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ABSTRAK

Metode ekstraksi peptida terlarut pada produk kedelai dan fermentasi kedelai sangat bervariasi. Penelitian ini dilakukan
untuk menganalisa sifat kelarutan peptida dengan berat molekul kecil pada sampel tempe yang diambil dari dua jenis
kedelai (GMO dan non-GMO) serta dua jenis perlakuan (perebusan dan tanpa perebusan) yang berbeda. Pelarut
yang digunakan meliputi air dan pelarut organik yang umum digunakan dalam ekstraksi peptida kedelai dan produk
fermentasinya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pelarut organik asetonitril: air: asam trifluoroasetat (A1W1TF)
memberikan tingkat kelarutan peptida tempe kedelai lebih baik dibanding pelarut air (p < 0,05). Penambahan asam
trifluoroasetat pada pelarut campuran asetonitril-air (A1W1) terbukti meningkatkan peptida terlarut hingga 1,522 mM
(31,7%). Tempe GMO menunjukkan kelarutan peptida lebih tinggi dibanding non-GMO sedangkan proses perebusan
juga diketahui mempunyai tingkat kelarutan yang lebih tinggi dibanding tempe tanpa perebusan.

Kata kunci: Asetonitrile; kelarutan; peptida; tempe; asam trifluoroasetat

ABSTRACT

There are various methods exist to extract soluble peptide from soybean and its fermented products. This study was
aimed to evaluate the solubility of low molecular weight peptide of tempe from two types of bean (GMO and non-GMO
soybean) and two different treatment (boiling and non-boiling). The solvents used were water and organic solvents
which commonly used as solvents for soy-fermented product. The result showed that acetonitrile (A): water (W):
trifluoroacetic acid (TF) provided higher solubility of the peptides compared with water (p < 0.05). The addition of
trifluoroacetic acid in acetonitrile-water mixture (A1W1) increased the peptide recovery about 1.522 mM (31.7%). The
GMO tempe showed the higher content of peptide recovery compared with non-GMO tempe, while boiled tempe also
gave higher peptide recovery than non-boiled tempe.

Keywords: Acetonitrile; GMO; peptide; recovery; tempe; trifluoroacetic

PENDAHULUAN bisa diproduksi menggunakan berbagai jenis kacang seperti
kacang koro benguk (Mucuna pruriens L.D.C. var. utilis),

Tempe merupakan salah satu pangan produk fermentasi gude (Cajanus cajan), lupin (Lupinus angustifolius), kacang
kedelai (Glycine max L.) berasal dari Indonesia yang saat ini merah (Phaseolus vulgaris) dan jenis lainnya, namun kedelai
sudah dikenal luas didunia. Pada perkembangannya, tempe merupakan jenis bahan baku yang paling populer dikarenakan
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ketersediaan bahan yang melimpah, keunggulan rasa dan
juga tekstur yang membentuk cita rasa khas tempe. Indonesia
mempunyai tingkat konsumsi tempe mencapai 7 kg/ kapita /
tahun dan sekitar 60% dari total konsumsi kedelai nasional
diproses menjadi tempe (Soim, 2013).

Kedelai mengandung sekitar 20 — 40% (basis berat
kering) protein. Proses fermentasi kedelai menggunakan
Rhizopus sp. dapat meningkatkan kandungan asam amino
dan peptida yang berpotensi sebagai peptida bioaktif
(Amadou dkk., 2010; Fan dkk., 2009; Mahmod dkk., 2011;
Wang dkk., 2003; Zhang dkk., 2006). Peptida bioaktif
merupakan fragmen peptida spesifik (2 - 42 asam amino)
yang dapat memberikan beberapa keuntungan terhadap tubuh
manusia diantaranya sebagai antioksidan, antihipertensi, dan
antikanker (Singh dkk., 2014). Keberadaan peptida bioaktif
ini bisa sangat bervariasi tergantung pada karakteristik bahan
dan tipe pengolahan yang diberikan (Nakahara dkk., 2012).
Perbedaan karakter peptida yang dihasilkan pada produk
fermentasi kedelai menyebabkan pemilihan ekstraksi peptida
menjadi sangat spesifik untuk masing-masing bahan.

