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RINGKASAN 

 

 

Analisis Antihipertensi Hidrolisat Protein Kedelai Edamame Kering Beku dan 

Kering Oven; Yoshinta Puspitasari, 131710101058; 2018; 68 halaman; Jurusan 

Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember. 

Hipertensi yang merupakan kondisi kenaikan tekanan darah di atas normal 

adalah faktor risiko utama penyakit kardiovaskular, penyebab kematian utama di 

dunia. Tindakan pencegahan ataupun penanggulangan hipertensi akan efektif dalam 

penurunan risiko penyakit tersebut, salah satunya adalah dengan mengonsumsi 

antihipertensi. Antihipertensi yang mampu menurunkan tekanan darah memiliki 

mekanisme penghambatan terhadap Angiotensin I-converting enzyme (ACE). Salah 

satu komponen pangan yang diketahui berpotensi dalam pencegahan penyakit 

hipertensi adalah protein jenis tertentu dan produk hidrolisanya. Hidrolisat protein 

dapat didapatkan dari jenis kacang - kacangan yang memiliki kandungan protein 

cukup tinggi, diantaranya adalah edamame (Glycine Max (L.) Merr.). 

Rancangan penelitian menggunakan penelitian eksperimental dengan satu 

variasi perlakuan, yaitu metode pengeringan. Proses pembuatan hidrolisat protein 

diawali dengan proses pengeringan edamame, yaitu pengeringan beku dan 

pengeringan oven, yang kemudian dilakukan analisis kadar protein tepung 

edamame. Tepung edamame dari kedua perlakuan dilakukan proses penghilangan 

kandungan lemak dan ekstraksi protein dilanjutkan dengan proses hidrolisis dengan 

suhu 50ºC selama 1 jam dengan penambahan enzim alkalase sebanyak 1 persen dari 

berat ekstrak protein. Hidrolisat basah yang diperoleh kemudian dilakukan 

pengeringan beku dan dilakukan analisis derajat hidrolisis, kadar protein hidrolisat, 

profil berat molekul protein, dan aktivitas penghambatan hipertensi. 

Pengujian kadar protein tepung edamame dilakukan untuk mengetahui 

kandungan protein dalam tepung edamame yang akan digunakan sebagai bahan 

baku pembuatan hidrolisat protein. Pengukuran kadar protein digunakan sebagai 

referensi dan acuan untuk pembuatan hidrolisat protein dan analisis yang berkaitan 

dengan kadar protein awal bahan. Dua perlakuan edamame yang digunakan dalam 
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penelitian ini adalah edamame kering beku dan kering oven. Kadar protein 

edamame diukur menggunakan metode kjeldahl. Kadar protein tepung edamame 

kering beku dan edamame kering oven secara berturut - turut adalah sebesar 32,8 

dan 33,4 persen (bb). 

Derajat hidrolisis merupakan presentasi ikatan peptida terpotong terhadap 

jumlah total ikatan per berat unit. Prinsip pengukuran derajat hidrolisis adalah 

pengukuran kadar nitrogen yang terlarut dalam larutan asam trikloroasetat (TCA) 

setelah komponen yang tidak terlarut mengalami pengendapan akibat proses 

sentrifugasi. Derajat hidrolisis protein edamame kering beku dan protein edamame 

kering oven secara enzimatis menggunakan enzim alkalase memiliki nilai secara 

berturut - turut adalah sebesar 35 dan 44 persen. 

Hidrolisat protein merupakan sumber protein alami yang didapatkan dari 

proses hidrolisis menggunakan asam, basa, maupun enzim. Pada proses hidrolisis, 

terjadi proses modifikasi karakteristik fungsional yang dipengaruhi oleh tingkat 

hidrofobisitas bagian rantai non polar pada protein, derajat hidrolisis, serta tipe 

enzim proteolitik yang digunakan (Shaihidi dan Botta, 1994). Kadar protein 

hidrolisat edamame kering beku dan kering oven secara berturut - turut adalah 

sebesar 79 dan 86,6 persen. 

Penentuan berat molekul protein hidrolisat edamame dilakukan 

menggunakan metode SDS-PAGE (Sodium Dedocyl Sulphate Polyacrilamide Gel). 

Pengukuran berat molekul dilakukan untuk mengetahui fraksi protein hidrolisat 

protein edamame setelah proses hidrolisis menggunakan alkalase. Alkalase 

memutus ikatan peptida protein edamame, sehingga berat molekul hidrolisat lebih 

kecil apabila dibandingkan dengan berat molekul sebelum tahapan hidrolisis. 

Analisis SDS-PAGE menunjukkan bahwa fraksi berdasarkan berat molekul protein 

dari hidrolisat protein edamame dengan perbedaan metode pengeringan 

menghasilkan tiga pita subunit utama, yaitu 17, 8,7 dan 3,9 kDa dengan pola 

komponen protein yang hampir identik. 

Penghambatan ACE dapat mencegah terbentuknya angiotensin II yang 

menyebabkan terjadinya hipertensi. Hidrolisat protein edamame kering beku 1.000 

g/ml mampu menghambat aktivitas ACE (Angiotensin-I Converting Enzyme) 
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sebesar 77 persen, sedangkan hidrolisat protein edamame kering oven 1.000 g/ml 

sebesar 46 persen. Nilai IC50 dari konsentrasi protein pada hidrolisat edamame 

kering beku dan kering oven secara berturut - turut adalah sebesar 464,6 g/ml dan 

1.445,5 g/ml dengan konsentrasi protein sebesar 51,7 𝜇g/ml dan 151,2 𝜇g/ml. 

Hidrolisat protein edamame dari kedua perlakuan memiliki potensi untuk 

diaplikasikan sebagai nutraseutikal baik dalam penghambatan maupun penanganan 

hipertensi. 
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SUMMARY 

 

 

Antihypertensive Analysis of Freeze and Oven Dried Edamame Protein 

Hydrolysate; Yoshinta Puspitasari, 131710101058; 2018; 68 pages; Department 

of Agricultural Product Technology, Faculty of Agricultural Technology, 

University of Jember. 

Hypertension is a condition of blood pressure increase above normal 

which is the main risk factor for cardiovascular diseases, the leading cause of death 

in the world. Prevention or medication of hypertension will be effective in 

decreasing the risk of the disease, one of it is the consumption of antihypertensive. 

Antihypertensive that can lower blood pressure have a mechanism of angiotensin 

I-converting enzyme (ACE) inhibition. Certain types of protein and hydrolysis 

products are known having important functions outside the primary metabolic 

functions, one of it is the potential in preventing hypertension. Protein hydrolysate 

can be obtained from beans with high protein content, one of them is edamame 

(Glycine Max (L.) Merr.). 

The experimental design in this research using experimental research with 

one variation of treatment, which is drying method. The process of making protein 

hydrolysate began with edamame drying, freeze and oven drying treatment, then 

conducted protein content analysis. The next process were defatting and protein 

extraction continued with hydrolysis process in 50ºC for an hour with alcalase 

addition (1% of extract protein weight). The wet hydrolysate then subjected to 

drying process with freeze drier. Edamame hydrolysate then conducted analysis 

include degree of hydrolysis, hydrolysate protein content, protein molecular weight 

profile, and hypertensive inhibition activity. 

Edamame flour protein content analysis was done to determine the protein 

content in edamame flour that used as material in protein hydrolysate making. 

Edamame flour protein content was used as reference in protein hydrolysate 

making and further analysis that related with protein content of material. Two 

treatment of edamame that used in in this research were freeze and oven dried 
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edamame flour. The protein content of edamame flour was measured by kjeldahl 

method. The protein content of freeze and oven dried edamame flour respectively 

were 32.8 and 33.4 percent (wb). 

Degree of hydrolysis is percentage of cut peptide bond compare to bond 

total per unit weight. The principle of DH is measurement of soluble nitrogen 

content in TCA after insoluble component precipitated after centrifugation. Degree 

of hydrolysis freeze dried and oven dried edamame enzymatically using alcalase 

respectively were 35 and 44 percent. 

Protein hydrolysate is natural protein source that obtained from 

hydrolysis using acid, base, or enzyme. In hydrolysis, there is functional character 

modification affected by non-polar chain hydrophobicity, degree of hydrolysis and 

protease enzyme type that used. Soluble protein content of freeze dried and oven 

dried edamame hydrolysate were 79 and 86.6 percent. 

Determination of edamame hydrolysate molecular weight was done by 

SDS-PAGE (Sodium Dedocyl Sulphate Polyacrilamide Gel) Method. Molecular 

weight measurement was done to know the molecular weight of edamame protein 

hydrolysate after hydrolysis with alcalase use. Alcalase cut the peptide bond of 

edamame protein so the molecular weight of hydrolysate were smaller than before 

hydrolysis. SDS-PAGE analysis showed that fraction based on molecular weight 

protein of edamame protein hydrolysate with different drying method produced 

three major subunits bands, i.e., 17, 8.7, and 3.9 kDa with patterns of protein 

constituents were almost identical. 

