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PRAKATA 

 

Puji syukur penulis panjatkan kepada Ida Sang Hyang 

Widhi Wasa (Tuhan Yang Maha Esa), yang berkat rahmat-Nyalah 

penulis menyelesaikan Penulisan buku ajar yang berjudul 

Hidrolisat Protein Kacang Merah (Phaseolus vulgaris  L.) yang 

diproduksi sebagai Penyedap Rasa Alami dibanding dengan 

Penyedap Rasa di Pasaran. 

Penulis Buku ajar ini secara khusus berkeinginan untuk 

menunjang proses pembelajaran  mata kuliah kapita selekta 

biokimia yang dapat melihat sejauh mana potensi kacang merah 

(Phaseolus vulgaris L.) sebagai penyedap rasa alami. Kandungan 

protein dalam kacang merah sangatlah tinggi yakni faseolin 20% 

(berat kering), faselin 2%, konfaseolin 0,36-0,40%. 

Pada dasarnya buku ajar ini disusun tentang asam amino 

apa yang terkandung pada kacang merah dan mekanisme reaksi 

yang terjadi pada kacang merah yang dapat berpotensi dijadikan 

sebagai penyedap rasa alami. Asam amino tertinggi dalam 

hidrolisat protein kacang merah yakni leusin. Kandungan leusin 

yang tinggi ini yang menghasilkan rasa gurih pada hidrolisat 

protein dalam kacang merah. Disamping itu, penyedap rasa 

alami rendah akan natrium dibanding penyedap rasa buatan 

yang beredar di pasaran. 

 

Denpasar, Oktober 2023 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 

 

 

 Penyedap rasa merupakan salah satu bahan tambahan 

pada makanan yang digunakan untuk meningkatkan cita rasa 

pada makanan tersebut. Penyedap rasa buatan yang beredar di 

pasaran banyak digunakan karena mudah ditemukan dan 

diaplikasikan. Penyedap rasa buatan contohnya adalah ester, 

etil butirat, etil vanilin, kaldu instan, dan yang paling banyak 

digunakan yakni monosodium glutamat (MSG) (Praja, 2015). 

Data Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan 

(Litbangkes) di Indonesia tahun 2014 menunjukkan bahwa 

jumlah masyarakat yang biasa mengonsumsi makanan asin 

dengan penyedap rasa garam lebih dari 1 kali sehari adalah 

sebesar 26,2%. Jumlah masyarakat yang mengonsumsi 

makanan dengan kandungan natrium tinggi lebih dari 2000 mg 

dalam 1 hari adalah sebesar 52,7%. Natrium merupakan 

kandungan utama dalam penyedap rasa monosodium glutamat 

(MSG). Pengendalian konsumsi makanan dengan kandungan 

natrium tinggi di Indonesia belum menjadi prioritas bagi 

beberapa pihak. Dampak negatif dari konsumsi penyedap rasa 

secara berlebihan adalah kenaikan kadar garam dalam darah, 

kelainan tulang, kelainan otak, dan pendarahan pada otak anak-

anak, serta kasus yang paling banyak ditemukan adalah 

hipertensi (Litbangkes RI, 2014).  

 Penyedap rasa berbahan alami merupakan salah satu 

produk yang dapat dipilih untuk mengurangi penggunaan 

penyedap rasa buatan berbahan sintetis. Hidrolisis bahan yang 
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mengandung protein tinggi dengan bantuan enzim protease 

dapat menghasilkan peptida-peptida pendek yang memiliki 

rasa asin, gurih, dan manis tanpa adanya kandungan natrium 

sehingga berpotensi sebagai penyedap rasa yang lebih aman 

(Wiwata, 2019). Hidrolisat protein dapat dimanfaatkan untuk 

meningkatkan karakteristik dari sebuah produk makanan, 

salah satunya adalah sebagai penambah cita rasa pada makanan 

atau penyedap rasa. Hidrolisat protein merupakan produk hasil 

reaksi hidrolisis terhadap molekul protein yang mengandung 

campuran berbagai jenis peptida rantai pendek maupun asam 

amino bebas (Bougatef dkk., 2012). 

 Hidrolisat protein dapat diproduksi secara in vitro, salah 

satunya dengan hidrolisis protein secara enzimatik 

menggunakan enzim protease. Proses produksi hidrolisat 

protein secara enzimatik menggunakan enzim protease dinilai 

paling aman dan menguntungkan karena kemampuan enzim 

dalam menghidrolisis protein lebih mudah diatur. Hidrolisis 

secara enzimatik tidak merusak struktur asam amino, sehingga 

dapat mencegah terjadinya kerusakan pada produk. Enzim 

protease yang sering digunakan adalah enzim pepsin, tripsin, 

papain, bromelin, fisin, dan kimotripsin (Machin, 2012). Enzim 

papain merupakan salah satu enzim yang sering digunakan 

dalam hidrolisis protein karena memiliki beberapa kelebihan, 

seperti bahan-bahan yang digunakan mudah didapatkan, tahan 

terhadap suhu yang cukup tinggi yakni sekitar 50oC sampai 

70oC, dan mempunyai rentang pH yang cukup luas yakni sekitar 

5 sampai 7,5 (Arief dkk., 2016).  

 Kacang-kacangan adalah salah satu sumber protein yang 

dapat dimanfaatkan untuk memproduksi hidrolisat protein. 

Kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) merupakan sumber 

protein nabati yang dapat dimanfaatkan untuk memproduksi 

hidrolisat protein karena kacang ini mengandung protein 
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sebanyak 20-22%. Kacang merah juga mengandung berbagai 

jenis asam amino seperti asam aspartat, serin, histidin, glisin, 

asam glutamat, arginin, tirosin, metionin, fenilalanin, treonin, 

valin, isoleusin, lisin, dan leusin (Prastika dkk., 2019). Asam-

asam amino dalam hidrolisat protein kacang-kacangan seperti 

asam glutamat, glisin, asam aspartat, dan alanin diketahui dapat 

memberikan rasa asin, gurih, maupun manis. Asam-asam amino 

ini berpotensi untuk menghasilkan rasa yang dapat 

dimanfaatkan sebagai penyedap rasa. Potensi hidrolisat protein 

sebagai penyedap rasa dapat diketahui melalui uji organoleptik 

(Prayudi, 2019).  

 Proses produksi hidrolisat protein kacang-kacangan pada 

umumnya dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti waktu 

hidrolisis, pH, suhu (Puspawati dkk., 2020), konsentrasi enzim, 

konsentrasi substrat, dan variasi rasio enzim-substrat (E/S) 

(Khayatun dkk., 2017).  Sejauh ini, belum banyak penelitian 

yang mengkaji pengaruh rasio E/S terhadap hidrolisat protein 

dari kacang merah. Rasio E/S adalah perbandingan jumlah 

enzim-susbtrat yang digunakan pada saat hidrolisis protein 

berlangsung, dimana jika rasio E/S yang digunakan adalah 1% 

(b/b), maka perbandingannya adalah 1 g enzim dalam 100 g 

substrat.  Penelitian Khayatun dkk. (2017) dan Binoto dkk. 

(2015) menunjukkan bahwa rasio enzim-substrat berpengaruh 

terhadap hidrolisat protein yang diperoleh berdasarkan 

hidrolisis secara enzimatik. Pada kedua penelitian tersebut, 

kacang yang digunakan adalah kacang merah dan kacang 

kedelai. Rasio E/S yang digunakan dengan jumlah yang semakin 

meningkat menyebabkan tumbukan antara molekul enzim 

dengan substrat (protein) semakin sering terjadi, sehingga 

masuknya molekul substrat ke dalam sisi aktif enzim juga akan 

lebih sering terjadi. Hal ini akan menyebabkan produk hasil 

hidrolisis isolat protein semakin meningkat karena semakin 
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banyak molekul substrat yang bergabung dengan sisi aktif 

enzim dan membentuk kompleks enzim-substrat yang 

konsentrasinya semakin meningkat. Kedua penelitian tersebut 

belum mengkaji hubungan antara rasio enzim-subtrat terhadap 

parameter lain yang dapat menunjukkan aktivitas fisiologis 

hidrolisat protein, seperti aktivitas antioksidan, antibakteri, 

antihipertensi, maupun potensinya sebagai penyedap rasa.  

  Perkecambahan terhadap biji atau kacang yang akan 

dijadikan sebagai sumber substrat protein dalam proses 

hidrolisis merupakan faktor lain yang dapat memengaruhi hasil 

hidrolisis protein dari kacang-kacangan secara enzimatik. 

Proses perkecambahan akan memengaruhi ukuran molekul 

dari substrat protein yang akan dihidrolisis (Benincasa dkk., 

2019). Kacang yang dikecambahkan selama 24 jam 

menghasilkan hidrolisat protein dengan rantai peptida yang 

lebih pendek dengan kadar protein terlarut yang lebih tinggi 

yakni sebesar 15,85% daripada hidrolisat protein kacang yang 

tidak dikecambahkan dan menghasilkan kadar protein terlarut 

sebesar 12,04% (Martianingsih dkk., 2016). Proses 

perkecambahan menyebabkan protein cadangan pada biji 

kacang mengalami degradasi untuk menghasilkan protein baru 

dan menghasilkan tunas tanaman baru, sehingga ketika 

kecambah kacang dihidrolisis maka rantai peptida yang 

dihasilkan akan lebih pendek, dibandingkan dengan hidrolisat 

protein hasil hidrolisis kacang yang tidak melalui proses 

perkecambahan (Bau dkk., 2000). Proses degradasi ini dimulai 

ketika terjadi kontak antara protease endogen dalam biji 

kacang dengan air sehingga menembus sel biji kacang (proses 

imbibisi). Protein dalam kacang dapat dipisahkan dari 

komponen lain dalam kacang dengan mengisolasi protein 

tersebut. Metode yang dapat digunakan untuk mengisolasi 

protein dari suatu kecambah kacang adalah metode ekstraksi 
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alkalik - presipitasi isoelektrik. Prinsip dari metode ini adalah 

pelarutan protein dalam suatu bahan yang dilakukan dalam 

suasana basa (alkalik) dengan menggunakan larutan basa kuat 

dan dilanjutkan dengan presipitasi isoelektrik, yakni 

pengaturan pH supernatan hasil ekstraksi alkalik sehingga 

diperoleh pH isoelektrik protein yang menyebabkan terjadinya 

presipitasi (pengendapan) (Pratiwi dkk., 2018). 

 Proses perkecambahan kacang sebelum isolasi protein, 

jenis enzim, dan variasi rasio E/S yang digunakan dalam proses 

hidrolisis protein juga dapat memengaruhi parameter-

parameter keberhasilan hidrolisis protein seperti kadar α-

amino bebas dan kadar protein terlarut. Kadar α-amino bebas 

adalah parameter yang menunjukkan jumlah gugus amina (-

NH2) bebas yang dihasilkan akibat proses hidrolisis suatu 

protein (Bougatef dkk., 2012). Kadar protein terlarut adalah 

parameter yang menunjukkan jumlah protein yang terurai dan 

mengalami konversi dari protein yang bersifat tidak larut 

menjadi peptida-peptida rantai pendek yang lebih larut sebagai 

hasil hidrolisis (Aluko dan Monu, 2003). Kadar α-amino bebas 

dan kadar protein terlarut dipengaruhi oleh waktu, pH, 

konsentrasi enzim, dan konsentrasi substrat. Selain itu, variasi 

rasio E/S juga dapat berpengaruh terhadap kadar α-amino 

bebas dan kadar protein terlarut, karena semakin 

bertambahnya rasio E/S yang digunakan menyebabkan 

tumbukan antara molekul enzim dengan substrat semakin 

meningkat. Hal ini menyebabkan masuknya molekul substrat ke 

dalam sisi aktif enzim juga semakin meningkat dan 

menyebabkan ikatan peptida yang terputus semakin banyak 

(Restiani, 2016), sehingga protein yang terlarut juga semakin 

banyak (Wardi dkk., 2019). Oleh karena itu, kadar α-amino 

bebas dan kadar protein terlarut juga akan semakin meningkat. 

