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Sumber antioksidan yang berasal dari bahan makanan yaitu kacang merah. 

(Kristiani,2014). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Djamil (2009) hasil 

penapisan fitokimia terhadap ekstrak biji kacang merah ditunjukkan adanya 

senyawa saponin, flavonoid, triterpenoid, kumarin dan tannin.Flavonoid 

merupakan golongan yang di dalamnya terdiri dari isoflavon dan merupakan hasil 

metabolit sekunder (Judoamidjojo, 1992). Sedangkan hasil uji 1,1-Diphenyl-2-

Picrylhydrazyl (DPPH) kacang merah memiliki akivitas antioksidan tertinggi 

dibandingkan dengan kacang kedelai dan kacang hijau (Djamil, 2009). 

      Penelitian ini dilakukan dengan pembuatan tempe dari kacang merah dengan 

kulit dan tanpa kulit yang kemudian difermentasi selama 24 jam, 48 jam dan 72 

jam. Tempe kacang merah kemudian dibuat tepung tempe dengan cara memotong 

kecil tempe pada masing-masing perlakuan dan dioven selama 24 jam pada suhu 

50º C. Selanjutnya dihaluskan sampai menjadi bubuk tempe halus. Tahap 

selanjutnya yaitu tahap ekstraksi menggunakan etanol 80% dengan membuat 

perbandingan antara sampel dengan etanol  1:10  dan di sentrifuge dengan 

kecepatan 5000 rpm selama 10 menit, diinkubasi selama 24 jam. Tahap terakhir 

yaitu uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl). Pengukuran aktivitas antioksidan berdasarkan absorbansi larutan 

DPPH dengan larutan sampel menggunakan spektrofotometri λ 517 nm. Setelah 

didapatkan nilai absorbansinya, kemudian dihitung persentase aktivitas 

antioksidan dengan rumus % aktivitas antioksidan. 

Hasil dari penelitian ini menunjukkan adanya perubahan aktivitas antioksidan 

pada ekstrak etanol tempe kacang merah baik dengan kulit  maupun tanpa kulit. 

Aktivitas antioksidan paling tinggi terjadi pada saat fermentasi jam ke-48 dan 
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viii 

 

aktivitas paling rendah yaitu pada sampel kontrol yaitu fermentasi 0 jam. Hal ini 

terjadi pada kedua perlakuan baik kacang merah dengan kulit  maupun biji tanpa 

kulit. Rata-rata aktivitas antioksidan pada tempe dari kacang merah dengan kulit 

fermentasi 24 jam yaitu 96,047 % dan  persen aktivitas antioksidan pada tempe 

kacang merah tanpa kulit sebesar 97,505 %. Aktivitas antioksidan pada tempe 

hasil fermentasi 48 jam yaitu 98,400 % dan 97,898 %. Aktivitas antioksidan 

menurun pada jam fermentasi selanjutnya. Untuk aktivitas antioksidan tempe hasil 

fermentasi 72 jam yaitu 91,827 % dan 88,239 % (dalam 24 ppm DPPH). 

Perubahan aktivitas antioksidan ini dikarenakan adanya aktivitas enzimatis pada 

saat proses fermentasi berlangsung oleh kapang pada ragi tempe, sehingga 

memungkinkan terjadinya hidrolisis senyawa isoflavon glikosida menjadi 

senyawa isoflavon aglikon yang mempunyai aktivitas fisiologi lebih tinggi. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Senyawa antioksidan yang terdapat pada makanan memiliki fungsi penting 

sebagai perlindungan tubuh. Antioksidan dapat ditemukan dalam bahan alami 

yang digunakan sebagai bahan pangan, di antaranya seperti biji-bijian, buah-

buahan dan sayuran. Bahan pangan tersebut mengandung antioksidan seperti 

vitamin A, vitamin C, vitamin E, karoten, asam fenolik, fitoestrogen. Sebagian 

antioksidan yang terkandung dalam bahan makanan memiliki berbagai sifat fisik 

serta sifat kimia yang berbeda (Prakash, 2001).  