ACE inhibition can prevent angiotensin II formation that can stimulate 

hypertensive. Freeze dried edamame protein hydrolysate 1,000 g/ml could inhibit 

77 percent ACE Angiotensin-I Converting Enzyme) activity, oven dried edamame 

protein hydrolysate 1,000 g/ml could inhibit 46 percent. IC50 value of freeze and 

oven dried edamame hydrolysate protein concentration respectively were 464.6 

g/ml and 1,445.5 g/ml with protein concentration 51.7 𝜇g/ml and 151.2 𝜇g/ml. 

Edamame protein hydrolysate from both treatment had potential application  as 

nutraceuticals in prevention or treatment of  hypertension.
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Hipertensi yang merupakan kondisi seseorang dengan tekanan darah 

sistolik  140 mmHg atau tekanan darah diastolik  90 mmHg adalah faktor risiko 

utama penyakit kardiovaskular, penyebab kematian utama di dunia (PAHO, 2017). 

Menurut WHO, jumlah penderita hipertensi diperkirakan akan terus meningkat 

seiring dengan peningkatan jumlah penduduk. Tindakan pencegahan ataupun 

penanggulangan hipertensi akan efektif dalam penurunan risiko penyakit tersebut 

(MacMahon et al., 1990), salah satunya adalah dengan mengonsumsi antihipertensi. 

Kini telah banyak produk antihipertensi yang beredar, namun kebanyakan produk 

tersebut merupakan produk sintesis yang memberikan efek samping seperti batuk 

dan ruam pada kulit (Mundi dan Aluko, 2014). 

Antihipertensi yang mampu menurunkan tekanan darah memiliki 

mekanisme penghambatan terhadap Angiotensin I-converting enzyme (ACE). 

Penghambatan ACE dapat mencegah perubahan dekapeptida angiotensin I menjadi 

oktapeptida angiotensin II yang dapat meningkatkan tekanan darah. Kunci utama 

pada sistem renin-angiotensin tersebut adalah pengaturan regulasi tekanan darah 

arteri dan garam, serta pengaturan keseimbangan air (Soffer, 1976). Salah satu 

komponen pangan yang diketahui berpotensi dalam pencegahan penyakit hipertensi 

adalah protein jenis tertentu dan produk hidrolisanya. 

Biopeptida merupakan peptida alami yang aktif akibat proses proteolisis 

(Quist, 2005). Peptida dapat diperoleh melalui sintesis kimiawi ataupun sintesis 

enzimatis. Selama ini, penelitian mengenai peptida penghambat ACE cenderung 

mengarah pada sumber hewani, seperti kasein, otot tuna, bonito (Yamamoto, 1997), 

serta produk kedelai terfermentasi seperti kecap, pasta kedelai, natto, dan tempe. 

Biopeptida dengan kemampuan penghambatan ACE kemungkinan juga dapat 

dibuat dari sumber protein lain. Salah satu pangan yang merupakan sumber protein 

adalah edamame. 
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Edamame atau kedelai sayur merupakan sumber protein yang memiliki 

potensi untuk dijadikan bahan baku pembuatan antihipertensi. Edamame 

mengandung protein yang relatif tinggi, yaitu sebesar 38 - 40 g per 100 g (bk) 

(Santana et al., 2012). Selain itu, penelitian terdahulu menunjukkan bahwa peptida 

bioaktif dari edamame memiliki kemampuan penghambatan ACE. Kandungan 

protein pada edamame yang berpotensi untuk diproduksi menjadi peptida dengan 

kemampuan pengahambatan ACE yang baik perlu dijaga kualitasnya. Untuk 

menjaga kualitas protein pada edamame tersebut, diperlukan proses persiapan 

bahan yang baik pula.  

Edamame dalam bentuk segar rentan untuk disimpan terkait kandungan 

airnya yang cukup tinggi. Edamame kering akan lebih mudah untuk diproses dan 

disimpan dalam waktu lama. Pengeringan merupakan metode yang umum 

digunakan sebagai teknik pengawetan (Mechlouch et al., 2012 dan Sachin et al., 

2010). Di antara beberapa proses pengeringan, pengeringan beku menghasilkan 

produk dengan kualitas tinggi namun membutuhkan biaya produksi yang relatif 

tinggi (Litvin et al., 1998). Di sisi lain, pemanasan dengan udara panas umum 

digunakan pada produksi pangan, namun suhu yang cukup tinggi memungkinkan 

penurunan kualitas produk yang dihasilkan (Trisnawati et al., 2014). 

Penggunaan metode pengeringan yang berbeda memungkinkan untuk 

menghasilkan produk kering dengan kualitas yang berbeda pula. Pengeringan beku 

merupakan metode pengeringan dengan mekanisme sublimasi yang terjadi pada 

suhu di bawah titik beku (Akers et al., 1987), sedangkan pengeringan oven 

memiliki mekanisme penguapan kandungan air dari bahan (Sachin et al., 2010). 

Protein hasil pengeringan beku memiliki kapasitas pengikat air / minyak, kestabilan 

suhu, struktur -turn dan gulungan acak lebih tinggi, dengan lebih sedikit struktur 

-sheet (Zhao et al., 2013). Protein hasil pengeringan oven cenderung terinaktivasi 

atau terdenaturasi akibat panas maupun tegangan yang menyebabkan kerusakan 

struktur sekunder (-helix, -sheet, dan gulungan acak) dan tersier yang tidak dapat 

kembali (Ameri dan Maa, 2006). Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh perbedaan metode pengeringan terhadap kemampuan 

antihipertensi hidrolisat protein edamame. Aktivitas penghambatan ACE dari 
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hidrolisat protein edamame diharapkan mampu menambah pengetahuan dan dapat 

dikembangkan menjadi salah satu alternatif antihipertensi. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Kandungan protein pada edamame memiliki potensi untuk diproduksi 

menjadi peptida dengan kemampuan penghambatan ACE yang baik. Permasalahan 

yang timbul dalam produksi hidrolisat protein dengan potensi antihipertensi dari 

edamame adalah belum diketahuinya pengaruh perbedaan metode pengeringan 

terhadap potensi antihipertensi hidrolisat protein edamame. 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh metode 

pengeringan terhadap kadar protein tepung edamame, derajat hidrolisis, kadar 

protein hidrolisat, profil berat molekul protein hidrolisat, dan aktivitas 

penghambatan ACE. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat yang diharapkan dari penelitian ini yaitu: 

1. Meningkatkan pemanfaatan edamame sebagai sumber antihipertensi 

2. Memberikan informasi tentang pengaruh perbedaan metode pengeringan 

edamame terhadap kemampuan antihipertensi hidrolisat protein 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Antihipertensi 

Hipertensi merupakan kondisi peningkatan tekanan darah yang melebihi 

batas normal, yaitu tekanan darah sistolik ≥ 140 mmHg dan tekanan darah diastolik 

≥ 90 mmHg. Hipertensi merupakan penyakit penyebab kematian nomor tiga 

terbesar setelah stroke dan tuberkulosis (Riskesdas, 2007). Terdapat dua jenis 

hipertensi, yaitu hipertensi primer dan sekunder. Adapun penyebab dari hipertensi 

primer adalah faktor gaya hidup yang kurang sehat, sedangkan penyebab hipertensi 

sekunder adalah hasil patogenesis organ berbeda. Secara umum, faktor risiko 

penyebab hipertensi adalah usia, jenis kelamin, riwayat keluarga, genetik, 

kebiasaan merokok, konsumsi garam yang terlalu tinggi, konsumsi lemak jenuh, 

konsumsi alkohol, obesitas, kurangnya aktivitas fisik, dan stress (World Health 

Day, 2013). 

Salah satu penyebab hipertensi adalah konsumsi garam secara berlebih 

yang mengakibatkan pengeluaran hormon natriouretik melebihi batas normal, 

secara tidak langsung dapat meningkatkan tekanan darah dalam tubuh. Kandungan 

garam yang tinggi di dalam tubuh dapat menyebabkan gangguan fungsi ginjal 

karena natrium tidak dapat dikeluarkan oleh ginjal. Natrium bersifat mengikat air, 

sehingga akan menyebabkan peningkatan volume darah. Gangguan berupa 

peningkatan tekanan darah memiliki kaitan dengan fungsi ACE di dalam tubuh (Rui 

et al., 2013).  

Angiotensin I-converting enzyme (ACE) merupakan enzim yang dapat 

mengubah angiotensin I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) menjadi 

angiotensin II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) yang memiliki peran penting 

dalam pengaturan tekanan darah. ACE mengonversi angiostensin I dengan 

memotong dipeptida pada bagian C-terminal menjadi Angiotensin II yang bersifat 

vasokonstriktor kuat. Angiostensin II memiliki kemampuan dalam peningkatan 

aktivitas sistem saraf simpatik dan dapat merangsang produksi aldosteron. Pada 

umumnya, antihipertensi yang beredar pada masyarakat merupakan produk sintesis 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


5 

 

 

berupa captopril, enalapril, lisinopril dan ramipril. Penggunaan  produk 

antihipertensi sintetis memiliki berbagai efek samping seperti diare, alergi, batuk, 

hilangnya sensasi pada lidah, ruam pada kulit dan efek samping lainnya (Mundi dan 

Aluko, 2014). 

