi, Limit of detection (LOD)
dan Limit of Quantification (LOQ) serta menentukan kadar
sistein dalam sampel dada dan sayap daging ayam broiler.
Metode penelitian dilakukan melalui tiga tahap yaitu dekstruksi,
destilasi, dan penambahan reagen kromogenik ninhidrin-natrium
molibdat dengan pemanasan.

Hasil penelitian menunjukan bahwa reaksi antara
ninhidrin-natrium  molibdat dengan sistein  menghasilkan
senyawa diketohidrindiliden-diketohidrindamin yang berwarna
ungu (ungu Ruhemann) dengan panjang gelombang maksimum
563 nm. Hasil kurva kalibrasi pada rentang konsentrasi 0-50
png/mL memiliki koefisien korelasi linier (r) sebesar 0,989
dengan persamaan regresinya y = 0,0092+0,0003. Kondisi
optimum reaksi antara ninhidrin-natrium molibdat dengan sistein
diperolen menggunakan reagen ninhidrin-natrium molibdat

XVii



sebanyak 1,5 mL, Quﬁer sitrat pH 5,4 dan pemanasan selama 10
menit pada suhu 95 C.

Hasil validasi metode didapatkan nilai akurasi atau
perolehan kembali sebesar 82,65%, nilai presisi atau simpangan
baku relatif (RSD) sebesar 27,55%, LOD sebesar 7,77 pg/mL,
dan LOQ sebesar 30,85 ug/mL. Penentuan kadar sistein pada
sampel dada dan sayap ayam broiler didapatkan masing-masing
berturut-turut sebesar 27,71 pg/mL dan 27,82 pg/mL.

Kata Kunci: Sistein, daging ayam broiler, ninhidrin-natrium
molibdat.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Ayam broiler (Gallus domesticus) adalah alternatif utama
sumber protein daging yang disukai konsumen karena daging
ayam broiler memiliki kandungan protein, asam amino,
karbohidrat, asam lemak tak jenuh jamak (PUFA), mineral, dan
rendah lemak (Chen et.al., 2016). Permintaan daging ayam
broiler yang tinggi telah mendorong pertumbuhan dan
perkembangan perternakannya meningkat di  Indonesia.
Dilaporkan oleh Badan Pusat Statistik pada tahun 2018, bahwa
jumlah produksi ayam broiler oleh perusahaan ayam pedaging
sebanyak 175 perusahaan pada tahun 2016 bertambah menjadi
184 perusahaan pada tahun 2017.

Pertumbuhan ternak ayam sangat dipengaruhi oleh
komposisi pakan ayam yang diberikan (Rasyaf, 2007). Pakan
ayam harus diformulasikan untuk memenuhi nutrisi ayam secara
seimbang, seperti: vitamin, protein dan mineral (Sumiati et.al.,

2005). Salah satu jenis protein yang diracik dalam pakan ayam



atau yang sering disebut ransum adalah D,L-metionin dan L-
sistein. Pemenuhan sistein dalam pakan dapat digantikan dengan
adanya metionin tetapi pemenuhan metionin tidak dapat
digantikan dengan sistein. Hal ini dikarenakan metionin
merupakan prekusor alami pembentukan sistein di dalam tubuh
(Yinet.al., 2015).

Sistein merupakan asam amino semi esensial yang
memiliki beberapa peranan penting dalam tubuh, antara lain
adalah sebagai prekusor sintesis protein, memproduksi
Glutationin (GSH), Hidrogen sulfida (H,S), dan taurin (Yin et.al.,
2015). Kadar sistein paling rendah dibandingkan dengan asam
amino lainnya (Chen et.al., 2016), oleh karena itu dibutuhkan
metode analisis sistein yang tepat.

Banyak metode analisis protein dan asam asam amino,
termasuk diantaranya adalah analisis sistein. Beberapa metode
tersebut antara lain metode Biuret dan metode Lowry
(Shivakumar et.al., 2017). Metode analisis asam amino secara
spesifik dan terpisah berdasarkan jenisnya diantaranya adalah

calorimetry-circular ~ dichroism-UV  spectroscopy,  Mass



Spectrophotometry ~ (MS),  High  Performance  Liquid
Chromatography (HPLC) dengan fluorescence, dan Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) (Shivakumar
et.al., 2017).

