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RINGKASAN 

 

Kandungan Asam Lemak Tidak jenuh Pada Tempe Kacang Merah 

(Phaseolus vulgaris L.); Noer Imamah, 121810401021; 2016: 52 halaman; 

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Jember. 

 

 Fermentasi tempe secara umum  menggunakan kedelai, selain kedelai yang 

dapat diolah  menjadi tempe diantaranya, yaitu; kacang koro, kacang hijau dan 

kacang merah. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi jenis dan 

kandungan asam lemak tidak jenuh sebelum fermentasi dan sesudah fermentasi 

kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dengan ragi RAPRIMA pada rentangan 

waktu fermentasi 24 dan 48 jam. 

 Metode penelitian meliputi fermentasi kacang merah dengan rentangan 

waktu 24 dan 48 jam dengan inokulum campuran dari ragi tempe merk 

RAPRIMA. Tempe yang sudah jadi kemudian dikeringkan dan dihaluskan 

sehingga terbentuk tepung tempe. Tepung tempe kemudian disaring menggunakan 

ayakan halus sehingga diperoleh tepung halus tempe. Tepung halus tempe sebesar 

1 gram kemudian dilakukan ekstraksi asam lemak dengan tujuan memisahkan 

asam lemak dari sisa lemak dan gliserol. Asam lemak yang diperoleh dari hasil 

ekstraksi sebesar 0,03 gram selanjutnya dilakukan transmethylestrifikasi asam 

lemak dengan tujuan sampel yang bersifat non volatil menjadi volatil untuk 

dianalisis menggunakan  (Gas Chromatography Mass Spectrometry) (GCMS). 

Identifikasi jenis dan kandungan asam lemak tidak jenuh sebelum dan 

sesudah fermentasi kacang merah dianalisis dengan GCMS. Hasil analisis asam 

lemak tidak jenuh selama proses fermentasi kacang merah diperoleh 2 jenis asam 

lemak tidak jenuh yaitu; 9,12-Octadecadienoic acid (ω-6) pada fermentasi jam ke-

48, dan 9-Octadecenoic acid (ω-9) pada fermentasi jam ke-24. Berdasarkan 

presentase area pada hasil kromatogram, optimalnya waktu fermentasi untuk 

kenaikan asam lemak tidak jenuh ialah pada fermentasi jam ke-48, hal tersebut 

terbukti dengan kadar asam lemak tidak jenuh essensial 9,12-Octadecadienoic 

acid mengalami kenaikan sebesar 72,53% pada fermentasi jam ke-48.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Tempe merupakan makanan tradisional Indonesia yang dibuat melalui 

fermentasi kedelai menggunakan kapang Rhizopus sp. (Rusmin dan Ko, 2010). 

Menurut catatan sejarah, tempe berasal dari jawa timur, Indonesia (Aoyogi dan 

Shurtleff, 2007). Proses fermentasi tempe menyebabkan perubahan fisik, 

biokimia, dan mikrobiologi yang menguntungkan terhadap kandungan nutrisinya 

(Astawan, 2004).  

 Tempe secara umum di Indonesia terdapat diberbagai macam olahan 

makanan fermentasi yang berbahan dasar kacang-kacangan dengan menggunakan 

Rhizopus sp. dan yang paling populer adalah tempe kedelai (Aoyogi dan Shurtleff, 

2007). Selain itu bahan lain yang dapat diolah menjadi tempe yakni: kacang 

bogor, biji koro, kacang hijau, kacang tanah dan kacang merah (Kharisma, 2016; 

Radiati, 2016). Pada saat ini tempe kacang merah mulai dikembangkan sebagai 

salah satu alternatif pangan fungsional. Berdasarkan hasil penelitian Radiati 

(2016), diketahui kandungan nutrisi per 100 gram tempe biji kacang merah, yaitu: 

energi 336 (kal), karbohidrat 59,5 (g), protein 23,1 (g),  dan lemak 1,7 (g). 

Menurut Camara, et.al. (2013), biji kering dari kacang merah (P. vulgaris L.) 

memiliki kandungan nutrisi kelas lipid penting seperti asam lemak linoleat 

(omega 6) dan asam lemak alfa linoleat (omega 3).  

Berdasarkan latar belakang tersebut maka perlu dilakukan penelitian 

mengenai kandungan asam lemak tidak jenuh yang terkandung dalam kacang 

merah yakni kandungan asam lemak tidak jenuh famili omega 3, asam lemak 

tidak jenuh famili omega 6 dan kemungkinan terbentuknya asam lemak lain dari 

proses fermentasi, serta peningkatan  pemanfatannya sebagai bahan dasar tempe. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu : 

a) Kandungan asam lemak tidak jenuh apa sajakah yang terdapat pada tempe  

kacang merah (P. vulgaris L.) ? 

b) Berapakah lama fermentasi kacang merah (P. vulgaris L.) yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan asam lemak tidak jenuh yang optimal ?  