Sumber antioksidan yang berasal dari bahan makanan yaitu kacang merah. 

(Kristiani,2014). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Djamil (2009) hasil 

penapisan fitokimia terhadap ekstrak biji kacang merah ditunjukkan adanya 

senyawa saponin, flavonoid, triterpenoid, kumarin dan tannin. Flavonoid 

merupakan golongan yang di dalamnya terdiri dari isoflavon dan merupakan hasil 

metabolit sekunder (Judoamidjojo, 1992). Sedangkan hasil uji 1,1-Diphenyl-2-

Picrylhydrazyl (DPPH) kacang merah memiliki akivitas antioksidan tertinggi 

dibandingkan dengan kacang kedelai dan kacang hijau (Djamil, 2009). 

Pada umumnya teknik pengolahan kacang merah pada masyarakat masih 

sederhana, hanya digunakan sebagai pelengkap dalam masakan dan dijadikan 

sebagai bubur (Harjanti, 2013). Kacang merah yang mengalami fermentasi dapat 

memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi, karena dengan fermentasi dapat 

menghidrolisis isoflavon menjadi isoflavon bebas yang disebut aglikon (Pramesti, 

2015). Aglikon yang mempunyai aktivitas fisiologis tinggi tersebut adalah 

genistein, daidzein, dan glisitein (Lustyaningsih, 2014).  

Tempe merupakan salah satu produk hasil fermentasi padat dengan bantuan 

Rhizopus sp. yang berbentuk padatan kompak, berbau khas dan berwarna putih . 

Kacang merah dapat digunakan sebagai bahan pengganti kedelai dalam 

pembuatan tempe karena kacang merah mengandung protein (Lustyaningsih, 

2014). Salah satu kapang yang berperan dalam pembuatan tempe adalah Rhizopus 

sp., hal ini dikarenakan Rhizopus sp. aman dikonsumsi dan akan membentuk 

benang halus karena adanya miselia yang akan tumbuh pada permukaan biji 
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kacang merah dan menghubungkan biji-biji kacang merah tersebut, sehingga 

tekstur tempe menjadi padat (Aziz, 2011). Adanya aktivitas Rhizopus sp. dapat 

menyebabkan proses biotransformasi dan biosintesis senyawa aktif di antaranya 

adalah antioksidan (Susanto, 1998). Rhizopus sp. mempunyai kemampuan 

menguraikan protein menjadi peptide yang merupakan sumber antioksidan (Aziz, 

2011). Menurut Purwoko (2004) Rhizopus sp. dapat mengasilkan enzim β-

glukosidase yang dapat menghidrolisis isoflavon glikosida menjadi aglikon yang 

mempunyai aktivitas fisiologi yang tinggi 

Lama fermentasi yang optimum untuk proses fermentasi adalah selama 48 

jam (Mujianto, 2013). Menurut Istiani (2010) lama fermentasi mempengaruhi 

aktivitas antioksidan, karena fermentasi merupakan proses yang memanfaatkan 

mikroba untuk memecah metabolit kompleks dan menghasilkan metabolit 

sederhana dengan enzim yang dihasilkan oleh mikroba seperti enzim β-

glukosidase. Superperoksida dismutase (SOD) juga terbentuk selama proses 

fermentasi 24 jam, dan akan terus meningkat jumlahnya sampai fermentasi 60 jam 

dan setelah itu jumlahnya akan menurun. (Widoyo, 2010). Dalam penelitian ini 

dilakukan dalam 4 macam waktu fermentasi yang berbeda, yaitu 0 jam, 24 jam, 48 

jam, dan 72 jam dengan 2 perlakuan yang berbeda yaitu biji kacang merah dengan 

kulit dan tanpa kulit, untuk mengetahui pengaruh terhadap aktivitas antioksidan.  