 

2.2 Peptida Bersifat Antihipertensi 

Peptida yang masih tergabung membentuk suatu protein tidak memiliki 

sifat bioaktif (Hernandez-Ledeshma dan Hsieh, 2013). Namun, ketika peptida 

tersebut terlepas dari struktur utamanya, peptida tersebut dapat memberikan efek 

fisiologis seperti antimikroba, antioksidan, antitrombotik, anti-hipertensi, 

imunomodulator  dan lain - lain. Karakteristik biopeptida dalam fungsi 

fisiologisnya tergantung pada dua faktor, yaitu urutan asam amino primer dalam 

protein dan spesifisitas enzim yang menghidrolisis protein tersebut. Perbedaan 

susunan antar biopeptida satu dengan lainnya juga dapat menyebabkan perdaan 

sifat biokimia dan sifat biologisnya (Hernandez-Ledeshma dan Hsieh, 2013). 

Pada umumnya, penghambat ACE berbasis protein turunan pangan 

mengandung 2 - 15 residu asam amino yang memiliki berat molekul relatif rendah 

(Li et al., 2005). Peptida yang memiliki C-terminal lebih mampu berinteraksi dan 

mudah terikat dengan ACE, seperti tripeptida yang memiliki 2 C-terminal pada dua 

sisi peptida (Tsai et al., 2008). Tripeptida dengan sisi asam amino yang memiliki 

rantai samping berupa rantai samping bersifat hidrofobik, seperti rantai samping 

aromatik maupun rantai samping bercabang telah dinyatakan mampu dalam 

menghambat ACE. Peptida dengan sifat hidrofobik memiliki mekanisme 

penghambatan ACE melalui ikatan, baik pada sisi aktif C-terminal dan N-terminal 

ACE, sedangkan peptida dengan sifat hidrofilik hanya dapat mengikat pada sisi 

aktif C-terminal ACE (Turner & Hopper, 2002). Contoh asam amino dengan rantai 

samping bercabang yang bersifat hidrofobik adalah prolin, valin, leusin, dan alanin, 

sedangkan contoh asam amino dengan rantai sisi aromatik adalah fenilalanin, 

tirosin, dan triptofan. Dalam kacang-kacangan, terdapat fraksi protein legumin dan 

albumin dalam jumlah yang cukup tinggi yang dapat menghasilkan aktivitas 

penghambatan ACE yang baik. Beberapa contoh urutan residu peptida yang telah 
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dilaporkan memiliki aktivitas penghambatan ACE tinggi adalah Arg - Lys, Val - 

Ala - Pro, Phe - Val - Ala - Pro, dan Try - Phe - Trp - Leu. 

Aktivitas penghambatan ACE meningkat seiring pemotongan (cut-off) 

berat molekul (Wu dan Ding, 2002). Peptida dengan ukuran kecil memiliki 

kerentanan rendah untuk dihidrolisis oleh protease lambung (Wu dan Ding, 2002). 

Diketahui pula bahwa penghambatan ACE umum terjadi pada peptida dengan 

kandungan prolin atau residu asam amino aromatis, arginin merupakan asam amino 

yang telah diselidiki untuk hipertensi. 

Peptida turunan dari protein kedelai pertama yang teridentifikasi memiliki 

sifat penghambat ACE mengandung asam dikarbosilat (asam aspartat) pada N-

terminus (Wu dan Ding, 2002). Residu N-terminus paling diharapkan adalah yang 

memiliki cabang asam amino berupa Val dan Ile, sedangkan residu karboksi-

terminus yang paling diharapkan adalah triptofan, tirosin, prolin, atau fenilalanin. 

ACE memiliki sedikit afinitas untuk substrat atau penghambat kompetitif dengan 

COOH-terminal asam dikarboksilat. 

 

2.3 Hidrolisis Protein 

Protein merupakan sumber asam amino yang terdiri dari unsur  C, H, O, 

dan N, terkadang mengandung S, P, dan Fe (Winarno, 1986). Molekul protein 

tersusun dari sejumlah asam amino yang saling berikatan oleh suatu ikatan yang 

disebut dengan ikatan peptida. Ikatan peptida merupakan ikatan yang 

menghubungkan asam amino melalui reaksi gugusan karboksil asam amino yang 

satu dengan gugusan amino dari asam amino yang lain. Ikatan peptida yang seperti 

itu merupakan ikatan tingkat primer. Dua molekul asam amino yang saling 

berikatan disebut dengan ikatan dipeptida, tiga molekul asam amino yang saling 

berikatan disebut tripeptida dan lebih banyak lagi asam amino yang saling berikatan 

disebut dengan polipeptida. 

Dalam keadaan natural, peptida tidak dalam kondisi aktif karena masih 

terikat pada molekul protein (Korhonen et al., 1998). Peptida dengan aktivitas 

biologis dapat didapatkan selama pencernaan enzimatis atau proses pengolahan 

(Korhonen et al., 1998). Proses hidrolisis merupakan proses pemecahan suatu 
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molekul menjadi senyawa-senyawa lebih sederhana dengan bantuan molekul air 

(Nielsen, 1997). Terdapat beberapa jenis hidrolisis, seperti hidrolisis dengan larutan 

asam, hidrolisis dengan larutan alkali, hidrolisis dengan peleburan alkali baik 

menggunakan air atau tanpa air pada temperatur tinggi, serta hidrolisis secara 

enzimatis menggunakan enzim sebagai katalisator.  

Hidrolisis protein adalah proses pemecahan ikatan peptida dari protein 

menjadi komponen-komponen yang lebih sederhana seperti peptida dan asam 

amino (Haslaniza et al., 2010). Selama hidrolisis, terjadi beberapa perubahan pada 

protein, yaitu meningkatnya kelarutan karena bertambahnya kandungan NH3
+ dan 

COO-, berkurangnya berat molekul protein atau polipeptida, serta rusaknya 

globular protein (Nielsen, 1997). Secara umum, metode hidrolisis enzimatis biasa 

digunakan dalam memproduksi peptida antihipertensi. Hidrolisis enzimatis 

terkontrol diketahui merupakan metode yang lebih baik dibandingkan hidrolisis 

kimiawi karena mampu mempertahankan kualitas protein tanpa merusak susunan 

asam amino protein (Wu dan Ding, 2002). Menurut Ariyani et al. (2003), hidrolisis 

dengan asam maupun basa dapat merusak sebagian asam amino dan menghasilkan 

senyawa beracun seperti lisin dan alanin. Selain itu, hidrolisis enzimatis mampu 

menghasilkan hidrolisat kaya akan peptida dengan ukuran kecil (Wu dan Ding, 

2002), yang diketahui sebagai ukuran peptida dengan aktivitas penghambatan ACE 

yang baik. 

Proses hidrolisis diawali dengan tahapan pengecilan ukuran. Pada kondisi 

tertentu, substrat dihancurkan sehingga diperoleh peptida maupun asam amino. 

Faktor yang mempengaruhi kecepatan hidrolisis secara enzimatis adalah suhu, 

waktu, pH, inhibitor, serta konsentrasi enzim dan subtrat. Pada suhu dan pH 

ekstrim, kecepatan hidrolisis mengalami peningkatan seiring penurunan kestabilan 

ikatan peptida, namun enzim proteolitik memiliki efek lebih drastis terhadap 

kecepatan hidrolisis (Quist, 2005). Peningkatan konsentrasi enzim akan 

meningkatkan volume hidrolisat protein yang bersifat tidak larut menjadi senyawa 

nitrogen yang bersifat larut. Hasil dari hidrolisis protein secara enzimatis pada 

ekstrak protein adalah berupa hidrolisat protein. Hidrolisis oleh enzim pada protein 

dapat mempengaruhi karaktieristik peptida yang dihasilkan, seperti berat molekul, 
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distribusi muatan arus listrik, titik isolektrik, kelompok ionisasi asam dan basa, 

indeks hidrofilik dan hidrofobik dari peptida yang dihasilkan (Agyei, et al,. 2016). 

Hidrolisis enzimatis dengan kondisi pH 9,0, menghasilkan peptida dengan 

aktivitas penghambatan ACE optimum, sedangkan kondisi suhu di atas 60C dan 

kondisi pH < 5 dan > 10 menghasilkan peptida dengan aktivitas penghambatan 

ACE yang rendah. Selama proses hidrolisis, sistein dan metionin akan hancur 

menjadi beberapa tingkatan (Gehrke et al., 1985). Hasil hidrolisis substrat 

kemudian dapat distabilkan pada pH rendah melalui penambahan asam 

(Hernandez-Ledesma dan Heish, 2013). 