Ekstraksipeptidabioaktifproduk fermentasikedelaitelah
banyak dilakukan dan diketahui bahwa karakter fisikokimia
dan struktural bahan seperti kelarutan, berat molekul dan
hidrofobisitas menjadi hal yang penting dalam menentukan
pelarut ekstraksi terbaik. Penggunaan air (Chertov dkk., 2004;
Gibbs dkk., 2004; Handoyo dan Morita, 2006; Matsuo, 2006;
Wang dkk., 2006; Zhu dkk., 2008; Mahmod dkk., 2011) dan
pelarut organik pada produk fermentasi kedelai seperti natto,
doenjang dan tempe merupakan dua tipe pelarut yang umum
digunakan dalam ekstraksi komponen larut air termasuk
peptida (Amadou dkk., 2009). Pelarut organik memiliki
keunggulan diantaranya kemampuan untuk mengendapkan
protein induk dan komponen lemak sehingga meningkatkan
daya larut peptida dengan berat molekul rendah (Natarajan
dkk., 2009; Du dkk., 2014).

Pengaruh karakter bahan terhadap sifat kelarutan
menyebabkan pemilihan jenis pelarut untuk ekstraksi
haruslah dilakukan secara spesifik untuk masing-masing
bahan. Penelitian ini akan mengevaluasi beberapa jenis
pelarut organik dibandingkan dengan pelarut air terhadap
tingkat kelarutan peptida. Tempe yang digunakan berasal dari
jenis kedelai GMO yang merupakan jenis paling umum dalam
pembuatan tempe, serta non-GMO yang menjadi brand baru
untuk pasar konsumen Indonesia yang menghindari produk
GMO. Kedelai GMO diduga memiliki kandungan asam
amino yang berbeda dengan kedelai non-GMO, sehingga
penelitian mengenai perbedaan kelarutan peptida pada tempe
GMO dan non-GMO menarik untuk dilakukan. Efek proses
perebusan terhadap sifat kelarutan peptida tempe juga ikut
diamati dikarenakan tempe harus melalui proses pengolahan
terlebih dahulu sebelum dikonsumsi. Sifat kelarutan peptida
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bioaktif tempe pada produk yang telah melalui proses
pemasakan dan studi pembandingan beberapa jenis pelarut
belum pernah dilakukan sehingga penelitian ini akan mampu
secara spesifik mengevaluasi proses pengolahan, tipe kedelai
terhadap kelarutan peptida pada beberapa jenis pelarut.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
tempe kedelai (Glycine max L.) yang diambil dari salah satu
rumah produksi tempe di Bogor, Jawa Barat yang terdiri
dari dua jenis tempe yakni tempe kedelai GMO dan tempe
non-GMO. Reagen yang digunakan diantaranya adalah
O-pthalaldehyde (OPA), asam amino glycine (Gly), albumin
(bovine serum Cohn V fraction) (BSA), membran filtrasi
(1.000; 3.500-6.000; dan 8.000 MWCO), etanol 99,5%
(Wako Pure Chemicals Industries, Japan), acetonitril 99,8%,
sodium dodecyl sulphate (SDS), coomassie blue R-250,
trifluoroacetic acid, pre-stained protein marker (broad range)
untuk SDS PAGE (Nacalai tesque, Japan). Semua jenis reagen
yang digunakan dalam studi ini merupakan bahan kimia
analitik. Sedangkan peralatan utama yang digunakan meliputi
sentrifuse dingin (Thermofisher, Japan), waterbath (Taitec,
Japan), spektrofotometer (Jasco, Japan), dan glassware.

Tahapan Penelitian

Penelitian ini dibagi menjadi dua tahap yaitu penentuan
jenis pelarut terbaik dengan 7 jenis pelarut organik yakni ;
1) acetonitril (1): air (1) (AIW1), 2) acetonitril (1): air (3)
(A1W3), 3) acetonitril (3): air (1) (A3W1), 4) acetonitril
(1): air (1): 10% trifluoroacetic acid (TFA) dalam air (0,02)
(A1TWI1TF), 5) etanol (ETA), 6) 0,01% TFA dalam air, dan
7) air distilat (DW), menggunakan satu jenis sampel dari
tempe kedelai (GMO) sebagai representasi. Pelarut dengan
hasil kelarutan peptida terbaik kemudian di gunakan untuk
perbandingan ekstraksi dengan air pada semua sampel uji.