 

 

1.1 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah apakah kacang merah yang 

difermentasi oleh ragi tempe dapat meningkatkan kualitas dan kuantitas (aktivitas 

antioksidan) yang dibentuk ? 

  

1.2 Tujuan   

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui peningkatan kualitas dan 

kuantitas (aktivitas antioksidan) pada kacang merah yang difermentasi oleh ragi 

tempe. 
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1.3 Batasan Masalah 

Penelitian ini dibatasi pada tahap uji aktivitas antioksidan pada tempe biji 

kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) yang diperoleh dari pasar dengan perlakuan 

lama fermentasi 0 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam dengan ekstraksi menggunakan 

etanol dan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH.   

 

1.4 Manfaat  

Manfaat dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui mengenai pengaruh 

fermentasi terhadap peningkatan antioksidan pada kacang merah yang 

difermentasi oleh ragi tempe, dan memberikan informasi sumber antioksidan pada 

bahan pangan 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L.) 

 

Kacang merah biasa disebut kacang jogo memiliki warna merah agak muda 

pada kulitnya dengan bintik-bintik merah tua (Amaliyah, 2009).  Kacang jogo 

atau kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) bukan asli Indonesia, tanaman ini 

berasal dari Meksiko Selatan, Amerika Selatan dan dataran Cina, lalu tersebar ke 

daerah lain seperti Indonesia, Malaysia, Karibia, Afrika Timur, dan Afrika Barat. 

Indonesia sendiri daerah yang banyak ditanami kacang merah adalah Lembang 

(Bandung), Pacet, Kota Batu, dan Pulau Lombok (Astawan, 2009). 

Kacang merah merupakan kacang buncis tipe tegak (tidak merambat) dan 

dipanen jika polongnya sudah tua, sehingga kacang merah memiliki nama latin 

yang sama dengan kacang buncis yaitu Phaseolus vulgaris L., kacang buncis yang 

tipe merambat dipanen pada saat polong muda. Nama kacang merah di pasar 

internasional adalah red kidney bean. Biji kacang merah berbentuk seperti ginjal 

(Rukmana, 2009).  

Klasifikasi kacang merah adalah sebagai berikut : 

Kingdom  : Plantae 

Division  : Magnoliophyta  

Class   : Magnoliopsida 

Subclass  : Magnoliidae 

Superorder  : Rosanae 

Order   : Fabales  

Family  : Fabaceae 

Genus   : Phaseolus 

Spesies  : Phaseolus vulgaris  

(Tropicos.com).     
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Gambar 2.1 Biji Kacang Merah (Nuraidah, 2013) 

Tabel 1. Komposisi zat gizi dalam tiap 100 gram kacang merah kering  

No Komposisi Kandungan 

1. Protein  22,3 (g) 

2. Karbohidrat  61,2 (g) 

3. Lemak  1,5 (g) 

4. Vitamin A  30 (SI) 

5. Thiamin/vitamin B1  0,5 (mg) 

6. Riboflavin/vitamin B2  0,2 (mg) 

7. Niacin  2,2 (mg) 

8. Kalsium  260 (mg) 

9. Fosfor  410 (mg) 

10. Besi  5,8 (mg) 

11. Mangan  194 (mg) 

12. Tembaga  0,95 (mg) 

13. 

14. 

Natrium  

Fenol  

15 (mg) 

5.19 (mg) (Sharma, 2013) 

Sumber : Martin (1984) & Salunkhe et al (1985) dalam Astawan (2009)  

 

Kacang merah masuk dalam kelompok kacang polong (legume), dan masih 

satu kerabat dengan kacang hijau, kacang kedelai, kacang tolo, dan kacang uci. 