 

2.4 Alkalase 

Protease merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis sehingga 

protein dapat didegradasi menjadi peptida - peptida dan asam amino. Protease dapat 

memecah protein dengan bantuan air sehingga dikelompokkan dalam enzim 

hidrolase. Protease dapat dihasilkan dari dari mikroba secara ekstraseluler ataupun 

intraseluler, hewan, ataupun tumbuhan. Dalam sistem penamaan enzim, protease 

dibagi  menjadi 2, yaitu endopeptisidase dan eksopeptisidase. Endopeptidase 

memotong ikatan yang berada di dalam molekul, sementara eksopeptidase efektif 

untuk memotong molekul yang besar dan tersusun atas rantai panjang menjadi 

fragmen yang kecil. Eksopeptidase menghidrolisis  protein dari ujung N-terminal 

(aminopeptidase), C-terminal (karboksipeptidase) atau spesifik pada dipeptida 

(hidrolase dipeptidase) (Kusnandar, 2010). Secara umum, reaksi katalisa protease 

dalam menghidrolisis ikatan peptida protein dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

 

 

Gambar 2.1 Reaksi katalisa protease dalam menghidrolisis ikatan peptida protein 

(Winarno, 1993) 
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Dalam hidrolisis enzimatis, diperlukan enzim protease yang paling sesuai 

dan optimum dalam memproduksi peptida antihipertensi. Alkalase merupakan 

enzim protease alkalin komersial untuk penggunaan industri serta telah dikaji dalam 

hidrolisis plasma, albumin, kasein, gelatin, dan beberapa protein nabati untuk 

memproduksi penghambat ACE. Alkalase merupakan endoproteinase yang 

didapatkan dari hasil fermentasi Bacillus licheniformis. Alkalase termasuk ke 

dalam jenis endopeptidase, yaitu enzim yang dapat memotong ikatan peptida dari 

rantai tengah, dengan spesifitas memecah ikatan peptida pada substrat yang 

memiliki asam amino hidrofobik, seperti fenilalanin, triptofan, leusin, isoleusin, 

valin, prolin, dan metionin pada gugus terminal karboksil (Markland dan Smith, 

1971).  

Penggunaan alkalase memiliki suhu optimal antara 55 C - 70 C dan pH 

6,5 - 8,5 (Quist, 2005). Karakter dari asam amino hidrofobik adalah memiliki cita 

rasa yang lebih sedikit pahit. Alkalase merupakan enzim yang mampu mencapai 

derajat hidrolisis dan menghasilkan peptida dengan aktivitas penghambatan ACE 

tertinggi pada berbagai lama waktu hidrolisis (Chiang et al., 2006). Menurut Chiang 

et al. (2006), kondisi optimal alkalase untuk hidrolisis enzimatis selama 1 jam 

dalam memproduksi peptida penghambat ACE adalah pada kondisi E/S = 0,01, 

suhu = 50C, pH = 9,0. 

 

2.5 Derajat Hidrolisis 

Derajat hidrolisis merupakan parameter umum yang digunakan untuk 

menggambarkan hasil proses dan indikator keberhasilan proses hidrolisis (Nielsen, 

2001). Pengendalian proses hidrolisis diperlukan karena daya hidrolitik suatu enzim 

dapat bervariasi berdasarkan sumber dan substrat yang digunakan. Tingginya 

derajat hidrolisis menunjukkan bahwa peptida atau asam amino yang terbentuk 

semakin banyak, sehingga menghasilkan protein hidrolisat dengan berat molekul 

lebih rendah. 

Derajat hidrolisis dapat dipengaruhi oleh konsentrasi enzim, waktu 

hidrolisis, serta jenis enzim yang digunakan (Haslaniza et al., 2010). Peningkatan 

derajat hidrolisis disebabkan oleh peningkatan peptida dan asam amino yang 
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terlarut dalam TCA akibat pemutusan ikatan peptida selama hidrolisis (Hanslaniza 

et al., 2010). Secara umum, pengendapan protein dengan TCA dapat 

dikelompokkan menjadi beberapa golongan berdasarkan konsentrasi TCA yang 

digunakan. Pada konsentrasi TCA dibawah 5% (w/v), terjadi peningkatan 

keasaman sehingga jumlah protein yang mengendap mulai meningkat. Apabila 

konsentrasi TCA berkisar antara 5 - 45% (w/v), protein akan  mengendap dalam 

jumlah maksimal. Akan tetapi, apabila konsentrasi TCA lebih dari 45% (w/v), maka 

akan terjadi penurunan jumlah protein yang mengendap secara drastis dan pada 

konsentrasi diatas 60% (w/v), jumlah protein yang mengendap sangat sedikit 

(Rajalingam et al., 2009). Selain itu, nilai derajat hidrolisis yang lebih tinggi pada 

alkalase turut mengindikasikan semakin tingginya aktivitas penghambatan ACE 

(Chiang et al., 2006). 

 

2.6 Hidrolisat Protein 

Hidrolisat protein merupakan hasil penguraian protein berupa peptida 

sederhana dan asam amino yang dihasilkan melalui proses hidrolisis, baik oleh 

enzim, asam, maupun basa yang memberikan efek positif bagi kesehatan (Shahidi 

dan Zhong, 2008). Hidrolisat protein dapat berbentuk cair, pasta atau tepung dan 

bersifat higroskopis. Faktor-faktor yang mempengaruhi karakteristik hidrolisat 

protein adalah suhu, waktu, pH, konsentrasi, dan perbandingan enzim dengan 

protein selama proses hidrolisis protein, sedangkan warna, bau, rasa, dan tingkat 

kerusakan asam amino dipengaruhi oleh kemurnian protein dari bahan baku, 

kondisi, serta bahan penghidrolisis yang digunakan. Hidrolisis sempurna akan 

menghasilkan hidrolisat yang terdiri dari campuran 18 - 20 jenis asam amino. 

Peptida merupakan fragmen - fragmen atau potongan protein spesifik yang 

terdiri atas 1 sampai 12 asam amino beserta ikatan peptida (Espitia et al., 2012). 

Karakteristik peptida bioaktif dalam fungsi fisiologisnya tergantung pada dua 

faktor, yaitu urutan asam amino primer dalam protein dan spesifisitas enzim yang 

menghidrolisis protein tersebut. Urutan asam amino dalam biopetida tersusun 

secara pasti atau diketahui susunannya. Perbedaan susunan antar biopeptida satu 
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dengan yang lainnya juga dapat menyebabkan perdaan sifat biokimia dan sifat 

biologisnya (Hernandez-Ledeshma dan Hsieh, 2013). 

 

2.7 Edamame 

Kedelai sayur atau lebih dikenal sebagai edamame merupakan tanaman 

dengan nama spesies Glycine max (L.) Merr. Edamame merupakan jenis kedelai 

yang dipanen ketika bijinya masih hijau, kaya akan sukrosa dan klorofil (Dwevedi 

dan Kayastha, 2011). Gambar biji edamame yang diperoleh di kota Jember dapat 

dilihat pada Gambar 2.2. 

 

Gambar 2.2 Biji edamame 

Adapun klasifikasi tanaman edamame adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Phylum : Tracheophyta 

Class  : Magnoliopsida 

Ordo  : Fabales 

Familia : Fabaceae (Leguminosae) 

Genus  : Glycine 

Species : Glycine max (L.) Merr 

Pada Prefektur Iwate (IDA, 1990), edamame mutu A harus memenuhi 90 

persen polong atau lebih dengan dua atau tiga biji. Polong harus dalam bentuk 

sempurna, sepenuhnya hijau, dan tidak menunjukkan kecacatan atau bintik. 

Edamame mutu B harus memenuhi 90 persen atau lebih polong dengan dua atau 

tiga biji, namun dapat berwarna lebih terang dari hijau, dan beberapa polong dapat 

sedikit berbintik, terluka, berbentuk tidak sempurna, pendek, atau memiliki biji 
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kecil. Pada kedua mutu, polong tidak diperkenankan terlalu matang, terjangkit 

penyakit, rusak akibat serangga, berbiji satu, berbentuk tidak sempurna, 

kekuningan, terbagi, berbintik, atau mentah. 

Seperti kedelai pada umumnya, biji edamame kaya akan protein dan 

nutrisi. Edamame mengandung protein yang relatif tinggi, yaitu sebesar 38 - 40 g 

per 100 g (bk) (Santana et al., 2012). Edamame merupakan sumber karbohidrat, 

protein, serat, asam amino, peptida bioaktif, asam lemak omega-3, serta 

mikronutrien seperti zat besi, asam folat, magnesium, serta komponen fitokimia 

seperti isoflavon (0,1 - 3,0%), sterol (0,23 - 0,46%), dan saponin (0,17 - 6,16%). 

Pada saat dipanen, edamame memiliki kandungan trypsin-inhibitor dan 

oligosakarida tak dapat dicerna yang lebih rendah, namun lebih banyak kandungan 

vitamin dibandingakan kedelai pada umumnya (Konovsky, 1994). Biji dengan 

ukuran besar memiliki nutrisi protein superior, namun riset terkini menyimpulkan 

biji yang lebih besar memiliki kandungan lemak lebih tinggi dan lebih rendah 

protein dibandingkan dengan biji dengan ukuran kecil. Sekitar 90 persen komponen 

protein terlarut biji kedelai adalah globulin, dan lebih dari 70 persen globulin adalah 

glycinin (G) (11S globulin) dan -conglycinin (c) (7S globulin). Glisinin relatif 

kaya akan asam amino (metionin dan sistein) (3 - 4,5%) (Nielsen et al., 1989). 

Kandungan nutrisi pada edamame tersebut memiliki potensi dalam mereduksi 

risiko penyakit tidak menular seperti hipertensi, hiperkolestrolamia, penyakit 

jantung, stroke, dan diabetes. 

Dalam keadaan cukup hijau, penanganan paska panen memberikan 

pengaruh besar pada kualitas dan cita rasa. Kebutuhan untuk pendinginan cepat 

tidak dapat terlalu ditekankan. Produk segar dapat bertahan pada suhu ruangan 

selama 24 jam atau lebih sebelum penjualan dan penggunaan. Masuda et al. (1989) 

menemukan bahwa edamame beku dari Taiwan sering memiliki sukrosa (1,7% vs. 

