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Abstrak

Analisis kadar protein pada sampel pangan umumnya menggunakan metode Kjeldahl.
Metode ini memiliki prinsip mengasumsikan keberadaan nitrogen total. Metode Kjeldahl
dianggap tidak hanya mengukur kandungan nitrogen pada protein saja. Oleh karena itu,
pada penelitian ini digunakan metode Biuret. Akan tetapi, metode ini hanya dapat
digunakan pada sampel berupa larutan. Sehingga diperlukan metode preparasi sampel yang
sesuai agar diperoleh produk akhir preparasi sampel berupa larutan. Tujuan penelitian ini
untuk mengetahui pengaruh metode preparasi sampel terhadap kadar protein terukur serta
memberikan rekomendasi metode preparasi sampel terbaik. Penggunaan metode Biuret
pada penetapan kadar protein berdasarkan pembentukan kompleks Cu®* dengan ikatan
peptida, diperoleh hasil panjang gelombang maksimal 548 nm. Pada penelitian ini,
digunakan empat metode preparasi. Metode pertama didasarkan pada pengendapan
dengan trichloro acetic acid 10%; prinsip metode kedua yakni pengendapan oleh amonium
sulfat dan dapar asetat; metode ketiga digunakan NaOH 10% untuk melarutkan protein, lalu
diendapkan menggunakan HSO4 10%; prinsip metode keempat yaitu melarutkan protein
dengan NaOH 1 M serta pemanasan untuk memperkecil partikel protein. Parameter
pengujian yang ditentukan adalah kadar protein, biaya, dan simplicity. Diperoleh kadar
protein pada setiap metode secara berurutan 12,5% (+0,012); 6,0% (+0,006); 10,2% (+0,001);
dan 16,1% (£0,216). Terdapat pengaruh metode preparasi sampel terhadap kadar protein.
Metode keempat dijadikan metode rekomendasi untuk mengukur kadar protein tempe
kacang kedelai, karena menghasilkan kadar protein yang sesuai SNI, murah, mudah, dan
lebih sederhana dibandingkan dengan ketiga metode preparasi lainnya.

Abstract

The determination of protein content in food commonly uses the Kjeldahl method. This
method assumes the presence of total nitrogen. The Kjeldahl method is considered not only
to measure the nitrogen content of proteins. Therefore, in this study, the Biuret method was
used. However, this method can only be used on samples in the form of solutions. Thus, an
appropriate sample preparation method is required to obtain the final sample preparation
product in the form of a solution. This study aimed to determine the effect of sample
preparation methods on measured protein content and to give recommended sample
preparation methods. The principle of the Biuret method in determining protein content
based on Cu?* complex formation with peptide bonds obtained the maximum wavelength
of 548 nm. In this study, four preparation methods were used. The first method is based on
protein precipitation using trichloro acetic acid 10%; the second method principle is
precipitation by ammonium sulfate and acetate buffer; the third method uses 10% NaOH to
dissolve the protein, then precipitated using H2SO4 10%; the principle of the fourth method
is to dissolve the protein with 1 M NaOH and heating to reduce protein particles. The
specified testing parameters are protein content, cost, and simplicity. The protein content in
each method was obtained respectively: 12,5% (£0,012), 6,0% (+0,006), 10,2% (+0,001), and
16,1% (£0,216). In conclusion, sample preparation methods affect protein content. The
fourth method is the best for giving protein content that complies with SNI. Other than that,
the fourth method is cheaper, more straightforward, and more simple compared to the
other three preparation methods.
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PENDAHULUAN

Tempe merupakan pangan dengan bahan
baku kacang kedelai, dapat dijadikan sebagai
pangan pendamping nasi dengan nilai gizi yang
tinggi. Berdasarkan Badan Standardisasi Nasional
(BSN) data jumlah produsen tempe di Indonesia
+81.000. disebut
sebagai negara produsen tempe terbesar di dunia

sebanyak Negara Indonesia
sekaligus menjadi pasar kedelai terbesar di Asia.’
Menurut Standar Nasional Indonesia (SNI) untuk
Tempe No. 3144-2015, minimal kadar protein pada
tempe yakni sebesar 15%.?

Kandungan protein yang terdapat di tempe
kacang kedelai terbagi menjadi tiga tipe, yakni
protein yang terlibat dalam metabolisme, protein
struktural, dan protein penyimpanan, yang tidak
memiliki aktivitas biologis. Sebagian besar, protein
yang terkandung pada kacang kedelai vyaitu
globulin dengan karakteristik dapat larut air serta
larut dalam larutan garam.3

Jenis protein penyimpanan pada kacang
kedelai sebagian besar yang terkandung yakni
glycinin, y- dan B-conglycinin. Berdasarkan sifatnya,
protein jenis ini akan mengalami pengendapan
apabila berada pada pH 4,5-4,8. Selain itu, pada
kacang kedelai dengan jenis protein lectin dapat
berperan dalam  pengikatan molekul yang
mengandung karbohidrat.

