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MOTTO 

 

“Nothing is impossible; the word itself says ‘I’m possible’.” 

(Audrey Hepburn) 

 

 

“You are a masterpiece. You are perfect the way you are.” 

(Im Nayeon - One in a Million) 

 

 

“I am eccentric and I’m fine with being different. I’ll pass on being average, just 

let me be myself. I refuse to change my color to suit everyone like a chameleon.” 

(Keyakizaka46 - Eccentric) 

 

 

“There's always gonna be another mountain. I'm always gonna make it move. 

Always gonna be an uphill battle. Sometimes I'm gonna have to lose. Ain't about 

how fast I get there. Ain't about what's waiting on the other side. It's the climb.” 

(Miley Cyrus - The Climb) 

 

 

“Sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan. Maka apabila engkau telah 

selesai (dari sesuatu urusan), tetaplah bekerja keras (untuk urusan yang lain). Dan 

hanya kepada Tuhanmulah engkau berharap.” (QS. Al-Insyirah: 6-8)  
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RINGKASAN 

Ekstraksi dan Karakterisasi Lunatin dari Koro Kratok (Phaseolus lunatus 

L.); Aisyah Fridannisa, 161710101128; 2019, 62 halaman; Jurusan Teknologi 

Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian; Universitas Jember. 

 

Koro kratok (Phaseolus lunatus L.) merupakan salah satu tanaman 

berjenis kacang-kacangan yang memiliki nilai gizi yang cukup tinggi terutama 

pada kandungan protein (19,93-21,40%) dan serat (4,20-5,50%), serta rendah 

lemak (0,99-1,21%). Koro kratok juga mengandung lektin bernama lunatin yang 

merupakan zat antigizi, tetapi juga memiliki sifat fungsional sebagai antioksidan, 

antifungi, dan antiproliferatif. Kandungan zat antigizi pada koro kratok, termasuk 

lunatin, dapat dipengaruhi oleh proses pengolahan seperti perendaman, 

penggunaan suhu tinggi, dan fermentasi. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh perbedaan olahan bahan baku berupa biji koro kratok kering 

yang dihancurkan, tepung koro kratok, dan Modified Legume Flour (MOLEF) 

koro kratok serta suhu ekstraksi (27ºC, 40ºC, dan 50ºC) terhadap ekstrak lunatin 

yang diperoleh. 

Penelitian ini diawali dengan mengolah koro kratok menjadi biji koro 

kratok kering yang dihancurkan, tepung koro kratok, dan MOLEF koro kratok. 

MOLEF koro kratok dihasilkan dari fermentasi koro kratok menggunakan bakteri 

Lactobacillus plantarum. Sebelum diekstraksi, terlebih dahulu dilakukan uji total 

kandungan protein pada masing-masing olahan bahan baku. Kemudian dilakukan 

ekstraksi menggunakan kombinasi tiga jenis variasi suhu ekstraksi yaitu 27ºC, 

40ºC, dan 50ºC terhadap ketiga jenis olahan bahan baku. Ekstrak protein yang 

dihasilkan kemudian dianalisis sifat fisik berupa berat molekul yang terkandung 

pada masing-masing sampel; serta sifat fungsional yang meliputi aktivitas 

antioksidan dan aktivitas antifungi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) dengan dua faktor (olahan bahan baku dan suhu ekstraksi). Data 

yang telah diperoleh diolah menggunakan analisis sidik ragam (ANOVA), uji 

lanjut Tukey, dan uji t parsial untuk mengetahui secara spesifik perlakuan yang 
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memberikan perbedaan nyata. Hasil keseluruhan disajikan dalam bentuk tabel, 

grafik, dan histogram, kemudian data tersebut dianalisa secara deskriptif serta 

dikomparasi dengan studi literatur. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa total protein dalam biji koro kratok 

kering yang dihancurkan (23,18%) dan tepung koro kratok (24,20%) secara 

spesifik lebih tinggi daripada MOLEF koro kratok (17,12%); berat molekul 

lunatin yang terdeteksi sesuai dengan literatur adalah 30,25 kDa, dengan lebih 

banyak pita protein yang terdeteksi pada biji koro kratok kering yang dihancurkan 

daripada tepung dan MOLEF koro kratok; aktivitas antioksidan tertinggi dimiliki 

oleh ekstrak lunatin dari sampel A1B3 (biji koro kratok kering yang dihancurkan, 

ekstraksi 50ºC) yaitu sebesar 83,58% dan aktivitas terendah dimiliki oleh ekstrak 

lunatin dari sampel A3B2 (MOLEF koro kratok, ekstraksi 40ºC) yaitu sebesar 

45,97%; variasi suhu secara umum tidak mempengaruhi perbedaan pita protein 

yang dapat terdeteksi dan aktivitas antioksidan; serta seluruh sampel ekstrak 

lunatin tidak menunjukkan aktivitas antifungi terhadap Aspergillus niger, hanya 

membentuk zona bening di sekitar kertas cakram.  
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SUMMARY 

Extraction and Characterization of Lunatin from Lima Bean (Phaseolus 

lunatus L.); Aisyah Fridannisa, 161710101128; 2019, 62 pages; Department of 

Agricultural Product Technology, Faculty of Agricultural Technology; University 

of Jember. 

 

Lima bean (Phaseolus lunatus L.) is one kind of legume with high 

nutrients such as protein (19.93-21.40%), fiber (4.20-5.50%), and low in fat  

(0.99-1.21%). Beside that, lima bean also contains lectin called lunatin. Despite its 

antinutrient property, lunatin also holds its functional properties such as 

antioxidant, antifungal, and antiproliferative. Antinutrient substances of lima 

bean, including lunatin, can be reduced by processing method such as soaking, the 

use of high termperature, and fermentation. This study aimed to determine the 

effect of three different processed materials which are dried crushed lima bean, 

lima bean flour, and lima bean Modified Legume Flour (MOLEF) combined with 

three states of extraction temperature (27ºC, 40ºC, and 50ºC) on the lunatin 

extracts that were obtained. 

This research was begun with the processing of lima bean into dried 

crushed lima bean, lima bean flour, and lima bean MOLEF. Lima bean MOLEF 

was processed by fermenting lima bean with Lactobacillus plantarum. Before the 

extraction process was held, the total protein contents the three different processed 

materials were being examined first. Then, the extraction was processed with the 

combination of three different states of extraction temperature (27ºC, 40ºC, and 

50ºC) on the three different processed materials. The protein extracts that were 

obtained after were analyzed respectively for its physical property (molecular 

weight), as well as its functional properties (antioxidant activity and antifungal 

activity). This research used Completely Randomized Design (CRD) with two 

factors (processed materials and extraction temperatures). The resulted data were 

statistically assayed by analysis of varian (ANOVA), Tukey’s Honestly 

Significant Difference (HSD) test, and partial t-test. The final data were provided 
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as tables, charts, and histograms, then analyzed descriptively, also compared to 

the previous literature studies. 

The results showed that the total protein content on dried crude lima bean 

(23.18%) and lima bean flour (24.20%) specifically higher than lima bean 

MOLEF (17.12%); molecular weight of lunatin was likelihood 30.25 kDa 

(according to previous literature), with more protein nodes detected on dried crude 

lima bean than lima bean flour and MOLEF; the highest antioxidant activity was 

obtained by A1B3 lunatin extract (dried crushed lima bean with 50ºC extraction 

temperature) with 83,58%, while the lowest antioxidant activity was obtained by 

A3B2 lunatin extract (lima bean MOLEF with 40ºC extraction temperature) with 

45,97%; the variation of extraction temperature did not specifically affected the 

protein nodes that detected and the antioxidant activity; lastly, all the lunatin 

extract samples did not evidence the antifungal activity on Aspergillus niger, just 

merely showed vague clear zone around the paper discs.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 Latar Belakang 1.1

Koro kratok (Phaseolus lunatus L.) merupakan salah satu tanaman 

kacang-kacangan yang memiliki kandungan protein dan serat yang tinggi serta 

rendah lemak. Tanaman koro-koroan memiliki produktivitas yang tinggi, yaitu 

pada lahan kering sekitar yaitu 800-900 kg/ha dan pada lahan yang diberi 

pengairan yaitu sekitar 1700 kg/ha, serta mudah dibudidayakan (Suhardi, 1989). 

Selain itu, koro kratok juga memiliki nilai gizi yang cukup tinggi, yaitu 

karbohidrat sekitar 60,55-74,62%, protein sekitar 19,93-21,40%, lemak sekitar 

0,99-1,21%, serat sekitar 4,20-5,50%, kadar air sekitar 11,58-13,83%, serta kadar 

abu sekitar 3,46-3,61% dari berat kering (Diniyah dkk., 2013). 

Koro kratok dapat dimodifikasi menjadi tepung kaya protein (protein rich 

flour) dan Modified Legume Flour (MOLEF). Produksi MOLEF koro kratok 

secara fermentasi terkendali dilakukan menggunakan kultur bakteri asam laktat 

(BAL) yaitu L. plantarum (Nafi’ dkk., 2016). Aplikasi tepung dan MOLEF koro 

kratok telah dilakukan pada beberapa produk makanan seperti substitusi tepung 

terigu dalam tepung bumbu, mi basah dan mi instan, campuran nugget jamur 

merang, serta Texturized Vegetable Protein (TVP) untuk bahan baku pembuatan 

daging analog seperti sosis, nugget dan bakso, produk brownies, serta flakes ubi 

jalar. 