Kadar α-amino bebas dapat diukur dengan metode 
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spektrofotometri menggunakan reagen ninhidrin dan nilai 

kadar protein terlarut dapat diukur dengan metode 

spektrofotometri dengan reagen biuret. Hasil penelitian Pratiwi 

dkk. (2018) menunjukkan bahwa dari rasio E/S 1, 2, 3, dan 4% 

yang digunakan dalam hidrolisis protein kacang merah, rasio 

E/S 4% menghasilkan nilai kadar protein terlarut dan derajat 

hidrolisis tertinggi yakni sebesar 1,1044 mg/mL dan 10,24%. 

 

Evaluasi 

1. Senyawa apa saja yang tergolong dalam penyedap rasa 

buatan? 

2. Dampak negatif apa saja yang ditimbulkan apabila kita 

mengkonsumsi/menambahkan penyedap rasa secara 

berlebihan? 

3. Bagaimana cara membuat penyedap rasa berbahan 

alami? 

4. Enzim apakah yang digunakan dalam proses hidrolisis 

protein? Dan apa saja kelebihan dari penggunaan enzim 

ini? 

5. Asam-asam amino apa saja yang terkandung dalam 

kacang merah (Phaseolus vulgaris L.)? 

6. Metode apa yang digunakan untuk mengisolasi protein 

dalam suatu kecambah? Dan bagaimana prinsip dari 

metode ini? 

7. Parameter – parameter apa saja yang dapat 

mempengaruhi keberhasilan dari hidrolisis protein? 

8. Apa yang dimaksud dengan variasi rasio E/S? dan apakah 

yang terjadi apabila variasi rasio E/S bertambah? 

 



 

 7 

BAB II  
POTENSI KACANG MERAH 
(Phaseolus vulgaris L.) SEBAGAI 
PENYEDAP RASA ALAMI 
 

 

 

1. Penyedap Rasa 

Penyedap rasa merupakan salah satu bahan tambahan 

pangan yang digunakan untuk meningkatkan cita rasa pada 

makanan. Bahan Tambahan Pangan (BTP) adalah bahan yang 

ditambahkan ke dalam pangan untuk memengaruhi sifat 

maupun bentuk pangan. Bahan Tambahan Pangan (BTP) dapat 

dikelompokkan menjadi beberapa jenis yakni pengawet, 

pewarna, penyedap rasa, pengental, pengemulsi, pemanis, dan 

pengeras (Sari dkk., 2019). Masakan yang tidak ditambahkan 

penyedap rasa dinilai akan mengurangi kepuasan konsumen 

dalam hal rasa dan kualitas makanan. Penyedap rasa sintetis 

yang beredar di pasaran banyak digunakan karena mudah 

ditemukan dan diaplikasikan. Penyedap rasa sintetis juga 

dinilai dapat memberikan rasa yang lebih kuat dibandingkan 

penyedap rasa berbahan alami. Penyedap rasa sintetis 

contohnya ester, etil butirat, etil vanilin, kaldu instan, dan yang 

paling banyak digunakan yakni MSG atau monosodium 

glutamat (Praja, 2015).  

Asam glutamat (asam amino non-esensial) merupakan 

penyusun utama dalam protein dalam makanan yang pada 

umumnya hadir pada keseluruhan bahan pangan seperti daging, 

poultry, seafood, dan sayuran yang biasa ditambahkan sebagai 
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flavor enhancer (Ninomiya, 1998). Peningkatan nilai sensori 

yang dimiliki suatu produk pangan hanya dapat dimiliki oleh 

produk pangan yang tinggi akan kandungan asam amino atau 

protein terhidrolisa. Ribonukleotida yang berperan dalam 

penguatan rasa yang mampu bekerja secara sinergis dengan 

senyawa l-glutamat adalah 5-inosinat, 5-guanilat, serta 5-

adenilat. Inosinat banyak ditemukan dalam produk daging, 

guanilat banyak ditemukan dalam produk sayuran, sedangkan 

adenilat banyak ditemukan dalam produk fish dan shelfish. 

Bahan pangan yang tinggi akan kandungan glutamat bebas 

terdiri atas tomat, jamur, dan keju (Jinap & Hajeb, 2010) 

Penyedap rasa sudah menjadi kebutuhan dasar oleh 

masyarakat yang berperan sebagai flavor enhancer yang 

mengutamakan sisi kepraktisan dalam memasak. Kemudahan 

dalam penggunaan produk bumbu penyedap rasa menjadi alasan 

dasar produk penyedap rasa menjadi semakin digemari pada 

saat ini. Penyedap rasa merupakan produk bubuk maupun kubus 

yang mengandung ekstrak tertentu seperti daging sapi atau 

ayam, dengan tambahan maupun tanpa tambahan makanan lain 

yang diizinkan. Penyedap tersusun atas berbagai bahan baku 

yang terdiri atas garam, gula, lemak nabati, monosodium 

glutamate, flavoring agent, lada, bawang, kunyit, flavor enhancer, 

zat pewarna, dan senyawa anti gumpal (Eritha, 2006) 

Penyedap rasa yang dikonsumsi secara berlebihan tentu 

akan memberikan beberapa dampak negatif seperti kenaikan 

kadar garam dalam darah, kelainan tulang, kelainan otak, 

pendarahan pada otak, dan hipertensi. Diperkirakan hingga 

tahun 2020, hipertensi masih merupakan salah satu masalah 

utama dalam bidang kesehatan di Indonesia maupun dunia 

yang diperkirakan kasusnya akan semakin meningkat setiap 

tahunnya (Yamin, 2020). Data World Health Organization 

(WHO) pada tahun 2015 menunjukkan sebanyak 1,3 miliar 
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orang di dunia menderita hipertensi. Jumlah ini diperkirakan 

akan semakin meningkat hingga tahun 2025 dan akan mencapai 

angka 1,5 miliar orang penderita hipertensi (Kemkes Indonesia, 

2019).  

Salah satu upaya untuk mengurangi penggunaan 

penyedap rasa sintetis dengan tujuan untuk mengurangi risiko 

dampak negatifnya adalah menggunakan penyedap rasa 

berbahan alami. Beberapa contoh penyedap rasa berbahan 

alami adalah lada, vanili, daun jeruk, gula, cabai, dan bawang. 

Hidrolisat protein juga merupakan salah satu contoh bahan 

yang dapat digunakan sebagai penyedap rasa. Sumber protein 

yang digunakan untuk menghasilkan hidrolisat protein dapat 

berupa protein nabati seperti kacang-kacangan dan protein 

hewani seperti protein ikan dan daging ayam (Prayudi, 2019).  

 

2. Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L.) 

Kacang Jogo atau Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L ) 

bukan merupakan tanaman asli Indonesia. Tamanaman ini 

berasal dari Meksiko Selatan, Amerika Selatan dan daratan Cina. 

Selanjutnya tanaman tersebut menyebar ke daerah lain seperti 

Indonesia, daerah yang banyak ditanami kacang jogo atau 

kacang merah adalah Lembang (Bandung), Pacet (Cipanas), Kota 

Batu (Bogor) dan Pulau Lombok. Biji kacang jogo atau kacang 

merah berwarna merah atau merah berbintik-bintik putih. Oleh 

karena itulah, dalam kehidupan sehari-hari kacang jogo juga 

disebut sebagai kacang merah (red kidney bean). Nama lain untuk 

kacang merah adalah kacang galling. Kacang merah hanya 

dimakan dalam bentuk biji yang telah tua, baik dalam keadaan 

segar maupun yang telah dikeringkan. Biasanya yang 

dimanfaatkan dari kacang merah adalah bijinya. Biji kacang 

merah merupakan bahan makanan yang mempunyai energi 

tinggi dan sekaligus sumber protein nabati yang potensial. 
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Kacang merah dapat digunakan sebagai sayuran (sayur asam, 

sup), campuran salad, sambal goreng, kacang goreng, bahan 

dodol, wajik, dan aneka kue lainnya (Astawan, 2009). 

Komposisi zat gizi biji kacang merah sangat bervariasi, 

tergantung pada kondisi tanaman dan cara perawatannya. Jenis-

jenis protein yang terdapat dalam kacang merah adalah faseolin 

20% (berat kering), faselin 2%, konfaseolin 0,36-0,40% 

(Astawan, 2009).  

Kandungan karbohidrat pada kacang merah juga sangat 

tinggi, yaitu mencapai 61,2 gram/100 gram. Komponen 

karbohidrat pada kacang merah terdiri dari gula 1,6%, dekstrin 

2,7%, pati 35,2%, pentosa 8,4%, galaktan 1,3%, dan pektin 0,7%. 

Tingginya kadar karbohidrat pada kacang merah merupakan 

sumber energi yang baik, yaitu sekitar 348 kkal per 100 gram. 

Sedangkan kadar lemak pada kacang merah juga relafif rendah, 

yaitu 1,5 gram/100 gram. Adapun komponen lemak dari kacang 

merah terdiri atas asam lemak jenuh 19% dan asam lemak tak 

jenuh 63,3%. Selain itu, Kacang merah merupakan sumber 

mineral yang baik. Komposisi mineral per 100 gram kacang 

merah adalah fosfor (410 mg), kalsium (260 mg), mangan (194 

mg), besi (5,8 mg), tembaga (0,95 mg), serta natrium (15 mg) 

(Astawan, 2009). 

Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L) selain dimasak 

menjadi berbagai makanan lezat, kandungan nutrisi kacang 

merahnya juga unggul. Kacang merah kaya akan asam folat, 

kalsium, karbohidrat kompleks, serat, dan protein yang 

tergolong tinggi. Kandungan karbohidrat kompleks dan serat 

yang tinggi dalam kacang merah membuatnya dapat 

menurunkan kadar kolesterol darah. Kadar indeks glikemik 

kacang merah juga termasuk rendah sehingga menguntungkan 

penderita diabetes dan menurunkan risiko timbulnya diabetes. 

Prinsip penggabungan antara kacang – kacangan dan biji-bijian 
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maka dapat memperbaiki keseimbangan asam aminonya, 

sehingga tujuan perbaikan mutu protein dapat tercapai. Lebih 

jelasnya bisa dilihat pada tabel 1 berikut ini: (Muchtadi, 1988). 

 

Tabel 1. Komposisi asam amino dalam Kacang Merah 

No. Komponen Asam Amino Miligram/gram 

Protein 

1.  Isoleusin 41,5 

2.  Leusin 72,2 

3.  Lisin 72,0 

4.  Metionin 10,6 

5.  Fenilalanin 52,2 

6.  Tirosin 25,3 

7.  Triftofan 10,1 

8.  Valin 45,9 

9.  Arginin 56,8 

10.  Histidin 28,3 

11.  Alanin 52,2 

Kacang merah mengandung berbagai jenis zat kimia. 

Berikut ini merupakan hasil uji fitokimia estrak kacang merah 

dalam penelitian (Djamil dan Anelia, 2009) yaitu: 

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Metanol Kacang Merah 

Nama Senyawa Hasil Analisis 

Alkaloid Negatif 

Flavonoid Positif 

Saponin Positif 

Tanin Positif 

Kuinon Negatif 

Steroid/Triterpenoid Positif 

Kumarin Positif 

Minyak Atsiri Negatif 
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Dari tabel diatas dapat diketahui bahwa dalam kacang 

merah mengandung zat kimia berupa fitroestrogen, ditunjukkan 

dengan adanya senyawa flavonoid, menyatakan bahwa 

fitoestrogen adalah senyawa yang terkandung dalam kelompok 

tanaman, baik biji – bijian, kacang – kacangan, sayuran, dan buah 

– buahan yang memiliki sifat khasiat menyerupai hormon 

estrogen. Meskipun saat ini, sifat atau khasiat tersebut 

menimbulkan pro dan kontra, terhadap perannya pada sistem 

reproduksi, namun kenyataan bahwa pengguna/pemakai 

fitoestrogen, disadari atau tidak tentang khasiat berupa estrogen 

tersebut, terus meningkat. Peningkatan ini selain merupakan 

suatu kebiasaan menggunakan/memakai kandungan jenis 

fitoestrogen dalam makanan sehari-hari, juga penelitian 

epidemiologi, menemukan relatif menurunnya atau 

berkurangnya, penyakit – penyakit reproduksi, terkait dampak 

hormon estrogen dan ada juga kelompok fitoestrogen ini 

termasuk ke dalam golongan fitofarmaka, yakni sebagai obat – 

obatan herbal (Biben, 2012). 