Penetapan kadar protein dapat dilakukan
dengan beberapa metode antara lain, metode
Kjeldahl, metode Biuret, metode Lowry, dan metode
penentuan asam amino.* Berdasarkan standar
indonesia (SNI), metode Kjeldahl dijadikan sebagai
metode standar penentuan  protein  yang
terkandung dalam tempe.’

Metode Kjeldahl umumnya digunakan dalam
penetapan kadar protein pada pangan. Metode ini
didasarkan pada asumsi keberadaan kadar nitrogen
total di suatu pangan dengan nilai 16%. Oleh karena
itu, diperlukan faktor konversi dalam penentuan
kadar

diperoleh dari 100/16. Berdasarkan prinsip kerjanya,

protein di pangan sebesar 6,25 yang

metode ini memiliki kekurangan yakni tidak hanya
mengukur nitrogen pada protein saja, melainkan
nitrogen dari kandungan lainnya yang terdapat
dalam sampel .®

Pada penelitian ini digunakan metode Biuret
untuk penetapan kadar protein, hal ini disebabkan
karena dibandingkan metode Kjeldahl, metode
Biuret lebih murah dan waktu analisis protein yang
lebih singkat. Selain itu, metode Biuret memiliki
persentase pengaruh zat lain sangat sedikit dan
tidak mendeteksi nitrogen dari sumber non
protein.” Akan tetapi, metode ini hanya dapat
digunakan pada sampel berupa larutan. Sehingga
diperlukan teknik preparasi yang sesuai untuk
menerapkan metode Biuret pada sampel berupa
padatan.

Metode preparasi untuk pengujian kadar
protein pada makanan yang berupa
padatan menggunakan metode Biuret yang sudah

sampel

dipublikasikan  bervariasi.>®®°  Prinsip  ekstraksi

protein yang diaplikasikan pada berbagai sampel
prinsip
pengendapan oleh pH ekstrem, garam, serta pelarut

makanan dapat menggunakan
organik seperti etanol, serta prinsip kelarutan
menggunakan pelarut yang cocok agar protein
yang terkandung larut sempurna. >89

Untuk menentukan preparasi yang terbaik
kadar

metode Biuret, diperlukan perbandingan metode

pada penetapan protein menggunakan

preparasi sampel yang sudah dipublikasikan
prinsip

protein serta produk akhir yang didapat. Pada

didasarkan pada perbedaan ekstraksi

penelitian ini akan digunakan empat metode
preparasi yang memiliki prinsip ekstraksi yang
berbeda menggunakan sampel makanan yang sama
yaitu tempe. Pemilihan metode preparasi terbaik
dapat dipertimbangkan melalui perolehan kadar
protein uji, biaya, waktu, serta produk hasil
preparasi sampel. Penelitian ini akan memberikan
informasi pertimbangan pemilihan metode ekstraksi
protein terbaik untuk penetapan kadar protein

menggunakan metode Biuret.
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METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan Penelitian.

Alat. Spektrofotometer UV-visible (Genesys 150 IXX
9A5X215008), sentrifuga, vortex, neraca analitik,
water bath, hot plate.

Bahan. Tempe kacang kedelai yang sudah diketahui
kadar protein (A-Zaki)®, CuSO4.5H,O (Merck)®,
NaK tartrate (Merck)®, NaOH (Kirsch Pharma
HmbH)®, KI (Advent)®, bovine serum albumin
(BSA) (SigmaA)®, H,SO4 (Merck)®, trichloro acetic
acid (TCA), dietil eter, dapar asetat pH 5, amonium
sulfat, dan aquadest.

Prosedur Penelitian.
Preparasi Sampel
a. Pembuatan bubur tempe
Dipotong tempe kacang kedelai dengan

ukuran 5x5 cm vyang kemudian dihaluskan
menggunakan mortir. Tempe yang telah dihaluskan,
kemudian ditimbang untuk setiap percobaan.
Selanjutnya tempe yang telah dihaluskan, dilarutkan
dalam aquadest.
b. Metode preparasi pertama