Meskipun begitu, koro kratok masih kurang dikenal dan belum banyak 

dimanfaatkan oleh masyarakat secara umum karena adanya faktor antigizi. Koro 

kratok mengandung senyawa toksik atau zat antigizi seperti asam sianida (HCN) 

yang cukup tinggi yaitu sekitar 14,96-26,22 mg/g serta asam fitat sekitar 8,76-

19,75 mg/g (Diniyah dkk., 2013). Koro kratok juga mengandung lektin yang 

bernama lunatin. Lektin merupakan protein pengikat karbohidrat yang memiliki 

sifat hemaglutinasi. Penelitian menunjukkan bahwa efek toksik lektin pada 

mamalia berkaitan dengan proses pencernaan serta proses penyerapan gizi yang 

tidak normal pada saluran pencernaan (Putzai dkk., 1979; King dkk., 1982). 
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Kandungan zat antigizi pada koro kratok, termasuk lunatin, dapat 

dipengaruhi oleh proses pengolahan. Asam sianida dan asam fitat dapat 

dihilangkan menggunakan proses pengolahan yang tepat, salah satunya adalah 

dengan cara perendaman (Diniyah dkk., 2015). Semakin lama perendaman, maka 

semakin banyak pula zat antigizi yang dapat dihilangkan (Sri dkk., 2008). 

Adeparusi (2001) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa lektin dari koro 

kratok dapat berkurang setelah melalui proses pengolahan, baik dengan cara 

perendaman, autoklaf, maupun pemanggangan. Menurut Huismann (1991), 

perlakuan panas adalah metode yang sering digunakan untuk mengurangi 

kandungan lektin. Fermentasi koro-koroan atau biji-bijian, baik secara alami 

(spontan) maupun menggunakan kultur murni seperti bakteri asam laktat (BAL), 

juga mampu menurunkan kandungan senyawa antigizi serta meningkatkan protein 

terlarut (Antony dan Chandra, 1998). 

Lunatin pada satu sisi memang merupakan zat antigizi, namun di sisi lain 

juga memiliki sifat fungsional. Secara umum, lektin diketahui dapat 

menggumpalkan sel berbahaya dan menstimulasi mitosis pada limfosit (Sharon 

dan Lis, 1972). Galbraith dan Goldstein (1972) dalam penelitiannya telah 

membuktikan bahwa lunatin berpotensi dalam identifikasi sel darah merah 

golongan darah A karena kemampuan aglutinasinya hanya memiliki efek yang 

kuat pada golongan darah tersebut. Penelitian oleh Wu dkk. (2016) telah 

menunjukkan kemampuan lunatin sebagai antifungi terhadap Pythium 

aphanidermatum, Fusarium soloni, Fusarium oxysporum dan Botrytis cinerea; 

serta kemampuan antipoliferatif terhadap sel tumor HepG2, HeLa, dan K562. e 

Lacerda dkk. (2017) juga telah membuktikan bahwa lunatin memiliki aktivitas 

antioksidan, antitumor, dan gastroprotektif. 

Penelitian ini menggunakan koro kratok yang telah diolah menjadi biji 

kering yang dihancurkan, tepung, serta MOLEF. Lunatin dari ketiga hasil olahan 

bahan baku ini dapat diperoleh menggunakan berbagai macam cara, salah satunya 

melalui ekstraksi menggunakan pelarut. Suhu yang digunakan saat proses 

ekstraksi dapat mempengaruhi total protein, termasuk lunatin, yang berhasil 

diperoleh dari bahan-bahan tersebut. Penelitian mengenai karakteristik lunatin 
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yang diekstrak dari tiga olahan bahan baku yang berbeda (biji kering yang 

dihancurkan, tepung serta MOLEF koro kratok) pada beberapa suhu ekstraksi 

yang berbeda belum pernah dilaporkan sebelumnya. Oleh karena itu, perlu 

dilakukan penelitian mengenai karakterterisasi lunatin yang diekstrak dari tiga 

olahan bahan baku meliputi biji kering yang dihancurkan, tepung, serta MOLEF, 

dengan menggunakan tiga variasi suhu ekstraksi yang berbeda (27ºC, 40ºC, dan 

50ºC) untuk mengetahui pengaruh olahan bahan baku serta suhu terhadap hasil 

ekstraks lunatin yang diperoleh. 

 Rumusan Masalah 1.2

Lunatin merupakan zat antigizi dalam koro kratok yang juga memiliki sifat 

fungsional, antara lain sebagai antioksidan, antifungi, antipoliferatif, dan 

gastroprotektif. Koro kratok dapat diolah menjadi biji kering yang dihancurkan, 

tepung, serta MOLEF koro kratok. Pengolahan tersebut dapat mempengaruhi total 

protein, termasuk lunatin. Penggunaan suhu tinggi saat proses ekstraksi juga dapat 

mempengaruhi kandungan lunatin, yang kemudian dapat berpengaruh juga 

terhadap karakteristik fungsionalnya. Oleh karena itu, perlu dikaji perbedaan 

karakteristik lunatin dari biji koro kratok yang dihancurkan, tepung koro kratok, 

dan MOLEF koro kratok yang diekstrak menggunakan tiga jenis variasi suhu yang 

berbeda. 

 Tujuan Penelitian 1.3

Penelitian ini memiliki beberapa tujuan antara lain sebagai berikut: 

1. Mengetahui karakteristik kimia berupa total protein dari tiga jenis olahan koro 

kratok; serta karakteristik fisik berupa berat molekul pita protein lunatin dari 

ketiga olahan yang diekstrak menggunakan tiga suhu yang berbeda. 

2. Mengetahui karakteristik fungsional lunatin dari ketiga olahan koro kratok 

yang diekstrak menggunakan tiga suhu berbeda, meliputi aktivitas antioksidan 

dan aktivitas antifungi. 
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 Manfaat Penelitian 1.4

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan beberapa manfaat antara lain 

sebagai berikut: 

1. Meningkatkan potensi bahan pangan lokal khususnya koro kratok, 

2. Menghasilkan hasil penelitian terkait lunatin dari koro kratok yang memiliki 

kandungan protein yang relatif tinggi serta memiliki potensi sebagai 

antioksidan dan antifungi.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Koro Kratok (Phaseolus lunatus L.) 

Koro kratok (Phaseolus lunatus L.) merupakan tanaman biji-bijian yang 

pertaman kali ditemukan di Amerika Tengah (Meksiko dan Guatemala) dengan 

biji yang berukuran kecil, sementara di Amerika Selatan (Peru), bijinya berukuran 

sedikit lebih besar. Berdasarkan karakteristik daerah asalnya tersebut, koro kratok 

dibedakan menjadi dua jenis yaitu Mesoamerican (Meksiko dan Guatemala) dan 

Andean (Amerika Selatan). Setelah koro kratok tersebar di Amerika, kemudian 

berlanjut ke Eropa dan Asia. Pada wilayah Asia, koro kratok pertama kali 

ditemukan di Filipina, kemudian berkembang pesat di Myanmar dan terus 

menyebar sampai ke Jawa (PROSEA, 1989). Koro kratok di Indonesia sering 

dikenal dengan kacang lima, kacang mentega, koro glinding atau kekara 

(Purwanti dan Prihata, 2017). Adapun klasifikasi koro kratok adalah sebagai 

berikut: 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas    : Magnoliopsida 

Bangsa : Rosales 

Suku  : Caesalpiniaceae 

Marga  : Phaseolus 

Jenis  : Phaseolus lunatus L. 

Koro kratok memiliki tiga tipe biji yaitu Potato (biji kecil berbentuk bulat) 

dengan berat sekitar 35,5 g/100 biji, panjang 9 mm, lebar 8 mm; Sieva (biji 

berbentuk ginjal berukuran medium) dengan berat sekitar 30-45,3 g/100 biji, 

panjang 12 mm, lebar 9-10 mm; serta Inca (biji berbentuk bulat dan berukuran 

besar) dengan berat sekitar 100-110 g/100 biji, panjang 25 mm, lebar 14 mm. 

Secara umum, sekitar 70% jenis koro kratok memiliki biji berbentuk ginjal dan 

30% lainnya berbentuk lonjong serta bulat (Purwanti dan Prihata, 2017). 

Penelitian ini menggunakan koro kratok dengan tipe biji Sieva. Biji koro kratok 

dapat dilihat pada Gambar 2.1. 
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Gambar 2.1 Biji koro kratok (Dokumen Pribadi) 

Koro kratok merupakan tanaman yang berperan penting dalam mengatasi 

lahan kritis karena dapat tumbuh secara produktif di daerah yang memiliki tanah 

kurang subur. Pemanfaatan tanaman ini sebagian besar untuk makanan ternak, 

namun sebagian masyarakat telah memanfaatkannya untuk tempe (Kanetro dan 

Hastuti, 2006). Koro kratok dalam tahap penelitian telah dimodifikasi menjadi 

tepung kaya protein (protein rich flour) (Nafi’ dkk., 2006) dan Modified Legume 

Flour (MOLEF) (Nafi’ dkk., 2015). Aplikasi tepung dan MOLEF koro kratok 

telah dilakukan pada beberapa produk makanan seperti tepung bumbu, mi basah, 

dan mi instan, nugget jamur merang, serta Texturized Vegetable Protein (TVP) 

untuk bahan baku pembuatan daging analog seperti sosis, nugget, bakso, flakes 

ubi jalar, serta produk brownies. 

2.2 Kandungan Senyawa Gizi Koro Kratok 

Koro kratok (Phaseolus lunatus L.) memiliki potensi sangat besar untuk 

diolah menjadi produk pangan apabila ditinjau dari segi gizi dan syarat 

tumbuhnya (Nafi’ dkk., 2015). Koro kratok memiliki semua unsur gizi dengan 

nilai gizi yang cukup tinggi yaitu karbohidrat sekitar 60,55-74,62%, protein 

sekitar 19,93-21,40%, lemak sekitar 0,99-1,21%, serat sekitar 4,20-5,50%, kadar 

air sekitar 11,58-13,83%, serta kadar abu sekitar 3,46-3,61% dari berat kering 

(Diniyah dkk., 2013). Koro-koroan juga mengandung vitamin B1 dan B2 (Nafi’ 

dkk., 2006). 