1,1%) dan asam amino (alanin 30 mg vs. 16 mg/100 g berat segar) daripada 

edamame segar di Jepang. Kedua edamame tersebut lebih rendah apabila 

dibandingkan dengan puncak panen (2,9% sukrosa dan 297 mg alanin). 

Pendinginan cepat (blanching dan pembekuan) diperlukan untuk memperlambat 

aktivitas enzim dan mengurangi penurunan kualitas. Untuk edamame beku, 
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blanching penting untuk menghentikan oksidasi asam lemak menjadi cita rasa yang 

tidak diinginkan. Dua komponen penting pada cita rasa edamame adalah manis dan 

gurih. Cita rasa manis ditentukan oleh kandungan sukrosa dan rasa gurih 

kemungkinan disebabkan oleh asam amino seperti asam glutamat (Masuda et al., 

1989).  

 

2.8 Pengeringan 

Pengeringan merupakan salah satu aspek penting dalam pengolahan 

pangan dan umum digunakan sebagai teknik pengawetan (Mechlouch et al., 2012 

dan Sachin et al., 2010). Ketika dikeringkan, protein lebih sensitif pada pemanasan 

dan tekanan, meski demikian secara kimiawi produk hasil pengeringan akan lebih 

stabil dan memiliki daya simpan lebih lama (Haque dan Adhikari, 2015). 

Pengeringan protein dapat memicu beberapa tekanan yang mampu mendenaturasi 

protein dengan memodifikasi struktur protein (Joshi et al., 2011). 

 

2.8.1 Pengeringan Beku 

Pengeringan beku merupakan metode pengeringan yang biasa digunakan 

untuk mengeringkan isolat protein pada laboratorium penelitian dan industri 

farmasi (Maltesen dan Weert, 2008). Prinsip teknologi pengeringan beku adalah 

pembekuan diikuti pengeringan, melalui mekanisme sublimasi yang terjadi pada 

suhu di bawah titik beku (Akers et al., 1987). Prinsip utama pada pengeringan beku 

adalah proses sublimasi, di mana kandungan air dalam bentuk padat (es) secara 

langsung dikonversi menjadi uap tanpa melalui bentuk cairan. Sublimasi air dapat 

terjadi pada tekanan dan suhu di bawah 4.579 mm Hg dan 0.0099C (Chien dan 

Yiew, 1981). Bahan yang akan dikeringkan harus dalam bentuk beku terlebih 

dahulu dan diletakkan pada vakum bertekanan tinggi untuk menghangatkan 

sehingga cairan beku yang menyublim hanya meninggalkan padatan atau 

komponen kering (Liberman et al., 1989). 

Tahapan pada pengeringan beku dimulai dari persiapan sampel, diikuti 

pembekuan, pengeringan primer, dan pengeringan sekunder untuk menghasilkan 

produk dengan kandungan kelembapan yang diinginkan (Jeff, 2009). Tekanan uap 
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pada air meningkat dengan kenaikan pada suhu selama pengeringan primer. Suhu 

pengeringan primer harus dijaga setinggi mungkin, namun tetap di bawah suhu 

kritis untuk mencegah hilangnya struktur. Suhu kritis tersebut merupakan suhu 

yang memiliki tujuan untuk meruntuhkan komponen amorf. Selama pembekuan, 

Kristal es mulai memisah hingga larutan menjadi terkonsentrasi maksimal. Pada 

pendinginan lanjutan, terjadi fase pemisahan larutan dan es (Adams dan Irons, 

1993). 

Pada metode pengeringan beku tidak terjadi proses gelatinisasi, 

karamelisasi, dan denaturasi (Hariyadi, 2013). Menurut Haque dan Adhikari 

(2015), pengeringan beku lebih disarankan untuk larutan protein. Protein yang 

mengalami pengeringan beku mendapatkan lebih sedikit pengaruh dari suhu 

dibandingkan dengan pengeringan jenis lain. Proses konversi larutan protein 

menjadi bubuk kering tergolong kompleks, hal tersebut dikarenakan tingkat 

sensitifitas terhadap panas, terutama ketika masih dalam bentuk larutan (Abdul-

Fattah et al., 2007). Pengeringan beku produk isolat protein menghasilkan produk 

dengan kelarutan protein, aktivitas emulsi, dan daya buih yang lebih rendah 

dibandingkan dengan spray drying. Namun, produk isolat protein hasil pengeringan 

beku memiliki kapasitas pengikat air / minyak, kestabilan suhu, dan mengandung 

lebih banyak struktur -turn dan lebih sedikit -sheet dan gulungan acak yang lebih 

tinggi (Zhao et al., 2013). 

 

2.8.2 Pengeringan Oven 

Pengeringan oven merupakan metode pengeringan konvensional yang 

umum digunakan pada industri pangan. Metode pengeringan oven memanfaatkan 

udara panas dan bekerja dengan cara menguapkan kandungan air dari bahan (Sachin 

et al., 2010). Penggunaan oven untuk pengeringan produk membutuhkan waktu 

yang relatif lama dan menyebabkan penurunan kualitas pada produk kering 

(Trisnawati et al., 2014). Perlakuan panas dapat memicu terjadinya denaturasi 

protein, reduksi sebagian atau inaktivasi alfa amilase dan gelatinisasi sebagian pada 

pati (Schlauri, 1999). 
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Pada kenaikan suhu, molekul protein menjadi fleksibel dan terjadi 

tabrakan antar molekul yang akan meningkatkan kemungkinan terjadinya 

denaturasi protein (Haque dan Adhikari, 2015). Denaturasi merupakan perubahan 

atau modifikasi terhadap struktur sekunder, tersier, dan kuartener terhadap molekul 

protein tanpa terjadinya pemecahan ikatan - ikatan kovalen. Denaturasi dapat pula 

diartikan sebagai proses terpecahnya ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, ikatan 

garam, dan terbukanya lipatan molekul (Winarno, 1997). Denaturasi dapat 

dipengaruhi oleh faktor fisik (panas atau suhu dan pengadukan) dan kimia (adanya 

garam, solven organik, asam, basa dan perubahan pH). Denaturasi dapat bersifat 

irreversible atau reversible. Denaturasi akan bersifat reversible apabila protein 

disimpan pada suhu di bawah 0ºC, kemudian dilakukan peningkatan suhu sehingga 

protein kembali aktif. Denaturasi akan bersifat irreversible apabila dilakukan 

pemanasan pada suhu 60ºC (Sugiyono, 2004).  

Menurut penelitian terdahulu, cukup banyak jumlah protein terinaktivasi 

atau terdenaturasi akibat panas maupun tegangan yang berasal dari udara. Tegangan 

tersebut menyebabkan kerusakan struktur sekunder (-helix, -sheet, dan gulungan 

acak) dan tersier yang tidak dapat kembali (Ameri dan Maa, 2006). Panas dan 

tegangan terkait dehidrasi yang terjadi selama proses pengeringan dapat 

mendenaturasi atau menginaktivasi sebagian atau keseluruhan protein, termasuk 

fungsi enzimatis akibat perubahan struktur (Wolkers et al., 1998). Gulungan protein 

yang terbuka memicu interaksi yang dapat menyebabkan agregasi, koagulasi, dan 

presipitasi (Pelerigne dan Gasparetto, 2005). Denaturasi protein dapat secara tidak 

langsung diukur dengan memantau perubahan beberapa karakteristik protein, 

seperti kehilangan kelarutan, peningkatan hidrofobisitas, peningkatan proteolisis, 

dan kehilangan resistensi pada enzim proteolisis serta kehilangan aktivitas biologi 

(Cleland et al., 1993). 

 

2.9 Penentuan Aktivitas Penghambatan ACE 

Pengujian aktivitas penghambatan ACE bertujuan untuk mengetahui 

aktivitas penghambatan peptida terhadap enzim ACE yang dinyatakan dalam 

bentuk persen penghambatan. Pengukuran efek penghambatan aktivitas ACE 
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dilakukan dengan penggunaan substrat Hippuryl-Histidyl-Leusin (HHL). Prinsip 

dari metode ini adalah terbetuknya asam hipurat (HA) dan His-Leu (HL) yang 

terbentuk dari reaksi antara Hippuryl-Histidyl-Leusin (HHL) dan ACE. Reaksi 

terbentuknya His-Leu (HL) dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 

Gambar 2.3 Reaksi Hidrolisis HHL oleh ACE (Rui, 2012) 

Dalam aktivitas penghambatan ACE, terdapat 2 jenis mekanisme, yaitu 

mekanisme yang bersifat kompetitif dan non kompetitif. Inhibitor kompetitif 

mampu masuk dan berinteraksi dengan molekul enzim ACE sehingga membentuk 

dead-end complex atau molekul substrat berikatan atau tidak (Wijasekara et al., 

2011). Angiotensin I-converting enzyme (ACE) lebih dapat mengikat suatu substrat 

atau inhibitor kompetitif yang mengandung asam amino hidrofobik pada C-terminal 

tripeptida (Tsai et al., 2008). Biopeptida yang bersifat hidrofobik memiliki 

mekanisme penghambatan ACE dengan cara melakukan ikatan baik pada sisi aktif 

C-terminal dan N-terminal ACE, sedangkan peptida hidrofilik hanya dapat 

mengikat pada sisi aktif C-terminal ACE (Turner dan Hopper, 2002). Selain itu C-

terminal pada lisin dan ariginin yang merupakan rantai dengan muatan positif juga 

mampu menghambat aktivitas ACE dengan mekanisme ikatan ionik dengan sisi 

aktif ACE. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

 