Bubur tempe yang telah dibuat, diteteskan
TCA 10% sebanyak satu ml, kemudian disentrifugasi
selama 10 menit pada 3000
didekantasi,

diteteskan 2 ml dietil eter. Kemudian disentrifugasi

rom. Campuran
supernatan dibuang dan endapan

kembali dan didekantasi. Padatan ditampung dan

dilarutkan pada 1 ml aquadest untuk dijadikan

larutan sampel#

c. Metode preparasi kedua
Didistribusikan bubur

dibuat ke

diendapkan menggunakan amonium sulfat kristal

tempe yang telah

tabung sentrifugasi lalu protein
sampai mendekati titik jenuh protein. Dipisahkan

endapan protein dan larutan menggunakan
sentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan
10.000 rpm, endapan kemudian dilarutkan pada 1
ml dapar asetat pH 5.8
d. Metode preparasi ketiga

Diteteskan 10% NaOH pada bubur tempe

hingga pH pada angka 12. Disentrifugasi bubur

| Thobias Tantra Koeswara, dkk.

diperoleh, disimpan di lemari pendingin selama 5
jam, yang kemudian diteteskan 10% H.SO4 hingga
pH 5,5. Selanjutnya disimpan pada lemari pendingin
Setelah
didinginkan, dilakukan sentrifugasi larutan sampel

selama lima jam. larutan  sampel
pada kecepatan dan durasi yang sama dengan
itu didekantasi. Dilakukan

pengadukan endapan protein yang dilarutkan pada

sebelumnya, setelah
aquadest selama 5 menit.°
e. Metode preparasi keempat

Bubur tempe yang telah dibuat, kemudian
ditambahkan 1 ml NaOH dan aquadest hingga 5 ml.
dilakukan
waterbath selama 10 menit dengan suhu 90°C dan

Kemudian proses pemanasan di

dilanjutkan dengan sentrifugasi selama 10 menit

pada 2000 rpm. Diambil supernatannya, yang
kemudian digunakan untuk penetapan kadar
protein.®

Pembuatan Pereaksi Biuret

Dilarutkan 0,75 gram CuSO4.5H,0O dan 2,25
gram NaK tartrate dalam 125 ml larutan NaOH 0,2
N, kemudian ditambahkan 1,25 gram Kl dan

dilakukan pengenceran dengan larutan NaOH

hingga 250 ml.#

Pembuatan Larutan Protein Stok

Dibuat larutan standar bovine serum albumin
(BSA) dalam aquadest dengan konsentrasi 20
mg/ml dengan cara menimbang 500 mg bovine
serum albumin, kemudian dilarutkan pada 25 ml
aquadest.*

Verifikasi Metode
a. Uji linieritas

Dibuat seri larutan standar BSA 1 mg/ml; 2
mg/ml; 3 mg/ml; 4 mg/ml; 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7
mg/ml, dan 8 mg/ml. Dipipet setiap konsentrasi
larutan standar BSA, kemudian dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, selanjutnya direaksikan
dengan reagen Biuret sesuai prosedur penentuan
protein dengan metode Biuret. Data absorbansi

yang diperoleh, dilakukan uji linieritas dengan cara

tempe  menggunakan  sentrifugasi  dengan pembuatan kurva linieritas dengan persamaan
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Dipisahkan ~ sebagai berikut.*1°

antara larutan dengan endapan. Larutan yang (Y = bX4@) e Q)
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b. Akurasi

Dibuat larutan standar BSA  dengan
konsentrasi 54 mg/ml, 6 mg/ml, dan 7,2 mg/ml
yang akan  dihitung nilai  absorbansinya

menggunakan spektrofotometer UV-visible dengan
pengulangan uji sebanyak tiga kali. Selanjutnya
dihitung %recovery dengan syarat hasil %recovery

berada pada rentang nilai rata-rata 98% - 102%.°

Yrecovery = Konsentrasi uji
0 y Konsentrasi teori

c. Presisi

Diukur absorbansi larutan standar BSA (6
mg/ml) yang telah dibuat pada kondisi yang sama
serta pada waktu yang sama. Prosedur uji presisi
repeatability  dilakukan  sebanyak enam kali
pengulangan, kemudian dilakukan perhitungan
%RSD dengan syarat %RSD < 2%. Selain dilakukan
repeatability, dilakukan pula pengujian presisi
reproducibility yang dilakukan selama tiga hari,
dengan cara mengukur absorbansi dari larutan
BSA (6 mg/ml)

pengulangan  di

standar sebanyak enam kali
Dilakukan
penentuan nilai %RSD dengan kriteria nilai %RSD <

2%.1°

setiap  harinya.

SD

%RSD = — X 100%.....crrrrrririnnee. (3)

Penetapan Kadar Protein dengan Biuret
Sejumlah 1 ml larutan protein dimasukkan

itu dilakukan
Biuret ke dalam tabung

kedalam tabung reaksi, setelah

penambahan pereaksi
reaksi

sebanyak 1 ml, dilakukan penggojokan

tabung reaksi atau dapat menggunakan vortex.