Metode kolorimetri dilaporkan kurang sensitif dan metode
kromatografi seperti HPLC dan GC-MS diketahui membutuhkan
biaya yang relatif mahal. Metode kromatografi tersebut juga
membutuhkan waktu analisis yang lama dan dapat terjadi
derivatisasi selama proses running instrumen (Shivakumar et.al.,
2017).

Ninhidrin diketahui dapat bereaksi dengan asam amino
dalam sampel membentuk diketohidrindiliden-diketohidrindamin
yang berwarna ungu (ungu Ruhemann) (Friedman, 2004). Reaksi
ini menjadi dasar dalam pengembangan penggunaan ninhidrin
dalam analisis asam amino. Ninhidrin pada perkembangannya
telah dikombinasikan dengan asam askorbat, amonium molibdat
dan natrium molibdat untuk menganalisis kadar obat-obatan yang

memiliki gugus amina.



Ninhidrin dikombinasikan dengan asam askorbat telah
digunakan sebagai metode analisis kadar asiklovir (Ajima dan
Onah, 2015). Ninhidrin dikombinasikan dengan amonium
molibdat telah digunakan sebagai metode analisis kadar ketorolak
tromitamin dalam serbuk dan tablet obat dan diperoleh nilai
presisi dan akurasi yang tinggi (Patil et.al., 2014). Ninhidrin
dikombinasikan dengan natrium molibdat telah digunakan
sebagai metode analisis kadar senyawa-senyawa obat-obatan
seperti isoniazid, lisonopril, amoksisilin, ampisilin, glukosamin,
fenilpropanolamin, gabapentin, dan asam y-aminobutrik
(Nagaraja et.al., 2011).

Keberhasilan ninhidrin dengan natrium molibdat sebagai
metode analisis gugus amina dalam obat tersebut selanjutnya
dikembangkan sebagai metode analisis asam amino dan protein
terhadap bovine serum albumin (BSA) dan beberapa sampel
makanan. Penggunaan metode ninhidrin-natrium molibdat
terhadap sampel tersebut diperoleh nilai sensitivitas yang tinggi
(Shivakumar et.al., 2017). Berdasarkan penelitian sebelumnya

tersebut, maka penggunaan ninhidrin-natrium molibdat dapat



dikembangkan terhadap sampel berupa daging sebagai metode
analisis kadar sisteinnya. Daging yang digunakan adalah daging
ayam broiler di mana daging ayam merupakan salah satu jenis

sumber protein yang paling banyak dikonsumsi masyarakat.

B. Batasan Masalah
1. Sistein yang digunakan adalah L-sistein.
2. Sampel yang diambil adalah daging ayam broiler pada bagian

dada dan sayap.

C. Rumusan Masalah

1. Bagaimana validitas metode analisis sistein daging ayam
broiler menggunakan reagen kromogenik ninhidrin-natrium
molibdat yang meliputi nilai akurasi, presisi, LOD (Limit of
Detection) dan LOQ (Limit of Quantification)?

2. Berapa kadar sistein dalam sampel dada dan sayap ayam

broiler?



. Tujuan

Menentukan validitas metode analisis sistein daging ayam
broiler menggunakan reagen kromogenik ninhidrin-natrium
molibdat yang meliputi nilai akurasi, presisi, LOD dan LOQ.
Menentukan kadar sistein dalam sampel dada dan sayap ayam

broiler.

. Manfaat
Bagi Mahasiswa

Menambah pengetahuan dan wawasan di bidang
analisis sistein dengan menggunakan reagen kromogenik
ninhidrin-natrium molibdat.
Bagi Akademik

Sebagai bahan informasi dan referensi bagi mahasiswa
yang akan mengembangkan metode kromogenik ninhidrin-
natrium molibdat dalam sampel berupa daging, yaitu sampel
dada dan sayap ayam broiler.
Bagi Masyarakat

Memberikan informasi kepada masyarakat tentang

kadar sistein dalam sampel dada dan sayap ayam broiler.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Hasil penelitian terhadap kadar sistein pada sampel daging
ayam broiler menggunakan ninhidrin-natrium molibdat dapat
disimpulkan sebagai berikut:

1. Hasil uji validitas metode untuk analisis sistein menggunakan
ninhidrin-natrium molibdat menunjukan nilai akurasi sebesar
82,65%, nilai presisi atau simpangan baku relatif (RSD)
sebesar 27,587%, batas limit deteksi (LOD) sebesar 7,77
pg/mL dan batas kuantitasi (LOQ) sebesar 30,85 pg/mL.
Nilai presisi dan akurasi dalam penentuan sistein
menggunakan ninhidrin-natrium molibdat dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor nonideal, diantaranya adalah adanya
inhibisi oleh gugus sufhidril sistein terhadap ninhidrin yang
dapat mengganggu pembentukan senyawa

diketohidrindiliden-diketohidrindamin (ungu Ruhemann).
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2. Kadar sistein daging ayam broiler bagian dada dan sayap
masing-masing adalah sebesar 27,71 pg/mL dan 27,82

pg/mL.