3.1 Bahan dan Alat 

3.1.1. Bahan 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah edamame 

kualitas I yang diperoleh dari PT. Mitra Tani Dua Tujuh, Jember. Enzim alkalase 

2.4L (2,4 U/g) (P4860) didapatkan dari Sigma (Singapura). Bovine serum albumin 

(BSA), hippury-L-histidyl-L-leucine (HHL), dan L-Carnosine didapatkan dari Wako 

Pure Chemical Industries Ltd. (Osaka, Jepang). Reagen fenol didapatkan dari 

Kishida Chemical Co. Ltd. (Osaka, Jepang). Prestained XL Ladder didapatkan dari 

BioDynamics Laboratory Inc. (Jepang). DynaMarker Protein MultiColor Stable, 

Low Range didapatkan dari Apro Science (Jepang). Ez Apply, Ez Run, dan Ez Stain 

Aqua didapatkan dari ATTO Corp. (Tokyo, Jepang). Bahan kimia yang digunakan 

antara lain akuades, asam borat, 3,6 M asam fosforat, bromophenol blue, coomassie 

brilliant blue, CuSO4, 1 M HCl (Mediss), n-heksan (Merck), K2SO4, Na2CO3, 

NaOH (Merck), 0,2% ortho-phthalaldhyde, sodium tartrate, trichloroacetic acid 

(TCA) (Merck). 

 

3.1.2 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pengering beku (CHRIST 

Alpha 1-2 LD plus), macro dan micro refrigerated centrifuge (Tomy MRX-150 dan 

Hitachi CR21GII), varioskan flash (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), 

spektrofotometer (Hitachi tipe U-2900 UV-Vis), pH meter (Horiba F-51), LAF 

(Laminar Air Flow) (Nuaire), destilator (BUTCHI K-355), labu kjeldahl, oven, dan 

buret. Alat lain yang digunakan meliputi water bath, blender, neraca analitik, 

magnetic stirrer, hotplate, vortex, loyang, ayakan 80 mesh, erlenmeyer, beaker 

glass, termometer, mikro pipet, mikro pipet tip, tabung reaksi, pipet tipis, dan 

spatula. 
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3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian tahap pertama dilakukan di Laboratorium Kimia dan Biokimia 

Pangan dan Hasil Pertanian dan Laboratorium Rekayasa Proses Hasil Pertanian 

Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas 

Jember, sedangkan tahap dua dan tiga dilakukan di CDAST (Center for 

Development of Advanced Sciences and Technology) Universitas Jember dan 

Laboratory of Lipid Biotechnology, Lipid Chemistry, and Food Chemistry, Food 

Microscopic Analysis, dan Food Processing Laboratory Prefectural University of 

Hiroshima. Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2017 sampai Desember 2017. 

 

3.3 Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian dilaksanakan dalam empat tahapan, yaitu 1) preparasi tepung 

edamame rendah lemak 2) ekstraksi protein edamame 3) hidrolisis protein 

edamame 4) karakterisasi tepung dan hidrolisat protein kedelai edamame. 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) menggunakan perlakuan perbedaan pengeringan, yaitu 

pengeringan beku dan pengeringan oven pada proses pembuatan tepung. Hidrolisat 

protein edamame yang diperoleh dari penelitian ini, selanjutnya dianalisis untuk 

mengetahui sifat dan potensinya sebagai antihipertensi. Variabel yang diamati pada 

penelitian ini, yaitu kadar protein total metode Kjeldahl (AOAC, 2001), derajat 

hidrolisis (Silvestree et al., 2013), kadar protein metode Lowry (Lowry et al., 

1951), fraksi berdasar berat molekul protein hidrolisat (Laemlli, 1970), dan 

aktivitas penghambatan ACE (Ishiguro et al., 2012).  

 

3.3.1 Preparasi Tepung Edamame Rendah Lemak 

Persiapan edamame kering beku. Persiapan edamame kering beku 

diawali dengan melakukan thawing terlebih dahulu untuk memudahkan proses 

pengupasan kulit edamame. Kemudian, dilakukan sortasi dan pengupasan kulit 

dengan tujuan untuk menghilangkan pengotor dan kulit edamame. Selanjutnya, 

dilakukan pengecilan ukuran menggunakan pisau untuk memperluas permukaan 

edamame yang akan memudahkan tahapan pengeringan. Setelah itu, dilakukan 
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pembekuan kembali sebagai persiapan tahapan pengeringan beku. Setelah beku, 

dilakukan pengeringan menggunakan pengering beku pada suhu -50C selama 24 

jam. Setelah kering, sampel kering beku dilakukan pengecilan ukuran 

menggunakan blender dan dilanjutkan dengan pengayakan menggunakan ayakan 

80 mesh untuk memperoleh partikel tepung yang seragam. Sampel disimpan pada 

suhu -20C untuk digunakan pada tahap penelitian lanjutan. 

Persiapan edamame kering oven. Persiapan edamame kering oven 

diawali dengan melakukan thawing terlebih dahulu untuk memudahkan proses 

pengupasan kulit edamame. Kemudian, dilakukan sortasi dan pengupasan kulit 

dengan tujuan untuk menghilangkan pengotor dan kulit edamame. Selanjutnya, 

dilakukan pengecilan ukuran menggunakan pisau untuk memperluas permukaan 

edamame yang akan memudahkan tahapan pengeringan. Setelah itu, dilakukan 

pengeringan menggunakan pengering oven pada suhu 50C selama 24 jam. Setelah 

kering, sampel kering oven dilakukan pengecilan ukuran menggunakan blender dan 

dilanjutkan dengan pengayakan menggunakan ayakan 80 mesh untuk memperoleh 

partikel tepung yang seragam. Sampel disimpan pada suhu -20C untuk digunakan 

pada tahap penelitian lanjutan. Diagram alir persiapan sampel dapat dilihat pada 

Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Diagram alir persiapan sampel 

 

Penghilangan Kandungan Lemak. Metode penghilangan kandungan 

lemak dilakukan berdasarkan modifikasi metode yang dilakukan Viernes et al. 

(2012). Penghilangan kandungan lemak dilakukan menggunakan pelarut berupa 

heksan dengan perbandingan 1:10 (b/v) selama satu jam pada ruang pendingin, 

dengan pengadukan konstan menggunakan magnetic stirrer. Campuran yang 

dihasilkan kemudian dipisahkan dengan cara menuangkan heksan yang telah 

digunakan pada wadah lain dan meratakan tepung edamame pada loyang dengan 

tujuan untuk mempermudah tahapan penguapan heksan. Tepung edamame tersebut 

dilakukan pendiaman selama 3 menit pada ruang asam dengan tujuan untuk 

menghilangkan residu heksan. Tepung edamame yang telah dihilangkan kandungan 

lemaknya disimpan pada suhu -20 ºC hingga digunakan pada tahap penelitian 

Edamame Beku 

Thawing 

Sortasi dan Pengupasan 

Pengecilan Ukuran 

Pembekuan 

Pengecilan Ukuran 

Pengayakan (80 mesh) 

Tepung Edamame 

Residu 

 

Pengotor dan Kulit 

 

Pengeringan Oven (T= 50 ºC) Pengeringan Beku (T= -50 ºC) 
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selanjutnya. Diagram alir penghilangan kandungan lemak tepung edamame dapat 

dilihat pada Gambar 3.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Diagram alir penghilangan kandungan lemak tepung edamame 

 

3.3.2 Ekstraksi Protein 

Metode ekstraksi protein edamame dilakukan berdasarkan metode yang 

dilakukan Wani et al. (2015) dengan modifikasi. Tepung edamame yang telah 

dihomogenkan dilarutkan ke dalam akuades dengan perbandingan 1:10 (b/v), 

kemudian dilakukan pengaturan pH hingga mencapai pH 8 menggunakan NaOH 

(0,5 M). Larutan tersebut kemudian dilakukan pengadukan konstan menggunakan 

magnetic stirrer selama satu jam. Setelah selesai, larutan tersebut disentifugasi pada 

kecepatan 3000 xg selama 30 menit pada suhu 10 ºC, sedimen yang didapatkan 

merupakan pati sedangkan supernatan yang didapatkan dilakukan pengaturan pH 

menjadi 4 menggunakan HCl (0,1 N) untuk mengendapkan protein. Protein 

didapatkan dengan sentrifugasi pada 8000 xg selama 10 menit pada suhu 5ºC diikuti 

dengan penghilangan supernatan.  Ekstrak yang didapatkan dicuci dengan akuades 

dan dilarutkan dengan akuades kembali diikuti dengan pengaturan pH menjadi 7. 