P|l o] T 0
N*—C—|C—-N"'C-C| P o Tl
| | | | biurcl
H H H Hlin

ikatan peptida

Setelah dilakukan penggojokan, disimpan larutan
protein pada suhu ruang selama 30 menit hingga
terjadi perubahan warna menjadi ungu.*

Setelah terjadi perubahan warna menjadi ungu,
dilakukan pengukuran absorbansi sampel uji secara
bergantian menggunakan instrumen spektro-
fotometer UV-visible pada panjang gelombang 548

nm.*

Analisis Data.

Pengujian kadar protein pada sampel dengan
UV-visible dilakukan
dengan cara mensubstitusikan nilai absorbansi

spektrofotometer dapat
sampel ke dalam persamaan regresi linier, yang
kemudian dilanjutkan dengan perhitungan kadar.

Konsentrasi uji (mg/ml

%Kadar protein = )XFpX100% ...... 4)

Bobot sampel (mg)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penetapan Kadar Protein dengan Metode Biuret
Prinsip uji protein menggunakan metode
Biuret didasarkan pada proses
kompleks Cu?* dengan ikatan peptida. Kompleks
Cu2+

teramati dengan adanya perubahan warna sampel

pembentukan

antara Biuret dan ikatan peptida dapat
menjadi ungu."" Intensitas perubahan warna yang

terjadi berkorelasi dengan konsentrasi protein,
apabila perubahan warna yang terjadi semakin
pekat, maka konsentrasi protein yang terkandung
akan semakin meningkat* Adapun mekanisme

reaksi kompleks Cu?* seperti pada Gambar 1.

2
Tw 0y
H H H
c—cC c—cC c—C
AT TN
H “H H
]
H N.."H " H N,
l—C/H\c—(‘/Jl\(lz—c/Ji )
| | |
0 0 0 ]
Kompleks Cu

Gambar 1. Mekanisme Reaksi Kompleks Cu?*

Pembentukan kompleks Cu?* dapat terjadi
antara ikatan peptida atau polipeptida dalam

larutan alkali kuat dengan ion Cu?* dari reagen

Biuret, sehingga nantinya akan menghasilkan

perubahan warna menjadi ungu, yang menandakan
terdapat dua ikatan peptida atau lebih.'"1?
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Identifikasi protein menggunakan metode

Biuret secara kuantitatif dapat

UV-visible untuk memperoleh

menggunakan
spektrofotometer
absorbansi dan panjang gelombang maksimal
(Amax) larutan uji. Pengujian secara kuantitatif
UV-visible
digunakan pada protein yang berupa larutan atau

dengan  spektrofotometer dapat
telah larut sempurna.
Pada penelitian ini, dilakukan pengujian

secara kuantitatif dengan metode Biuret untuk

o e o
~N © ©

0,6

o
Ul

Absorbans

04

o oo
= N w

0
400 450 500 550

| Thobias Tantra Koeswara, dkk.

memperoleh panjang gelombang maksimal (Amax)

panjang
gelombang maksimal (Amax) pada penelitian ini

dan absorbansi sampel. Diperoleh
sebesar 548 nm dengan perubahan warna menjadi
ungu (Gambar 2). Berdasarkan pada penelitian lain,
ikatan peptida yang merupakan penyusun protein
dapat terbaca pada panjang gelombang 500-600
nm dengan panjang gelombang maksimal pada 540

nm.>®

600 650 700 750 800

Panjang Gelombang (nm)

Gambar 2. Spektrum UV-visible Larutan Standar Bovine Serum Albumin

Perbedaan panjang gelombang maksimal
pada penelitian ini terhadap penelitian sebelumnya
dikarenakan  terjadinya

proses  pergeseran

batokromik yang disertai dengan pergeseran
panjang gelombang ke arah kanan yang disebabkan
oleh efek pelarut maupun adanya substituen pada
molekul kromofor sampel.’*' Panjang gelombang
maksimal dapat

yang diperoleh, selanjutnya

digunakan pada pengukuran absorbansi seri

konsentrasi larutan standar BSA dan sampel.