Kacang merah dikonsumsi berupa kacang kering.  Kacang merah kering 

merupakan sumber karbohidrat kompleks, serat, vitamin B (terutama asam folat 

dan vitamin B1), kalsium, fosfor, zat besi, dan protein. Setiap 100 gram kacang 

merah kering yang direbus dapat menyediakan asam folat terbesar 75 % dari 

angka kecukupan asam folat yang dianjurkan. Kalsium 32%, fosfor 30%, vitamin 

B1 17%, serta zat besi 28%. Kacang merah sangat rendah lemak dan natrium, 

nyaris bebas lemak jenuh, bebas kolestrol, serta murah harganya. Setiap 100 gram 

kacang merah kering menyediakan serat sekitar 4 gram, yang terdiri dari serat 

larut secara signifikan dapat menurunkan konsentrasi kolesterol dan gula darah 

(khomsan, 2006). Kacang merah juga mengandung protein nabati yang berperan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


21 

 

21 

 

penting dalam perbaikan gizi (Astawan, 2009).  Setiap 100 gram kacang merah 

yang direbus akan memiliki kandungan protein sebesar 19 persen dari angka 

kecukupan protein yang dianjurkan (Khomsan, 2006).  

Kacang merah mengandung karbohidrat tertinggi dibandingkan dengan 

kacang-kacangan yang lainnya. Selain itu juga mengandung kadar protein yang 

hampir sama dengan kacang hijau, mengandung lemak yang jauh lebih rendah 

jika dibandingkan dengan kacang kedelai dan kacang tanah, serta mengandung 

serat yang hampir sama dengan kacang hijau, kedelai dan kacang tanah. Kadar 

serat pada kacang merah jauh lebih tinggi dibandingkan beras, jagung, sorgum 

dan gandum (Astawan, 2009). 

Kacang merah yang telah diolah akan memiliki aktivitas antioksidan yang 

lebih tinggi. Proses pengolahan kacang merah akan menghidrolisis isoflavon 

menjadi senyawa isoflavon bebas yang disebut aglikon. Pengolahan kacang merah 

dengan cara fermentasi akan menghasilkan senyawa isoflavon bebas yang 

terbanyak (Pramesti, 2015). Kacang merah dapat digunakan sebagai bahan 

pengganti pembuatan tempe (Lustyaningsih, 2014).  

 

2.3 Antioksidan dan Radikal Bebas 

2.3.1 Antioksidan 

   
 Antioksidan adalah senyawa yang mampu menunda dan mencegah 

terjadinya reaksi antioksidasi radikal bebas atau kemampuan menangkap senyawa 

radical (radical scavenging) dalam oksidasi lipid (Siswoyo, 2009). Antioksidan 

pada isoflavon sangat dibutuhkan tubuh untuk menghentikan reaksi pembentukan 

radikal bebas, sehingga dapat menghambat proses penuaan dini, mencegah 

penyakit seperti aterosklerosis, jantung koroner, diabetes militus,dan kanker. 

Antioksidan dapat berasal dari dalam tubuh dan luar tubuh.  Didalam tubuh kita 

memiliki sistem enzym antioksidan yang bekerja secara simultan memetabolisme 

radikal bebas sehingga tidak meninggalkan kerusakan pada jaringan (Hodgson et 

al, 2000).  

Senyawa yang mengandung bioaktif tertentu yang memiliki kemampuan 

sebagai antioksidan dapat melemahkan zat lain yang berpotensi sebagai molekul 
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reaktif jika bereaksi dengan oksigen. Reaksi oksidasi dihambat dengan cara 

reduksi sehingga antioksidan disebut juga dengan senyawa pereduksi. 

Antioksidan bekerja melalui berbagai cara. Setiap jenis antioksidan memiliki 

kinerja yang bervariasi satu dengan yang lainnya (Lingga, 2012). Cara kerja 

tersebut meliputi mencegah terbentuknya radikal bebas, mereduksi molekul 

radikal sehingga tidak menjadi berbahaya, memperbaiki kerusakan oksidatif, 

membuang molekul yang rusak, meningkatkan aktivitas enzim detoksifikasi 

(Lingga, 2012). 