Khasiat Kacang Merah Kacang merah sering digunakan 

dalam berbagai hidangan, terutama beras, kari, salad dan 

topping. Ada banyak manfaat kesehatan dari kacang merah yang 

perlu kita ketahui. Berikut adalah manfaat kesehatan dari kacang 

merah menurut (Astawan, 2009) : 

1.) Memasok banyak energi 

Kacang merah dapat meningkatkan energi karena tinggi 

kandungan zat besi. Makanan ini mengandung banyak zat 

besi yang merupakan sumber utama yang diperlukan 

untuk meningkatkan metabolisme dan energi 

tubuh. Kacang merah juga membantu sirkulasi oksigen ke 

seluruh tubuh. 
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2.) Mengontrol berat badan 

Makanan ini baik dikonsumsi bagi mereka yang ingin 

mengontrol berat badan karena memberi rasa kenyang 

yang lebih lama. 

3.) Menjaga gula darah 

Kacang merah terkenal kaya serat. Serat ini dapat 

menurunkan tingkat metabolisme kandungan 

karbohidrat dalam kacang-kacangan. 

4.) Baik untuk otak 

Kacang merah menawarkan manfaat yang luar biasa bagi 

otak. Makanan ini mengandung banyak vitamin K yang 

menyediakan nutrisi penting untuk otak dan sistem saraf. 

5.) Sumber vitamin 

Kacang merah juga merupakan sumber yang baik untuk 

vitamin B, yang penting untuk sel-sel otak. Vitamin ini 

memelihara saraf otak dan sel-sel yang mencegah 

penyakit yang terkait usia seperti Alzheimer. 

6.) Mempermudah buang air besar 

Serat yang hadir dalam kacang merah dapat membantu 

mempertahankan gerakan usus yang sehat. Jika dimakan 

dalam jumlah yang tepat, kacang merah membantu 

membersihkan saluran pencernaan. Buang air besar 

secara teratur berhubungan dengan rendahnya resiko 

kanker usus besar. 

7.) Kardiovaskular 

Kacang merah juga mengandung banyak magnesium dan 

serat yang bertanggung jawab untuk menurunkan kadar 

kolesterol jahat. Ingin terhindar dari risiko stroke, 

serangan jantung, dan penyakit pembuluh darah perifer. 
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3. Protein  

 Protein adalah senyawa organik dengan massa molekul 

besar yang disusun oleh sejumlah asam amino, dimana asam 

amino satu dengan yang lainnya terikat melalui ikatan peptida. 

Asam amino yang menyusun protein memiliki struktur molekul 

yang berbeda-beda tergantung pada rantai samping yang 

terikat pada struktur asam amino tersebut. Urutan asam amino 

dalam protein yang akan menentukan identitas, aktivitas, dan 

fungsi dari protein tersebut. Secara teori, terdapat 20 jenis 

asam amino dengan rantai samping yang berbeda seperti yang 

terlihat pada Tabel 3. dan dari 20 jenis asam amino tersebut 

dapat membentuk berbagai jenis protein (Murray dkk., 1951).  

Tabel 3. Jenis Asam Amino dan Rantai Samping Masing-Masing 

Asam Amino 

Asam 

Amino 

Rantai 

Samping 

Asam 

Amino 

Rantai 

Samping 

Glisin  -H Isoleusin  -CH(CH3)C2H5 

Alanin  -CH3 Metionin -(CH2)2SCH3 

Serin  -CH2-OH Asam 

Aspartat  

-CH2-COOH 

Sistein -CH2-HS Asparagin  -CH2CONH2 

Threonin -CH(CH3)OH Asam 

Glutamat  

-(CH2)2COOH 

Valin -CH(CH3)CH3 Glutamin -(CH2)2CONH2 

Leusin -

CH2CH(CH3)CH3 

Arginin  -(CH2)2NH 

(C=NH)NH2 

Fenilalanin  -CH2-cincin 

benzen 

Lisin  -(CH2)4NH2 

Tirosin  -CH2-gugus 

fenol 

Prolin Gugus prolin 

Triptofan -CH2-cincin 

indol 

Histidin -CH2-cincin 

imidazol 
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 Ikatan peptida pada protein merupakan suatu ikatan 

kovalen. Ikatan ini terbentuk pada saat gugus α-karboksil (C=O) 

dari suatu asam amino berikatan dengan gugus α-amino (N-H) 

dari asam amino yang lain melalui reaksi kondensasi seperti 

yang terlihat pada Gambar 1. Reaksi antara kedua gugus ini 

akan menyebabkan terjadinya pelepasan satu molekul air (H2O) 

setiap pembentukan satu ikatan peptida. Setiap peptida 

mengandung gugus -NH2 bebas yang disebut dengan N-terminal 

dan gugus -COOH bebas yang disebut C-terminal (Wahjuni, 

2014).  

 
Gambar 1. Reaksi Pembentukan Ikatan Peptida (Budianto, 

2009) 

 Ikatan peptida dapat dihidrolisis menjadi asam-asam 

amino penyusunnya, yang mana secara non-spesifik dapat 

dilakukan dengan penambahan asam kuat maupun basa kuat, 

sedangkan hidrolisis ikatan peptida secara spesifik dapat 

dilakukan dengan bantuan enzim protease yakni enzim yang 

dapat mengkatalisis pemecahan ikatan peptida dalam suatu 

polipeptida menjadi peptida rantai pendek dan asam-asam 

amino melalui reaksi hidrolisis. Enzim protease yang sering 

digunakan dalam hidrolisis protein yakni enzim pepsin, 

kimotripsin, papain, bromelin, elastase, dan pankreatin. 

Hidrolisis ikatan peptida pada protein harus memperhatikan 

sifat fisikokimia protein (Suhartono dan Artika, 2017).  
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 Sifat fisikokimia protein yakni protein memiliki massa 

molekul yang sangat besar, beberapa protein mudah larut 

dalam pelarut air tetapi ada pula protein yang sukar larut dalam 

pelarut air, memiliki viskositas yang besar dalam pelarut air, 

bersifat amfoter (dapat bereaksi dengan asam dan basa), dan 

memiliki sifat sebagai zwitter-ion. Sifat protein sebagai zwitter-

ion disebabkan oleh kandungan asam amino yang menyusun 

protein. Pada larutan basa, protein akan bermuatan negatif dan 

pada larutan asam, protein akan bermuatan positif. Protein 

dapat dihidrolisis dengan asam, basa, maupun enzim sehingga 

menghasilkan peptida rantai pendek maupun beberapa asam 

amino. Beberapa protein juga dapat membentuk dispersi koloid 

ketika dilarutkan dalam pelarut air karena massa molekul 

protein yang sangat besar. Struktur protein juga sangat mudah 

mengalami perubahan karena protein sangat peka terhadap 

pengaruh-pengaruh fisik maupun kimia. Protein banyak 

terkandung dalam bahan-bahan pangan seperti telur, ikan, 

daging, dan kacang-kacangan. Protein yang terkandung dalam 

bahan-bahan pangan maupun bahan lainnya dapat dipisahkan 

dari makromolekul lain dalam bahan tersebut melalui proses 

isolasi protein (Pratiwi dkk., 2018).  

 

4. Isolasi Protein 

Isolasi protein merupakan metode yang digunakan untuk 

memisahkan protein dari komponen lainnya dalam suatu 

bahan. Hasil isolasi protein dapat disebut sebagai isolat protein 

jika nilai kadar protein total yang diperoleh yakni lebih dari 

90%, tetapi jika nilai kadar protein total yang diperoleh kurang 

dari 90% dan lebih dari 70% maka hasil isolasi protein disebut 

sebagai konsentrat protein (Preeti dkk., 2008). Isolasi protein 

dilakukan dengan mempertimbangkan sifat-sifat fisik dan kimia 

dari protein tersebut agar tidak menyebabkan perubahan 
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konformasi maupun aktivitas dari protein itu sendiri (Kurniaty 

dkk., 2018). Jayanti (2019) menyatakan bahwa protein dapat 

diisolasi dari berbagai jenis bahan pangan, salah satunya adalah 

kacang-kacangan. Jenis kacang-kacangan seperti kacang 

kedelai, kacang merah, kacang merah, kacang hijau, dan kacang 

tanah diketahui megandung protein rata-rata sekitar 20-22% 

protein sehingga protein banyak diisolasi dari kacang-kacangan 

tersebut.  

Metode yang dapat digunakan untuk mengisolasi protein 

dari kacang-kacangan adalah metode ekstraksi alkalik – 

presipitasi isoelektrik. Prinsip dari metode ini adalah proses 

pelarutan protein yang dilakukan dalam suasana basa (alkalik) 

dengan menggunakan larutan basa kuat karena sebagian besar 

protein akan larut dalam suasana basa. Protein akan bermuatan 

negatif pada suasana basa, sehingga memungkinkan terjadinya 

interaksi antar molekul protein menjadi lebih rendah karena 

terdapat reaksi tolak-menolak yang terjadi antara muatan 

sejenis, yang mana hal ini akan meningkatkan kelarutan 

protein. Semakin jauh perbedaan pH ekstraksi dari titik 

isoelektrik maka kelarutan protein akan semakin meningkat 

(Pratiwi dkk., 2018).  

Proses isolasi protein dengan metode ekstraksi alkalik 

kemudian dilanjutkan dengan proses presipitasi isoelektrik. 

Proses presipitasi isoelektrik dilakukan dengan mengatur pH 

supernatan hasil ekstraksi alkalik sehingga diperoleh pH 

isoelektrik protein, kemudian terjadi presipitasi 

(pengendapan). Pada pH isoelektrik, protein akan memiliki 

daya larut yang minimum karena pada titik isoelektrik terjadi 

keseimbangan antara gugus yang bermuatan negatif dengan 

gugus yang bermuatan positif sehingga muatan total dari 

masing-masing asam amino dalam protein sama dengan nol. 

Pada kondisi ini, protein akan berada dalam keadaan tidak 
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bermuatan dan memiliki kelarutan minimum sehingga akan 

terjadi pengendapan protein tanpa adanya denaturasi protein. 

Proses presipitasi isoelektrik ini pada praktiknya akan 

ditunjukkan dengan terbentuknya larutan yang berwarna putih 

susu (Yatno dkk., 2018). Nilai pH isoelektrik protein berbeda-

beda tergantung pada bahan yang menghasilkan protein 

tersebut. Protein kacang-kacangan memiliki nilai pH isoelektrik 

sekitar 4-5 (Elygio dkk., 2016), protein ikan memiliki nilai pH 

isoelektrik sekitar 5-11 (Oktasari dkk., 2015), dan protein 

daging memiliki pH isoelektrik sekitar 5-5,1 (Suantika dkk., 

2017) 

Protein hasil isolasi dapat ditentukan kadar protein 

totalnya untuk mengetahui jumlah protein yang terisolasi. 

Metode yang dapat digunakan adalah metode Kjeldahl. Pada 

metode Kjeldahl, yang ditentukan adalah nilai total nitrogen 

dari isolat protein, kemudian dengan adanya faktor konversi 

maka nilai total nitrogen ini dapat diubah menjadi nilai kadar 

protein total dari sumber protein yang digunakan (Prastika 

dkk., 2019). Analisis dengan metode ini terdiri dari tiga tahapan 

dengan tahap pertama adalah destruksi sampel dengan 

menggunakan asam sulfat (H2SO4) dan ditambahkan katalis 

sehingga dihasilkan ammonium sulfat (NH4)2SO4 yang 

tujuannya mengoksidasi senyawa organik karbon, hidrogen, 

dan oksigen (C, H, dan O) dalam sampel menjadi karbon 

dioksida, air, dan oksigen (CO2, H2O, dan O2) tanpa diikuti 

oksidasi nitrogen (N) menjadi gas nitrogen (N2). Tahap kedua 

yakni dilakukan penambahan basa (alkali) kuat (NaOH atau 

KOH) dengan tujuan untuk memecah senyawa amonium sulfat 

menjadi ammonia (NH3), kemudian amonia yang terbentuk 

didistilasi dan dialirkan ke dalam larutan penyerap (H3BO3) dan 

tahap terakhir dilakukan titrasi dengan larutan asam klorida 

(HCl) untuk membasakan sisa asam borat (H3BO3) yang 
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bereaksi dengan ammonia (NH3). Pada tahap destruksi, 

destilasi, maupun titrasi dalam metode Kjeldahl melibatkan 

beberapa reaksi. Reaksi-reaksi yang terjadi selama proses 

analisis ditunjukkan dalam Persamaan Reaksi 1 – 4.  