Verifikasi Metode
a. Linieritas

Uji linieritas dilakukan dengan mengukur
standar BSA (2-8 mg/ml)

replikasi pada panjang
gelombang maksimal yang telah diperoleh yakni
548 nm. Adapun hasil
larutan tersebut termuat pada Tabel 1.

absorbansi larutan

sebanyak tiga kali

pengukuran absorbansi

Tabel 1. Hasil Uji Pengukuran Absorbansi Linieritas

Konsentrasi Rata-rata

(mg/ml) Gbsoibansi absorbansi + SD

2 0,306 0,306 + 0,001
0,305
0,308
3 0,392
0,392
0,401
4 0,499
0,489
0,499
5 0,587
0,585
0,587
6 0,692
0,692
0,691
7 0,781
0,783
0,789
8 0,864
0,864
0,881

0,395 + 0,005

0,495 + 0,005

0,586 + 0,001

0,691 + 0,0005

0,784 + 0,004

0,878 + 0,008
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dilakukan
perolehan

data (Tabel
linier

Berdasarkan 1),

pembuatan  regresi antara
absorbansi (y) dengan konsentrasi uji (x), sehingga
diperoleh persamaan y = 0,0952x — 0,114 dengan
0,9997 (Gambar 3). Hal

menunjukkan bahwa telah sesuai dengan syarat

nilai R = tersebut

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbansi

4

keberterimaan yaitu >0,997 atau mendekati 1.1>1°

Selain itu, hasil menunjukkan bahwa terjadi

peningkatan konsentrasi yang berkorelasi dengan
peningkatan absorbansi serta respon alat pada
metode yang digunakan.

5 6 7 8 9

Konsentrasi (mg/ml)

Gambar 3. Kurva Linieritas Larutan Standar Bovine Serum Albumin

b. Akurasi

Pengujian akurasi menggunakan larutan
standar BSA pada tiga tingkat konsentrasi berbeda,
yaitu 80% setara dengan konsentrasi 54 mg/ml,
100% setara dengan konsentrasi 6 mg/ml, dan

120% setara dengan konsentrasi 7,2 mg/ml. Secara

berurutan, diperoleh rata-rata %recovery pada
ketiga tingkat konsentrasi tersebut adalah
101,605%, 101,132%, dan 101,491% yang tersaji
pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil Uji Akurasi
Konsentrasi Konsentrasi %Recove ; ::;:::a
teori (mg/ml)  uji (mg/ml) ° y ° +SD y
54 5,504 101,929 101_,605 +
5483 101,540 0,297
5472 101,346
6 6,071 101,190 101,132 +
6,060 101,015 0,101
6,071 101,190
7.2 7,300 101,394 101,491 +
7,310 101,540 0,084
7,310 101,540

Berdasarkan data tersebut, pengujian akurasi
telah memenubhi syarat yaitu 98% - 102%. Perolehan
nilai %recovery dari ketiga konsentrasi uji, terdapat
antara konsentrasi

sebuah penyimpangan uji

dengan konsentrasi teori. Perbedaaan konsentrasi

tidak
dapat

uji konsentrasi  teori

menghasilkan

terhadap yang
100%

dikarenakan proses pemipetan atau peralatan yang

%recovery sebesar
digunakan.™
c. Presisi

Pengujian presisi pada penelitian inj,
dilakukan dengan mengukur konsentrasi uji larutan
standar BSA (6 mg/ml) sebanyak enam kali replikasi.
Uji presisi repeatability dilakukan dengan kondisi
dan hari yang sama pada setiap pengujiannya,
sedangkan uji presisi reproducibility dilakukan
dalam tiga hari pengujian oleh analis yang sama,
serta menggunakan alat dan pada laboratorium
yang sama.

Diperoleh %RSD presisi repeatability (hari ke-
1) pada penelitian ini sebesar 0,367%, sedangkan
pada uji presisi reproducibility diperoleh %RSD
sebesar 0,548%, yang dapat dilihat pada Tabel 3.

Berdasarkan hasil %RSD yang diperoleh, uji

presisi repeatability menunjukkan bahwa telah
sesuai dengan syarat <2%, serta hasil uji
menunjukkan  keseksamaan  metode  setelah

dilakukan berulang kali oleh peneliti pada kondisi
dan hari yang sama. Sama halnya dengan uji presisi
reproducibility telah menunjukkan keseksamaan
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metode setelah dilakukan uji pada kondisi yang
berbeda.”™
Tabel 3. Hasil Uji Presisi

Konsentrasi uji

Replikasi (mg/ml) Gabungan
ke- Hari Hari Hari (Hari ke-1,2,3)
ke-1 ke-2 ke-3
1 6,050 6,078 6,155 Rata-rata = 6,096
2 6,089 6,103 6,075 SD = 0,033
3 6,070 6,082 6,099 %RSD = 0,548
4 6,113 6,068 6,131
5 6,061 6,085 6,148
6 6,075 6,078 6,162
Rata-rata 6,076 6,083 6,129
SD 0,022 0,012 0,035

%RSD 0367 0,191 0,565

Penetapan Kadar Protein Tempe Kacang Kedelai

Setiap produk hasil preparasi sampel yang
telah melewati proses preparasi sampel, kemudian
direaksikan dengan reagen Biuret menggunakan
perbandingan (1:1) dan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu ruang. Selanjutnya produk hasil
preparasi
diukur

spektrofotometer

sampel dari masing-masing metode

absorbansinya menggunakan
UV-visible  pada  panjang
gelombang 548 nm, sehingga dapat diperoleh

%kadar protein.