Secara kimia, senyawa antioksidan diartikan sebagai senyawa pemberi 

elektron (electron donors). Secara biologis, pengertian antioksidan adalah 

senyawa yang mampu menangkal atau meredam dampak negatif oksidan dalam 

tubuh. Antioksidan bekerja dengan mendonorkan satu elektronnya kepada 

senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat 

dihambat. Secara umum, antioksidan dikelompokkan menjadi dua yaitu 

antioksidan enzimatis dan non-enzimatis. Antioksidan enzimatis misalnya enzim 

superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase. Sedangkan 

antioksidan non-enzimatis dibagi menjadi dua kelompok yaitu antioksidan larut 

lemak seperti tokoferol, karotenoid, quinon, bilirubin; dan antioksidan larut air 

seperti flavonoid, asam askorbat, asam urat, protein pengikat logam, dan protein 

pengikat heme (Winarsi, 2007).  

Antioksidan adalah substansi yang dibutuhkan dalam konsentrasi yang sangat 

kecil untuk mencegah atau menghambat pro-oksidan. Pro-oksidan adalah 

substansi toksik yang dapat menyebabkan kerusakan oksidatif terhadap lemak, 

protein, dan asam nukleat sehingga mengakibatkan berbagai penyakit (Cao dan 

Prior, 2002). Contoh pro-oksidan adalah ROS (Reactive Oxygen Species), RNS 

(Reactive Nitrogen Species) dan RCS (Reactive Chlorine Species). ROS meliputi 

superoxide (O2 −·), hydroxyl (OH·), radikal peroxyl (ROO·), dan hydrogen 

peroxide (H2O2). RNS meliputi nitric oxide (NO·) dan nitrogen dioxide (NO2·). 

Sedangkan contoh dari RCS adalah klorin (Cl) (Halliwell, 2002). 

 

2.3.2 Radikal Bebas   
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Radikal bebas merupakan atom yang memiliki elektron bebas yang bersifat 

tidak stabil dan mudah berikatan dengan molekul lain yang ada disekitarnya, 

sehingga ikatan tersebut menimbulkan reaksi yang tidak diinginkan. Radikal 

bebas juga merupakan molekul yang jika teroksidasi dapat membentuk molekul 

baru dan dapat merusak tubuh (Lingga, 2012). Antara antioksidan dan radikal 

bebas terdapat hubungan yang berlawanan. Antioksidan berperan dalam 

menetralkan radikal bebas secara efektif sehingga mengurangi kerusakan yang 

ditimbulkannya. Hubungan antagonis ini dapat menciptakan keseimbangan tubuh 

dalam menghadapi radikal bebas yang berpotensi merusak sistem tubuh (Lingga, 

2012). 

Banyak faktor yang dapat menyebabkan timbulnya radikal bebas dalam 

tubuh antara lain radiasi yang berasal dari sinar ultraviolet ataupun sinar X, 

polusi udara yang berasal dari lingkungan, bahan-bahan kimia yang 

terkandung dalam makanan (pengawet, pewarna sintetik, residu pestisida, 

dan bahan tambahan makanan lainnya) serta proses metabolisme di dalam 

tubuh (Winarti, 2010). 

Unsur radikal bebas dapat berasal dari polusi, debu maupun diproduksi secara 

kontinyu sebagai konsekuensi dari metabolisme normal, sebab itu tubuh kita 

memerlukan suatu substansi penting yakni antioksidan yang dapat membantu 

melindungi tubuh dari serangan radikal bebas dengan meredam dampak negatif 

senyawa ini. Antioksidan berfungsi mengatasi atau menetralisir radikal bebas 

sehingga diharapkan dengan pemberian antioksidan tersebut proses tua dihambat 

atau paling tidak “tidak dipercepat” serta dapat mencegah terjadinya kerusakan 

tubuh dari timbulnya penyakit degeneratif (Sitohang, 2008). 