Ekstraksi

Tempe segar yang baru diproduksi diambil dan
dikelompokkan berdasarkan jenis dan perlakuan yakni:
1) tempe GMO, tanpa perebusan; 2) tempe GMO, dengan
perebusan; 3) tempe non-GMO, tanpa perebusan; 4) tempe
non-GMO, dengan perebusan. Teknik perebusan tempe
dilakukan dengan memasukkan tempe yang telah dipotong
dengan ukuran sama (6x2 cm) kedalam air mendidih dan
dibiarkan sampai 10 menit. Tempe yang telah diproses sesuai
perlakuan kemudian dikeringkan menggunakan freeze drying
dan disimpan pada suhu -20 °C hingga digunakan untuk
analisa. Masing-masing sampel diekstraksi dengan dua jenis
pelarut yakni; 1) air distilat, dan 2) pelarut organik.
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Sebanyak 1 g sampel dicampur dengan 30 mL pelarut,
kemudian dilakukan sonikasi selama 5 menit dan di maserasi
pada shaker waterbath suhu 30 °C selama 60 menit. Larutan
kemudian disaring menggunakan kertas saring Nacalai
Tech. No 1 dan dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 10,000
xg, 45 menit. Filtrat yang didapat kemudian di pekatkan
menggunakan evaporator vakum (80 °C, 3 jam). Filtrat
kemudian disimpan dalam suhu -20 °C sampai dilakukan
analisa.

Kelarutan Peptida

Protein merupakan kumpulan peptida yang tersusun
oleh minimal 2 asam amino melalui sebuah ikatan kovalen.
Kumpulan polimer peptida rantai panjang akan menyusun
protein. Tingkat kelarutan peptida dalam pelarut dilakukan
dengan metode O-pthalaldehyde (OPA) yang berbasis
pada keberadaan asam amino bebas (Mahmod dkk., 2011).
Reagen OPA disiapkan dengan mencampur 80 mg of
O-phthalaldehyde, 2 mL metanol, 50 mL dari 0,1 M sodium
tetraborate (Na,B,0.), 5 mL dari 20% (w/v) SDS, dan 0,2 mL
B-mercaptoethanol. Sebanyak 150 plL sampel atau larutan
standard dicampur dengan 3,0 mL reagen OPA. Campuran
kemudian didiamkan selama 2 menit pada suhu ruang
kemudian dihitung absorbansinya secara tepat pada 340 nm.
Tingkat kelarutan peptida dihitung berdasarkan kurva standar
glycine (0,005-1,00 mM).

SDS PAGE

SDS-PAGE dilakukan mengikuti metode Fling
dan Gregerson (1986) dengan modifikasi menggunakan
konsentrasi 4% gel penahan dan 12,5% gel pemisah. Ekstrak
protein (12,5 pL) dicampur dengan SDS sample buffer (50
pL) (mengandung 0,055 M Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS (wt/
vol), 7% glycerol (wt/vol), 4,3% B-mercaptoethanol, 0,0025%
(wt/vol) commassie blue), dipanaskan pada 100 °C selama 2
menit dan didiamkan hingga mencapai suhu ruang. Sebanyak
15 pL larutan dan 5 pL. marker SDS-PAGE diinjeksikan ke
dalam gel dan dijalankan pada 17 mA selama kurang lebih 2
jam atau hingga sampel telah mencapai batas akhir gel. Gel
di rendam dalam larutan Coomassie Blue R-25 (mengandung
3,9% (v/v) trifluoroacetic acid, 6% (v/v) acetic acid, dan 17%
metanol) selama 30 menit dan dicuci dengan larutan 10%
acetic acid dan 18% etanol dalam air selama 6 jam.