B. Saran

Perlu dilakukan studi lanjutan untuk mengetahui titik
optimum faktor lain yang dapat mempengaruhi reaksi
kromogenik ninhidrin-natrium molibdat dengan sistein, seperti
waktu pemanasan setelah penambahan kromogenik ninhidrin-

natrium molibdat dan konsentrasi ninhidrin-natrium molibdat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Penentuan titik optimum suhu pemanasan,
volume ninhidrin-natrium molibdat, dan pH buffer sitrat

1. Penentuan optimum volume ninhidrin-molibdat

Tabel 1. Penentuan optimum volume ninhidrin-molibdat

Volume Suhu pH Konsen Al A2 A3 A
ninhidrin- ('C)  buffer  trasi I- rata-
molibdat sitrat  Sistein rata
0,5mL 100 5.6 30 ppm 0.493 0.493 0.493 0.493
1mL 100 5117 30 ppm 0.627 0.626 0.628 0.627
1,5mL 100 5.6 30 ppm 0.697 0.699 0.700 0.699
2 mL 100 5.6 30 ppm 0.550 0.550 0.550 0.550
2,5mL 100 5.6 30 ppm 0.558 0.559 0.559 0.559
2. Penentuan optimum suhu

Tabel 2. Penentuan optimum suhu

Volume Suhu pH Konsen Al A2 A3 A
ninhidrin- ('C) buffer trasil- rata-
molibdat sitrat  Sistein rata
1,5 mL 80 5.6 30 ppm 0.338 0.338 0.339 0.338
15 mL 85 5.6 30ppm 0.341 0.346 0.345 0.344
1,5mL 90 5.6 30 ppm 0.457 0.457 0.456 0.457
1,5mL 95 5.6 30ppm 0552 0.552 0.523 0.542
1,5 mL 100 5.6 30ppm 0.395 0.395 0.394 0.395
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3. Penentuan optimum pH buffer sitrat

Tabel 3. Penentuan optimum pH buffer sitrat
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Volume Suhu pH Konsen Al A2 A3 A
ninhidrin- (C) buffer  trasi |- rata-
molibdat sitrat Sistein rata
1,5mL 95 5 30 ppm 0594 0595 0.595 0.595
1,5 mL 95 5.2 30ppm 0.614 0.613 0.614 0.614
1,5mL 95 5.4 30ppm 0.646 0.645 0.646 0.646
1,5mL 95 5.6 30ppm 0575 0575 0576 0.575
1,5 mL 95 5.8 30ppm 0.435 0.436 0.435 0.435
Lampiran 2. Kurva Kalibrasi
Tabel 4. Kurva kalibrasi

No. Konsentrasi (ng/mL) Absorbansi

1. 0 0,029

2. 10 0,090

3. 20 0,158

4. 30 0,246

5. 40 0,374

6. 50 0,485
Keterangan

Persamaan regresi
Koefisien relasi

Panjang gelombang

Y =0.0092x + 0.0003

:0,9897

1563 nm
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Lampiran 3. Penentuan uji validasi metode akurasi, presisi,
LOD, dan LOQ

1. Uji Simpangan Baku (SD) dan Simpangan Baku Relatif

(RSD)

Tabel 5. Uji Simpangan Baku (SD) dan Simpangan Baku
Relatif (RSD)

No. C (ppm) A Yi y-Vi (y-yi)*
1 40 0.292 0.3683 0.0763 0.00582169
2. 40 0.277 0.3683 0.0913 0.00833569
3. 40 0.365 0.3683 0.0033 0.00001089
4 40 0.305 0.3683 0.0633 0.00400689
5 40 0.239 0.3683 0.1293 0.01671849
6. 40 0.349 0.3683 0.0193 0.00037249
Jumlah 1.827 0.03526614
Rata-rata 0.3045
SD 0.08
RSD 27,58%
—_ 1)2
e \/Z(y yD? _ \/0.03526614 eraaonn
n—1 6—1
RSD = °b X 100% = 0.083983 X 100% = 27.58%
T °~ 703045 » Wi