 

1.3 Tujuan 

Adapun tujuan dalam penelitian ini yaitu : 

a) Untuk mengetahui kandungan jenis asam lemak tidak jenuh pada tempe 

kacang merah. 

b) Untuk mengetahui lama fermentasi kacang merah (P. vulgaris L.) yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan asam lemak tidak jenuh. 

 

1.4 Batasan Masalah 

Penelitian ini dibatasi pada tahap uji kandungan asam lemak tidak jenuh pada 

tempe kacang merah (P. vulgaris L.) dengan rentangan waktu fermentasi 24 jam dan 

48 jam serta penggunaan ragi tempe merk RAPRIMA. 

 

1.5 Manfaat 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat berupa informasi 

ilmiah mengenai kandungan jenis asam lemak tidak jenuh dan pengaruh lama 

fermentasi tempe biji kacang merah (P. vulgaris L.) terhadap kandungan asam 

lemak tidak jenuh. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kacang Merah 

Kacang merah (P. Vulgaris L.) merupakan tanaman yang tergolong dalam 

famili fabaceae sebagai tanaman berkayu, dan jarang berduri. Akar terdapat nodul 

yang berfungsi untuk mengikat nitrogen dengan bantuan bakteri, buah tergolong 

pada buah kotak, yaitu buah kering sejati tunggal yang mengandung banyak biji, 

terdiri atas beberapa daun buah dengan karakter buah polong, artinya jika sudah 

masak pecah, dengan ada beberapa sekat yang menyebabkan ruang buah polong 

terbagi menjadi beberapa bilik masing-masing dengan satu biji, semua biji duduk 

pada tangkai yang keluar dari tembuni (placenta). Tangkai pendukung biji 

tersebut disebut tali pusar (funiculus), bagian biji perlekatan tali pusar disebut 

pusar biji (hilus) (Cronquist, 1981; Tjitrosoepomo, 2007). Biji kacang merah 

adalah biji pecah sederhana yang berkembang dari carpel tunggal, silinder, 

mengerut antara biji, membelah sepanjang suturnya. Biji kacang merah memiliki 

sifat yang dapat memecah biji menjadi dua (dehiscence),  pertama melalui 

persatuan margin carpel dan kedua sepanjang bundel vaskular median. 

Pericarpium, dinding ovarium matang, terdiri dari tiga lapisan yang berbeda; 

yaitu, eksokarpium, mesokarpium dan endokarpium (Rania, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 A) Morfologi kacang merah, B) Anatomi biji kacang merah (P. vulgaris L.) 

(Sumber: Plantlist; Rania, 2010 ). 
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Klasifikasi  

Kingdom : Plantae 

Division : Spermatophyta 

Class  : Equisetopsida 

Subclass : Magnoliidae 

Superorder : Rosanae 

Order  : Fabales 

Family  : Fabaceae 

Genus  : Phaseolus 

Species : P. vulgaris L. 

 

2.2 Kandungan Nutrisi Kacang Merah 

Kacang merah memiliki kandungan nutrisi yang lengkap diantaranya adalah 

protein, karbohidrat, vitamin, serat kasar, dan mineral. Bila dilihat kandungan 

nutrisinya, kacang merah cukup berpotensi sebagai bahan makanan yang sehat 

dan murah. Kelayakan kacang merah sebagai bahan pangan pada masa kini dan 

masa mendatang ditunjukkan oleh potensi kandungan nutrisinya (Persagi, 2009). 

Kacang merah memiliki kandungan  lemak yang relatif rendah, yaitu 1,5 g 

per 100 gram, yang  terdiri dari asam lemak jenuh 19% dan asam lemak tidak 

jenuh 63,3%. Sebagian besar asam lemak jenuh berbentuk asam palmitat 

sedangkan asam  lemak tidak jenuh berbentuk asam oleat, asam linoleat, dan asam 

linolenat  (Astawan, 2009).  