 

2.4 Fermentasi Tempe 

Fermentasi merupakan proses kimiawi yang disebabkan oleh enzim 

yang dihasilkan dari metabolisme mikroba yang merubah senyawa komplek 

menjadi senyawa yang lebih sederhana, sehinnga lebih mudah diserap dan 

dimanfaatkan oleh tubuh. Menurut Istiani (2010).Tempe merupakan 

makanan fermentasi yang memanfaatkan kapang jenis Rhizopus sp. yang 
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terdapat dalam ragi tempe. Dalam ragi tempe terdapat beberapa jenis 

Rhizopus di antaranya yaitu Rhizopus oryzae, Rhizopus oligosporus dan 

kapang-kapang jenis lain. Spora dari kapang Rhizopus tersebut mulai tumbuh 

dan berkecambah dengan membentuk benang-benang hifa. Dalam waktu 

tertentu akan terus tumbuh mengikat antar biji dan menembus kotiledon biji 

yang di fermentasi, sehinnga strukturnya menjadi lebih padat dan kompak 

(Istiani, 2010). 

Indonesia merupakan negara produsen tempe terbesar di dunia dan menjadi 

pasar kedelai terbesar di Asia. Tempe memiliki efek antioksidan, antibakteri, 

antikanker, antihaemolitik, antialergi, dan antiinfeksi, selain itu serat dalam tempe 

berperan dalam  menurunkan kolesterol darah. Tempe digolongkan sebagai 

pangan fungsional dan direkomendasikan sebagai food for the future karena 

kandungan antioksidannya. Isoflavon merupakan salah satu komponen 

antioksidan dalam tempe yang menarik diperhatikan karena memiliki efek 

antiinflamasi, antialergi, antikardiovaskular, antikanker, antiosteoporosis, dan 

penangkal berbagai penyakit degeneratif  (Villares et al, 2009). Isoflavon adalah 

salah satu jenis fitoestrogen, merupakan suatu zat yang memiliki khasiat mirip 

estrogen dan berasal dari tumbuhan. Isoflavon juga memiliki khasiat farmakologi, 

sifat fisiologis aktif dari senyawa isoflavon antara lain antifungi, antioksidan, 

antihemolisis dan antikanker (Chang, 1977). 

Senyawa isoflavon merupakan salah satu komponen yang juga mengalami 

metabolisme. Senyawa isoflavon berbentuk senyawa konjugat dengan senyawa 

gula melalui ikatan -O- glikosidik. Selama proses fermentasi, ikatan -O- 

glikosidik terhidrolisis, sehingga dibebaskan senyawa gula dan isoflavon aglikon 

yang bebas. Senyawa isoflavon aglikon ini dapat mengalami perubahan lebih 

lanjut membentuk senyawa baru. Hasil perubahan lebih lanjut dari senyawa 

aglikon ini justru menghasilkan senyawa-senyawa yang mempunyai aktivitas 

biologi lebih tinggi (Pawiroharsono, 2001 dalam Istiani, 2010). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan  Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, dan Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. Waktu pelaksanaan akan dimulai pada bulan Januari 2017 

sampai dengan selesai.  

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik, labu 

erlenmeyer, botol valcon, spatula, gelas ukur, tabung sentrifuge, sentrifuge, 

pipet ukur, vortek, oven, spektrofotometer, kapas, kertas tisu, kertas label, 

spidol penanda. 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kacang merah 

(Phaseolus vulgaris L.), ragi tempe merk LIPI Malang, larutan etanol 80%, DPPH 

(1,1 diphenyl-2-picrylhidrazyl) 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

 

Sampel dianalisis di laboratorium, data yang diperoleh adalah data disajikan 

dalam bentuk angka, gambar dan grafik. Analisis antioksidan tempe kacang merah 

menggunakan rancangan deskriptif dengan 4 macam waktu inkubasi dan 3 kali 

pengulangan. 
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3.4 Prosedur Penelitian 