Reaksi pada tahap destruksi: 

N (protein) + H2SO4(aq) 

𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑠
→     CO2(aq) + H2O(aq) + (NH4)2SO4(aq)          (1) 

Reaksi pada tahap destilasi: 

 (NH4)2SO4(aq) + 2NaOH(aq) → 2NH3(aq) + 2H2O(aq) + Na2SO4(aq)          (2) 

  NH3(aq) + H3BO3(aq) → NH4+(aq) + H2BO3-(aq)                       (3) 

Reaksi pada tahap titrasi: 

H2BO3
-
(aq) + H+

(aq) → H3BO3(aq)                               (4) 

Nilai total nitrogen N(%) dan kadar protein (%) dapat ditentukan 

dengan Persamaan 5 dan 6 (Rosaini dkk., 2015). 

N(%) = 
(𝑉 𝐻𝐶𝑙 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙−𝑉 𝐻𝐶𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜) 𝑥 𝑁 𝐻𝐶𝑙 𝑥 14,007 

𝑚 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑚𝑔)
 𝑥 100%                   (5)           

Keterangan: 

V HCl sampel = volume HCl yang digunakan untuk mentitrasi 

  sampel (mL) 

V HCl blanko   = volume HCl yang digunakan untuk mentitrasi 

blanko (mL) 

N HCl   = Normalitas HCl yang digunakan (N) 

m sampel  = Massa sampel yang digunakan (g) 

  

Rata-rata kandungan nitrogen (N2) dalam protein adalah 16%, 

yang artinya terdapat 16 g N2 dalam 100 g protein. Hal ini 

berarti 1 g N2 setara dengan 100/16 g protein atau 6,25 protein, 

sehingga seperti yang terlihat pada Persamaan 6 bahwa 6,25 

merupakan faktor konversi dalam penentuan kadar protein 

menggunakan metode Kjeldahl (Putri dkk., 2015). 

Kadar Protein Total (%)  = N(%) x 6,25                                (6) 
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5. Hidrolisis Protein secara Enzimatik 

 Hidrolisis protein secara enzimatik merupakan proses 

penguraian protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih 

sederhana seperti peptida rantai pendek dan asam-asam amino 

dengan bantuan enzim protease. Produk dari hidrolisis protein 

disebut dengan hidrolisat protein. Hidrolisis protein secara 

enzimatik dengan menggunakan enzim protease dinilai paling 

aman dan menguntungkan. Pada hidrolisis protein, 

kemampuan enzim dalam menghidrolisis protein lebih mudah 

diatur, tidak merusak struktur asam amino dalam protein, dan 

enzim bekerja secara spesifik sehingga kerusakan produk 

hidrolisis dapat dicegah (Machin, 2012).  

 Faktor-faktor yang memengaruhi hidrolisis protein secara 

enzimatik dapat dijelaskan sebagai berikut.  

1.) Suhu 

Suhu hidrolisis yang digunakan akan memengaruhi kerja 

enzim. Setiap enzim memiliki suhu optimum yang berbeda-

beda untuk dapat mengkatalisis suatu reaksi. Semakin tinggi 

suhu yang digunakan, maka semakin meningkat pula aktivitas 

enzim dalam mengkatalisis suatu reaksi karena tumbukan 

antara enzim dan substrat semakin meningkat sehingga energi 

kinetik reaksi semakin meningkat. Secara umum, setiap 

peningkatan sebesar 10oC di atas suhu minimum, aktivitas 

enzim akan meningkat sebanyak dua kali lipat. Aktivitas enzim 

akan mengalami peningkatan pada kondisi ini sehingga dapat 

tercapai kondisi optimum enzim. Peningkatan suhu melebihi 

batas optimum enzim dapat menyebabkan ikatan di dalam 

enzim melemah secara struktural. Pada kondisi ini, enzim akan 

terdenaturasi sehingga aktivitas enzim juga akan menurun 

(Yusriah dan Kuswytasari, 2013). 
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2.) Nilai pH  

Nilai pH berpengaruh terhadap kecepatan aktivitas enzim 

dalam mengkatalisis reaksi hidrolisis protein. Setiap enzim 

memiliki pH optimum yang berbeda-beda. Jika konsentrasi ion 

hidrogen berubah karena adanya pengaturan pH, maka akan 

memengaruhi aktivitas enzim dalam memutus ikatan peptida 

dalam protein. Setiap protein mengandung asam amino yang 

berbeda-beda sehingga pengaturan pH harus diperhatikan 

dengan baik, karena jika pH terlalu tinggi atau rendah, dapat 

merusak struktur asam amino dalam protein sehingga 

memengaruhi hasil hidrolisis protein. Pada umumnya, enzim 

bekerja dengan optimum pada pH 7 (netral), tetapi ada juga 

enzim yang bekerja optimum pada pH rendah (asam) maupun 

pH tinggi (basa) (Yusriah dan Kuswytasari, 2013).  

 

3.) Waktu Hidrolisis  

Semakin lama waktu hidrolisis, putusnya ikatan peptida 

pada protein oleh enzim protease juga semakin meningkat, 

maka semakin banyak asam amino bebas yang terlepas. Akan 

tetapi, pada waktu tertentu, substrat yang dihidrolisis akan 

habis sehingga enzim akan jenuh dan aktivitasnya menurun. 

Oleh karena itu, waktu hidrolisis optimum setiap enzim 

protease juga berbeda-beda tergantung pada substrat (protein) 

yang dihidrolisis (Restiani, 2016).  

 

4.) Konsentrasi Enzim 

Bertambahnya konsentrasi enzim dalam suatu proses 

hidrolisis protein akan menyebabkan bertambahnya kecepatan 

reaksi hidrolisis karena semakin banyak sisi aktif enzim yang 

dapat bereaksi dengan substrat dan membentuk kompleks 

enzim-substrat (ES) sehingga dihasilkan produk. Akan tetapi, 

pada batas tertentu penambahan konsentrasi enzim secara 
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terus-menerus (berlebihan) tidak akan menyebabkan produk 

bertambah karena substrat (protein) telah habis dihidrolisis, 

sehingga pada kondisi ini enzim akan jenuh dan mengalami 

penurunan aktivitas (Putra, 2019). 

 

5.) Konsentrasi Substrat 

 Penambahan konsentrasi substrat pada awal reaksi 

hidrolisis protein akan menyebabkan kecepatan reaksi 

meningkat. Akan tetapi, jika penambahan konsentrasi substrat 

dilakukan secara berlebih, maka pembentukan kompleks enzim 

substrat (ES) akan mencapai batas optimum yang 

mengakibatkan sebagian besar substrat tidak berubah menjadi 

produk. Hal ini disebabkan karena pada kondisi konsentrasi 

substrat berlebih, semua bagian sisi aktif enzim telah berikatan 

dengan substrat dan pada keadaan tersebut kecepatan reaksi 

hidrolisis berada dalam kondisi maksimum (Permanasari dkk., 

2018).  

 

6.) Rasio Enzim-Substrat (E/S) 

 Rasio E/S adalah perbandingan jumlah enzim-susbtrat 

yang digunakan pada saat hidrolisis protein berlangsung. 

Menurut Khayatun dkk. (2017) dan Binoto dkk. (2015), apabila 

rasio enzim-substrat dalam proses produksi suatu hidrolisat 

yang digunakan semakin meningkat, maka akan semakin sering 

terjadi tumbukan antara molekul substrat dengan enzim, 

sehingga masuknya molekul substrat ke dalam sisi aktif enzim 

akan lebih sering terjadi. Hal ini akan menyebabkan produk 

hasil hidrolisis protein juga semakin meningkat karena semakin 

banyak molekul substrat yang bergabung dengan sisi aktif 

enzim dan membentuk kompleks enzim-substrat (ES) sehingga 

meningkatkan laju reaksi. Rasio E/S pada umumnya dinyatakan 

dalam bentuk persen (%b/b), contohnya jika rasio enzim-
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substrat yang digunakan adalah 2% (b/b) maka ini berarti 2 g 

enzim berbanding 100 g substrat.  

 

7.) Perkecambahan   

 Perkecambahan juga memengaruhi produk hasil 

hidrolisis protein secara enzimatik jika protein yang 

dihidrolisis berasal dari bahan kacang-kacangan. Harjadi 

(1979) menyatakan bahwa perkecambahan merupakan 

aktivitas awal pertumbuhan embrio pada biji kacang yang 

ditandai dengan pecahnya kulit biji dan munculnya calon 

individu tanaman baru. Kacang-kacangan mengandung 

senyawa-senyawa antigizi seperti tanin, asam fitat, dan 

polifenol yang diketahui dapat berinteraksi dengan protein dan 

membentuk senyawa kompleks yang dapat menghambat kerja 

enzim. Oleh karena itu, senyawa-senyawa antigizi ini dapat 

dihilangkan melalui proses perkecambahan. Perkecambahan 

menyebabkan terjadinya beberapa reaksi seperti hidrolisis, 

oksidasi, dan sintesis. Reaksi-reaksi ini dapat membuat 

kandungan senyawa-senyawa antigizi berkurang, yang 

dicirikan dengan mengelupasnya kulit biji yang mengandung 

tanin dan menurunnya kadar asam fitat dan polifenol dalam biji 

kacang tersebut (Onyango dkk., 2013).  

 Selama proses perkecambahan, protein cadangan pada 

biji kacang akan mengalami degradasi untuk menghasilkan 

protein baru sehingga ketika kecambah kacang dihidrolisis 

maka rantai polipeptida yang dihasilkan akan lebih pendek 

daripada hidrolisat protein hasil hidrolisis kacang yang tidak 

melalui proses perkecambahan. Proses degradasi ini dimulai 

ketika terjadi kontak antara protease endogen dalam biji 

kacang dengan air sehingga menembus sel biji kacang (proses 

imbibisi) (Bau dkk., 2000). Protease endogen akan 

menghidrolisis protein yang memiliki massa molekul besar 



 
24 

menjadi peptida rantai pendek dengan massa molekul yang 

lebih kecil dan ketika peptida rantai pendek ini dihidrolisis 

kembali secara enzimatik, maka akan dihasilkan asam-asam 

amino dan peptida-peptida yang lebih pendek lagi. Proses 

perkecambahan dapat dihentikan dengan menyimpan 

kecambah pada suhu -20 sampai -25oC selama minimal 24 jam, 

yang mana pada proses ini enzim dalam biji kacang yang 

digunakan selama perkecambahan akan inaktif (Dewi dkk., 

2018).   

 Hasil penelitian Martianingsih dkk. (2016) menunjukkan 

bahwa biji kacang yang tidak melalui perkecambahan 

menghasilkan hidrolisat protein yang memiliki kandungan 

protein terlarut lebih tinggi daripada hidrolisat protein yang 

berasal dari biji kacang yang melalui perkecambahan. Kacang 

yang dikecambahkan selama 24 jam menghasilkan hidrolisat 

protein dengan rantai peptida yang lebih pendek dengan kadar 

protein terlarut yang lebih tinggi yakni sebesar 15,85% 

daripada hidrolisat protein kacang yang tidak dikecambahkan 

yang menghasilkan kadar protein terlarut sebesar 12,04%. Hal 

ini terjadi karena selama proses perkecambahan berlangsung, 

protein mengalami degradasi menjadi peptida-peptida rantai 

pendek, yang artinya kadar protein terlarutnya semakin 

meningkat. Waktu perkecambahan kacang yang baik agar 

selanjutnya dapat digunakan dalam proses hidrolisis protein 

adalah selama 48-72 jam. Perbedaan waktu perkecambahan 

inilah yang memengaruhi hidrolisis protein pada masing-

masing kecambah kacang-kacangan (Sulieman dkk., 2008) dan 

(Khairi dan Kantero, 2014).  