Tabel 4. Hasil Perolehan Kadar Protein Tempe
Kacang Kedelai

Metode Bobot Bobot Bobot o

preparasi  protein tempe protein/ A,Ke.adar
ke- e =t
1 0,05 04 0,125 12,5+0,012
2 0,06 1 0,06 6,0 + 0,006
3 0,204 2 0,102 10,2 + 0,001
4" 0,161 1 0,161 16,1 + 0,216

* berupa suspensi protein ** berupa larutan protein

Berdasarkan hasil pada Tabel 4, penetapan
kadar protein tempe kacang kedelai menggunakan
keempat metode preparasi yang berbeda, diperoleh
hasil yang bervariasi. Metode pertama, kedua, dan
ketiga menunjukkan hasil yang belum memenuhi
standar SNI 3144:2015 dengan minimal kadar
protein sebesar 15% serta terdapat perbedaan
dengan informasi gizi pada kemasan produk
sebesar 18,3% dan masih kurang baik dibandingkan
dengan metode Kjeldahl sebagai metode standar.
Sedangkan pada metode keempat diperoleh
persentase kadar protein tertinggi sebesar 16,1%.
Perolehan persentase kadar protein pada metode

keempat telah memberikan hasil yang sesuai

| Thobias Tantra Koeswara, dkk.

3144:2015,
dengan informasi gizi yang terdapat pada kemasan
produk.

dengan SNI namun belum selaras

Pada metode preparasi pertama, faktor yang
mempengaruhi terjadinya ketidaksesuaian antara
hasil uji dengan SNI 3144:2015, informasi gizi pada
kemasan produk serta lebih rendah dengan metode
Kjeldahl dapat dikarenakan dengan penggunaan
TCA 10%. Penggunaan TCA 10% selain sebagai

agen pengendap protein serta dapat
menghilangkan kontaminan, termasuk garam yang
terkandung pada sampel dengan  prinsip

mempengaruhi ionisasi protein. lonisasi protein
dapat terjadi dengan adanya perubahan muatan
protein menjadi nol, oleh karena itu nantinya
protein akan lepas dari pelarutnya dan membentuk
sebuah agregat baru."”'8

disebutkan
bahwa rentang konsentrasi TCA terbaik untuk

Berdasarkan  penelitian lain,

mengendapkan protein yaitu berkisar pada angka
15%-45%, dapat
mengendapkan sebanyak 70% protein sampel.’

namun hal tersebut hanya
Pada penelitian ini digunakan TCA 10%, sehingga

terdapat kemungkinan bahwa protein tempe
kacang kedelai tidak dapat mengendap dengan
sempurna oleh TCA 10%. Penggunaan TCA pun
dapat memberikan pengaruh kurang baik terhadap
pengendapan protein pada metode ini, yang
dikarenakan TCA dapat merusak ikatan hidrogen
pada protein, sehingga protein sampel akan
kehilangan struktur sekundernya.’ Penggunaan
TCA 10% efektif

mengendapkan protein pada tempe kacang kedelai.

dinilai ~ kurang untuk

Faktor lain yang mengakibatkan hasil uji
kurang maksimal pada metode preparasi pertama
yakni pada proses sentrifugasi. Tahapan sentrifugasi
dengan kecepatan tinggi dapat membentuk sebuah
endapan protein yang keras di dasar tabung,
sehingga dapat membatasi aktivitas TCA untuk
menghilangkan kontaminan.?

Pada metode preparasi kedua, faktor yang
mempengaruhi ketidaksesuaian antara perolehan
kadar protein uji dengan teori serta lebih rendah
dengan perolehan protein menggunakan metode
Kjeldahl dapat disebabkan oleh amonium sulfat
yang ikut mengendap dengan protein serta kurang
maksimalnya penggunaan dapar asetat pH 5.
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Penggunaan amonium sulfat sebagai agen
pengendapan protein, seharusnya dapat dilanjutkan
proses dialisis dengan prinsip osmosis.?! Residu
amonium sulfat maupun zat terlarut lainnya akan
menembus pori-pori kantung dialisis dan protein
tertinggal di tersebut

dikarenakan ukuran molekulnya yang lebih besar

kantung dialisis, hal

dibandingkan dengan pori-pori kantung dialysis.?>%3

Penggunaan amonium sulfat berperan dalam
proses pengendapan protein atau disebut dengan
proses salting out, yang disebabkan terjadinya
penurunan kelarutan protein, apabila berada pada
lingkungan dengan kekuatan ion yang tinggi.?>?*
Amonium sulfat digunakan dalam pengendapan
protein didasarkan karena amonium sulfat memiliki
kelarutan yang lebih tinggi dibandingkan dengan
garam fosfat lainnya serta memungkinkan dijadikan
larutan dengan kekuatan ion yang tinggi.?>?°