2. Penentuan persentase akurasi

Tabel 6. Penentuan persentase akurasi

73

No. C A C (ppm) % akurasi
sebenarnya
(ppm)

1. 40 0.292 31.70652174 79.26630435
2. 40 0.277 30.07608696  75.19021739
3. 40 0.365 39.64130435 99.10326087
4. 40 0.305 33.11956522 82.79891304
5. 40 0.239 25.94565217 64.86413043
6. 40 0.349 37.90217391 94.75543478
Jumlah 495.9782609
Rata-rata 82.66304348

3. Penentuan batas limit deteksi (LOD) dan batas limit Kuntitasi

(LOQ)

Tabel 7. Penentuan batas limit deteksi (LOD) dan batas limit
Kuntitasi (LOQ)

No. Konsentrasi Absor i (y-yi) (y-yi)*
(ug/mL)  bansi

1. 0 0,029 0 0,0290 0,00084100

2. 10 0,090 0,0923 -0,0023 0,00000529

3. 20 0,158 0,1843 -0,0263  0,00069169

4, 30 0,246 0,2783 -0,0303 0,00104329

5. 40 0,374 0,3683 0,0057  0,00003249

6. 50 0,485 0,4603 0,0247 0,00061009
Jumlah  0,00322385

s(y/x)? :0,0008059625

s(y/x) :0,02838947868

LOD :7,770482178

LOQ :30,858129
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Z(y yl) 2(0 00322385)
6-2

s(y/x)? = = 0,0008059625

s(y/x) = [s()? = /0,0008059625 = 0,02838947868

3 x(s%
LOD = X(S2) _ 300283947867 _ 7770482178
b 0,0092

10x(s2
LOQ = X(sy) _ 10x0,02838947868 _ 30,858129
b 0,0092

Lampiran 4. Perhitungan kadar sistein sampel dada dan
sayap ayam broiler

1. A sampel sayap: 0.256
A=axbxC
0.256 =0.0092x 1 x C
C sampel sayap = 27.82 ppm

2. A sampel dada: 0.255
A=axbxC
0.255=0.0092x 1 x C
C sampel dada = 27.71 ppm

Lampiran 5. Dokumentasi

Hasil dekstruksi
sayap

Hasil desktruksi dada
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Hasil destilasi sayap

Reagen ninhidrin- Sampel sayap dan dada setelah
natrium molibdat direaksikan dengan ninhidrin-
natrium molibdat

Variasi konsentrasi kurva kalibrasi
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Variasi suhu pemanasan

Variasi volume ninhidrin-natrium molibdat

Variasi pH buffer sitrat
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Lampiran 6. Stuktur Asam Amino

Asam Singk | Lam Struktur
amino atan | bang
Alanin Ala | A CH;CHCO,H
i
Arginin* Arg |R H,NCNHCH,CH,CH,CHCO,H
NH NH,
Asparagin | Asn | N O
H,NCCH,CHCO,H
i
Asam Asp | D HO,CCH,CHCO,H
aspartate ILH2
Sistein Cyssl|C HSCH,CHCO,H
4.
Asam Glu |[E HO,CCH,CH,CHCO,H
Glutamat

NH,
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Glutamin Gln O
H,NCCH,CH,CHCO,H
L,
Glisin Gly CH,CO,H
NH,
Histidin* His N
& \ CH,CHCO,H
N |
H NH,
Isoleusin* | lle CH,;
CH;CH,CHCHCO,H
NH,
Leusin* Leu (CH;),CHCH,CHCO,H
NH,
Lisin* Lys H,NCH,CH,CH,CH,CHCO,H
L,
Mentionin* | Met CH;SCH,CH,CHCO,H

NH,
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Fenilalanin | Phe
* CH,CHCO,H
NH,
Prolin Pro
CO,H
N
H
Serin Ser HOCH2(|3HC20H
NH,
Treonin* Thr OH
CH;CHCHCO,H
NH,
Triptofan* | Trp CH,CHCO,H
N
H
Tirosin Tyr

NH,
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Valin* Val

(CH;),CHCHCO,H

NH,

*asam amino esensial
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