Hidrolisat protein diketahui bermanfaat dalam berbagai 

bidang, seperti pada bidang farmasi, hidrolisat protein dapat 

dimanfaatkan dalam pembuatan produk-produk dermatologis, 

seperti krim pembersih wajah dan krim pelembab kulit. Pada 
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bidang pangan dan kesehatan, hidrolisat protein bermanfaat 

sebagai sumber peptida bioaktif, fortifikasi ke dalam formulasi 

pangan non-alergenik untuk bayi dan suplemen makanan diet, 

sebagai bahan pengemulsi, untuk memperbaiki karakteristik 

berbagai produk pangan, dan juga sebagai penyedap rasa 

(Wijana dkk., 2018). Hidrolisat protein yang dapat digunakan 

sebagai penyedap rasa yakni hidrolisat protein kacang-

kacangan. Hal ini disebabkan karena asam-asam amino sebagai 

hasil hidrolisis protein kacang-kacangan diketahui memiliki 

rasa seperti rasa manis, asam, dan pahit yang menyebabkan 

hidrolisat protein menjadi berpotensi untuk dimanfaatkan 

sebagai penyedap rasa. Pada Tabel 4. ditunjukkan masing-

masing rasa dari beberapa jenis asam amino berdasarkan hasil 

penelitian Haefeli and Glaser (1990) dalam Wiwata (2019).  

Tabel 4. Rasa dari Beberapa Jenis Asam Amino 

Asam 

Amino 

Rasa Asam 

Amino 

Rasa 

Glisin  Tidak ada rasa Isoleusin  Manis 

Alanin  Manis/pahit Metionin Manis 

Serin  Manis  Asam 

Aspartat  

Asam 

Sistein Manis/Pahit/A

sam 

Asparagin  Manis  

Threonin Manis Asam 

Glutamat  

Asam/Asin 

Valin Manis Glutamin Gurih 

Leusin Gurih Arginin  Manis/Pahit 

Fenilalanin  Manis/Pahit Lisin  Manis/Pahit 

Tirosin  Tidak ada rasa Prolin Pahit/Asam 

Triptofan Sangat manis Histidin Sangat 

manis 
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6. Enzim Papain  

 Enzim papain adalah enzim yang terkandung di dalam 

getah pepaya baik pada bagian buah, batang, maupun daun 

pepaya. Enzim papain merupakan jenis enzim proteolitik yaitu 

enzim yang mengkatalisis reaksi pemecahan rantai polipeptida 

pada protein dengan cara menghidrolisis ikatan peptida pada 

protein tersebut sehingga dihasilkan peptida rantai pendek dan 

asam-asam amino. Setiap enzim memiliki E.C. Number yakni 

Enzyme Commission Number yang merupakan sistem klasifikasi 

untuk suatu jenis enzim berdasarkan reaksi kimia yang 

dikatalisis. Enzim papain memiliki E.C. Number yakni 3.4.22.2. 

Pada E.C. Number enzim papain, angka pertama (3) memiliki 

arti enzim dengan kelas hidrolase, angka kedua (4) memiliki 

arti enzim dengan sub-kelas menghidrolisis reaksi pemutusan 

ikatan peptida pada polipeptida, angka ketiga (22) memiliki arti 

sub-sub kelas endopeptidase, dan angka keempat (2) 

menunjukkan enzim spesifik ditemukan pada urutan ke-2 

(Baehaki dkk., 2015). 

 Enzim papain termasuk jenis enzim endopeptidase yakni 

enzim yang memotong ikatan peptida dalam suatu rantai 

polipeptida (protein) pada bagian tengah rantai (Anggraini dan 

Yunianti, 2015). Kondisi optimum dari enzim papain yakni pada 

suhu sekitar 50oC sampai 70oC dan pada rentang pH yang cukup 

luas yakni sekitar 5 sampai 7,5 (Arief dkk., 2016). Enzim papain 

terdiri dari 212 asam amino dengan tiga sisi aktif. Tiga sisi aktif 

katalitik utama dari enzim papain yakni sistein, histidin, dan 

asparagin (Refai dkk., 2011). Reaksi yang terjadi selama proses 

hidrolisis protein dengan enzim papain yakni sisi aktif katalitik 

papain yaitu gugus sistin dan histidin akan memutus rantai 

peptida substrat protein menjadi produk. Selama proses 

tersebut terjadi perubahan struktural diantara enzim dan 

substrat yang mana gugus sistin yang sangat reaktif akan 
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berikatan dengan substrat membentuk ikatan kovalen enzim-

substrat (ES) yang berbentuk tetrahedral. Sementara itu, gugus 

histidin terprotonasi dan berikatan dengan nitrogen pada 

substrat sehingga mengakibatkan gugus amina pada substrat 

akan terdifusi dan posisinya digantikan oleh molekul air yang 

akhirnya menghidrolis produk intermediet dan enzim kembali 

ke fungsi dan bentuknya semula (Beveridge dkk., 1996).  

 

7. Spektrofotometeri UV-Vis 

Spektrofotometri adalah metode yang digunakan untuk 

mengukur absorbansi suatu sampel (larutan), yang mana alat 

yang digunakan yaitu spektrofotometer, yang terdiri dari 

spektrometer dan fotometer. Spektrometer menghasilkan sinar 

dengan panjang gelombang tertentu dan fotometer adalah alat 

pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau 

diabsorbsi (Gandjar, 2007). Spektrofotometer merupakan alat 

yang digunakan untuk mengukur absorbansi suatu larutan 

dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang 

tertentu pada suatu objek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet. 

Sebagian dari cahaya tersebut akan diserap dan sisanya akan 

dilewatkan. Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat yang 

digunakan untuk mengukur absorbansi suatu sampel (larutan) 

pada panjang gelombang sinar UV-Vis, yakni pada 190 –380 nm 

untuk sinar ultraviolet (UV) dan 380 – 760 nm untuk sinar 

tampak (visible). Konsentrasi senyawa dalam larutan yang 

diukur dapat dihitung berdasarkan Hukum Lambert-Beer 

seperti pada Persamaan 7 dan 8 (Sastrohamidjojo, 2007). 

            A  = log 
𝐼0

𝐼1 
  = a.b.c                                               (7) 

Dengan: 

(A = absorbansi; a = absorptivitas (g/cm); b = tebal kuvet (cm); 

c = konsentrasi (mol/L); I0 = intensitas sinar yang datang; dan 

I1 = intensitas sinar diteruskan) 
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 Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa absorbansi 

berbanding lurus dengan konsentrasi dan ketebalan sel. Jika 

konsentrasi bertambah, jumlah molekul yang dilalui berkas 

sinar akan bertambah, sehingga absorbansi juga bertambah. 

Konsentrasi senyawa yang dianalisis akan sebanding dengan 

jumlah sinar yang diserap oleh senyawa yang terdapat dalam 

larutan. Konsentrasi senyawa dalam sampel tidak diketahui, 

oleh karena itu, diperlukan kurva standar.  Kurva standar 

adalah sebuah metode statistik yang digunakan untuk 

menentukan konsentrasi suatu senyawa dalam sampel yang 

tidak diketahui, dengan membandingkan sampel yang tidak 

diketahui konsentrasinya dengan sebuah standar yang 

konsentrasinya telah diketahui. Kurva standar ini akan 

menghasilkan persamaan regresi linier (Sastrohamidjojo, 

2007): 

                                                            y = bx + a                                              (8)              

Dengan:  

(y = absorbansi, b =kemiringan, a = intersep, dan x = konsentrasi 

senyawa dalam sampel)  

Nilai x merupakan konsentrasi senyawa dalam sampel karena 

nilai x berbanding lurus dengan nilai y (absorbansi). Absorbansi 

(y) ini dalam Hukum Lambert-Beer sebanding dengan a 

(absorptivitas molar), yang mana absorptivitas molar 

menentukan seberapa kuat larutan dapat menyerap berkas 

cahaya dan dengan nilai a ini akan dapat diperkirakan 

banyaknya kromofor dari senyawa yang dianalisis 

(Sastrohamidjojo, 2007). 

 Syarat senyawa dapat dianalisis dengan metode 

spektrofotometri adalah senyawa yang mengandung gugus 

kromofor. Kromofor adalah gugus fungsional yang 

mengabsorbsi radiasi sinar ultraviolet dan sinar tampak, jika 

diikat oleh gugus ausokrom. Hampir semua kromofor 
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mempunyai ikatan rangkap berkonjugasi, misalnya pada diena 

(C=C-C=C), dienon (C=C-C=O), benzen, dan beberapa gugus 

lainnya. Ausokrom adalah gugus fungsional yang mempunyai 

elektron bebas, seperti –OH, NH2, NO2, dan -X. Protein memiliki 

gugus kromofor (C=O) dan gugus auksokrom (NH2), oleh karena 

itu protein dapat dianalisis menggunakan metode 

spektrofotometri karena protein mengandung gugus kromofor 

dan auksokrom (Harmita, 2006).  

 

8. Kadar α-Amino Bebas 

Kadar α-amino bebas adalah parameter yang 

menunjukkan jumlah gugus amina (-NH2) bebas yang 

dihasilkan akibat proses hidrolisis suatu protein. Kadar α-

amino bebas ini dipengaruhi oleh waktu, suhu, pH, konsentrasi 

enzim, konsentrasi substrat, dan rasio E/S (Bougatef dkk., 

2012). Metode yang dapat digunakan untuk menentukan kadar 

α-amino bebas adalah dengan uji ninhidrin. Uji ninhidrin adalah 

metode yang digunakan untuk menganalisa asam amino bebas 

dalam protein secara kualitatif dan akan menjadi uji kuantitatif 

jika dilanjutkan dengan pengujian menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis (Hart, 1990). Reagen ninhidrin dapat 

digunakan untuk mendeteksi semua jenis asam amino bebas 

atau peptida yang mengandung asam α-amino bebas dengan 

mendeteksi gugus amina (-NH2) dalam molekul asam amino. Uji 

positif ditandai dengan terbentuknya senyawa kompleks 

berwarna ungu (Yazid dkk., 2006). 

Ninhidrin akan bereaksi dengan asam amino membentuk 

schiff base (senyawa dengan struktur umum R₁R₂C=NR). Setelah 

itu, senyawa ini akan mengalami dekarboksilasi dengan 

melepaskan CO2 dan membentuk imino (gugus fungsi yang 

mengandung ikatan rangkap karbon–nitrogen). Imino kemudian 

bereaksi dengan H2O dan membentuk aldehid serta 
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diketohidridamina (senyawa intermediet). Senyawa ini 

kemudian bereaksi kembali dengan ninhidrin dan membentuk 

senyawa kompleks yang berwarna ungu. (Yazid dkk., 2006). 

Semakin banyak ninhidrin yang bereaksi dengan NH2 sampel, 

maka warna ungu yang timbul semakin pekat. Kompleks 

berwarna ungu tersebut menyerap pada panjang gelombang 

570 nm sehingga secara kuantitatif penggunaan reagen 

ninhidrin ini juga dapat digunakan untuk menentukan kadar α-

amino bebas secara spektrofotometri (Scopes, 2013). Pada 

penentuan kadar α-amino bebas, diperlukan kurva standar 

untuk membantu menentukan nilai kadar α-amino bebas 

tersebut. Kurva standar yang digunakan akan menghasilkan 

persamaan regresi linier (y = bx + a). Setelah itu, diperoleh juga 

absorbansi sampel yang merupakan nilai y, maka dengan 

menggunakan persamaan regresi linier, kadar α-amino bebas 

hidrolisat protein (x) dapat diketahui. 

Kecenderungan nilai kadar α-amino bebas terhadap suatu 

hidrolisat protein yakni semakin lama waktu hidrolisis maka 

pemutusan ikatan peptida semakin meningkat dan jumlah asam 

amino bebas juga semakin meningkat (Prastika dkk., 2019). 

Semakin meningkatnya suhu yang digunakan dalam proses 

hidrolisis, menyebabkan energi kinetik dan tumbukan yang 

terjadi antara enzim dengan substrat (protein) semakin 

meningkat sehingga semakin banyak ikatan peptida yang 

terputus dan nilai kadar α-amino bebas juga semakin 

meningkat (Purnama dkk., 2019). Semakin meningkat rasio E/S 

yang digunakan menyebabkan semakin bertambahnya 

tumbukan antara molekul substrat dengan enzim, sehingga 

masuknya molekul substrat ke dalam sisi aktif enzim akan lebih 

sering terjadi dan pemutusan ikatan peptida juga semakin 

meningkat sehingga nilai kadar α-amino bebas yang dihasilkan 
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semakin meningkat karena asam amino bebas yang dilepaskan 

semakin banyak (Restiani, 2016).  