< salting out
Anion : PO4>S0,4>CH3COO>Cl>Br>ClO4>SCN
Kation :NH4>Rb>K>Na>Li>Mg>Ca>Ba
- salting in

Penambahan dapar asetat pH 5 pada
endapan yang diperoleh dengan tujuan untuk
menahan perubahan pH yang berkisar 3,8 sampai
58, sehingga dapat mendekati isoelectric point
protein kacang kedelai sekaligus untuk kembali
mengendapkan protein pada isoelectric point (pl)
dari kacang kedelai yaitu pada pH 4,5-4,8.32627

Proses ekstraksi yang kurang maksimal dapat
menjadi faktor yang mempengaruhi perbedaan
antara hasil uji dengan SNI 3144:2015, informasi gizi
pada kemasan produk yang lebih rendah
Kjeldahl pada
preparasi metode preparasi ini
dilakukan 12 dan

dilanjutkan dengan perubahan pH menjadi 5,5.

dibandingkan metode metode
ketiga. Pada
penyesuaian pH menjadi

Penyesuaian pada pH 12 bertujuan untuk
melarutkan protein pada pelarutnya. Hal tersebut
sejalan dengan penelitian terdahulu, bahwa pada
pH basa diperoleh kelarutan protein yang lebih
tinggi sekitar tiga puluh kali lipat dibandingkan
pada pH asam.?® Peningkatan kelarutan protein
dapat disebabkan pada pH 12, yang mana protein
tempe kacang kedelai memiliki kecenderungan
untuk memecah, oleh karena itu akan terjadi pula

proses penurunan ukuran partikel protein sehingga

protein cenderung lebih larut dibandingkan
sebelumnya.?®

Perubahan dari pH 12 menjadi 5,5 bertujuan
untuk mengendapkan protein, namun hal tersebut
dinilai kurang efektif untuk mengendapkan protein.
Jenis protein yang terkandung pada kacang kedelai
yakni 80-90% adalah globulin. Jenis protein tersebut
dapat mengendap pada pH 4,5-4,8. Hal tersebut
dapat menjadi faktor kecilnya perolehan kadar
protein terukur, dikarenakan pH yang digunakan
masih kurang mendekati isoelectric point protein
kacang kedelai.?

Penambahan NaOH 1
preparasi
fungsi seperti pada metode ketiga yaitu untuk

M pada metode

sampel keempat memiliki kesamaan
meningkatkan kelarutan protein, sehingga dapat

diperuntukkan mengekstraksi protein.?®
Penggunaan NaOH sebagai peningkat kelarutan
protein selaras dengan penelitian lainnya, bahwa
NaOH 1 M dapat menghasilkan hasil ekstraksi yang
lebih baik dibandingkan dengan NaOH 0,5 M serta
air sebagai pelarutnya.®®

Selain dilakukan penambahan NaOH 1 M
pada sampel, dilakukan pula proses pemanasan

sampel di waterbath pada suhu 90°C selama 10

menit. Pemanasan sampel bertujuan untuk
menurunkan viskositas protein sampel serta
memperkecil ukuran partikel, sehingga dapat
meningkatkan kelarutannya ?’

Penggunaan temperatur 90°C  sebagai

peningkat kelarutan protein, memiliki perbedaan

dengan penelitian lainnya. Denaturasi protein

globulin pada tempe dapat dimulai pada suhu 80°C,
yang mana suhu tinggi dapat mempengaruhi

kerusakan struktur sekunder serta terbukanya
struktur tersier protein tersebut.3?
Faktor

dengan SNI, informasi gizi pada kemasan produk,

ketidaksesuaian antara hasil uji
atau lebih rendah dibandingkan metode Kjeldahl,
dapat dikarenakan pemilihan pelarut. Aquadest
dinilai kurang memberikan hasil yang maksimal
untuk melarutkan protein sampel. Berdasarkan
dengan jenis protein di tempe kacang kedelai yaitu
globulin, protein ini memiliki kelarutan yang rendah
pada aquadest, melainkan protein jenis ini dapat
larut dengan baik pada pelarut garam encer.? Oleh

karena itu keempat metode ini dinilai tidak dapat
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mengisolasi protein secara sempurna dikarenakan
beberapa faktor-faktor tersebut.

kadar
protein pada Tabel 4 jika dibandingkan dengan

Berdasarkan perolehan persentase
metode Kjeldahl sebagai metode standar, keempat
metode preparasi sampel pada penelitian ini dinilai

memiliki performa yang kurang baik dibandingkan

| Thobias Tantra Koeswara, dkk.