Kandungan protein yang dapat dimakan untuk setiap 100 g bagian antara 

lain yaitu pada polong muda sekitar 1,3 g, biji muda sekitar 8,4 g, dan daun segar 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


7 
 
 

 
 

sekitar 0,6 g (Nafi’ dkk., 2015). Kandungan protein yang tinggi menjadikan koro-

koroan termasuk koro kratok memiliki potensi yang tinggi sebagai alternatif 

pengganti protein hewani (Nafi’ dkk., 2006). Selain berpotensi sebagai pengganti 

protein hewani, koro kratok juga merupakan bahan hasil pertanian lokal yang 

memiliki sifat mampu mensubstitusi peranan terigu (Giyarto dkk., 2016). Protein 

koro-koroan dapat dipertimbangkan sebagai sumber protein untuk bahan pangan 

dikarenakan memiliki keseimbangan asam amino yang baik serta memiliki bio-

availabilitas yang tinggi pula (Newman dkk., 1987; Friedman, 1996). 

2.3 Kandungan Senyawa Antigizi Koro Kratok 

Biji koro-koroan secara umum mengandung beberapa senyawa antigizi. 

Senyawa antigizi tersebut antara lain asam sianida (HCN), asam fitat, antitripsin 

(trypsin inhibitor), tanin, serta lektin yang salah satunya berupa Lunatin. 

Kandungan asam sianida pada koro kratok cukup tinggi yaitu sekitar 14,96-26,22 

mg/g, asam fitat berkisar antara 8,76-19,75 mg/g, antitripsin sekitar 73,7 TIU/mg 

protein, tanin sebanyak 0,64g/100 g, serta lektin sebanyak 4 HU/mg N 

(Adeparusi, 2001; Diniyah dkk., 2013). 

Asam sianida merupakan racun yang bereaksi cepat, berbentuk gas tak 

berbau dan tak berwarna serta sangat berbahaya jika dikonsumsi secara berlebihan 

(Diniyah dkk., 2013, Arianto dkk., 2014). Asam sianida dalam tanaman sebagian 

besar terikat dengan senyawa sakarida, baik berupa monosakarida maupun 

polisakarida berbentuk glukosida sianogenik (Montgomery, 1980). Glukosida 

sianogenik pada koro kratok bernama linamarin, yang jika mengalami 

sianogenesis akan terurai menjadi asam sianida dan komponen karbonil (Frehner 

dan Conn, 1987). Proses pengolahan yang tepat dapat menurunkan kadar HCN 

pada kacang koro seperti proses pencucian, perendaman, serta fermentasi (Arianto 

dkk., 2014). Semakin lama perendaman, maka semakin banyak pula asam sianida 

yang dapat dihilangkan (Sri dkk., 2008). Proses lain yang dapat menurunkan 

kadar sianida adalah dengan perebusan yang dapat menginaktifkan enzim β-

glukosidase serta perendaman dalam abu sekam padi yang dapat melepaskan 

sianida (Pramitha dan Wulan, 2017). 
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Asam Fitat dapat mengikat kalsium, fosfor, magnesium, dan zat besi, serta 

dapat bergabung dengan protein sehingga dapat mempengaruhi zat gizi yang 

dapat diserap oleh tubuh. Asam fitat yang tinggi dapat menurunkan atau bahkan 

menghilangkan keberadaan fosfor. Asam fitat dapat dikurangi dengan metode 

pengolahan seperti perendaman dan pemasakan. Kandungan asam fitat akan 

berkurang jika bahan dimasukkan ke dalam autoklaf selama 20 menit (Reddy 

dkk., 1982; Adeparusi, 2001). 

Antitripsin dapat menghambat daya kerja proses proteolitik dari enzim 

tripsin yang dihasilkan oleh pankreas. Zat antitripsin juga dapat merangsang 

pankreas untuk mensekresi enzim yang diproduksinya lebih banyak lagi sehingga 

energi metabolik makanan turun karena protein tidak tercerna dengan baik. 

Akibatnya tubuh akan mengalami kekurangan protein dan sering disertai dengan 

pembesaran pankreas (Lyli, 1987). Zat antitripsin dapat dihilangkan melalui 

proses pengolahan seperti perendaman, autoklaf serta pemanggangan (Adeparusi, 

2001). 

Tanin dapat mengganggu penyerapan protein, serta memberi pengaruh 

buruk terhadap bio-availabitas zat besi non-hemoglobin sehingga menyebabkan 

buruknya penyerapan zat besi dan kalsium. Tanin juga dapat mempengaruhi 

komponen karbohidrat sehingga mengakibatkan berkurangnya nilai gizi bahan 

pangan tersebut. Proses perendaman dan pemanggangan lebih efektif mengurangi 

tanin daripada menggunakan autoklaf (Adeparusi, 2001). 

Lektin, yang salah satunya berupa lunatin, memiliki sifat hemaglutinasi. 

Efek toksik hemaglutinin pada mamalia telah diteliti berkaitan dengan proses 

pencernaan serta proses penyerapan gizi yang tidak normal pada saluran 

pencernaan (Putzai dkk., 1979; King dkk., 1980). Lektin koro kratok dapat 

berkurang melalui proses pengolahan seperti perendaman, pemanggangan serta 

autoklaf seperti yang telah diteliti oleh Adeparusi (2001). 

2.4 Lunatin 

Lunatin merupakan lektin yang diisolasi dari biji Phaseolus lunatus L. 

Lektin merupakan protein pengikat karbohidrat yang memiliki paling sedikit satu 
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domain non-katalis yang secara selektif menerima dan secara spesifik mengikat 

beberapa jenis glikoprotein berbeda yang mengandung mono- atau oligosakarida.  

(Wu dkk., 2016). Lektin terkandung dalam setiap struktur pada tanaman, tetapi 

kandungannya terpusat pada biji-bijinya, dimana kandungan lektin memiliki 

proporsi yang lebih tinggi dibandingkan jenis protein lainnya (e Lacerda dkk., 

2016). 

Lunatin memiliki berat molekul sekitar 128 kDa menurut e Lacerda dkk. 

(2016) dan 24,3 kDa menurut Wu dkk. (2016). Sementara Gould dan Scheinberg 

(1970) mengisolasi dua faktor aglutinasi dari Phaseolus lunatus yang memiliki 

berat molekul 62 kDa, tetapi ketika ditambahkan reagen pereduksi berupa DTT, 

muncul pita protein baru yang memiliki berat molekul 31 kDa. Gould dan 

Scheinberg menyatakan bahwa kedua faktor aglutinasi tersebut merupakan lektin 

tunggal yang berada pada dua tahapan agregasi yang berbeda. Lunatin 

diasumsikan merupakan jenis lektin baru karena tidak memiliki kesamaan dengan 

lektin dari tanaman kacang-kacangan lainnya yang telah diteliti sebelumnya. Total 

rendemen yang dapat diperoleh dari 50 g koro kratok adalah 71,3 mg (Wu dkk., 

2016). 

Lunatin hanya memiliki efek aglutinasi terhadap eritrosit golongan darah 

A, dan sifat aglutinasi ini dapat dihambat oleh N-acetyl-D-galactosamine, D-

fruktosa, D-galaktosa, D-glukosa serta manitol. Lunatin memiliki kestabilan yang 

tinggi terhadap rentang pH yang luas (2,0-11,0), serta memiliki kestabilan 

menengah terhadap suhu (sampai suhu 50ºC) dibandingkan dengan jenis lektin 

lainnya. Lunatin juga resisten terhadap proteolisis enzimatis serta pengaruh dari 

urea, DTT, dan beta-merkaptoetanol. Lunatin merupakan protein yang bergantung 

pada logam sehingga aktivitasnya dapat terhambat oleh senyawa logam seperti 

K2Cr2O7, SnCl2, dan LiCl, tetapi tidak dapat efektif terhambat oleh senyawa 

MgCl2, ZnCl2, BaCl2, CuCl2 FeCl3, ataupun CaCl2 (e Lacerda dkk., 2016; Wu 

dkk., 2016). 

Aktivitas antioksidan dari lunatin ditandai dengan ketiadaan hemolitik 

potensial bagi eritrosit manusia, aktivitas antitumor terhadap sel melanoma, dan 

aktivitas gastroprotektif pada model in vivo (e Lacerda dkk., 2016). Lunatin 
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memiliki aktivitas antifungi yang potensial terhadap beberapa spesies fungi seperti 

Pythium aphanidermatum, Physalospora piricola, Fusarium oxysporum, dan 

Botrytis cinerea. Poliferasi sel leukemia K562 dapat dihambat dengan baik oleh 

lunatin dengan IC50 sebesar 13,7 µM, sementara itu penghambatannya lemah 

terhadap sel HeLa dan HepG2 (Wu dkk., 2016). 

2.5 Modifikasi Koro Kratok dengan Fermentasi 

Fermentasi merupakan salah satu cara pengolahan melalui proses yang 

memanfaatkan penguraian senyawa dari bahan-bahan protein kompleks. Protein 

kompleks tersebut berasal dari bahan pangan, dan dalam keadaan yang terkontrol 

diubah menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana dengan bantuan enzim 

dari mikroorganisme (Adawyah, 2007). Secara teknik, fermentasi dapat 

didefinisikan sebagai suatu proses oksidasi anaerobik atau anaerobik parsial dari 

karbohidrat yang menghasilkan alkohol dan beberapa asam, namun ada juga 

beberapa proses fermentasi yang menggunakan substrat berupa protein dan lemak 

(Muchtadi dan Ayustaningwarno, 2010). 

Fermentasi terbagi menjadi dua jenis, yaitu fermentasi spontan dan tidak 

spontan (menggunakan starter). Fermentasi spontan merupakan fermentasi secara 

alami yang biasa dilakukan menggunakan media penyeleksi seperti asam organik, 

asam mineral, garam, ataupun pati. Media penyeleksi tersebut akan menjadi media 

yang baik bagi tumbuh kembang bakteri selektif yang membantu jalannya 

fermentasi serta menyeleksi bakteri patogen. Fermentasi tidak spontan merupakan 

fermentasi yang dilakukan dengan penambahan kultur organisme bersama media 

penyeleksi sehingga proses fermentasi dapat berlangsung lebih cepat (Rahayu 

dkk., 1992). 