 

9. Kadar Protein Terlarut  

Kadar protein terlarut adalah parameter yang 

menunjukkan jumlah protein yang terurai dan mengalami 

konversi dari protein yang bersifat tidak larut menjadi peptida-

peptida rantai pendek yang lebih larut sebagai hasil hidrolisis. 

Peptida-peptida pendek yang dihasilkan memiliki berat 

molekul yang lebih rendah sehingga lebih mudah terlarut 

(Aluko dan Monu, 2003). Salah satu metode yang dapat 

digunakan untuk menentukan kadar protein terlarut adalah 

metode spektrofotometri dengan menggunakan reagen Biuret. 

Prinsip metode ini adalah ion tembaga (Cu2+) dalam CuSO4 yang 

digunakan dalam suasana basa akan membentuk senyawa 

kompleks dengan ikatan peptida pada protein yang 

menghasilkan warna ungu. Oleh karena itu, nilai serapannya 

dapat diukur dengan alat spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang (λ) 540 nm, karena warna ungu yang 

dihasilkan memiliki panjang gelombang pada 540 nm. Nilai 

kadar protein terlarut dengan metode ini ditentukan dengan 

menggunakan kurva standar protein. Standar protein yang 

digunakan biasanya berupa kasein atau Bovine Serum Albumin 

(BSA). Kurva standar yang digunakan akan menghasilkan 

persamaan regresi linier (y = bx + a). Setelah itu, diperoleh juga 

absorbansi sampel yang merupakan nilai y, maka dengan 

menggunakan persamaan regresi linier, kadar protein terlarut 

hidrolisat protein (x) dapat diketahui (Jubaidah dkk., 2016).  

Kecenderungan nilai kadar protein terlarut dalam proses 

hidrolisis protein yakni semakin lama waktu hidrolisis maka 

semakin besar nilai kadar protein terlarutnya. Semakin 

meningkat rasio E/S yang digunakan, maka semakin bertambah 
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tumbukan antara molekul substrat dengan enzim, sehingga 

masuknya molekul substrat ke dalam sisi aktif enzim akan lebih 

sering terjadi dan pemutusan ikatan peptida juga semakin 

meningkat sehingga semakin banyak protein yang mengalami 

konversi dari protein yang bersifat tidak larut menjadi peptida-

peptida rantai pendek yang lebih larut sebagai hasil hidrolisis 

atau kadar protein terlarutnya semakin besar (Wardi dkk., 

2019). 

 

10. Uji Organoleptik 

Uji organoleptik adalah suatu metode pengujian dengan 

menggunakan indera perasa manusia sebagai alat utama untuk 

pengukuran daya penerimaan terhadap suatu produk. Syarat-

syarat yang harus ada dalam uji organoleptik adalah adanya 

sampel yang akan diuji, adanya panelis (orang yang menilai), 

dan pernyataan respon yang jujur. Uji organoleptik untuk 

mengetahui rasa dari suatu produk biasanya dilakukan dengan 

mencicipi produk yang akan diuji secara langsung maupun 

tidak langsung. Kesimpulan hasil pengujian oleh panelis 

ditentukan sesuai dengan rentang nilai yang disepakati 

(Bernadeta dkk., 2012). 

Prinsip uji organoleptik ini adalah panelis diminta untuk 

mencoba suatu makanan, kemudian panelis diminta untuk 

memberikan respon dan penilaian terhadap produk yang telah 

dicoba tersebut tanpa membandingkannya dengan yang lain. 

Sedangkan secara umum, Tujuan dari uji organoleptik adalah 

untuk mengetahui tingkat kesukaan konsumen terhadap produk 

atau makanan dan untuk menilai komoditas jenis atau produk 

pengembangan secara organoleptik (Michael, 2009). Tujuan 

diadakannya uji organoleptik terkait langsung dengan selera. 

Setiap orang di setiap daerah memiliki kecenderungan selera 

tertentu sehingga produk yang akan dipasarkan harus 
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disesuaikan dengan selera masyarakat setempat (Jayalangkara, 

2017). 

Uji organoleptik merupakan uji yang didasarakan pada 

alat-alat indra pada manusia yang bertindak sebagai panelis. Uji 

organoleptik sering kali menguji tekstur, rasa, Flavor, tampilan 

dan aroma dari produk tersebut. Uji organoleptik dapat 

dilakukan oleh orang yang mampu dijadikan sebagai panelis atau 

orang yang akan memberikan penilaian pada produk yang 

disediakan. Dalam makanan atau produk banyak dipengaruhi 

oleh cita rasa, warna, aroma dan nilai gizi dari produk tesebut 

(Prasetyo, 2014). 

Betty dan Tjutju (2008), mengelompokkan panelis menjadi 

beberapa kelompok berdasarkan berdasarkan tingkat 

sensitivitas dan tujuan dari setiap pengujian, yaitu : 

1.) Panelis ahli adalah panelis yang mempunyai kepekaan 

yang tinggi dan mempunyai pengalaman dan latihan yang 

lama dalam mengukur dan menilai sifat karakteristik 

secara tepat. 

2.) Panelis terlatih adalah panelis yang memiliki kepekaan 

yang tidak setinggi panelis ahli tetapi panelis ini 

merupakan panelis pilihan dan telah lulus seleksi pada tes 

kemampuan menilai makanan. 

3.) Panelis tidak terlatih merupakan panelis yang tidak 

berdasarkan kepekaan namun hanya untuk menguji 

tingkat kesenangan pada suatu produk atau tingkat 

kemauan untuk menggunakan suatu produk. 
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BAB III 
MEKANISME KACANG MERAH 
SEBAGAI PENYEDAP RASA ALAMI 
 

 

1. Pembuatan Kecambah Kacang Merah  

 Kacang merah dikecambahkan selama 72 jam atau 3 hari, 

dengan perubahan yakni pada hari pertama, kecambah yang 

tumbuh tidak banyak dan masih berukuran pendek yakni sekitar 

0,5-1 cm, kemudian pada hari ke-2 kecambah yang tumbuh 

bertambah panjang dan besar dengan ukuran sekitar 1-1,5 cm, 

dan pada hari ketiga kecambah yang tumbuh semakin 

bertambah panjang dan besar dengan ukuran 2-2,5 cm. Kacang 

merah ini dikecambahkan pada suhu ruang dan disemprot 

dengan akuades setiap 12 jam dengan tujuan untuk menjaga 

kelembaban. Proses perkecambahan dapat mengurangi senyawa 

antigizi yang ada dalam kacang merah seperti tanin, asam fitat, 

polifenol, dan tripsin inhibitor (Onyango dkk., 2013). 

Perkecambahan menyebabkan protein cadangan dari biji kacang 

merah terdegradasi dan menghasilkan protein yang lebih 

pendek untuk pertumbuhan tanaman baru. Proses degradasi ini 

dimulai ketika terjadi kontak antara protease endogen dalam biji 

kacang merah dengan air selama proses imbibisi yang dilakukan 

dengan merendam biji kacang merah menggunakan air hangat 

(50°C) dan didiamkan pada suhu kamar selama waktu yang 

ditentukan. Pembentukan protein dengan rantai polipeptida 

yang lebih pendek selama perkecambahan kacang merah akan 

memberikan keuntungan pada proses hidrolisis protein 

kecambah kacang merah secara enzimatik. Ukuran molekul 

substrat protein yang lebih kecil akan meningkatkan efisiensi 
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kontak antara substrat protein dengan sisi aktif enzim protease 

yang digunakan selama proses hidrolisis. Selain itu, ketika 

protein dengan rantai peptida yang lebih pendek dihidrolisis 

dengan enzim papain, maka akan menghasilkan protein dengan 

rantai peptida yang lebih pendek lagi dibandingkan dengan 

substrat protein kacang merah yang tidak dikecambahkan 

(Khairi dan Kantero, 2014).  

 

2. Pembuatan Tepung Kecambah Kacang Merah 

 Tepung kecambah kacang merah yang dihasilkan diukur 

kadar airnya. Berdasarkan hasil penelitian dan perhitungan nilai 

kadar air tepung kecambah kacang merah diperoleh sebesar 

2,08%. Standar Nasional Indonesia (SNI) menyatakan 

persyaratan maksimal kadar air dari tepung kacang-kacangan 

adalah sebesar 10%, sehingga nilai kadar air tepung kecambah 

kacang merah yang diperoleh kurang dari 10% dan dinyatakan 

sesuai dengan baku mutu SNI. Kandungan air dari tepung sangat 

penting untuk diketahui karena dapat menentukan daya tahan 

produk. Kadar air yang lebih tinggi dari 10% dapat menjadi 

media bagi pertumbuhan jamur, bakteri, dan serangga sehingga 

dapat merusak tepung kecambah kacang merah selama 

penyimpanan (Budianto, 2009). 

 

3. Isolasi Protein Kecambah Kacang Merah 

 Proses isolasi protein kecambah kacang merah, yakni pada 

tahap ekstraksi alkalik, dilakukan pengaturan pH menjadi basa 

(pH 10) terhadap tepung kecambah kacang merah dengan 

adanya penambahan NaOH 0,01% yang bertujuan untuk 

mengatur pH larutan agar menjadi pH basa (pH=10). Pada 

suasana basa, protein protein akan bermuatan negatif seperti 

yang terlihat pada Gambar 2. Hal ini menyebabkan adanya reaksi 

tolak-menolak antar molekul protein yang bermuatan sejenis 
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(negatif) pada gugus COO-, sehingga interaksi antar molekul 

protein menjadi rendah dan kelarutan protein meningkat. Hasil 

ekstraksi ini kemudian disentrifugasi dengan tujuan 

memisahkan supernatan dengan endapannya, dimana 

supernatan yang dihasilkan mengandung protein yang terlarut.  

 
Gambar 2. Protein dalam Larutan Bersuasana Basa (Pratiwi 

dkk., 2018) 

  

Proses isolasi protein selanjutnya yakni presipitasi 

isoelektrik, yang mana supernatan yang diperoleh ditambahkan 

HCl 2 N sehingga pH larutan berada pada pH isoelektrik yakni 

4,5. Protein pada pH isoelektriknya akan terjadi reaksi 

kesetimbangan antara gugus bermuatan negatif (COO-) dengan 

gugus bermuatan positif (NH3+), seperti yang terlihat pada 

Gambar 3. Hal ini menyebabkan muatan total dari asam-asam 

amino dalam protein kecambah kacang merah tersebut sama 

dengan nol, sehingga protein mempunyai tingkat kelarutan yang 

paling rendah dan protein akan mengendap tetapi tidak 

terdenaturasi. Pengendapan ini ditunjukkan dengan adanya 

perubahan warna dari filtrat yang dihasilkan yakni dari kuning 

bening menjadi putih susu. Setelah proses presipitasi isoelektrik, 

dilakukan pencucian endapan hasil sentrifugasi dengan akuades 

untuk melarutkan pengotor yang tersisa dan disentrifugasi 

kembali untuk memisahkan endapan yang mengandung protein 

dengan supernatan yang mengandung pengotor.  
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Gambar 3. Struktur Protein pada Titik Isoelektrik (Naga dkk., 

2010) 

 

 Endapan hasil sentrifugasi terakhir merupakan protein-

protein yang telah terekstrak dari kecambah kacang merah. 

Sebanyak 224,32 g tepung kecambah kacang merah 

menghasilkan hasil isolasi protein sebesar 50,36 g, sehingga 

diperoleh rendemennya sebesar 22,45%. Rendemen yang 

diperoleh memiliki nilai lebih tinggi jika dibandingkan dengan 

hasil penelitian (Pratiwi dkk., 2016) yang menggunakan kacang 

merah yang tidak dikecambahkan dan menghasilkan rendemen 

sebesar 17,29%. Hasil isolasi protein ini diukur kadar protein 

totalnya dengan metode Kjeldahl. Pada metode Kjeldahl, yang 

ditentukan adalah nilai total nitrogen dari isolat protein, 

kemudian dengan adanya faktor konversi maka nilai total 

nitrogen ini dapat diubah menjadi nilai kadar protein. Hasil 

pengukuran dengan metode Kjeldahl diperoleh nilai kadar 

nitrogen total (% N) sebesar 11,86%. Berdasarkan perhitungan, 

diperoleh kadar protein total dari hasil isolasi protein kecambah 

kacang merah tersebut adalah sebesar 74,18%. Nilai kadar 

protein total yang diperoleh lebih dari 70% sehingga disebut 

sebagai konsentrat protein (Preeti dkk., 2008).  
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4. Hidrolisis Protein Kecambah Kacang Merah  

 Hidrolisis protein kecambah kacang merah pada penelitian 

ini dilakukan secara enzimatik dengan menggunakan enzim 

protease yakni enzim papain. Enzim papain merupakan enzim 

protease yang dapat menguraikan protein menjadi unsur-unsur 

yang lebih sederhana yaitu peptida dengan rantai lebih pendek 

hingga asam-asam amino. Oleh karena itu, adanya penambahan 

enzim papain dalam proses hidrolisis protein bertujuan untuk 

membantu mengkatalis reaksi hidrolisis tersebut. Hidrolisis 

protein secara enzimatik dengan menggunakan enzim protease 

memiliki beberapa keuntungan yakni kemampuan enzim dalam 

menghidrolisis protein lebih mudah diatur, tidak merusak 

struktur asam amino dalam protein, dan enzim bekerja secara 

spesifik sehingga kerusakan produk hidrolisis dapat dicegah.  