 

Tabel 2.2 Analisis kandungan nutrisi biji kacang merah per 100 gram 

 
Nutrisi Kadar per 100 g 

Asam lemak jenuh 0,07g 

Asam lemak tidak jenuh tunggal 0,04g 

Asa lemak tidak jenuh ganda 0,28g 

Omega-3 0,17g 

Omega-6 0,11g 

Sumber: Arnarson. Atli (2016). 
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2.3 Asam Lemak 

Lemak merupakan molekul besar yang tersusun dari sejumlah molekul yang 

lebih kecil melalui reaksi dehidrasi (Campbell, 2008). Sifat umum lemak, yaitu 

relatif tidak dapat larut dalam air dan larut didalam pelarut non polar (Murray, 

2009). Lemak  memiliki peran penting dalam menghasilkan energi,  lemak dalam 

menghasilkan energi dua kali lebih banyak dibandingkan dengan protein dan 

karbohidrat. Hasil hidrolisis lemak akan membentuk dua komponen dasar lemak 

yaitu, asam lemak dan gliserol, minyak maupun senyawa lipid lainnya (Sartika, 

2008). n  

Asam lemak merupakan senyawa hidrokarbon yang berantai panjang dengan 

gugus karboksilat (-COOH) pada ujungnya (Rusdiana, 2004). Asam lemak pada 

ummnya berikatan dengan molekul lain, seperti fosfolipida dan trigliserida. Asam 

lemak yang tidak berikatan dengan molekul lain disebut asam lemak bebas (Free 

Fatty Acid/FFA) (Erna, 2008). Asam lemak berdasarkan  rantai ikatan gandanya 

dibagi menjadi  dua yaitu, jenuh (saturated fatty acid/SFA) (tidak mengandung 

ikatan rangkap) dan tidak jenuh (unsaturated fatty acid) (mengandung satu atau 

lebih ikatan rangkap) (Murray, 2009). 

 

2.3.1 Asam Lemak Tidak Jenuh 

Asam lemak tidak jenuh adalah asam lemak yang memiliki ikatan rangkap, 

dengan struktur berotasi kaku, hal tersebut dikarenakan adanya rantai ikatan 

rangkap. Asam linoleat merupakan salah satu contoh asam lemak tidak jenuh yang 

memiliki ikatan rangkap yang nonkonjugasi , artinya ikatan rangkap tidak terletak 

berdampingan tetapi terpisah oleh gugus metil namun ada juga asam lemak tidak 

jenuh yang ikatan rangkapnya berkonjugasi yaitu asam α-elaestearearat yang 

merupakan isomer asam linolenat. Perbedaan ikatan rangkap nonkonjugasi dan 

konjugasi dalam reaktivitas kimianya ialah lebih reaktif dan mudah berpolimerasi 

dibandingkan asam lemak yang ikatan rangkapnya nonkonjugasi (Girindra, 1990; 

Sartika, 2008). Asam lemak tidak jenuh dapat dibagi lagi menjadi asam lemak 

tidak jenuh tunggal/ Monounsaturated Fatty Acid (MUFA) (gambar 2.3.1)  
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dan asam lemak tidak  jenuh ganda/ Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs) 

(gambar 2.3.1.a) (Murray, 2009). 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Struktur Kimia Monounsaturated Fatty Acid (MUFA) 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur Kimia Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs) 

 

Asam lemak tidak-jenuh tunggal adalah asam lemak yang mengandung 

satu ikatan rangkap. Asam lemak ini tergolong dalam asam lemak rantai panjang,   

yang kebanyakan ditemukan dalam minyak zaitun, minyak kedelai, minyak 

kacang tanah, minyak biji kapas, dan kanola. Minyak zaitun adalah salah satu 

contoh yang mengandung MUFA 77% (Fennema, 1996). Mono Unsaturated 

Fatty Acid (MUFA) yang sering diketahui ialah dari golongan omega -9: asam 

oleat (ω-9) (Murray, 2009). 

Asam lemak tidak-jenuh ganda adalah asam lemak yang mengandung dua 

atau lebih ikatan rangkap. Asam lemak tidak jenuh, Polyunsaturated Fatty Acids 

(PUFAs) mempunyai panjang karbon 18 atau lebih dan memiliki 2 atau lebih 

ikatan ganda dalam posisi cis, bentuk cis merupakan bentuk struktur yang kurang 

stabil jika dibandingkan dengan bentuk strutur trans. PUFAs dapat digolongan 

menjadi 2 famili utama, yaitu famili omega 3 dan famili omega 6 (David S, 1997; 

Girindra, 1990).  Omega 3 memiliki ikatan ganda yang pertama pada atom karbon 

nomor 3 dari gugus metil, sedangkan omega 6 memiliki ikatan ganda yang 

pertama pada atom karbon nomor 6 dari gugus metil (Erna, 2008). Asam lemak 

tidak jenuh  ganda (PUFAs), yaitu: asam lemak arakhidonat, linoleat dan linolenat 
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antara lain  berperan penting dalam menjaga bagian struktural dari membran sel, 

dan perkembangan otak (Imre & Sahgk, 1997). Famili omega 6 (Gamma linolenic 

acid (GLA)) sangatlah diperlukan bagi kesehatan manusia (Demaison, L. 2002). 