Fermentasi pada proses pengolahan MOLEF koro kratok dilakukan 

melalui beberapa tahap dimulai dari pembuatan Modified Legume Flour 

(MOLEF) koro kratok spontan untuk memperoleh kultur kerja, kemudian 

dilakukan pernyiapan kultur kerja Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok 

dengan melakukan penyegaran kultur L. plantarum, dan diakhiri dengan produksi 
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Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok secara fermentasi terkendali (Nafi’ 

dkk., 2016). 

Metabolisme Bakteri Asam Laktat (BAL) selama proses fermentasi akan 

merombak kandungan gizi dalam suatu bahan pangan. Mikroba membutuhkan 

energi yang umumnya diperoleh dari glukosa. Mikroba dalam keadaan aerob akan 

mengubah glukosa menjadi air, CO2, dan energi (ATP). Sementara itu, dalam 

keadaan anaerob, substrat hanya akan terurai sebagian menjadi air, CO2, energi, 

dan sejumlah asam organik lainnya, seperti asam laktat, asam asetat, etanol serta 

bahan-bahan organik lain yang mudah menguap. Penguraian dalam keadaan 

anaerob inilah yang dinamakan fermentasi (Muchtadi dan Ayustaningwarno, 

2010). 

Bakteri asam laktat merupakan kelompok bakteri yang melakukan 

penguraian karbohidrat (glukosa) menjadi asam laktat yang akan menurunkan pH 

serta menimbulkan rasa asam (Muchtadi dan Ayutaningwarno, 2010). Bakteri 

asam laktat dibagi menjadi dua grup berdasarkan hasil akhir metabolisme glukosa. 

Bakteri asam laktat yang hanya menghasilkan asam laktat pada fermentasi 

glukosa termasuk dalam golongan homofermentatif dapat mengubah 95% dari 

glukosa atau heksosa lainnya menjadi asam laktat, sementara bakteri asam laktat 

yang dapat menghasilkan asam laktat, CO2, dan etanol dari heksosa termasuk 

dalam golongan heterofermentatif (Jay dkk., 2005; Adawyah, 2007). Bakteri yang 

termasuk kelompok bakteri asam laktat adalah Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, dan Pediococcus (Ringo 

dan Gatesoupe, 1998). 

Bakteri asam laktat merupakan food grade microorganism atau dikenal 

sebagai mikroorganisme yang Generally Recognized As Safe (GRAS), yaitu 

mikroorganisme yang tidak beresiko terhadap kesehatan karena sifatnya yang 

tidak toksik dan tidak menghasilkan toksin sehingga aman jika ditambahkan 

dalam pangan. Beberapa jenis bakteri tersebut berguna bagi kesehatan serta 

bermanfaat untuk peningkatan kualitas higiene dan keamanan pangan melalui 

penghambatan secara alami terhadap flora berbahaya yang bersifat patogen 

(Daeschel, 1983, dalam Kusmiati dan Malik, 2002). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


12 
 
 

 
 

Produksi MOLEF dilakukan menggunakan Lactobacillus plantarum 

karena Lactobacillus plantarum telah banyak digunakan dalam proses produksi 

makanan dan produk pakan fermentasi seperti asinan kubis, keju, sosis, dan silase 

(Liu dkk., 2011). Lactobacillus plantarum digunakan sebagai kultur kerja untuk 

produksi makanan fermentasi karena mempunyai kemampuan untuk 

mengasamkan lingkungan makanan dan menghasilkan bakteriosin untuk 

meningkatkan keamanan pangan (Moghadam dkk., 2010). Fermentasi terkendali 

menggunakan Lactobacillus plantarum dapat mempersingkat waktu dibandingkan 

dengan proses fermentasi lainnya. Selain itu, Lactobacillus plantarum yang 

dominan pada lingkungan asam mengakibatkan penghambatan terhadap 

pertumbuhan mikroorganisme lainnya (Beganovic dkk., 2011). 

2.6 Ekstraksi Lunatin 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan 

menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai 

kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi 

dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari sampel. 

Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa yang akan 

diisolasi (Mukhriani, 2014). Sebelum memilih suatu metode, target ekstraksi perlu 

ditentukan terlebih dahulu. Ada beberapa target ekstraksi diantaranya yaitu 

senyawa bioaktif yang tidak diketahui, serta senyawa yang diketahui ada pada 

suatu organisme atau sekelompok senyawa dalam suatu organisme yang 

berhubungan secara struktural (Sarker dkk., 2006 dalam Mukhriani, 2014). 

Proses ekstraksi untuk bahan yang berasal dari tumbuhan secara umum 

adalah sebagai berikut: 1) Pengelompokan bagian tumbuhan (daun, bunga, biji, 

dan lain-lain), pengeringan serta penggilingan bagian tumbuhan; 2) pemilihan 

pelarut (pelarut polar yaitu seperti air, etanol, metanol, dan sebagainya, kemudian 

pelarut semipolar yaitu seperti etil asetat, diklorometan, dan sebagainya, 

sementara pelarut nonpolar yaitu seperti n-heksan, petroleum eter, kloroform, dan 

sebagainya) (Mukhriani, 2014). 
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Lunatin dapat diekstrak menggunakan pelarut natrium asetat (Wu dkk., 

2016) karena natrium asetat merupakan salah satu senyawa hidrotop yang umum 

digunakan dalam proses peningkatan kelarutan senyawa fitokimia (Pribadi dkk., 

2014). Ekstrak yang dihasilkan masih berupa ekstrak mentah sehingga perlu 

dilanjutkan dengan presipitasi menggunakan amonium sulfat dan dilakukan 

purifikasi. Beberapa teknik purifikasi yang dapat dilakukan antara lain 

menggunakan fraksinasi menggunakan kromatografi kolom (e Lacerda dkk., 

2016), kromatografi afinitas, kromatografi pertukaran ion, kromatografi filtrasi gel 

(Wu dkk., 2016), ataupun menggunakan selulosa untuk mengikat senyawa lain 

yang tidak diperlukan (Ota, 2016 dalam Yulistingati, 2017). 

2.7 Aspergillus niger 

Aspergillus niger merupakan fungi berfilamen yang dapat ditemukan di 

tanah, air, udara, bahan tanaman yang membusuk, dan sebagian besar makanan 

dan pakan di seluruh dunia (Pitt dan Hocking, 1997). Adapun klasifikasi 

Aspergillus niger adalah sebagai berikut: 

Divisi  : Ascomycota 

Subdivisi : Pezizomycotina 

Kelas    : Eurotiomycetes 

Bangsa : Eurotiales 

Suku  : Trichocomaceae 

Marga  : Aspergillus 

Jenis  : Aspergillus niger 

Perbedaan jelas antara Aspergillus niger dengan jenis Aspergillus lain 

adalah produksi spora berwarna hitam karbon atau coklat sangat gelap dari 

biseriate phialides-nya (Raper dan Fennel, 1965). Koloni Aspergillus niger 

awalnya berwarna putih sampai kuning pada permukaan bawah koloni sebelum 

kemudian berubah warna menjadi coklat gelap hingga hitam setelah terbentuk 

konidiofor (konidia). Kepala konidia radian, tangkai konidia (konidiofor) 

berdinding halus, dan vesikula bulat sampai semi bulat dengan diameter 10-100 

μm. Fialid terletak pada metula dengan ukuran 7,0- 9,5 x 3- 4 μm. Metula 
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seringnya bersekat dengan ukuran 15- 25 x 4,5-6,0 μm. Konidia bulat sampai semi 

bulat dengan diameter 3,5-5 μm dan berwarna coklat dengan ornamen (Noverita, 

2009). Struktur mikroskopis Aspergillus niger dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 
Gambar 2.2 Struktur mikroskopis Aspergillus niger (Gautam dkk., 2011) 

Banyak penelitian telah menyebutkan bahwa Aspergillus niger dapat 

berlaku sebagai patogen bagi tumbuhan berupa hasil perkebunan maupun hasil 

pertanian. Fungi ini dapat menyebabkan pembusukan bagi beberapa jenis buah-

buahan, sayuran, dan produk pangan lainnya, menyebabkan kerugian ekonomi 

yang cukup besar. Ada banyak sekali contoh kerusakan pada tumbuhan yang 

disebabkan oleh Aspergillus niger (Gautam dkk., 2011). Cendawan hitam pada 

bawang yang disebabkan oleh Aspergillus niger bertanggung jawab atas 

kehilangan besar hasil panen bawang baik di lapangan maupun selama 

penyimpanan (Narayana dkk., 2007). Penelitian lain menyatakan bahwa 

Aspergillus niger menyebabkan pembusukan pada anggur (Sharma dan Vir, 

1986), manga (Prakash dan Raoof, 1989), tomat (Sinha dan Saxena, 1987), kernel 

kacang mete, kurma, polong vanilla, dan plum kering (Bobbarala dkk., 2009). 

Selain pada tumbuhan, Aspergillus niger juga dapat membahayakan kesehatan 

manusia. Seperti yang dilaporkan pada penelitian oleh Person dkk. (2010) bahwa 

Aspergillus niger dapat menjadi penyebab dari penyakit invasive pulmonary 

aspergillosis atau pneumonia yang disebabkan oleh fungi dari golongan 

Aspergillus.  
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Rekayasa Proses Hasil Pertanian 

dan Laboratorium Kimia dan Biokimia Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil 

Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember, serta di Food 

Microscopic Analysis Laboratory, Faculty of Life and Environmental Sciences,      

Prefectural University of Hiroshima. Waktu penelitian dimulai pada bulan 

September 2018 sampai dengan bulan Juli 2019. 