Analisis Data

Analisis data menggunakan software SPSS (version
16.0) dengan uji lanjut Duncan dan Tukey.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Efek Pelarut terhadap Tingkat Kelarutan Peptida

Tingkat kelarutan peptida berdasarkan pada karakter
fisik dan kimia yang bisa sangat bervariasi. Beberapa studi
melaporkan pengaruh pH pelarut, suhu, dan tipe pelarut
memberi pengaruh besar terhadap kelarutan peptida
yang berasal dari kedelai (Pace dkk., 2004). Gambar
1 menunjukkan data kelarutan protein dari berbagai
jenis pelarut menggunakan sampel tempe GMO tanpa
perlakuan pemasakan. Pelarut organik seperti acetonitril
dan trifluoroacetic acid menunjukkan tingkat kelarutan
peptida yang lebih tinggi khususnya pada produk kedelai
dan olahannya (Matsuo, 2006; Shon dkk., 2007; Natarajan
dkk., 2009), disamping itu, air masih menjadi jenis pelarut
yang banyak digunakan untuk ekstraksi sechubungan dengan
karakter kelarutannya yang umum (Chertov dkk., 2004;
Handoyo dan Morita, 2006; Matsuo, 2006; Wang dkk., 2006;
Zhu dkk., 2008).

Tingkat kelarutan peptida berdasar nilai gugus asam
amino bebas berbeda signifikan (p < 0,05) pada pelarut
AIWI1; A1IW3; A3WI1; AIWITF; DW, sedangkan pelarut
etanol dan 0, 01% TFA tidak berbeda signifikan terhadap
A1W1 dan A1W3. Tingkat kelarutan protein bervariasi mulai
dari 1,897—4,708 mM dengan hasil kelarutan tertinggi didapat
pada AIWITF diikuti oleh A1W3; ETA; A1W1; DW; 0,
01% TFA dan A3W1. Kelarutan paling tinggi diperoleh pada
pelarut AIWITEF, diduga disebabkan karakter pelarut yang
memiliki derajat hidrofobisitas moderat sehingga mampu
mengendapkan protein dengan berat molekul besar dan
meningkatkan kelarutan peptida. Tingkat hidrofobisitas yang
dimiliki pelarut memiliki pengaruh dalam meningkatkan
interaksi antar molekul hidrofobik pada protein dan memicu
agregasi.

Kelarutan paling rendah ditemukan pada penggunaan
pelarut A3W1, hal ini dimungkinkan karena konsentrasi
acetonitril dalam air yang terlalu tinggi. Pada sistem pelarut
campuran acetonitril-air ditemukan bahwa peningkatan
kandungan acetonitril tidak berbanding lurus dengan
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Gambar 1. Kelarutan peptida tempe pada berbagai jenis pelarut
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peningkatan kelarutan peptida, sebaliknya penambahan
volume air pada pelarut A1W3 menunjukkan performa
yang lebih baik dibandingkan dengan A3W1. Penggunaan
acetonitrile dalam air pada proporsi yang sesuai dapat
membantu meningkatkan kelarutan peptida, namun pada
konsentrasi yang terlalu tinggi, acetonitrile justru menurunkan
tingkat kelarutan peptida meskipun masih menunjukkan
performa yang baik dalam mengendapkan protein dengan
berat molekul tinggi (Chen dkk., 2007; Kay dkk., 2008;
Kawashima dkk., 2010). Acetonitril diduga mempunyai
kemampuan untuk melemahkan ikatan hidrofobik sehingga
meningkatkan ikatan hidrogen internal protein dan membuat
protein mengalami denaturasi (Gekko dkk., 1998).

Studi yang pernah dilakukan, larutan acetonitril dalam
air dapat lebih baik mengekstrak peptida dengan berat molekul
rendah pada sampel tempe dan natto dibandingkan dengan
hanya menggunakan pelarut air maupun metanol (Mahmod
dkk., 2011; Gibbs dkk., 2004). Penambahan trifluoacetic
acid (TFA) pada pelarut campuran acetonitril-air diketahui
mempunyai kepasitas untuk mendisosiasi peptida dari protein
pembawa dan membuatnya menjadi lebih larut dalam pelarut
(Chertov dkk., 2004; Alpert dan Shukla, 2003).