Diagram alir penelitian disajikan pada Gambar 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Diagram Alir Penelitian 
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3.5 Metode  

3.5.1. Pembuatan Tempe 

 

Pada pembuatan tempe langkah yang pertama yang dilakukan adalah 

persiapan bahan dan sortasi dengan menyiapkan bahan baku yaitu 500 gr kacang 

merah yang telah disortir dan dipilih biji yang bagus, yaitu dengan cara merendam 

biji kacang merah dengan air dan memilih kacang yang tenggelam (biji yang 

terapung merupakan biji yang tidak bagus). Kacang merah direndam dalam air 

selama 24 jam, dengan pergantian air setiap 8 jam sekali. Terdapat dua perlakuan, 

yaitu perlakuan pertama untuk biji kacang merah yang tidak dikupas dan kacang 

merah yang dikupas kulitnya (Rahma, 2010).  Biji kacang merah dengan kulit 

maupun tanpa kulit direbus dalam air 1000 ml. Perendaman yang kedua dilakukan 

selama 24 jam dan dilakukan perebusan yang kedua bersama dengan air rendaman 

yang kedua. Penaburan ragi dilakukan dengan menggunakan ragi tempe merk 

LIPI Malang, sebanyak 0,5 gr ragi ditaburkan ke biji kacang merah dan dibungkus 

oleh plastik yang diberi lubang kecil-kecil, diinkubasi dalam suhu ruang selama 0 

jam, 24 jam, 48 jam dan 72 jam (Istiani, 2010). 

 

3.5.2. Ekstraksi Sampel  

 

Ekstraksi sampel dilakukan dengan mengeringkan tempe kacang merah 

umur 0 jam dengan oven pada suhu 50°C. Tempe diblender atau dihaluskan 

hingga halus. Masing-masing 2 gram sampel direndam pada ethanol 80 % 

sebanyak 20 ml.  Ekstrak disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 

menit untuk memisahkan endapan dan supernatan. Supernatan yang didapat 

dikumpulkan. Dilakukan perlakuan yang sama pada tempe berumur 24 jam, 48 

jam serta 72 jam (Ping et al, 2012). 

 

3.5.3. Uji Analisa Antioksidan Menggunakan Metode DPPH  

 

Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH, karena metode 

tersebut sederhana, mudah dan hanya memerlukan sedikit sampel. Metode DPPH 

juga dipilih karena merupakan metode untuk mengukur aktivitas antioksidan dari 
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bahan alami (Molyneux, 2004). DPPH digunakan untuk mengukur penghambatan 

radikal bebas dan untuk menilai besarnya aktivitas antioksidan pada makanan. 

Dalam penelitian ini metode DPPH digunakan untuk menguji sampel cair dan 

tidak spesifik untuk senyawa antioksidan tertentu tetapi pada keseluruhan 

senyawa antioksidan yang ada dalam sampel.(Prakash, 2001).  

Pada metode ini antioksidan (AH) akan bereaksi dengan radikal bebas DPPH 

dengan cara mendonorkan atom hidrogen (Inggrid & Santoso, 2014). Nilai 

aktivitas antioksidan yang dinyatakan dalam % sisa DPPH, semakin kecil sisa 

DPPH maka semakin besar aktivitas antioksidannya. Ekstrak tempe kacang merah 

dengan umur inkubasi 0, 24, 48, dan 72 jam diuji dengan menggunakan DPPH. 

2,4 mg DPPH dilarutkan dalam 100 ml etanol maka akan terbentuk larutan DPPH 

0,06 mM. Ekstrak sampel 1,5 ml ditambah 1,5 ml larutan DPPH 0,06 mM dan 

diinkubasi dalam gelap selama 30 menit. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang 517 nm (Marinova & Batchvarov, 2011). Analisis dilakukan sampai 

tiga kali pengulangan. Nilai serapan larutan DPPH dihitung sebagai persen 

inhibisi (% inhibisi) dengan persamaan sebagai berikut :  

% inhibisi =                     –                           

                   

  (Sitohang, 2008). 