3.2 Bahan dan Alat Penelitian 

3.2.1 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi biji koro 

kratok (Phaseolus lunatus L.) yang diperoleh dari Asosiasi Tani Hutan Rakyat 

Indonesia (ATHRI), de Mann Rigorosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck), de Mann 

Rigorosa Sharpe Broth (MRSB) (Merck), Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck), 

NaCl (Cap Kapal), elektroda buffer (Mettler Toledo), kultur Lactobacillus 

plantarum, gula halus (Gulus), susu skim (Prolac), CH3COONa (Merck, Wako), 

asam sitrat (Cap Gajah, Wako), (NH4)2SO4 (Merck, Wako), H3PO4 (Merck), DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Aldrick), buffer natrium sitrat (Wako), ethanol 

(Wako), e-PAGEL mini gel ET10L (Atto), EzProtein Ladder WSE-7020 (Atto), 

EzApply AE-1430 (Atto), EzRun AE-1410 (Atto), CBB Staining Reagent Ez 

Stain Aqua AE-1340 (Atto), asam hipurat (Wako), Aspergillus niger, akuades. 

3.2.2 Alat Penelitian  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah oven (Selecta), blender 

(Philips), peralatan gelas (Pyrex, Wako, Iwaki, dan As One), vortex (Medline VM-

3000-MD), inkubator (Haraeus Inst B6200, Sanyo MCO-18AIC), autoklaf 

(Hirayama HL 36), laminar air flow (Crumair), pH meter (Hanna Hi98107, 

Eutech Instruments pH 510 Cyberscan), neraca analitik (Ohaus, AND GX-2000, 

Sartorius CPA 324S, Sartorius CPA225D), pipet mikro (Gilson AK55762, Gilson 

Z59380K, Watson Nexty-1000, Benchmate C56001200), sentrifus (Hermle Z206-
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A, Kubota 3700, Kubota 2800), capsulfuge (GMC Lab PMC-880), waterbath (As 

One themo max TM-1, As One thermal robo TR-2A), tube mixer trio (As One 

TM-2F), filter penyuntik (MS NY025022), penyuntik (Terumo SS-01T), generator 

(Atto My Power 500 AE-500), sistem mini elektroforesis (Atto mPAGE AE-

6530), digital dry bath (Accublock Labnet D1200), orbital shaker (Biosan PSU-

10i), oven gelombang mikro (Hitachi MRO-658), macro corder (JM1000CN), 

auto sampler (JMA1000), biological safety cabinet, suction pump (Markos Mefar 

SP20), inverted microscop (Olympus CKX31, Olympus CKX41), adaptor kamera 

(Olympus U-CMAD3), kamera digital (MDCE-5C USB 2.0).  

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan melalui dua tahapan, yaitu pengolahan koro kratok 

dan ekstraksi protein dari koro kratok. Pengolahan koro kratok dilakukan dengan 

cara mengolah koro kratok menjadi biji koro kratok kering yang dihancurkan, 

tepung koro kratok, serta Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok. 

Sementara itu, ekstraksi sampel dilakukan dengan menggunakan tiga jenis variasi 

suhu ekstraksi yaitu 27ºC, 40ºC, dan 50ºC. 

Sebelum diekstraksi, biji koro kratok kering yang dihancurkan, tepung 

koro kratok, dan MOLEF koro kratok terlebih dahulu dilakukan uji kimia berupa 

total kandungan protein pada olahan bahan baku. Selanjutnya, dilakukan proses 

ekstraksi untuk memperoleh protein dari masing-masing sampel hasil kombinasi 

kedua perlakuan. Setelah proses ekstraksi selesai, ekstrak protein yang dihasilkan 

kemudian dianalisis sifat fisik berupa berat molekul yang terkandung pada 

masing-masing sampel menggunakan metode SDS-PAGE; dan juga sifat 

fungsional yang meliputi aktivitas antioksidan (dengan DPPH) serta aktivitas 

antifungi (menggunakan Aspergillus niger). Diagram rancangan penelitian dapat 

dilihat pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Diagram alir rancangan penelitian 

3.4 Rancangan Percobaan 

Rancangan percobaan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) dua faktor, yang terdiri dari faktor A (olahan bahan baku) dan 

faktor B (suhu ekstraksi). Variasi olahan bahan baku yang digunakan adalah 

sebagai berikut: 

A1 = biji koro kratok kering yang dihancurkan 

A2 = tepung koro kratok 

A3 = MOLEF koro kratok 

Sementara suhu ekstraksi yang digunakan adalah sebagai berikut: 

B1 = 27ºC 

B2 = 40ºC 

B3 = 50ºC 

Kombinasi dari kedua faktor tersebut akan menghasilkan sembilan 

perlakuan seperti yang tertera pada Tabel 3.1. 

Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan dari faktor olahan bahan baku (A) dan suhu 
ekstraksi (B) 

 B1 B2 B3 
A1 A1B1 A1B2 A1B3 
A2 A2B1 A2B2 A2B3 
A3 A3B1 A3B2 A3B3 

Biji, tepung, MOLEF 
koro kratok 

Ekstrak protein Pengujian fisik dan 
fungsional 

Ekstraksi protein 

Pengujian kimia 

Koro Kratok 

Pengolahan sampel 
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3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Penyiapan Biji Koro Kratok Kering yang Dihancurkan 

Koro kratok disortasi untuk mendapatkan biji dengan karakteristik yang 

seragam serta menghilangkan cacat bahan. Koro kratok kemudian dicuci hingga 

bersih untuk menghilangkan kotoran yang menempel pada biji dan selanjutnya 

ditiriskan. Koro kratok dikeringkan menggunakan sinar matahari selama ±6 jam 

kemudian dilanjutkan dengan pengeringan menggunakan oven selama ±20 jam 

pada suhu 60ºC untuk mengurangi kadar air yang terkandung dalam bahan. Biji 

koro kratok yang telah kering kemudian dihancurkan menggunakan blender untuk 

mempermudah proses ekstraksi. Diagram alir penyiapan biji koro kratok kering 

yang dihancurkan dapat dilihat pada Gambar 3.2. 

 
Gambar 3.2 Diagram alir penyiapan biji koro kratok (Phaseolus lunatus L.) 

kering yang dihancurkan  

3.5.2 Pembuatan Tepung Koro Kratok 

Koro kratok disortasi kemudian dicuci menggunakan air mengalir dan 

direndam selama 24 jam. Setelah dilakukan proses perendaman, bahan kemudian 

Penghancuran biji dengan blender, 21000 rpm 

 Kotoran 

Penirisan 

Pengeringan sinar matahari 6 jam, 27ºC 

Pengeringan oven 20 jam, 60ºC 

 Limbah cair 

 Limbah cair Air bersih 

Koro Kratok 

Sortasi 

Pencucian 

Biji kering yang 
dihancurkan 
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ditiriskan, dipisahkan dengan kulitnya, dicuci kembali serta dikeringkan dengan 

bantuan sinar matahari kurang lebih selama 6 jam. Setelah itu, bahan dikeringkan 

kembali menggunakan oven dengan suhu 60ºC selama 20 jam untuk 

memaksimalkan proses pengeringan. Setelah bahan benar-benar kering, dilakukan 

penggilingan serta pengayakan 80 mesh (Giyarto dkk., 2016, dengan modifikasi). 

Hasil tepung koro kratok disimpan pada suhu ruang. Diagram alir pembuatan 

tepung koro kratok dapat dilihat pada Gambar 3.3. 

3.5.3 Pembuatan MOLEF Koro Kratok 

a) Pembuatan Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok dengan 

fermentasi spontan untuk kultur kerja 

Pembuatan MOLEF koro kratok diawali dengan sortasi biji terlebih 

dahulu. Setelah itu, koro kratok direndam dengan perbandingan air 3:1 (b/v) 

selama 16 jam pada pH 5. Perendaman dilakukan untuk melunakkan tekstur koro 

kratok dan pH 5 dilakukan untuk memberikan kondisi asam yang optimal selama 

fermentasi (perendaman). Setelah direndam, koro kratok kemudian dicuci dengan 

air hingga bersih, lalu dilakukan perendaman dalam larutan NaCl 10% dengan 

perbandingan 3:1 selama 15 menit. Perendaman ini dilakukan untuk 

menghentikan proses fermentasi sebelumnya. Koro kratok kemudian dicuci 

sebanyak dua kali untuk menghilangkan NaCl dan ditiriskan. Koro kratok yang 

telah bersih selanjutnya direbus selama 30 menit untuk mengurangi kandungan 

HCN serta bau langu. Setelah itu koro kratok dicuci kembali menggunakan air 

bersih, ditiriskan, kemudian diiris dengan tebal 2-3 mm untuk mempermudah 

proses penggilingan. Proses selanjutnya yaitu pengeringan dengan menggunakan 

sinar matahari selama 1 jam dan dilanjutkan dengan pengeringan oven dengan 

suhu 60ºC selama 24 jam. Koro kratok yang sudah kering kemudian digiling dan 

diayak menggunakan ayakan 80 mesh sehingga diperoleh Modified Legume Flour 

(MOLEF) koro kratok dengan hasil yang seragam (Nafi’ dkk., 2016). Diagram 

alir pembuatan Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok spontan untuk 

kultur kerja dapat dilihat pada Gambar 3.4. 
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Gambar 3.3 Diagram alir pembuatan tepung koro kratok (Giyarto dkk., 2016 

dengan modifikasi) 

 Sortiran 

Air 1:3 (b/v) 

 Kulit biji Pemisahan 

 Limbah cair Air Pencucian 

Pengeringan sinar matahari 6 jam, 27ºC 
 

Penggilingan 

Pengayakan 80 mesh 

 Limbah cair Penirisan 

 Kotoran 

Penirisan 

Perendaman 24 jam 
 

Pengeringan oven 20 jam, 60ºC 
 

 Limbah cair 

 Limbah cair Air 

Koro Kratok 

Sortasi 

Pencucian 

Tepung koro kratok 
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Gambar 3.4 Diagram alir pembuatan Modified Legume Flour (MOLEF) koro 

kratok dengan fermentasi spontan (Nafi’ dkk., 2016) 