Kemudian larutan tersebut dikeringbekukan menggunakan pengering beku. Ekstrak 

Tepung Edamame 

Pengadukan Stirrer (4ºC, 1 jam) 

Pemisahan 

Tepung Edamame Basah 

Pendiaman (3 menit) 

Tepung Edamame Rendah Lemak 

Penyimpanan (T= -20 ºC) 

Heksan 

(1:10 b/v) 

 

Heksan 

 

Heksan 
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protein yang didapatkan disimpan pada suhu -20ºC hingga digunakan pada tahapan 

selanjutnya. Diagram alir ekstraksi protein edamame dapat dilihat pada Gambar 3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Diagram alir ekstraksi protein edamame 

 

3.3.3 Hidrolisis Protein Edamame 

Proses hidrolisis enzimatis ekstrak protein edamame dilakukan 

berdasarkan modifikasi metode yang dilakukan Chiang et al. (2006). Sebanyak 3% 

(b/v) ekstrak protein yang telah dipersiapkan sebelumnya dan 1% alkalase (b/b 

ekstrak protein) direaksikan pada suhu 50ºC, pH: 7,5, selama 1 jam. Sampel yang 

Tepung Edamame Rendah Lemak 

Pelarutan 

Pengaturan pH (pH 8) 

Pengadukan Stirrer (1 jam) 

Sentrifugasi (3000 xg, 10ºC, 30 menit) 

Supernatan 

Pengaturan pH (pH 4) 

Sentrifugasi (8000 xg, 5ºC, 10 menit) 

Sedimen 

Pengaturan pH (pH 7) 

Pengeringan Beku (-50 ºC, 24 jam) 

Ekstrak Kering Protein Edamame 

Penyimpanan (T= -20 ºC) 

Akuades 

(1:10 b/v) 
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NaOH (0,5 M) 
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telah direaksikan tersebut segera dipanaskan pada boiling water bath selama 10 

menit, dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 3000 rpm pada sebuah micro sentrifuge 

selama 10 menit. Supernatan yang didapatkan digunakan untuk tahapan 

selanjutnya. Supernatan tersebut dikeringbekukan menggunakan pengering beku. 

Hidrolisat protein yang didapatkan disimpan pada suhu -20ºC hingga digunakan 

pada tahapan selanjutnya. Diagram alir hidrolisis enzimatis protein edamame dapat 

dilihat pada Gambar 3.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 3.4 Diagram alir hidrolisis enzimatis protein edamame 

 

3.4 Prosedur Analisis 

3.4.1 Analisis Kadar Protein Metode Kjeldahl 

Analisis kadar protein total dilakukan dengan metode Kjeldahl (AOAC, 

2001). Sebanyak 1 g tepung edamame dimasukkan ke dalam labu Kjeldahl. 

Selanjutnya, dilakukan penambahan 7 g K2SO4, 0,8 g CuSO4, dan 12 ml H2SO4 

Ekstrak Kering Protein Edamame 

Pelarutan 

Hidrolisis (50ºC, pH 7,5, 1 jam) 

 

Pemanasan (100ºC, 10 menit) 

Sentrifugasi (3000 rpm, 10 menit) 

Supernatan 

Pengeringan Beku (-50 ºC, 24 jam) 

Hidrolisat Protein Edamame 

Penyimpanan (T= -20 ºC) 

 

Akuades 

(3:10 b/v) 

 

Sedimen 

 

Alkalase : Bahan 

(1:100 b/b) 
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pekat ke dalam labu tersebut. Kemudian, dilakukan pemanasan dalam ruang asam 

selama 60 menit, dilanjutkan dengan pendinginan selama 10 - 20 menit. Setelah 

dingin, dilakukan penambahan akuades hingga volume total sebesar 80 ml. 

Selanjutnya, dilakukan penambahan NaOH 40% (w/w) sebanyak 50 ml dan 

dilakukan distilasi hingga diperoleh distilat sebanyak 150 ml. Distilat yang 

dihasilkan dimasukkan ke dalam erlenmeyer dengan 30 ml H3BO3 1% (w/v) yang 

telah diberi indikator campuran. Distilat yang diperoleh dilakukan titrasi dengan 

laturan standar berupa HCl 0,1 M hingga warna ungu muda tercapai. Larutan 

blanko dengan bahan berupa akuades diberikan perlakuan yang sama. Presentase 

kadar protein total dapat diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut. 

 

% N   = (ml HCl sampel - ml HCl blanko) x M HCl x 14,01 x 100% 

berat sampel x 1000 

% Protein Total = % N x faktor konversi (6,25) 

 

3.4.2 Analisis Kadar Protein Metode Lowry 

Penentuan kadar protein terlarut hidrolisat dilakukan dengan metode 

Lowry (Lowry et al., 1951). Sebanyak 0,5 ml larutan hidrolisat protein dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi, kemudian dilakukan penambahan 2,5 ml reagen Lowry B 

dan dilakukan pendiaman selama 10 menit. Selanjutnya dilakukan penambahan 250 

l reagen Lowry A. Setelah penambahan tersebut dilakukan pemvortexan dan 

pendiaman selama 30 menit. Pembacaan nilai absorbansi dilakukan pada panjang 

gelombang 750 nm. Data absorbansi diplotkan pada kurva standar BSA untuk 

menghitung kadar proteinnya. 

Larutan standar protein dibuat dengan menimbang 2500 g (2,5 mg) BSA 

(Bovine Serum Albumin) yang kemudian dilarutkan dengan 10 ml akuades sehingga 

diperoleh larutan stok BSA dengan konsentrasi 250 g/ml. Larutan stok dengan 

konsentrasi 1 mg/ml diambil sebanyak 0,1 ml; 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 ml; 0,8 ml; dan 

1,0 ml. Larutan BSA dengan berbagai konsentrasi tersebut diambil sebanyak 0,5 ml 

yang kemudian direaksikan dengan reagen Lowry B sebanyak 2,5 ml dan dilakukan 

pendiaman selama 10 menit. Selanjutnya dilakukan penambahan 250 l reagen 
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Lowry A. Setelah penambahan tersebut dilakukan pemvortexan dan pendiaman 

selama 30 menit. Pembacaan nilai absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 

750 nm. Presentase kadar protein dapat diperoleh dengan perhitungan sebagai 

berikut. 

 

% Protein  = konsentrasi protein x 100% 

mg protein 

 

3.4.3 Analisis Derajat Hidrolisis 

Persen derajat hidrolisis dianalisa menggunakan metode Silvestree et al., 

(2013). Derajat hidrolisis merupakan presentasi ikatan peptida terpotong terhadap 

jumlah total ikatan per berat unit. Penentuan DH dilakukan dengan pengendapan 

trichloroacetic acid (TCA) 20% untuk menghasilkan 10% fraksi protein terlarut 

dan 10% fraksi tidak larut. Sebanyak 500 l hidrolisat dilakukan penambahan 

dengan 500 l TCA 20%, dilanjutkan dengan pemvortexan dan inkubasi (suhu 4C, 

30 menit). Kemudian campuran tersebut dilakukan sentrifugasi (3000 g, 20 menit). 

Kandungan protein terlarut dan protein total dianalisis berdasarkan metode Lowry 

et al. (1951) dengan penggunaan bovine serum albumin (BSA) sebagai standar. 

Perhitungan derajat hidrolisis dapat ditentukan menggunakan rumus sebagai 

berikut. 

 

DH (%)  = Protein terlarut 10% TCA x 100 % 

Total kandungan protein 

 

3.4.4 Analisis Profil Berat Molekul Protein Hidrolisat 

Analisis SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate - polyacrylamide gel 

electrophoresis) dilakukan menggunakan metode yang dilakukan oleh Laemmli 

(1970). Analisis SDS-PAGE peptida dilakukan pada perangkat elektroforesis gel. 

Analisis dilakukan dengan e-PAGE® (E-TI5S, ATTO Corp., Tokyo, Jepang) 

konsentrasi 15%. Pemisahan hidrolisat dengan SDS-PAGE dilakukan dengan arus 

listrik 30 V selama 125 menit. Berat molekul hidrolisat diperkirakan dengan marker 
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protein, Prestained XL LadderDynaMarker (10 - 250 kDa) dan Protein MultiColor 

Stable, Low Range (1,7 - 46,3 kDa). Protein yang terpisah diwarnai dengan 

comassie brilliant blue selama 30 menit dan dibersihkan hingga pita yang terbentuk 

dapat terlihat. 

 

3.4.5 Analisis Aktivitas Penghambatan ACE 

Pengujian aktivitas penghambatan ACE dilakukan berdasarkan modifikasi 

metode yang dilakukan oleh Ishiguro et al. (2012). Hidrolisat protein dilarutkan 

dalam akuades dengan konsentrasi 0,1, 0,2, 0,5, dan 1,0 mg/ml. Sebagai kontrol 

positif, digunakan L-Carnosine. Sebanyak 50 𝜇l sampel diletakkan pada sebuah 96-

well black quartz micro plate dengan 100 𝜇l 0,01 U/ml ACE dan diinkubasi pada 

37C selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan 25 𝜇l 25 mM Hippuriyl-L-histydyl-

L-leucine pada 0,1 M buffer HEPES yang mengandung 0,3 M NaCl (pH 8.3). 