   

 Rumus Molaritas : 
  

  
 x 

    

         
 

  : 2,4 mg = 0,0024 gr 

  : Mr DPPH = 394 → Rumus Molekul DPPH :            

  = 
      

   
  x  

    

   
 = 0,00006 M = 0,06 mM 

 Satuan  ppm : 2,4 mg : 100  ml 

= 0,024 mg/ml → µg/ml 

= 24 µg/ml = ppm   
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Fermentasi kacang merah menggunakan ragi tempe dapat meningkatkan 

kualitas dan kuantitas (aktivitas antioksidan) eksogenous. Fermentasi pada kacang 

merah yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi terjadi pada tempe kacang 

merah dengan kulit, yaitu 98,400 % (dari 24 ppm DPPH) pada  lama fermentasi 

48 jam, dan pada tempe kacang merah tanpa kulit yaitu  97,89 % (dari 24 ppm 

DPPH) pada lama fermentasi yang sama. 

 

5.2 Saran 

Pada penelitian selanjutnya, sebaiknya dilakukan uji antioksidan terhadap 

pertumbuhan sel, karena untuk mengetahui kemampuan antioksidan pada kacang 

merah terhadap pertumbuhan sel dan dilakukan uji untuk mengetahui senyawa 

antioksidan apa saja yang terkandung didalam tempe kacang merah. 
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LAMPIRAN 

 

A. Hasil Perhitungan Persentase Aktivitas Antioksidan Kacang Merah 

dengan Kulit pada λ 517 nm 

 

B. Hasil Perhitungan Persentase Aktivitas Antioksidan Kacang Merah 

Tanpa Kulit pada λ 517 nm 

Waktu U1 U2 U3 Rata-rata SD        %INHIBISI 

0 1,115 1,114 1,116 1,115 0,001 82,509 

24 0,159 0,161 0,158 0,159 0,001 97,505 

48 0,135 0,136 0,132 0,134 0,002 97,898 

72 0,745 0,748 0,746 0,746 0,001 88,239 

 

C. Hasil Pengukuran Absorbansi Kontrol (DPPH) 

DPPH 

6,373 

6,376 

6,378 

Rata-rata     6,375 

 

  

Waktu U1 U2 U3 Rata-rata SD       % INHIBISI 

0 1,080 1,079 1,081 1,080 0,001 83,058 

24 0,254 0,251 0,253 0,252 0,001 96,047 

48 0,101 0,103 0,104 0,102 0,001 98,400 

72 0,524 0,520 0,521 0,521 0,001 91,827 
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D. Hasil Fermentasi Biji Kacang Merah  oleh ragi Tempe 

       
 

      

      

 

Keterangan:  

a.)  Biji kacang merah tanpa kulit  

b.)  Biji kacang merah dengan kulit  

c.)  Tempe kacang merah tanpa kulit 

d.)  Tempe kacang merah dengan kulit 

e.)  Tepung tempe kacang merah tanpa kulit 

f.)  Tepung tempe kacang merah dengan kulit  
  

a

.

.

. 

b

.

.

.

. 

f

.

.

. 

e

.

.
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d

.

.

. 

c

.

.
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E. Hasil Uji Ekstrak Etanol Tempe Kacang Merah dengan Larutan DPPH 

 

    

 

      

 

Keterangan:  

a.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 0 jam tanpa kulit 

b.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 0 jam dengan kulit 

c.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 24 jam tanpa kulit  

d.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 24 jam dengan kulit  

e.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 48 jam tanpa kulit 

f.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 48 jam dengan kulit 

g.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 72 jam tanpa kulit 

h.) Hasil reaksi larutan DPPH dan larutan sampel 72 jam dengan kulit 

 

 

 

 

 

 

 

g. 

f. h. 

e. c. a. 

d. b. 
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