Gamma linolenic acid (GLA) digunakan untuk menanggulangi penyakit sidrome 

pre-menstruasi, hipertensi, imflamatori, beberapa penyakit kulit dan gangguan 

kardiovaskular (Gil, A. 2002). Menurut Diana (2013) asam linoleat (omega 6) 

berfungsi untuk kecerdasan balita, mencegah penyakit jantung, depresi, dan 

meningkatkan daya tahan tubuh. 

 

2.4 Biosintesis Asam Lemak 

Hidrolisis lemak dengan asam akan menghasilkan asam lemak dan gliserol 

sedangkan hidrolisis lemak dengan enzim dapat dilakukan dengan enzim lipase 

akan menghasikan asam lemak dan monogliserida. Pembentukan asam  lemak di 

tingkat sel  berlangsung dalam sitosol, sedangkan oksidasi asam lemak terjadi 

pada mitokondria. Enzim yang mengkatalisis biosintesis asam lemak melibatkan 

tujuh protein  (enam protein memiliki fungsi katalitik) dan protein yang ketujuh 

memiliki fungsi sabagai mengkait dan membawa senyawa yang direaksikan sering 

dikenal sebagai acyl carrier protein (ACP) serta tahapan reaksi biosintesisnya 

melibatkan peran asetil Ko-A (Martoharsono, 2000).  

 Asetil KoA dalam mitokondria berasal dari tiga sumber yaitu: 1. 

Dekarboksilasi asam piruvat 2. Degradasi asam amino dan 3. β- oksidasi asam 

lemak. Senyawa yang tidak dapat menembus mitokondria untuk menuju kesitosol 

dimana sintesis asam lemak berlangsung.  Asetil KoA dapat keluar mitokondria 

ialah dengan jalan mengubah senyawa tersebut menjadi asam sitrat yang dapat 

diperoleh dari campuran asetil  KoA dan asam oksaloasetat, setelah sitrat 

ditransfer dari mitokondria ke dalam sitosol, maka sitrat mengalami pembelahan 

yang dikatalisis oleh liase ATP-sitrat (Armstrong, 1995; Martoharsono, 2000). 

Reaksi untuk menghasilkan asetil KoA yaitu: 

Sitrat + KoA + ATP  asetil-KoA + oksaloasetat + ADP + Pi  

Lagkah awal pembentukan asam lemak dimulai dengan pengubahan asetil 

KoA menjadi malonil KoA (Karboksilasi), yang dikatalis oleh enzim asetil KoA 
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karboksilase, proses karboksilasi ini tergantung keberadaan ATP dan kofaktor 

(Mn
2+ 

dan biotin), kemudian malonil KoA berikatan dengan ACP  (mengandung 

gugus  4„-fosfopantetein yang pada ujung terminalnya terdapat gugus sulfhidril)  

menjadi malonil sulfhidril acyl carrier protein (Malonil-S-ACP), selanjutnya 

malonil–S-ACP berikatan dengan asetil yang dikatalisis oleh enzim β-Ketoasil-

ACP sintase menghasilkan asetoasetil S-ACP yang kemudian direduksi dengan 

enzim β-ketoasil-reduktase menghasilkan D-β-OH-butiril–S-ACP, proses 

selanjutnya ialah dehidrasi dan reaksi reduksi kedua  menghasilkan butiril –S-

ACP kemudian senyawa tersebut direaksikan dengan sintase menghasilkan butiril 

–S-sintase, siklus sintesis yang telah dijelaskan diatas dilalui sebanyak 7 kali 

untuk menghasilkan asam palmitat (prekursor asam stearat dan asam lemak 

jenuh). Asam palmitat  (C16) smengalami desaturasi sehingga menjadi palmitoleat 

dan mengalami penambahan 2 atom karbon sehingga terbentuk asam stearat (C18) 

(Armstrong, 1995; Lehninger,1993; Martoharsono, 2000). Reaksi jalur 

pembentukan asam palmitat menjadi asam lemak tak jenuh, yaitu: 

 

Asam palmitat      asam stearat                    Asam oleat                 Linoleat 

           ɤ-linoloeat                   α-Linoleat                  Asam lemak tak jenuh lainnya 

  

2.5 Fermentasi 

Fermentasi merupakan proses pemecahan karbohidrat dan asam amino  

menjadi senyawa lain tergantung dari jenis fermentasinya, baik fermentasi secara 

aerob ataupun anaerob menghasilkan produk-produk yang berbeda dan masing-

masing spesifik  terjadi pada kelompok bakteri tertentu (Fardiaz, 1992). 

Fermentasi terdiri atas glikolisis plus reaksi-reaksi yang meregenerasi NAD+ 

dengan cara menstransfer elektron dari NADH ke piruvat atau turunan piruvat. 