Peretakan 

Sortasi 

 Air 

 Limbah cair Penirisan 

Pencucian  Limbah cair 

 Limbah cair Pencucian 

 Limbah cair 

 

Perendaman 15 menit 

Penirisan 
 

Perebusan 30 menit 

Penggilingan 

Pengayakan 80 mesh 

Pencucian 2 kali  Limbah cair  

Pengeringan: 
Sinar matahari 1 jam 

Oven T = 60ºC, 24 jam 
 

 Sortiran 

Larutan asam 
sitrat pH 5 (1:3) 

Koro Kratok 

Perendaman 16 jam, 
suhu ruang 

MOLEF koro kratok dengan 
fermentasi spontan 

NaCl 10% b/v 
(1:3) 

Air 
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b) Penyiapan kultur kerja Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok 

Penyiapan kultur kerja MOLEF dilakukan dengan peremajaan kultur L. 

plantarum pada media MRSB 37ºC selama 24 jam. Kultur L. plantarum 

digunakan karena mempunyai kemampuan untuk mengasamkan lingkungan 

makanan, menghasilkan bakteriosin untuk meningkatkan keamanan pangan, 

mempersingkat waktu dibandingkan dengan proses fermentasi lainnya, dan 

Lactobacillus plantarum yang dominan pada lingkungan asam mengakibatkan 

penghambatan terhadap pertumbuhan mikroorganisme lainnya (Moghadam dkk., 

2010; Beganovic dkk., 2011). Kultur hasil peremajaan sebanyak 2% v/v kemudian 

diinokulasikan pada 10% b/v larutan media buatan steril yang terdiri dari 5% 

Modified Legume Flour (MOLEF) spontan, 3% gula, dan 2% susu skim. Media 

buatan tersebut diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam dan disebut sebagai 

kultur induk. Kultur induk sebanyak 2% v/v tersebut diinokulasikan pada larutan 

media buatan steril untuk dijadikan sebagai kultur antara. Selanjutnya, 2% v/v 

kultur antara tersebut diinokulasikan kembali sebagai kultur kerja (Ouwehand 

dalam Nafi’ dkk., 2016 dengan modifikasi). Diagram alir penyiapan kultur kerja 

Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok dapat dilihat pada Gambar 3.5. 

c) Produksi Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok secara fermentasi 

terkendali 

Produksi MOLEF koro kratok dengan fermentasi terkendali dilakukan 

dengan perendaman koro kratok dalam larutan asam sitrat dengan pH 5, kemudian 

diberikan sinar UV selama 30 menit untuk menghilangkan mikroorganisme lain 

karena dapat menghambat fermentasi dengan strain yang terspesifikasi. Setelah 

itu, dilakukan inokulasi 10% kultur BAL dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 

24 jam. Koro kratok yang telah difermentasi kemudian dicuci untuk 

menghilangkan sisa rendaman dan dilanjutkan dengan perendaman dalam larutan 

NaCl 10% dengan perbandingan 3:1 selama 15 menit. Perendaman ini bertujuan 

untuk menghentikan fermentasi. Selanjutnya, dilakukan pencucian koro kratok 

kembali sebanyak dua kali untuk menghilangkan NaCl pada bahan dan ditiriskan. 

Setelah itu, dilakukan penggilingan (blender basah) dan pengeringan dengan 

bantuan sinar matahari ±1 jam, kemudian dilanjutkan dengan pengeringan 
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menggunakan oven selama ±24 jam. Koro kratok yang telah kering kemudian 

digiling dan diayak menggunakan ayakan 80 mesh (Nafi’ dkk., 2016). Diagram 

alir produksi Modified Legume Flour (MOLEF) koro kratok secara fermentasi 

terkendali dapat dilihat pada Gambar 3.6. 

 
Gambar 3.5 Diagram alir penyiapan kultur kerja Modified Legume Flour 

(MOLEF) koro kratok (Nafi’ dkk., 2016) 

Inkubasi T = 37ºC, 24 jam 

Inokulasi 2% pada 10% media buatan steril 
(molef spontan, gula, dan susu skim) (5:3:2) 

Kultur antara 

Inkubasi T = 37ºC, 24 jam 

Inokulasi 2% pada 10% media buatan steril 
(molef spontan, gula, dan susu skim) (5:3:2) 

Kultur kerja 

Inkubasi T = 37ºC, 24 jam 

BAL (biakan murni) 
Lactobacillus plantarum 

Peremajaan pada MRSB, T= 37ºC, 24 jam 

Inokulasi 2% pada 10% media buatan steril 
(molef spontan, gula, dan susu skim) (5:3:2) 

Kultur induk 
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Gambar 3.6 Diagram alir produksi Modified Legume Flour (MOLEF) koro 

kratok secara fermentasi terkendali (Nafi’ dkk., 2016) 

  

Kultur kerja 
10% b/v (5 ml) 

 Limbah cair Pencucian 

 Limbah cair 

 

Perendaman 15 menit 

Penirisan 

Penggilingan 

Pengayakan 80 mesh 

Pencucian 2 kali  Limbah cair 

Inokulasi kultur kerja 

Inkubasi T=37ºC, 24 jam 

Pengeringan: 
Sinar matahari 1 jam 
Oven T=60ºC, 24 jam 

 

 Sortiran 

Larutan asam 
sitrat pH 5 (1:3) 

Koro Kratok 

Perendaman 

Penyinaran UV, 30 menit 

MOLEF koro kratok 
dengan fermentasi 

 

NaCl 10% b/v 
(1:3) 

Air 
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3.5.4 Ekstraksi Lunatin 
50 g bahan (biji koro kratok kering yang dihancurkan, tepung koro kratok, 

dan MOLEF koro kratok) homogenisasi dengan 0,02 M buffer natrium asetat pada 
pH 5,4 selama 15 jam dengan variasi suhu 27ºC, 40ºC, dan 50ºC. Homogenat 
yang diperoleh disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 30 menit pada 
suhu 4ºC. Supernatan yang diperoleh kemudian disebut sebagai ekstrak awal (Wu 
dkk., 2016). 

Ekstrak awal diambil sebanyak 50 ml dan dijenuhkan sampai tingkat 
kejenuhan 40% dengan penambahan (NH4)2SO4, lalu disimpan pada suhu 4ºC 
selama 12 jam. Setelah itu, larutan disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm 
selama 30 menit. Supernatan yang diperoleh kemudian dijenuhkan kembali 
sampai tingkat kejenuhan 80% dengan penambahan (NH4)2SO4 dan disimpan 
selama 16 jam pada suhu 4ºC. Hari berikutnya akan terjadi kenaikan volume, 
suspensi kemudian disentifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30 menit. 
Presipitat yang diperoleh selanjutnya dilarutkan dalam 500 mL buffer natrium 
asetat 0,02 M dengan pH 5,4 dan didialisis selama 24 jam pada suhu 4ºC. Sampel 
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30 menit pada suhu 4ºC 
kemudian supernatan yang diperoleh disimpan pada suhu 4ºC (Wu dkk., 2016 dan 
Marndi, 2012). Diagram alir ekstraksi Lunatin dapat dilihat pada Gambar 3.7.

3.6 Parameter Pengamatan 
Parameter yang akan diamati pada ekstraksi dan karakterisasi lunatin ini 

antara lain: 

a) Total protein dalam olahan bahan baku (biji koro kratok kering yang 

dihancurkan, tepung koro kratok, dan MOLEF koro kratok) (Otsuki 

dkk., 1983) 

b) Berat molekul pita protein, metode SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

c) Aktivitas Antioksidan dengan DPPH (Mensor dkk., 2001) 

d) Aktivitas Antifungi (Wu dkk., 2016)  
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Gambar 3.7 Diagram alir ekstraksi lunatin (Wu dkk., 2016 dan Marndi, 2012) 

suhu 27ºC Suhu 40ºC Suhu 50ºC 

50 g biji kering 50 g MOLEF 50 g tepung 

Homogenisasi dalam 0,02 M 
CH3COONa pH 5,4, 15 jam 

Homogenat 

Sentrifugasi 12000 rpm, 4˚C, 30 
 

Supernatan 

 Endapan 

Penjenuhan hingga 40% 

Sentrifugasi 12000 rpm, 30 menit 

Supernatan 

Endapan 

Dialisis dalam 0,02 M CH3COONa 
pH 5,4, 4˚C, 24 jam 

Ekstrak kasar Lunatin 

(NH4)2SO
 

Penyimpanan 4ºC, 12 jam 

 Endapan 

Penjenuhan hingga 80% (NH4)2SO
 

Sentrifugasi 12000 rpm, 30 menit 

Penyimpanan 4ºC, 16 jam 

 Supernatan 

Sentrifugasi 12000 rpm, 4˚C, 30 
 

 Endapan 
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3.7 Prosedur Analisis 

3.7.1 Total Protein dalam Olahan Bahan Baku (Otsuki dkk., 1983) 

Penentuan total protein dilakukan menggunakan alat berupa C-N Corder 

yang dapat menentukan kandungan karbon serta nitrogen dalam bahan. Sampel 

ditimbang terlebih dahulu dengan berat masing-masing sampel sekitar 50 mg, 

kemudian diletakkan pada plat besi. Sampel diduplikasi sebanyak tiga kali, 

dengan kontrol berupa asam hipurat 10 mg, 20 mg, 30 mg, dan 40 mg. Sampel 

beserta kontrol kemudian dimasukkan ke dalam C-N Corder yang langsung 

terhubung dengan komputer, lalu dibiarkan prosesnya hingga ±3 jam. Setelah 

proses selesai, akan diperoleh persentase karbon dan nitrogen pada bahan 

kemudian diperkirakan total proteinnya dengan cara mengalikan persentase 

nitrogen dengan faktor perkalian nitrogen (6,25). Kadar protein dihitung 

menggunakan rumus: 

% Protein = %N × Faktor koreksi (6,25) 