Kelarutan Peptida Berbagai Jenis Tempe

Tempe yang digunakan merupakan jenis tempe yang
paling banyak diproduksi di Indonesia yakni tempe dengan
kedelai GMO serta tempe kedelai yang memiliki pasar
khusus yakni tempe dengan kedelai non-GMO (Suyantohadi,
2016). Hasil kandungan peptida terlarut pada semua jenis
sampel tempe disajikan pada Gambar 2. Peptida pada
tempe kedelai GMO menunjukkan tingkat kelarutan yang
lebih tinggi dibandingkan dengan jenis tempe kedelai non-
GMO pada pelarut air maupun A1IWI1TF. Perbedaan tingkat
kelarutan ditemukan pada sampel tempe yang diproses
dengan pengolahan dan tanpa pengolahan. Kelarutan peptida
dari tempe kedelai GMO yang telah dilakukan perebusan

I
I I
I
i
TP P

TP P
GMO non-GMO

Glycine ekuivalen (mM)
S = N W A BN

mAir BAIWITF

Gambar 2. Kelarutan peptida tempe pada pada sampel, tipe pengolahan
dan pelarut berbeda

(a) TP= tanpa pengolahan, (b) P= perebusan
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selama 10 menit menggunakan pelarut air, menunjukkan
kandungan peptida yang lebih tinggi dibandingkan dengan
sampel tempe GMO tanpa proses perebusan. Hasil berbeda
ditemukan pada ekstrak pelarut AIWI1TF, dimana kelarutan
peptida tempe yang telah direbus lebih rendah dibanding
tempe yang tidak melalui proses perebusan. Sampel tempe
non-GMO menunjukkan kelarutan peptida yang lebih besar
pada tempe yang sudah melalui proses perebusan baik pada
pelarut air maupun AIW1TF.

Tempe kedelai non-GMO saat ini mulai banyak
dikembangkan dan mempunyai target pasar khusus yang
peduli terhadap isu pangan dengan label modifikasi genetik.
Produk GMO diduga memiliki perbedaan kandungan nutrisi
diantaranya protein, sehingga penelitian mengenai perbedaan
kelarutan peptida pada produk GMO dan non-GMO dapat
menjadi langkah awal untuk mengenal dan menganalisis
karakter protein dan peptida masing-masing.

Perbedaan peptida terlarut pada tempe GMO dan
non-GMO cukup besar. Perbedaan ini bisa disebabkan oleh
perbedaan karakter kelarutan peptida masing-masing sampel
yang mempengaruhi kelarutan pada pelarut air dan AIWI1TEF.
Perbedaan varietas dan masa panen diketahui mempengaruhi
kandungan protein kedelai yang diolah pada menjadi tempe.
Varietas detail kedelai yang digunakan pada penelitian ini
tidak dapat dilacak sehingga data ini hanya akan sesuai pada
jenis tempe kedelai yang diproduksi oleh salah satu rumah
produksi tempe di Bogor yang menjadi sumber bahan baku.

Proses fermentasi dan pengolahan tempe menyebabkan
perubahan fisik dan nutrisi. Perebusan, perendaman,
dan fermentasi hingga proses perebusan tempe sebelum
dikonsumsi menyebabkan perubahan asam amino, peptida
dan protein (Chutipanyaporn dkk., 2014). Gibbs dkk.
(2004) menemukan bahwa setelah proses fermentasi tempe,
kandungan sebagian besar asam amino hidrofobik meningkat
(Gly, Leu, Ile, Pro, Phe, Tryp) sebagian asam amino cenderung
tetap (Ala, Val) sedangkan asam amino polar (Ser, Asp, Glu,
Tyr) cenderung menurun. Perubahan komposisi asam amino
dan peptida berpengaruh penting terhadap sifat kelarutan,
pada penelitian ini, terjadinya perbedaan tingkat kelarutan
tempe pada pada pelarut air dan AIWI1TF diduga disebabkan
oleh perbedaan sifat kimia asam amino dan peptida tempe.