NAD+ kemudian dapat digunakan ulang untuk mengoksidasi gula melalui 

glikolisis, dengan hasil netto 2 molekul ATP melalui fosforilasi tingkat substrat. 

Ada banyak tipe fermentasi yang berbeda dalam hal produk akhir yang terbentuk 

dari piruvat. Dua bentuk tipe fermentasi yang umum adalah fermentasi alkohol 

dan fermentasi asam laktat (Campbell et al. 2008) 

Desaturasi Desaturasi 
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Proses fermentasi menggunakan bakteri asam laktat dapat  menyebabkan 

terjadinya lipolisis dan hidrogenasi khususnya asam lemak tidak jenuh ganda 

(PUFAs) yaitu asam linoleat dan asam lemak linolenat. Hidrogenasi terjadi karena 

aktifitas bakteri yang dimulai dengan isomerisasi dan reduktase. Asam linolenat 

(C18:3 n-3) umumnya mengalami hidrogenasi sempurna menjadi asam stearat 

(C18:0), sedangkan hidrogenasi asam linoleat berlangsung tidak sempurna 

sehingga menghasilkan asam stearat dan asam  trans-vaksenat (C18:1 n7).  Proses 

fermentasi nampaknya juga  mengaktifkan kerja enzim 9 desaturase sehingga 

terjadi peningkatan asam  arakidonat dan CLA dari asam trans vaksenat (Jiang, 

1998). 

 

2.6 Ragi  

 Ragi umumnya digunakan dalam industri makanan  untuk membuat 

makanan dan minuman hasil fermentasi seperti tempe, roti, tape dan bir. Ragi 

mengandung mikroorganisme yang memilki kemampuan untuk  fermentasi dan 

media biakan bagi mikroorganisme tersebut. Media biakan ini dapat berbentuk 

butiran-butiran kecil atau cairan nutrisi. Mikroorganisme yang digunakan di 

dalam ragi terdiri atas kapang golongan Rhizopus (Feng, 2006). Mikroorganisme 

yang paling berperan dalam pembentukan tempe secara umum adalah genus 

Saccharomyces dan Rhizopus (Suharyanto, 2006).  

Kapang merupakan fungi multiseluler yang berfilamen, pada makanan 

memiliki penampakan berserabut seperti kapas dengan sifat morfologi tersususn 

atas filamen-filamen yang bercabang (misellium) (Fardiaz, 1992). Kapang 

memiliki keunggulan dibandingkan dengan mikrob yang lainnya dalam sifat 

fiosiologisnya yaitu, tetap dapat tumbuh dalam kondisi lingkungan yang tidak 

menguntungkan (Waluyo, 2012). Sifat fisiologi kapang berdasarkan kebutuhan 

oksigen ialah bersifat aerobik yaitu membutuhkan oksigen untuk 

pertumbuhannya, PH 2-8.5 dan berdasarkan suhu pertumbuhannya kapang dapat 

bersifat mesofilik, psikrotrofik dan termofilik. Kapang secara umum 

memproduksi enzim hidrolitik, misalnya amilase, pektinase, proteinase dan lipase 

(Fardiaz, 1992).  
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 Kapang yang memiliki aktivitas lipolitik adalah kapang yang memilki 

kemampuan memecah lemak menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana 

melalui lipase. Lipase merupakan enzim yang menghidrolisis lemak mono-,di-, 

dan trigeliserida menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Mikroorganisme 

hidrokarbonoklastik merupakan mikrob yang menghasilkan suatu senyawa berupa 

enzim lipase. Aktivitas mikroba dalam mendegradasi hidrokarbon menggunakan 

lipase disebut aktivitas lipolitik. (Falony et al., 2006). Aktivitas lipase meningkat 

selama proses fermentasi oleh  Rhizpus spp. akan mengakibatkan pembentukan 

asam oleat (omega 9). Asam oleat merupakan prekursor untuk produksi asam 

linoleat (omega 6), dan asam lemak golongan omega 9 digunakan sebagai substrat 

oleh jamur lipolitik untuk menghasilkan asam linoleat (Almatsier, 2006). asam 

oleat akan dikonversi menjadi asam linoleat dengan bantuan enzim desaturase 

(Chatra et.al, 2012 ).  

 

2.7 Tempe Kacang Merah 

 Prinsip dasar pembuatan tempe kacang merah adalah pembersihan, 

pencucian, perebusan, perendaman, pencucian, penambahan ragi, pengemasan dan 

fermentasi (Radiati, 2016). Tiga fase dalam Proses fermentasi tempe yaitu: (a) 

Fase pertumbuhan cepat (0-30 jam fermentasi), (b) fase transisi (30-50 jam 

fermentasi), (c) fase pembusukan atau fermentasi lanjut (50-90 jam fermentasi), 

(Kasmidjo dalam Widoyo,2010). Pada tempe terdapat enzim-enzim yang 

dihasilkan oleh kapang tempe selama proses fermentasi, sehingga protein, lemak 

dan karbohidrat menjadi lebih mudah di absorbsi (Suparmo dan Markakis, 1987). 