3.7.2 Berat Molekul Pita Protein (Laemmli, 1970) 

SDS-PAGE (Sodium Dedocyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) dilakukan menggunakan metode Laemmli (1970) dengan 

mempersiapkan precast gel 10%; reagen untuk preparasi sampel, yang terdiri dari 

campuran 100 mM dithiothreitol (DTT) serta larutan yang mengandung 100 mM 

Tris-HCl buffer (pH 8,8), 2% SDS, 20% sukrosa, dan 0,06% bromofenol biru 

(BPB); penanda berat molekul protein sebagai standar; serta buffer elektroda yang 

mengandung 25 mM Tris, 192 mM glisin, dan 0,1% SDS. Buffer elektroda 

diisikan ke dalam alat sistem elektroforesis mini, lalu precast gel 10% 

dipasangkan di dalamnya. Masing-masing sampel serta penanda berat molekul 

direaksikan dengan reagen untuk preparasi sampel dengan perbandingan 1:1, 

kemudian disentrifus dengan kecepatan 6200 rpm, dipanaskan selama 5 menit 

pada suhu 100ºC, lalu diteteskan ke dalam sumuran precast gel. Alat penyuplai 

energi yang telah tersambung dengan sistem elektroforesis mini kemudian 

dijalankan dengan pengaturan arus listrik 20 mA selama kurang lebih satu jam 

hingga sampel mencapai dasar gel. 
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Pewarnaan gel dilakukan untuk lokalisasi dan visualisasi pita sampel 

protein, menggunakan reagen pewarna yang mengandung Coomassie Brilliant 

Blue (CBB), asam sitrat, dan reagen penstabil. Reagen pewarna dituangkan ke 

dalam wadah yang tahan oven gelombang mikro sekitar 50 mL. Gel yang telah 

dilepaskan dari kaca pengaman kemudian direndamkan ke dalamnya. Wadah 

kemudian ditutup dengan plastik pembungkus, diberi beberapa lubang dan 

dimasukkan ke dalam oven gelombang mikro selama 50 detik dengan pengaturan 

energi 600 W. Setelah dikeluarkan, larutan diagitasi selama 60 menit dengan 

kecepatan 50 rpm. Reagen pewarna kemudian diganti dengan akuades untuk 

pembilasan, dengan perlakuan yang sama seperti saat proses pewarnaan. Langkah 

tersebut dilakukan beberapa kali hingga warna pada gel terlihat jelas. Pita protein 

diamati pada gel dan gel kemudian diletakkan pada doc gel untuk menentukan 

berat molekul yang sesuai. Dilakukan perhitungan RF (Retention Factor) pada 

sampel yang telah terpisah untuk mencari berat molekul dari sampel. 

3.7.3 Aktivitas Antioksidan dengan Penangkapan Radikal DPPH (Mensor dkk., 

2001) 

Aktivitas Antioksidan dengan penangkapan radikal DPPH (2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl) ditentukan menggunakan metode Mensor dkk. (2001) dengan 

beberapa penyesuaian. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 

10 menit pada suhu ruang, kemudian difiltrasi menggunakan filter berukuran 0,22 

µm, serta dilakukan pengenceran 5x dan 10x. 400 µL sampel direaksikan dengan 

640 µL buffer natrium sitrat, 1 mL etanol absolut, dan 560 µL DPPH (dalam 

etanol absolut). Campuran yang diperoleh dihomogenisasi selama 80 menit 

dengan kecepatan 100 rpm pada area yang gelap. Absorbansi dihitung pada 

panjang gelombang 517 nm. Hasil yang diperoleh dinyatakan sebagai aktivitas 

antioksidan sampel dibandingkan dengan standar (etanol 60%) dan asam askorbat. 

Pengujian dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Aktivitas antioksidan dihitung 

dengan rumus berikut: 

Aktivitas Antioksidan (%) =  (Astandar – Asampel)
Astandar

 × 100% 
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3.7.4 Aktivitas Antifungi (Wu dkk., 2016) 

Empat buah paper disk steril berdiameter 0,5 cm diletakkan dengan jarak 

sekitar 4 cm antara satu sama lain mengelilingi fungi yang diinokulasi dalam 

Potato Dextrose Agar (PDA) pada petri dish berdiameter 100 mm dan tinggi 15 

mm. Sampel terpurifikasi sebanyak 10 µL dalam 0,02 M buffer natrium asetat (pH 

5,4) dimasukkan dalam paper disk. Petri dish kemudian diinkubasi pada suhu 

37ºC selama 48 jam hingga pertumbuhan miselia berkembang di sekitar disk 

berisi kontrol (terdiri dari buffer tanpa lektin) dan telah membentuk daerah 

hambatan di sekitar disk berisi sampel dengan aktivitas antifungi. 

3.8 Analisis Data 

Data yang telah diperoleh diolah menggunakan analisis sidik ragam 

(ANOVA) pada taraf uji (α) ≤ 5% untuk mengetahui pengaruh perlakukan yang 

diberikan terhadap parameter yang diujikan. Apabila data yang diperoleh 

menunjukkan perbedaan nyata maka dilanjutkan dengan uji Tukey. Sementara 

untuk mengetahui secara spesifik perlakuan yang memberikan perbedaan nyata, 

dilakukan uji t parsial. Uji statistik dilakukan menggunakan menggunakan 

aplikasi SPSS 25. Hasil keseluruhan disajikan dalam bentuk tabel, grafik, dan 

histogram. Kemudian data tersebut dianalisa secara deskriptif serta dikomparasi 

dengan studi literatur. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan adalah 

sebagai berikut: 

1. Karakteristik kimia total protein dalam biji koro kratok kering yang 

dihancurkan yaitu sebesar 23,18%, tepung koro kratok sebesar 24,20%, dan 

MOLEF koro kratok sebesar 17,12%. Karakteristik fisik berat molekul 

lunatin yang terdeteksi pada semua sampel dan mendekati literatur 

sebelumnya adalah 30,25 kDa, variasi suhu tidak menyebabkan perbedaan 

pita protein yang dapat terdeteksi. 

2. Karakteristik fungsional aktivitas antioksidan tertinggi dimiliki oleh ekstrak 

lunatin dari sampel A1B3 (biji koro kratok kering yang dihancurkan, 

ekstraksi 50ºC) yaitu sebesar 83,58% dan aktivitas terendah dimiliki oleh 

ekstrak lunatin dari sampel A3B2 (MOLEF koro kratok, ekstraksi 40ºC) yaitu 

sebesar 45,97%. Aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh proses pengolahan 

tetapi tidak dipengaruhi oleh suhu ekstraksi. Ekstrak lunatin dari biji koro 

kratok kering yang dihancurkan memiliki aktivitas antioksidan yang tertinggi, 

sementara ekstrak dari tepung koro kratok sejajar dengan asam askorbat, dan 

ekstrak dari MOLEF koro kratok memiliki aktivitas antioksidan yang paling 

rendah. Karakteristik fungsional aktivitas antifungi pada seluruh sampel 

ekstrak lunatin terhadap Aspergillus niger tidak signifikan, hanya membentuk 

zona bening di sekitar kertas cakram. 

5.2 Saran 

Diperlukan karakterisasi lebih lanjut pada ekstrak lunatin dengan terlebih 

dahulu melakukan purifikasi supaya ekstrak yang dihasilkan benar-benar 

mengandung lunatin murni sehingga dapat dikarakterisasi secara lebih detail.  
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Data Hasil Pengukuran Total Protein dalam Olahan Bahan Baku 

A1. Total Protein dalam Olahan Bahan Baku 

Sampel Ulangan Total protein Rata-rata SD 

Biji kering yang 
dihancurkan 

1 24,07 
23,18 0,78 2 22,63 

3 22,83 

Tepung 
1 24,19 

24,20 0,03 2 24,24 
3 24,18 

MOLEF 
1 17,29 

17,12 0,16 2 17,09 
3 16,97 

 

A2. Data Sidik Ragam Total Protein dalam Olahan Bahan Baku 

ANOVA 
protein   

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 87.998 2 43.999 207.642 .000 
Within Groups 1.271 6 .212   
Total 89.270 8    

 

A3. Data Uji Beda Nyata Total Protein dalam Olahan Bahan Baku 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   protein   
Tukey HSD   

(I) pengolahan (J) pengolahan 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Biji kering Tepung  -1.02667 .37585 .076 -2.1799 .1266 
MOLEF 6.06000* .37585 .000 4.9068 7.2132 

Tepung  Biji kering 1.02667 .37585 .076 -.1266 2.1799 
MOLEF 7.08667* .37585 .000 5.9334 8.2399 

MOLEF Biji kering -6.06000* .37585 .000 -7.2132 -4.9068 
Tepung  -7.08667* .37585 .000 -8.2399 -5.9334 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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protein 
Tukey HSDa   

pengolahan N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
MOLEF 3 17.1167  
Biji kering 3  23.1767 
Tepung  3  24.2033 
Sig.  1.000 .076 
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Lampiran B. Data Hasil Pengukuran Berat Molekul 

B1. Kurva Standart Gel Optimasi 

Berat Molekul (Da) Jarak (r) Rf (x) Log BM (y) 
75000 4,25 0,41 4,88 
60000 5 0,49 4,78 
45000 6,2 0,60 4,65 
35000 7,75 0,75 4,54 
25000 9,35 0,91 4,40 
20000 9,9 0,96 4,30 

 

 
 

B2. Berat molekul pita protein pada sampel 

 Pita 
protein Jarak (r) Rf (x) Log BM (y) Berat Molekul 

(Da) 
Berat Molekul 

(kDa) 
P1 7,20 0,69 4,5927 39148,1667 39,15 
P2 7,95 0,76 4,5228 33323,7821 33,32 
P3 8,40 0,80 4,4808 30253,8048 30,25 
P4 8,70 0,83 4,4528 28365,9376 28,37 
P5 9,30 0,89 4,3968 24936,2664 24,94 
P6 9,75 0,93 4,3549 22638,9950 22,64 
P7 10,1 0,96 4,3222 20999,5736 21,00 

 