menggunakan metode Kjeldahl, diperoleh kadar
protein terukur berkisar pada angka 17-37%.34*
Rendahnya hasil perolehan kadar protein terukur
pada tempe kacang kedelai di penelitian ini

dibandingkan dengan metode Kjeldahl, dapat

dipengaruhi beberapa faktor yang telah dijelaskan
antara

sebelumnya, lain pH yang digunakan,

metode standar pada penetapan kadar protein pemilihan pelarut, dan produk hasil preparasi
tempe. Berdasarkan dengan penelitian lain sampel.
Tabel 5. Perbandingan Metode Preparasi Sampel
Parameter Uji Metode preparasi sampel ke-
1 3 4

Produk h.a5|l Suspensi Suspensi Suspensi Larutan
preparasi sampel
Waktu 30 menit 20 menit 10 jam 15 menit 30 menit
Biaya Rp 130.000 Rp 200.000 Rp 55.000 Rp 35.000
Simplicity Mudah dan sederhana,  Mudah namun tidak Rumit karena dilakukan ~ Mudah dan

namun tidak ramah terlalu sederhana, penyesuaian pH dan sederhana

lingkungan

karena perlu

pendinginan yang lama

menentukan titik jenuh

protein uji

Perbandingan Metode Preparasi Sampel

Penetapan kadar protein tempe kacang
kedelai dilakukan dengan empat metode preparasi
sampel, yang kemudian keempat metode tersebut
dibandingkan terhadap beberapa parameter.
Berdasarkan data pada Tabel 5 metode preparasi
sampel keempat menunjukkan hasil yang lebih
menjanjikan  untuk  digunakan, dibandingkan
dengan ketiga metode preparasi sampel lainnya.
Metode preparasi keempat menghasilkan produk
hasil preparasi sampel yang sesuai dengan syarat
spektrofotometer UV-visible yakni berupa larutan,
menggunakan waktu dan biaya yang lebih sedikit,
serta tahapan

preparasi yang mudah dan

sederhana.

Metode yang Direkomendasikan

Penggunaan empat metode preparasi sampel
pada penelitian ini, selain untuk mengetahui
keberhasilannya pada penetapan kadar protein
tempe kacang kedelai, pun guna memberikan
rekomendasi metode preparasi terbaik.

Berdasarkan dengan perolehan hasil %kadar
protein dari setiap metode preparasi sampel seperti
pada Tabel 6 serta mengacu pada Tabel 5, metode

preparasi sampel keempat dapat dijadikan metode

yang direkomendasikan untuk penetapan kadar
protein tempe kacang kedelai.

Tabel 6. Perolehan %Kadar Protein dari Keempat
Metode

Metode ke- %Kadar protein
1 12,5%
2 6,0%
3 10,2%
4 16,1%

Pemilihan metode preparasi keempat sebagai
metode rekomendasi didasarkan pada perolehan
%kadar protein tempe kacang kedelai yang telah
sesuai dengan SNI 3144:2015 sebesar > 15% serta
mempertimbangkan dari parameter produk hasil
preparasi sampel, waktu, biaya, dan simplicity dari
metode preparasi tersebut.

Perolehan hasil persentase kadar protein
pada penelitian ini menunjukkan bahwa setiap
metode preparasi sampel protein tidak dapat
dijadikan acuan dalam penetapan kadar protein
dengan jenis sampel yang berbeda. Pemilihan
metode preparasi sampel pada penetapan kadar
protein harus mempertimbangkan jenis protein
yang terkandung pada sampel serta sifat fisikokimia
protein uji meliputi bentuk, kelarutan, isoelectric

point, serta stabilitas jenis protein terhadap suhu.
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SIMPULAN

Hasil penetapan kadar protein tempe kacang
kedelai dari keempat metode preparasi sampel
menggunakan metode Biuret, ditemukan pengaruh
metode preparasi sampel terhadap hasil akhir.
Metode preparasi pertama, kedua, dan ketiga dinilai
tidak dapat mengekstraksi protein secara sempurna
dibandingkan dengan metode keempat yang telah
memenuhi syarat mutu SNI 3144:2015 sebesar >
15%. Metode preparasi keempat dapat dijadikan
kadar
menggunakan

rekomendasi metode untuk penetapan

protein tempe kacang kedelai

metode Biuret. Namun keempat metode preparasi
sampel pada penelitian ini  belum
kadar

menggunakan metode Kjeldahl

cukup
mengungguli
kacang kedelai

perolehan protein tempe

sebagai metode standar dalam penetapan kadar
protein tempe.
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