 Rhizopus oligosposrus mampu menghasilkan enzim-enzim protease. 

Senyawa kompleks protein dirombak  menjadi senyawa-senyawa lebih sederhana,  

hal ini penting dalam fermentasi tempe, dan merupakan salah satu faktor utama 

penentu kualitas tempe, yaitu sebagai sumber protein  nabati yang memiliki nilai 

cerna amat tinggi. Kandungan protein yang dinyatakan sebagai kadar total 

nitrogen memang tidak berubah selama fermentasi. Perubahan terjadi atas kadar 

protein terlarut dan kadar asam amino bebas. Enzim berfungsi sebagai aktivator 

dalam reaksi biokimia dan bersifat spesifik terhadap substrat, sehingga 
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mempermudah proses pemutusan suatu rantai kompleks tertentu (Syamsudin, dkk, 

2008). Adanya enzim proteolitik menyebabkan degradasi protein kacang merah, 

menjadi asam amino, sehingga nitrogen terlarut meningkat dari 0,5 menjadi 2,5%. 

Aktivitas protease terdeteksi setelah fermentasi 12 jam ketika pertumbuhan hifa 

kapang masih relatif sedikit, hanya 5% dari hidrolisis protein yang digunakan 

sebagai sumber karbon dan energi. Sisanya terakumulasi dalam bentuk peptida 

dan asam amino. Asam amino mengalami perubahan dari 1,02 menjadi 50,95 

setelah fermentasi 48 jam (Nurhidayat dkk., 2006). 

 Berdasarkan hasil penelitian Radiati (2016) mengenai tempe kacang merah 

memilki karakter organoleptik (rasa, penampakan, aroma dan warna) dapat 

diterima oleh panelis, tempe kacang merah yang dihasilkan berwarna putih, warna 

putih disebabkan adanya miselia jamur yang tumbuh pada substrat, memiliki 

aroma yang khas, ditunjukkan dengan adanya bau seperti tape atau alkohol dan 

rasanya hampir menyerupai tempe kedelai dengan tekstur yang lebih lembut dan 

gurih. Analisis statistik kadar protein rerata kadar protein tempe kacang merah 

berdasarkan hasil penelitian Kharisma (Tanpa Tahun) adalah 17,85%. Jika 

disesuaikan dengan syarat mutu SNI maka tempe kacang merah kadar proteinnya 

sudah memenuhi standar minimal 16, dengan demikian kacang merah memenuhi 

syarat dijadikan bahan dasar tempe yang disesuaikan dengan syarat mutu SNI baik 

dari sifat organoleptik dan analisis nutrisinya.  

 

2.8 Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GC-MS) 

 Prinsip GC-MS ialah 2 teknik analisis yang berbeda. Instrumen GC-MS 

terdiri dari dua komponen utama yaitu:  

1. Gas Chromatography (GC) merupakan  jenis  kromatografi yang terdiri 

dari dua fase, yaitu fase gerak dan fase diam. Fase gerak terdiri dari inert 

gas seperti helium, argon, hidrogen atau nitrogen, membewabeberpa 

senyawa yang akan dianalisis melalui kolom sedangkan fase stasioner 

adalah lapisan mikroskopis cairan atau polimer diatas padatan kaku 

dalam kaca atau logam tabung yang disebut kolom. Prinsip dari GC 

adalah sampel menyapu palung kolom dengan aliran gas helium yang 
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lain .Komponen dalam sampel terpisah satu sama lain karena perbedaan 

lama waktu untuk melewati kolom yang lain. 

2. Mass Spectrometry (MS) adalah detektor untuk sampel GC. Detektor 

untuk GC tersedia dengan jumlah besar, diantaranya yaitu PID 

Photoionisation detector, thermal conductivity detector TCD, dan flame 

ionizations detector (FID) yang sering digunakan dalam bentuk 

kromatogram. MS dapat memberikan informasi identifikasi struktural 

rinci dari senyawa yang diperoleh dari GC. Prinsip MS adalah sebagai 

keluaran sampel akhir dari kolom GC yang terfragmentasi  oleh ionisasi, 

dan fragmen diurutkan berdasarkan massa untuk membentuk pola 

fragmentasi.  Waktu retensi (RT) merupakan contoh pola fragmentasi 

untuk salah satu  komponen sampel unik, oleh karena itu  analisis 

tersebut merupakan identifikasi karakteristik dari suatu komponen. Hal 

ini sangat spesifik yang sering disebut sebagai sidik jari molekul 

(Hussain,2014; Kaspar, 2009). 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan Juni 2016 sampai November. 

Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember dan di 

Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Gadjah Mada.  

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat  

Alat yang digunakan dalampenelitian ini adalah Gas Chromatograph and 

Mass Spectrometer (GCMS), centrifuge, shaker, neraca analitik, gelas ukur, 

tabung reaksi, cawan petri, autoklaf, beaker glass, ose, bunsen, vortex, pipet ukur, 

oven blander dan hot plate. 

3.2.2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari biji kacang merah 

yang sudah dikeringkan, ragi  tempe merk RAPRIMA, kloroform, methanol, NaCl 

pekat  dalam aquades, hexana, buffer fosfat, trace element, BF3 Methanol 20%,  

spiritus, buffer natrium fosfat Ph 7,2, gas nitrogen, alkohol, methanol-kloroform 

dan akuades. 

 

3.3 Rancangan Penelitian  

Rancangan penelitian yang dilakukan dalam penelitian adalah menggunakan 

metode deskriptif. Dengan pembagian kelompok uji dari penelitian ini : 

Kelompok 1 : Kelompok kontrol (tanpa fermentasi) kacang merah selama 0 jam, 

dianalisis identifikasi jenis dan kandungan asam lemak tidak 

jenuh. 
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Kelompok 2 : Kelompok perlakuan fermentasi Kacang merah selama 24 Jam, 

dianalisis identifikasi jenis dan kandungan asam lemak tidak 

jenuh. 

Kelompok 3 : Kelompok perlakuan fermentasi Kacang merah selama 48 Jam, 

dianalisis identifikasi jenis dan kandunga asam lemak tidak 

jenuh. 

 

3.4 Tahap Penelitian 

3.4.1 Permbuatan Tempe Kacang Merah 

Cara Pembuatan tempe dari biji Kacang Merah 

1) Kacang merah sebanyak 500 gram direbus selama 10 menit, setelah 

matang kacang merah dibuang kulitnya, dipotong kecil-kecil dan direndam 

selama 24 jam. 

2) Kacang merah dicuci bersih dan direbus kembali selama 5 menit dan 

didinginkan. 

3) Tahap berikutnya adalah peragian, dengan cara mencampurkan bubuk ragi 

sebanya 5 gram pada kacang merah sebanyak 500 gram. Peragian 

dilakukan secara aseptik agar terjaga kesterilisasiannya dan dapat 

menghasilkan asam lemak tidak jenuh.    

4) Kacang merah yang telah diberi ragi dibungkus dengan plastik yang telah 

dilubangi untuk  pertukaran gas oleh mikrob selama proses fermentasi 

berlangsung, dengan lama waktu fermentasi 16 jam, 24 jam dan 48 jam,  

diperoleh tempe. 

 

3.5 Identifikasi Jenis dan Kandungan Asam Lemak Tidak Jenuh 

a. Ekstraksi Asam Lemak 

Tempe yang akan diekstrak asam lemaknya dipotong kecil-kecil dan 

dikeringkan lebih dulu pada temperatur 40 - 45
o
C selama 2 x 24 jam. Tempe yang 

sudah kering dihancurkan sampai menjadi tepung. Satu gram sampel halus tempe 

kacang merah kering dimasukkan dalam erlenmeyer kemudian diberi 3 ml larutan 

methanol-chloroform (1:1) dan digoyang dengan tangan selama 5 menit. 
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Selanjutnya ditambahkan  2 ml buffer Na Phosphat  dan 1 ml kloroform, goyang 

kembali selama 5 menit. Sampel disentrifuge dengan kecepatan 2000 rpm selama 

15 menit. Setelah disentrifuge sampel akan menghasilkan 2 fase, buang bagian 

atas, kemudian tambahkan kembali 1 ml kloroform dan goyang kembali selama 5 

menit. Selanjutnya sampel  disentrifuge kembali dengan kecepatan 2000 rpm 

selama 2 menit. Pindahkan sampel yang telah disentrifuge kedalam tabung reaksi. 

Kemudian sampel diuapkan menggunakan  gas nitrogen (N2), hingga tersisa asam 

lemak yang tersisa didasar tabung reaksi. 