Berat Molekul Protein Tempe

Acetonitril dan trifluoroacetic acid diketahui dapat
melarutkan peptida dengan berat molekul rendah lebih baik
dibandingkan dengan pelarut air (Natarajan dkk., 2009;
Tirumalai, 2003; Mahmod dkk., 2011). Ekstrak sampel
difraksinasi menggunakan gel SDS-PAGE untuk melihat berat
molekul peptida yang terekstrak. Gambar 3 menunjukkan
bahwa tidak ditemukan protein dengan berat molekul > 120
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Gambar 3. SDS-PAGE; ekstrak air dari (a) a=tempe GMO (b) b=tempe
GMO, perebusan, (c) c=tempe non-GMO (d) d=tempe non-
GMO, perebusan; dan ekstrak AIWITF dari (e) e=tempe GMO,
(f) f=tempe GMO, perebusan, (g) g=non-GMO tempe, (h)
h=tempe non-GMO, perebusan

kDa baik pada ekstrak air maupun AIWITF untuk semua
jenis sampel.

Ekstrak air dari tempe non-GMO menunjukkan lebih
banyak jenis protein yang berhasil diidentifikasi pada gel
SDS-PAGE, dimana band paling banyak ditemukan pada
tempe yang telah diproses dengan perebusan. Hal ini diduga
disebabkan karena pemanasan menyebabkan pemecahan
protein induk kedelai sehingga menghasilkan lebih banyak
fraksi protein dengan berat molekul yang lebih rendah (<
56,2 kDa). Perbedaan banyaknya jumlah band protein yang
berhasil ditangkap gel SDS-PAGE pada ckstrak tempe
GMO dan non-GMO menunjukkan jumlah yang tidak jauh
berbeda, hasil ini senada dengan penelitian sebelumnya yang
dilakukan Ichsani (2013) dimana kedelai non-GMO memiliki
kandungan protein yang tidak berbeda signifikan dengan
kedelai GMO. Perbedaan kandungan protein GMO dan non-
GMO lebih didasarkan pada perbedaan varietas, dan faktor-
faktor lain selama masa tanam.

Protein dengan berat molekul yang lebih tinggi
(29-56,2 kDa) ditemukan pada ekstrak air sedangkan pada
ekstrak A1WI1TF hanya menunjukkan satu band protein pada
56,2 kDa dan <29 kDa pada konsentrasi yang lebih rendah.
Pelarut air dapat mengekstrak baik glycinin (11S) tipe acidic
(3145 kDa) dan basicpolipeptida (1820 kDa) dibandingkan
dengan AIWITF. Hal ini diduga, AIWITF mengandung
lebih banyak peptida dengan berat molekul kecil (< 6,9 kDa)
(band tidak tampak pada gel SDS-PAGE) dibandingkan
dengan air. Protein dengan berat molekul paling besar yang
berhasil dikonfirmasi oleh gel adalah o’-B-conglycinin (56,2
kDa). Hasil ini menunjukkan bahwa A1IWITF mempunyai
kemampuan lebih baik untuk mengekstrak peptida dengan
berat molekul rendah.

KESIMPULAN

Penggunaan pelarut acetonitril: air: trifluoroacetic acid
(AIWI1TF) mampu meningkatkan kelarutan peptida pada
sampel tempe kedelai dibandingkan dengan penggunaan
pelarut tunggal air. Pelarut campuran acetonitril-air
menunjukkan penambahan konsentrasi acetonitrile pada
air justru menurunkan tingkat kelarutan peptida, sedangkan
sebaliknya, pada konsentrasi acetonitrile yang lebih rendah
(A1W3) dapat meningkatkan kelarutan peptida dibandingkan
pada AIW1 dan A3W1. Trifluorocetic acid dalam konsentrasi
rendah pada pelarut campuran A1W1 (AIWITF) dapat
meningkatkan kelarutan peptida secara signifikan. SDS-
PAGE mengkonfirmasi berat molekul protein dan peptida
pada ekstrak air dan AIWI1TF pada semua jenis sampel,
menunjukkan bahwa A1WI1TF mengekstrak peptida dengan
berat molekul rendah (< 6,9 kDa) lebih baik dibandingkan
dengan ekstrak air.

Jenis kedelai pada GMO dan non-GMO menunjukkan
perbedaan tingkat kelarutan pada semua jenis pelarut dimana
GMO memiliki kelarutan yang lebih tinggi. Sedangkan
pengaruh pengolahan (perebusan) meningkatkan tingkat
kelarutan protein dan juga menunjukkan lebih banyak
fragmen peptida yang terdeteksi pada gel SDS-PAGE.
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