 Hidrolisis protein kecambah kacang merah pada 

penelitian ini dilakukan pada kondisi optimal enzim papain 

yakni pada suhu 50oC dan pH 7 dan dengan variasi rasio enzim-

substrat (E/S) yakni 3, 4, 5, 6, dan 7%. Setelah proses hidrolisis 

selesai, maka dilakukan inaktivasi enzim dengan pemanasan 

pada suhu 100oC sehingga enzim mengalami kerusakan pada 

konformasi gugus aktif enzim (terdenaturasi). Hal ini 

menyebabkan enzim mengalami hambatan dalam berinteraksi 

dengan substrat dan aktivitas katalitik enzim akan berhenti.  

Setelah diinaktivasi, maka dilakukan sentrifugasi dan diambil 

supernatannya dengan tujuan untuk memperoleh hidrolisat 

protein yang jernih.  

 Reaksi yang terjadi selama proses hidrolisis berlangsung 

yakni sisi aktif katalitik papain yaitu gugus sistin dan histidin 

akan memutus rantai peptida substrat protein menjadi produk. 

Selama proses tersebut, terjadi perubahan struktural diantara 

enzim dan substrat yang mana gugus sistin yang sangat reaktif 

akan berikatan dengan substrat membentuk ikatan kovalen 
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enzim-substrat (ES) yang berbentuk tetrahedral. Sementara itu, 

gugus histidin terprotonasi dan berikatan dengan nitrogen 

pada substrat sehingga mengakibatkan gugus amina pada 

substrat akan terdifusi dan posisinya digantikan oleh molekul 

air yang akhirnya menghidrolis produk intermediet dan enzim 

kembali ke fungsi dan bentuknya semula (Beveridge, 1996). 

Mekanisme reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 4.  

 
Gambar 4. Mekanisme Hidrolisis Ikatan Peptida dengan Enzim 

Papain (Beveridge, 1996) 

   

5. Pengaruh Variasi Rasio E/S 3, 4, 5, 6, dan 7% terhadap 

Kadar α-Amino Bebas Hidrolisat Protein Kecambah 

Kacang Merah 

 Penentuan kadar α-amino bebas hidrolisat protein 

kecambah kacang merah dilakukan dengan metode 

spektrofotometri menggunakan reagen ninhidrin. Ninhidrin 

akan bereaksi dengan asam amino membentuk schiff base 



 
40 

(senyawa dengan struktur umum R₁R₂C=NR). Setelah itu, 

senyawa ini akan mengalami dekarboksilasi dengan melepaskan 

CO2 dan membentuk imino (gugus fungsi yang mengandung 

ikatan rangkap karbon–nitrogen. Imino kemudian bereaksi 

dengan H2O dan membentuk aldehid serta diketohidridamina 

(senyawa intermediet). Senyawa ini kemudian bereaksi kembali 

dengan ninhidrin dan membentuk senyawa kompleks yang 

berwarna ungu (Yazid dkk., 2006). Reaksi yang terjadi dapat 

dilihat pada Gambar 5. Kompleks berwarna ungu tersebut 

terserap pada panjang gelombang 570 nm jika diukur 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

 
Gambar 5. Reaksi pada Uji Ninhidrin (Yazid dkk., 2006) 

  

Pada penelitian ini digunakan standar asam amino 

(leusin) dengan konsentrasi 0; 0,1; 0,2; 0,3; dan 0,4 mg/mL yang 

telah diuji absorbansinya dan dihasilkan absorbansi masing-

masing larutan tersebut sebesar 0,0586; 0,2394; 0,3723; 0,5342; 

dan 0,6272. Setelah itu, diperoleh persamaan regresi linier 

standar asam amino (leusin) yakni y = 1,4320x + 0,0799 dengan 
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nilai R2 = 0,9903. Pengukuran kadar α-amino bebas dilakukan 

terhadap hidrolisat protein kecambah kacang merah dengan 

variasi rasio E/S yakni 3, 4, 5, 6, dan 7%, dengan menggunakan 

metode spektrofotometri dengan reagen ninhidrin. Hasil yang 

diperoleh yakni absorbansi masing-masing sampel hidrolisat 

protein kecambah kacang merah sebesar 0,3409; 0,4161; 

0,5769; 0,6931; dan 0,7724. Berdasarkan data absorbansi 

sampel tersebut, dilakukan perhitungan menggunakan 

persamaan regresi linier standar leusin (y = 1,4320x + 0,0799) 

sehingga diperoleh nilai kadar α-amino bebas (x) dari masing-

masing hidrolisat protein, seperti yang terlihat pada Gambar 6.  

 

 
 

Gambar 6. Kadar α-Amino Bebas Hidrolisat Protein  

Kecambah Kacang Merah  

 Nilai α-amino bebas merupakan parameter yang 

menunjukkan jumlah gugus amina (-NH2) bebas yang 

dihasilkan akibat proses hidrolisis suatu protein. Data yang 

diperoleh menunjukkan variasi rasio E/S berpengaruh terhadap 

nilai α-amino bebas dari hidrolisat protein kecambah kacang 

merah. Semakin meningkat rasio E/S yang digunakan yakni dari 

3% hingga 7%, maka semakin meningkat pula nilai kadar α-

amino bebas yang diperoleh. Pada penelitian ini, nilai kadar α-

amino bebas tertinggi diperoleh pada rasio E/S 7% dengan nilai 
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sebesar 5,8030 mg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa hasil 

penelitian yang diperoleh sesuai dengan penyataan (Restiani, 

2016), yakni selama proses hidrolisis berlangsung, molekul 

protein yang dikatalisis oleh enzim papain mengalami 

pemutusan ikatan peptida. Semakin meningkat rasio E/S yang 

digunakan menyebabkan semakin bertambahnya tumbukan 

antara molekul substrat (protein kecambah kacang merah) 

dengan enzim papain, sehingga masuknya molekul substrat ke 

dalam sisi aktif enzim papain akan lebih sering terjadi dan 

pemutusan ikatan peptida dari protein kecambah kacang merah 

juga semakin meningkat. Oleh karena itu, nilai kadar α-amino 

bebas yang dihasilkan semakin meningkat karena asam-asam 

amino bebas yang dilepaskan semakin banyak. 

 

6. Pengaruh Variasi Rasio E/S 3, 4, 5, 6, dan 7% terhadap 

Kadar Protein Terlarut Hidrolisat Protein Kecambah 

Kacang Merah 

 Penentuan kadar protein terlarut dari hidrolisat protein 

kecambah kacang merah dilakukan dengan metode 

spektrofotometri menggunakan reagen biuret. Ion tembaga 

(Cu2+) dalam CuSO4 yang digunakan dalam suasana basa akan 

membentuk senyawa kompleks dengan ikatan peptida pada 

protein yang menghasilkan warna ungu (Jubaidah dkk., 2016), 

seperti yang terlihat pada Gambar 7. Warna ungu ini akan 

terserap pada 540 nm jika diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis.  Semakin banyak ikatan peptida yang 

bereaksi dengan ion tembaga, maka warna ungu yang 

dihasilkan akan semakin pekat.  



 

 43 

 
Gambar 7. Reaksi pada Uji Biuret (Baehakki dkk., 2015) 

 

 Pada penelitian ini digunakan standar protein (kasein) 

dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3, dan 4 mg/mL yang telah diuji 

absorbansinya dan dihasilkan absorbansi masing-masing 

larutan tersebut sebesar 0,0511; 0,2657; 0,4213; 0,6751; dan 

0,7987. Setelah itu, diperoleh persamaan regresi linier standar 

protein (kasein) yakni y = 0,1905x + 0,0615 dengan nilai R2 = 

0,9914. Pengukuran kadar protein terlarut dilakukan terhadap 

hidrolisat protein kecambah kacang merah dengan variasi rasio 

E/S yakni 3, 4, 5, 6, dan 7%, dengan menggunakan metode 

spektrofotometri dengan reagen biuret. Hasil yang diperoleh 

yakni absorbansi masing-masing sampel hidrolisat protein 

kecambah kacang merah sebesar 0,2596; 0,3269; 0,4018; 

0,4845; dan 0,5584. Berdasarkan data absorbansi sampel 

tersebut, dilakukan perhitungan menggunakan persamaan 

regresi linier standar kasein (y = 0,1905x + 0,0615) sehingga 

diperoleh nilai kadar α-amino bebas (x) dari masing-masing 

hidrolisat protein, seperti yang terlihat pada Gambar 8.  
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Gambar 8. Kadar Protein Terlarut Hidrolisat Protein  

Kecambah Kacang Merah  

 Nilai kadar protein terlarut yang diperoleh menunjukkan 

jumlah protein yang terurai dan mengalami konversi dari 

protein yang bersifat tidak larut menjadi peptida-peptida rantai 

pendek yang lebih larut sebagai hasil hidrolisis. Peptida-

peptida pendek yang dihasilkan memiliki berat molekul yang 

lebih rendah sehingga lebih mudah terlarut. Berat molekul 

dapat memengaruhi kelarutan karena semakin kecil berat 

molekul suatu senyawa, maka luas permukaan semakin 

meningkat dan memungkinkan interaksi antara peptida-peptida 

pendek sebagai zat terlarut dengan suatu pelarut menjadi lebih 

besar. Data yang diperoleh menunjukkan variasi rasio E/S 

berpengaruh terhadap kadar protein terlarut dari hidrolisat 

protein kecambah kacang merah. Semakin meningkat rasio E/S 

yang digunakan yakni dari 3% hingga 7%, maka semakin 

meningkat pula nilai kadar protein terlarut yang diperoleh. Hal 

ini dikarenakan selama proses hidrolisis berlangsung, seiring 

dengan meningkatnya rasio E/S yang digunakan, maka 

tumbukan antara molekul substrat (protein kecambah kacang 

merah) dengan enzim papain, sehingga masuknya molekul 

substrat ke dalam sisi aktif enzim papain akan lebih sering 

terjadi dan pemutusan ikatan peptida juga semakin meningkat. 
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Hal ini menyebabkan semakin banyak protein yang terurai 

menjadi peptida-peptida rantai pendek yang lebih larut. Oleh 

karena itu, pada penelitian ini diperoleh hasil kadar protein 

terlarut hidrolisat protein kecambah kacang merah yang 

semakin meningkat dan nilai tertinggi diperoleh pada rasio E/S 

7% dengan nilai sebesar 2,6083 mg/mL. Hal ini menunjukkan 

bahwa hasil penelitian yang diperoleh sesuai dengan 

pernyataan (Wardi dkk., 2019) yakni semakin meningkat rasio 

E/S yang digunakan, maka kadar protein terlarutnya juga 

semakin meningkat dan sebanding dengan nilai kadar α-amino 

bebas.  

 

7. Hasil Uji Organoleptik Hidrolisat Protein Kecambah 

Kacang Merah 

 Hidrolisat protein mengandung komponen peptida-

peptida rantai pendek maupun asam-asam amino bebas. 