 

b. Transmethylsesterifikasi Sampel 

Transmethylsesterifikasi dilakukan dengan cara mencampurkan 1 ml BF3 

Methanol 20% dengan hasil ekstraksi asam lemak yang diperoleh dan diinkubasi 

pada Hot Plate dengan suhu 60ºC selama 30 menit. Methyl ester yang didapatkan 

kemudian ditambah dengan  1 ml heksana dan dikocok perlahan. Fase heksana 

kemudian diambil dan diuapkan dengan gas nitrogen (N2), untuk menghilangkan 

sisa air. Selanjutnya pada tiap-tiap sampel ditambahkan heksana dengan volume 

yang sama dan dianalisis menggunakan Gas Chromatograph and Mass 

Spectrometer (GCMS) (Siswanto & Muzakhar, 2009 ).  

 

c. Analisis Asam Lemak Tidak Jenuh 

Sampel yang diperoleh dari proses transmethylsesterifikasi bersifat volatil 

(mudah menguap) karena asam lemak telah berikatan dengan metil alkohol, 

sehingga harus langsung dianalisis menggunakan Gas Chromatograph and Mass 

Spectrometer (GCMS). 

Cara GCMS membaca sampel yang diinginkan ialah sampel yang telah 

bersifat volatil diinjeksikan kedalam kolom dengan cara injector, injector tersebut 

suhunya telah dioptimasi dengan suhu 300.00°C kemudian sampel ditransfer pada 

kolom suhu 70.0°C, sehingga sampel tersebut memisah berdasarkan fase gerak 

pada kolom dengan waktu yang dibutuhkan (RT) oleh masing-masing molekul ion 

berbeda. Metode ionisasi yang digunakan adalah dampak electron (EI) yang 

menyebabkan molekul ions memecah menjadi frgamen-fragmen yang lebih kecil. 
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Fragmen diurutkan berdasarkan massa untuk membentuk pola fragmentasi yang 

memberikan informasi penting mengenai struktur molekul sampel yang 

terionisasi. Berdasarkan puncak kromatogram dari masing-masing spectrum akan 

dianalisis oleh database librari di MS. 

 

3.6 Analisis Data 

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini adalah analisis diskriptif. 

Penelitian ini mendiskripsikan jenis asam lemak tidak jenuh biji kacang merah 

yang dihasilkan tanpa fermentasi dan sesudah difermentasi dengan lama waktu 

fermentasi 24 jam dan 48 jam. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 

selama proses fermentasi kacang merah diperoleh 2 jenis asam lemak tidak jenuh 

yang tergolong omega 6 dan 9 yaitu; 9,12-Octadecadienoic acid pada fermentasi 

jam ke-48, dan 9-Octadecenoic acid pada fermentasi jam ke-24. Berdasarkan 

presentase area optimalnya waktu fermentasi untuk kenaikan asam lemak tidak 

jenuh ialah pada fermentasi jam ke-48, hal tersebut terbukti dengan kadar asam 

lemak tidak jenuh essensial 9,12-Octadecadienoic acid mengalami kenaikan 

sebesar 72,53% pada fermentasi jam ke-48.  

 

5.2 Saran 

Adapun saran untuk penelitian selanjutnya agar dapat dikaji lebih lanjut 

yaitu sebagai berikut: 

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut menggunakan beberapa isolat murni 

dalam pembuatan tempe kacang merah. 

2. Perlu dilakukan uji lanjutan pengamatan setiap 6 jam fermentasi terhadap 

kinetika pertumbuhan mikrob. 

3. Perlu dilakukan uji lanjutan mengenai asam lemak tidak jenuh 9-Oktadecenoic 

acid dan 9,12-Octadecadienoic acid untuk dianalisis dengan GCMS 

menggunakan standart. 
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LAMPIRAN 

 

A. Komposisi Buffer 

PH 0,2 M NaH2PO4 0,2 M Na2HPO4 

7 39,0 61,0 

7,2 28,0 72,0 

 

B. Komposisi Buffer Na-Phospat (100 ml) PH 7,2 

A: 0,2 M NaH2PO4 H2O (137 gr/mol) 2,74 gr/ml 

B : 0,2 M Na2HPO4 H2O (358 gr/mol) 7,16 gr/ml  

 

PH  A   B   Aquades 

7,2  14   36   50 ml 
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C. Kromatogram Hasil 0 Jam Kacang Merah Sebelum Fermentasi 
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D. Hasil MS Untuk 0 Jam Kacang Merah Sebelum Fermentasi (Peak 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E. Hasil MS Untuk 0 Jam Kacang Merah Sebelum Fermentasi (Peak 3) 
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F. Kromatogram Hasil 24  Jam Fermentasi Kacang Merah  
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G. Hasil MS Untuk 24 Jam Fermentasi Kacang Merah (Peak 2)  
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H. Kromatogram Hasil 48 Jam Fermentasi Kacang Merah  
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I. Hasil MS Untuk 48 Jam  Fermentasi Kacang Merah (Peak 2) 
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