  

y = -0,9794x + 5,2643 
R² = 0,9915 
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3,80
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B3. Contoh perhitungan berat molekul 

Rf (x) P1 = r/lebar gel 

 = 7,20/10,5 

 = 0,69 

 

y = -0,9794x + 5,2643 

 = -0,9794 (0,69) + 5,2643 

 = 4,5927 

 

BM = Anti log (y) 

 = Anti log (4,5927) 

 = 39148,1667 Da 

 = 39,15 kDa  
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Lampiran C. Data Hasil Perhitungan Aktivitas Antioksidan 

C1. Aktivitas Antioksidan Koro Kratok 

Perlakuan Ulangan Persentase 
penghambatan (%) Rata-rata SD 

Asam 
askorbat 

1 59,24 60,65 1,99 2 62,06 

A1B1 1 82,52 82,69 0,25 2 82,87 

A1B2 1 84,29 82,00 0 2 84,29 

A1B3 1 82,69 83,58 1,25 2 84,47 

A2B1 1 61,10 61,99 1,25 2 62,87 

A2B2 1 61,99 63,22 1,73 2 64,44 

A2B3 1 63,49 64,61 1,59 2 65,74 

A3B1 1 47,41 47,75 0,48 2 48,08 

A3B2 1 45,19 45,97 1,09 2 46,74 

A3B3 1 48,49 48,86 0,52 2 49,23 
 
 

C2. Data Sidik Ragam Pengaruh Kombinasi Perlakuan 

 

Variables Entered/Removeda 

Model 
Variables 
Entered 

Variables 
Removed Method 

1 suhu, 
pengolahanb 

. Enter 

a. Dependent Variable: penghambatan 
b. All requested variables entered. 

 

Model Summary 

Model R R Square 
Adjusted R 

Square 
Std. Error of 
the Estimate 

1 .995a .989 .988 1.66478 
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ANOVAa 

Model 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

1 Regression 3894.786 2 1947.393 702.650 .000b 
Residual 41.572 15 2.771   
Total 3936.358 17    

a. Dependent Variable: penghambatan 
b. Predictors: (Constant), suhu, pengolahan 
 
 

C3. Data Uji Beda Nyata Pengaruh Kombinasi Perlakuan 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized 
Coefficients 

Standardized 
Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 
1 (Constant) 99.227 1.415  70.136 .000 

pengolahan -17.999 .481 -.994 -37.453 .000 
suhu .772 .481 .043 1.606 .129 

 

C4. Data Sidik Ragam Perhitungan Aktivitas Antioksidan 

Test of Homogeneity of Variances 
 df1 df2 Sig. 
penghambatan Based on Mean 8 9 .000 

Based on Median 8 9 .000 
Based on Median and 
with adjusted df 

8 2.579 .000 

Based on trimmed mean 8 9 .000 
 

ANOVA 
penghambatan   

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between 
Groups 

3925.914 8 490.739 422.893 .000 

Within Groups 10.444 9 1.160   
Total 3936.358 17    
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C5. Data Uji Beda Nyata Perhitungan Aktivitas Antioksidan 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   penghambatan   
Tukey HSD   

(I) 
kombinasi 

(J) 
kombinasi 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

biji 27 biji 40 -1.59500 1.07723 .840 -5.8566 2.6666 
biji 50 -.88500 1.07723 .993 -5.1466 3.3766 
tepung 27 20.71000* 1.07723 .000 16.4484 24.9716 
tepung 40 19.48000* 1.07723 .000 15.2184 23.7416 
tepung 50 18.08000* 1.07723 .000 13.8184 22.3416 
molef 27 34.95000* 1.07723 .000 30.6884 39.2116 
molef 40 36.73000* 1.07723 .000 32.4684 40.9916 
molef 50 33.83500* 1.07723 .000 29.5734 38.0966 

biji 40 biji 27 1.59500 1.07723 .840 -2.6666 5.8566 
biji 50 .71000 1.07723 .998 -3.5516 4.9716 
tepung 27 22.30500* 1.07723 .000 18.0434 26.5666 
tepung 40 21.07500* 1.07723 .000 16.8134 25.3366 
tepung 50 19.67500* 1.07723 .000 15.4134 23.9366 
molef 27 36.54500* 1.07723 .000 32.2834 40.8066 
molef 40 38.32500* 1.07723 .000 34.0634 42.5866 
molef 50 35.43000* 1.07723 .000 31.1684 39.6916 

biji 50 biji 27 .88500 1.07723 .993 -3.3766 5.1466 
biji 40 -.71000 1.07723 .998 -4.9716 3.5516 
tepung 27 21.59500* 1.07723 .000 17.3334 25.8566 
tepung 40 20.36500* 1.07723 .000 16.1034 24.6266 
tepung 50 18.96500* 1.07723 .000 14.7034 23.2266 
molef 27 35.83500* 1.07723 .000 31.5734 40.0966 
molef 40 37.61500* 1.07723 .000 33.3534 41.8766 
molef 50 34.72000* 1.07723 .000 30.4584 38.9816 

tepung 27 biji 27 -20.71000* 1.07723 .000 -24.9716 -16.4484 
biji 40 -22.30500* 1.07723 .000 -26.5666 -18.0434 
biji 50 -21.59500* 1.07723 .000 -25.8566 -17.3334 
tepung 40 -1.23000 1.07723 .951 -5.4916 3.0316 
tepung 50 -2.63000 1.07723 .363 -6.8916 1.6316 
molef 27 14.24000* 1.07723 .000 9.9784 18.5016 
molef 40 16.02000* 1.07723 .000 11.7584 20.2816 
molef 50 13.12500* 1.07723 .000 8.8634 17.3866 
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(I) 
kombinasi 

(J) 
kombinasi 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

tepung 40 biji 27 -19.48000* 1.07723 .000 -23.7416 -15.2184 
biji 40 -21.07500* 1.07723 .000 -25.3366 -16.8134 
biji 50 -20.36500* 1.07723 .000 -24.6266 -16.1034 
tepung 27 1.23000 1.07723 .951 -3.0316 5.4916 
tepung 50 -1.40000 1.07723 .909 -5.6616 2.8616 
molef 27 15.47000* 1.07723 .000 11.2084 19.7316 
molef 40 17.25000* 1.07723 .000 12.9884 21.5116 
molef 50 14.35500* 1.07723 .000 10.0934 18.6166 

tepung 50 biji 27 -18.08000* 1.07723 .000 -22.3416 -13.8184 
biji 40 -19.67500* 1.07723 .000 -23.9366 -15.4134 
biji 50 -18.96500* 1.07723 .000 -23.2266 -14.7034 
tepung 27 2.63000 1.07723 .363 -1.6316 6.8916 
tepung 40 1.40000 1.07723 .909 -2.8616 5.6616 
molef 27 16.87000* 1.07723 .000 12.6084 21.1316 
molef 40 18.65000* 1.07723 .000 14.3884 22.9116 
molef 50 15.75500* 1.07723 .000 11.4934 20.0166 

molef 27 biji 27 -34.95000* 1.07723 .000 -39.2116 -30.6884 
biji 40 -36.54500* 1.07723 .000 -40.8066 -32.2834 
biji 50 -35.83500* 1.07723 .000 -40.0966 -31.5734 
tepung 27 -14.24000* 1.07723 .000 -18.5016 -9.9784 
tepung 40 -15.47000* 1.07723 .000 -19.7316 -11.2084 
tepung 50 -16.87000* 1.07723 .000 -21.1316 -12.6084 
molef 40 1.78000 1.07723 .760 -2.4816 6.0416 
molef 50 -1.11500 1.07723 .971 -5.3766 3.1466 

molef 40 biji 27 -36.73000* 1.07723 .000 -40.9916 -32.4684 
biji 40 -38.32500* 1.07723 .000 -42.5866 -34.0634 
biji 50 -37.61500* 1.07723 .000 -41.8766 -33.3534 
tepung 27 -16.02000* 1.07723 .000 -20.2816 -11.7584 
tepung 40 -17.25000* 1.07723 .000 -21.5116 -12.9884 
tepung 50 -18.65000* 1.07723 .000 -22.9116 -14.3884 
molef 27 -1.78000 1.07723 .760 -6.0416 2.4816 
molef 50 -2.89500 1.07723 .270 -7.1566 1.3666 

molef 50 biji 27 -33.83500* 1.07723 .000 -38.0966 -29.5734 
biji 40 -35.43000* 1.07723 .000 -39.6916 -31.1684 
biji 50 -34.72000* 1.07723 .000 -38.9816 -30.4584 
tepung 27 -13.12500* 1.07723 .000 -17.3866 -8.8634 
tepung 40 -14.35500* 1.07723 .000 -18.6166 -10.0934 
tepung 50 -15.75500* 1.07723 .000 -20.0166 -11.4934 
molef 27 1.11500 1.07723 .971 -3.1466 5.3766 
molef 40 2.89500 1.07723 .270 -1.3666 7.1566 
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penghambatan 
Tukey HSDa   

kombinasi N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 

molef 40 2 45.9650   
molef 27 2 47.7450   
molef 50 2 48.8600   
tepung 27 2  61.9850  
tepung 40 2  63.2150  
tepung 50 2  64.6150  
biji 27 2   82.6950 
biji 50 2   83.5800 
biji 40 2   84.2900 
Sig.  .270 .363 .840 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000. 
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Lampiran D. Dokumentasi Kegiatan Penelitian 

 

 
Pengeringan biji koro kratok 

 

 
Pengayakan tepung koro kratok 

 

 
Fermentasi spontan koro kratok 

 

 
Inokulasi kultur kerja untuk fermentasi 

terkendali koro kratok 
 

   
Homogenisasi sampel koro kratok 
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Ekstraksi protein dari sampel koro kratok 

 

   

   
Pengujian aktivitas antioksidan dengan DPPH 
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Pengujian berat molekul dengan SDS-PAGE 

 

  

  
Pengujian total protein dengan CN Coder 
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Pengujian aktivitas antifungi 
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