Hidrolisat protein ini diketahui dapat memberikan rasa yang 

berbeda-beda tergantung dari jenis asam-asam amino bebas 

yang dihasilkan. Hal ini sesuai dengan pernyataan Wiwata 

(2019) yang menyatakan bahwa hidrolisat protein dapat 

mengandung peptida-peptida pendek maupun asam-asam 

amino bebas yang berpotensi sebagai penyedap rasa yang 

aman. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan uji 

organoleptik untuk mengetahui seberapa besar potensi dari 

hidrolisat protein kecambah kacang merah dengan berbagai 

variasi rasio E/S sebagai penyedap rasa. Uji ini dilakukan oleh 5 

orang panelis dengan mencicipi langsung masing-masing sampel 

dan memberikan nilai serta pendapat mereka pada sebuah 

lembar penilaian dan hasil yang diperoleh ditampilkan dalam 

Tabel 5. 
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Tabel 5. Hasil Perhitungan Skor Uji Organoleptik (Penilaian 

Rasa Gurih) dari Hidrolisat Protein Kecambah Kacang Merah 

dengan Variasi Rasio E/S 

                            Kode Sampel 

Rasa Sko

r 

HP3 HP4 HP

5 

HP6 HP

7 

Gurih 5 0 2 2 3 5 

Agak gurih 4 3 2 3 2 0 

Netral  3 2 1 0 0 0 

Agak tidak gurih 2 0 0 0 0 0 

Tidak gurih  1 0 0 0 0 0 

Total 

skor 

  18 21 22 23 25 

 

Keterangan: 

HP3 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 3% 

HP4 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 4% 

HP5 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 5%  

HP6 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 6% 

HP7 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 7% 

 Data pada Tabel 5. menunjukkan penilaian terhadap hasil 

uji hidrolisat protein kecambah kacang merah dengan 

kecenderungan rasa gurih. Hasil yang diperoleh dari 5 variasi 

rasio E/S hidrolisat protein yang diuji, rasa gurih dengan skor 

tertinggi diperoleh pada sampel HP7 (rasio E/S 7%). 

Berdasarkan data tersebut, maka diketahui bahwa hidrolisat 

protein dengan rasio E/S 7% memiliki potensi paling tinggi 
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dalam menghasilkan rasa gurih, sehingga paling berpotensi 

untuk dijadikan produk penyedap rasa. Rasa gurih yang 

dihasilkan kemungkinan berasal dari peptida-peptida rantai 

pendek maupun asam-asam amino bebas yang dihasilkan dari 

hidrolisis protein kecambah kacang merah. Hal ini sesuai dengan 

hasil kadar α-amino bebas dan kadar protein terlarut yang 

diperoleh, yang artinya hidrolisat dengan rasio E/S 7% 

menghasilkan paling banyak protein terlarut, peptida-peptida 

rantai pendek, maupun asam-asam amino bebas, sehingga dapat 

memberikan rasa gurih yang paling kuat diantara hidrolisat 

protein kecambah kacang merah dengan rasio E/S yang lainnya. 

Hasil penelitian Haefeli dan Glaser (1990) menunjukkan bahwa 

jenis asam amino yang dapat memberikan rasa gurih yakni 

glutamin dan leusin, sehingga kemungkinan 2 jenis asam amino 

bebas ini yang banyak terdapat di dalam hidrolisat protein 

kecambah kacang merah pada rasio E/S 7% sehingga dapat 

dirasakan rasa gurih. Glutamin merupakan asam amino dengan 

rantai samping amida (-(CH2)2CONH2) dan leusin merupakan 

asam amino dengan rantai samping hidrokarbon alifatik (-

CH2CH(CH3)CH3). Selain rasa gurih, panelis juga memberikan 

penilaian terhadap hidrolisat protein kecambah kacang merah 

dengan kecenderungan rasa lainnya seperti yang terlihat pada 

Tabel 6. 

Tabel 6. Hasil Perhitungan Skor Uji Organoleptik (Penilaian 

Rasa Selain Gurih) dari Hidrolisat Protein Kecambah Kacang 

Merah dengan Variasi Rasio E/S 

Kode Sampel Rasa Jumlah Skor 

HP3 Agak Manis 4 

HP4 Agak Manis 3 

HP5 Agak Manis 2 

HP6 Agak Manis 2 

HP7 Agak Manis 2 
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Keterangan: 

HP3 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 3% 

HP4 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 4% 

HP5 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 5% 

HP6 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 6% 

HP7 = hidrolisat protein dengan rasio E/S 7% 

 Data pada Tabel 6. menunjukkan bahwa terdapat rasa 

selain gurih dari hidrolisat protein yang dihasilkan berdasarkan 

hasil uji organoleptik, yaitu rasa agak manis. Hidrolisat protein 

dengan kode sampel HP3 (rasio E/S 3%) mendapatkan skor 

tertinggi dengan kecenderungan rasa agak manis. Rasa agak 

manis yang dihasilkan kemungkinan juga berasal dari peptida-

peptida rantai pendek maupun asam-asam amino bebas yang 

dihasilkan dari hidrolisis protein kecambah kacang merah. Hasil 

penelitian Haefeli dan Glaser (1990) menunjukkan bahwa jenis 

asam amino yang dapat memberikan rasa manis yakni serin 

(dengan rantai samping gugus hidroksi / -CH2-OH), threonin 

(dengan rantai samping gugus hidroksi / -CH(CH3)OH), valin 

(dengan rantai samping gugus hidrokarbon alifatik / -

CH(CH3)CH3), isoleusin (dengan rantai samping gugus 

hidrokarbon alifatik        / -CH(CH3)C2H5), metionin (dengan 

rantai samping gugus sulfur / -(CH2)2SCH3), dan asparagin 

(dengan rantai samping gugus amida / -CH2CONH2). Asam-

asam amino bebas tersebut yang kemungkinan banyak terdapat 

di dalam hidrolisat protein kecambah kacang merah pada rasio 

E/S 3% sehingga dapat dirasakan rasa agak manis. Hidrolisat 

protein dengan rasio E/S yang lainnya juga diketahui 

menghasilkan rasa baik gurih maupun agak manis. Pada 
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penelitian ini, uji organoleptik dilakukan untuk mengetahui 

hidrolisat protein dengan rasio E/S mana yang memiliki potensi 

paling tinggi sebagai penyedap rasa. Oleh karena itu, 

berdasarkan data yang diperoleh, maka hasil yang diperoleh 

yakni hidrolisat protein dengan rasio E/S 7% memiliki potensi 

tertinggi dalam menghasilkan rasa gurih dan hidrolisat protein 

dengan rasio E/S 3% memiliki potensi tertinggi dalam 

menghasilkan rasa agak manis. 

 

8. Perbandingan penyedap rasa alami Kacang Merah 

dengan penyedap rasa sintetis 

Pada hasil uji organoleptik hidrolisat protein kecambah 

kacang merah yakni diketahui bahwa hidrolisat protein dengan 

rasio E/S 7% memiliki potensi paling tinggi dalam menghasilkan 

rasa gurih, sehingga paling berpotensi untuk dijadikan produk 

penyedap rasa. Rasa gurih ini dipicu dengan adanya kandungan 

asam amino leusin yang tinggi. Menurut (Muchtadi, 1988) kadar 

asam amino leusin yang terdapat pada kacang merah yakni 

sebesar 72,2 mg/g protein yang lebih tinggi dibanding asam 

amino lainnya. Keuntungan memakai penyedap rasa alami yakni 

aman dikonsumsi dan lebih sehat serta rendah akan natrium 

dibandingkan dengan penyedap rasa sintetis yang tinggi akan 

natrium. Komposisi mineral per 100 gram dalam kacang merah 

adalah fosfor (410 mg), kalsium (260 mg), mangan (194 mg), besi 

(5,8 mg), tembaga (0,95 mg), serta natrium (15 mg). Untuk 

kandungan penyedap rasa buatan yang banyak beredar di 

pasaran yakni mengandung sebagian besar merupakan produk 

hasil sintesis yang terbuat  dari  asam  amino  L  atau  garamnya  

dan  5-nukleotida  (5-IMP  dan  5-GMP) (Perdani  et al.,  2022). 

Garam  asam  amino  L  yang  banyak  digunakan  sebagai  bahan  

baku  penyedap  rasa makanan  adalah monosodium  glutamate 
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(MSG) (Salem  et al.,  2022). MSG  merupakan  garam  natrium  

dari asam  glutamat  yang  dapat  terurai  menjadi  natrium  dan  

glutamat  saat  terkena  air  ludah,  yang  juga merupakan sumber 

natrium tinggi. MSG mengandung glutamat 78,2%, natrium 

12,2% dan air 9,6%. Konsumsi penyedap rasa sintetis khususnya 

MSG yang berlebihan dapat menyebabkan pembentukan radikal 

bebas dalam tubuh dan menyebabkan  ketidakseimbangan  

kadar  hormon  estrogen  dan  progesterone  yang  berperan  

dalam  siklus reproduksi (Mandang et al., 2022). MSG 

memberikan efek buruk terhadap hati dan jantung dengan 

mengubah lipid serum profil, peningkatan kadar enzim penanda 

hepato-jantung dan sitokin pro-inflamasi, serta menyebabkan  

stres  oksidatif  melalui  mengganggu  status  redoks  untuk  

mengurangi kelangsungan hidup sel dan kerusakan jaringan 

tergantung dosis yang diberikan (Burhanuddin & Riyanto, 2022) 

 

 

  



 

 51 

9. Evaluasi 

1. Apa tujuan dari perkecambahan dari pembuatan 

kecambah kacang merah? 

2. Apa keuntungan dari pembentukan rantai polipeptida 

pendek pada proses perkecambahan kacang merah? 

3. Mengapa baku mutu SNI menyatakan syarat kadar air 

pada tepung kacang-kacangan harus dibawah 10%? 

4. Mengapa pada proses presipitasi isoelektrik dapat terjadi 

reaksi kesetimbangan antara gugus bermuatan negatif 

(COO-) dengan gugus bermuatan positif (NH3+)? 

5. Apa keuntungan penggunaan enzim protease pada proses 

hidrolisis protein? Apakah enzim protease dapat 

digantikan dengan enzim lainnya? 

6. Reaksi apa yang terjadi pada saat proses hidrolisis 

kecambah berlangsung? 

7. Warna apa yang terbentuk pada saat reaksi uji ninhidrin? 

8. Asam amino apakah yang menyebabkan rasa gurih pada 

hidrolisat protein saat uji organoleptik? 

9. Apa keuntungan memasak menggunakan penyedap rasa 

alami dibanding dengan penyedap rasa buatan? 

10. Apa saja dampak yang ditimbulkan akibat mengkonsumsi 

MSG secara berlebihan? 
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BAB IV  
PENUTUP 
 

 

1. Simpulan 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, beberapa 

simpulan yang dapat ditarik yakni: 

1.)  Semakin meningkat rasio E/S yang digunakan maka 

semakin meningkat pula nilai kadar α-amino bebas dari 

hidrolisat protein kecambah kacang merah yang dihasilkan 

dan dari rasio E/S 3, 4, 5, 6, dan 7% yang digunakan, 

diperoleh kadar α-amino bebas tertinggi pada rasio E/S 7% 

yakni sebesar 5,8030 mg/mL.  

2.)  Semakin meningkat rasio E/S yang digunakan maka 

semakin meningkat pula nilai kadar protein terlarut dari 

hidrolisat protein kecambah kacang merah yang dihasilkan 

dan dari rasio E/S 3, 4, 5, 6, dan 7% yang digunakan, 

diperoleh kadar protein terlarut tertinggi pada rasio E/S 

7% yakni sebesar 2,6083 mg/mL. 

3.)  Hidrolisat protein dengan rasio E/S 7% memiliki potensi 

tertinggi dalam menghasilkan rasa gurih dan hidrolisat 

protein dengan rasio E/S 3% memiliki potensi tertinggi 

dalam menghasilkan rasa agak manis. 

 

2. Saran 

 Saran yang dapat diberikan untuk penelitian lebih lanjut 

berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, antara lain: 

1.) Perlu dilakukan analisis komposisi asam amino dari 

hidrolisat protein kecambah kacang merah untuk 
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mengetahui secara pasti jenis asam amino yang 

menghasilkan rasa pada saat uji organoleptik.  

2.) Perlu dilakukan optimasi yakni dengan menambahkan 

variasi rasio E/S saat proses hidrolisis protein untuk 

mengetahui ada atau tidaknya peningkatan maupun 

penurunan dari nilai kadar α-amino bebas dan kadar 

protein terlarut, sehingga dapat diketahui secara pasti 

pengaruh variasi rasio E/S terhadap 2 parameter tersebut.  
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