Setelah inkubasi pada 37C selama 40 menit, reaksi dihentikan dengan penambahan 

100 𝜇l 0,5 M NaOH. Sebanyak 10 𝜇l 0,2% o-phthaldialdehyde pada methanol 

ditambahkan, diikuti dengan penambahan 15 𝜇l 3,6 M asam fosforat 15 menit 

kemudian. Absorbansi diukur menggunakan varioskan flash (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA). Penentuan absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 

extension 360 emission 460. Perhitungan aktivitas penghambatan ACE (%) 

ditentukan sebagai berikut. 

 

Penghambatan (%) = [1 - (S - SB) / (C - CB)] x 100 

 

Di mana S adalah sampel yang diberi ACE, SB adalah sampel yang diberi 

akuades sebagai pengganti ACE (blank), C adalah kontrol berupa akuades yang 

diberi ACE, dan CB adalah kontrol berupa akuades yang diberi akuades sebagai 

pengganti ACE (blank). Setelah didapatkan presentase penghambatan dari masing 

- masing konsentrasi, persamaaan y = a (ln) x + b ditentukan dengan perhitungan 

secara regresi logaritmik dimana x adalah konsentrasi (mg/ml) dan y adalah persen 

penghambatan (%). Persamaan tersebut digunakan untuk mencari nilai IC50 

(Inhibitor Concentration 50%) dari masing - masing sampel dengan menyatakan 
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nilai y sebesar 50 dan nilai x yang akan diperoleh sebagai nilai IC50. Nilai IC50 

menyatakan besarnya konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk 

menghambat aktivitas ACE sebesar 50%. 

 

3.4.6 Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan cara deskriptif dan disajikan dalam tabel 

dan grafik serta dikomparasi dengan studi literatur. Selain itu, digunakan data 

sekunder yang diperoleh dari beberapa referensi dan beberapa penelitian terkait. 

Data yang diperoleh dari analisis pengujian diolah dengan bantuan Microsoft Excel 

2013.
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BAB 5. PENUTUP 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan protein tepung edamame 

tergolong tinggi, yaitu sebesar 32,8 persen untuk perlakuan pengeringan beku dan 

33,4 persen untuk perlakuan pengeringan oven. Derajat hidrolisis protein edamame 

kering beku adalah sebesar 35 persen dan edamame kering oven sebesar 44 persen. 

Hidrolisat protein edamame kering oven memiliki kadar protein lebih tinggi (86,6 

%) dibandingkan dengan edamame kering beku (79 %). 

Analisis SDS-PAGE menunjukkan bahwa fraksi berdasarkan berat 

molekul protein dari hidrolisat protein edamame dengan perbedaan metode 

pengeringan menghasilkan tiga pita subunit utama, yaitu 17, 8,7 dan 3,9 kDa 

dengan pola komponen protein yang hampir identik. Hidrolisat protein edamame 

kering beku 1.000 g/ml mampu menghambat aktivitas ACE (Angiotensin-I 

Converting Enzyme) sebesar 77 persen, sedangkan hidrolisat protein edamame 

kering oven 1.000 g/ml sebesar 46 persen. Nilai IC50 dari hidrolisat protein 

edamame kering beku dan kering oven secara berturut - turut adalah sebesar 464,6 

g/ml dan 1.445,5 g/ml dengan konsentrasi protein sebesar 51,7 𝜇g/ml dan 151,2 

𝜇g/ml. Hidrolisat protein edamame dari kedua perlakuan memiliki potensi untuk 

diaplikasikan sebagai nutraseutikal dalam penghambatan hipertensi. 

 

5.2 Saran 

Ditinjau dari penelitian yang telah dilakukan, diperlukan penelitian lebih 

lanjut untuk menentukan jenis asam amino peptida dari hidrolisat bersumber 

protein edamame. Selain itu, diperlukan pula pengujian aktivitas penghambatan 

ACE-I (Angiotensin-I Converting Enzyme) dari setiap fraksi hidrolisat protein 

edamame.
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LAMPIRAN A. DATA HASIL ANALISIS 

 

A.1 Kadar protein tepung edamame metode kjeldahl (AOAC, 2001) 

1. Analisa : sampel   : 1 g 

blanko   : 1 ml akuades 

M HCl   : 0,1 M 

ml titrasi blanko : 0,3 ml 

2. Rumus perhitungan : 

% N =  
(ml HCl sampel − ml HCl blanko) x M HCl x 14,01

berat sampel x 1000
 x 100% 

% Protein = % N x 6,25 

Tabel A.1.1 Hasil pengukuran kadar protein (bb) 

Sam

pel 

Ulan

gan 

ml 

Titrasi 

ml 

Bla

nko 

ml Titrasi – 

Blanko 

% 

N 

% 

Protei

n 

Rerata 

Perlakuan 

(%) 

SD 

TE 

KB 

1 36,7 0,3 36,4 5,10 31,87 

32,78 

 

2 38,9 0,3 38,6 5,41 33,80 0,97 

3 37,6 0,3 37,3 5,23 32,66  

TE 

KO 

1 38 0,3 37,7 5,28 33,01 

33,36 

 

2 39,5 0,3 39,2 5,49 34,32 0,84 

3 37,7 0,3 37,4 5,24 32,75  
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A.2 Derajat hidrolisis (Silvestree et al., 2013) 

1. Analisa : sampel  : 250 l 

TCA  : 20% 

pelarutan : 0,05 g/50 ml 

2. Data absorbansi BSA 

Tabel A.2.1 Hasil pengukuran absorbansi BSA 

BSA (g/ml) Absorbansi Blanko Abs - Blanko 

200 0,288 0,059 0,229 

300 0,381 0,059 0,322 

400 0,465 0,059 0,406 

500 0,572 0,059 0,513 

600 0,655 0,059 0,596 

700 0,744 0,059 0,685 

900 0,935 0,059 0,876 

1000 0,995 0,059 0,936 

 

 

Gambar A.2.1 Kurva standar BSA 

 

Persamaan kurva standar : Y = 0,0009 x + 0,0533; R2 = 0,9986 

Konsentrasi protein  = ((absorbansi - 0,0533) : 0,0009) 
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3. Data absorbansi derajat hidrolisis 

Tabel A.2.2 Hasil pengukuran absorbansi derajat hidrolisis 

Sampel 

Ula

nga

n 

Ula

nga

n 

An

alis

a 

Abs Blanko 
Abs - 

Blanko 

Konsentrasi 

(g/ml) 

Rerata 

Analisa 

(g/ml) 

EPEKB 

1 

1 0,486 0,059 0,427 415,22 

384,85 2 0,451 0,059 0,392 376,33 

3 0,439 0,059 0,38 363,00 

2 

1 0,449 0,059 0,39 374,11 

350,41 2 0,416 0,059 0,357 337,44 

3 0,418 0,059 0,359 339,67 

EPEKO 

1 

1 0,343 0,059 0,284 256,33 

262,26 2 0,352 0,059 0,293 266,33 

3 0,35 0,059 0,291 264,11 

2 

1 0,404 0,059 0,345 324,11 

310,04 2 0,38 0,059 0,321 297,44 

3 0,39 0,059 0,331 308,56 

HPEKB 

+ TCA 

10% 

1 

1 0,208 0,059 0,149 106,33 

117,81 2 0,224 0,059 0,165 124,11 

3 0,223 0,059 0,164 123,00 

2 

1 0,228 0,059 0,169 128,56 

137,44 2 0,227 0,059 0,168 127,44 

3 0,253 0,059 0,194 156,33 

HPEKB 

+ TCA 

10% 

1 

1 0,214 0,059 0,155 113,00 

110,41 2 0,213 0,059 0,154 111,89 

3 0,208 0,059 0,149 106,33 

2 

1 0,208 0,059 0,149 106,33 

140,41 2 0,248 0,059 0,189 150,78 

3 0,26 0,059 0,201 164,11 

 

4. Rumus perhitungan : 

% DH    =  
protein terlarut 10% TCA 

total kandungan protein
 x 100% 
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Tabel A.2.3 Hasil pengukuran derajat hidrolisis 

Sampel Ulangan % DH Rerata (%) SD 

KB 
1 30,61 

34,92 6,09 
2 39,22 

KO 
1 42,10 

43,69 2,25 
2 45,29 
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A.3 Kadar protein hidrolisat metode lowry (Lowry et al., 1951) 

1. Analisa : sampel  : 250 l 

pelarutan : 0,05 g/50 ml 

2. Data absorbansi BSA 

Tabel A.3.1 Hasil pengukuran absorbansi BSA 

BSA (g/ml) Absorbansi Blanko Abs - Blanko 

200 0,288 0,059 0,229 

300 0,381 0,059 0,322 

400 0,465 0,059 0,406 

500 0,572 0,059 0,513 

600 0,655 0,059 0,596 

700 0,744 0,059 0,685 

900 0,935 0,059 0,876 

1000 0,995 0,059 0,936 

 

 

Gambar A.3.1 Kurva standar BSA 

 

Persamaan kurva standar = Y = 0,0009 x + 0,0533; R2 = 0,9986 

Konsentrasi protein (g / ml) = ((absorbansi - 0,0533) : 0,0009) 
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3. Data absorbansi kadar protein terlarut 

Tabel A.3.2 Hasil pengukuran absorbansi kadar protein terlarut 

S

a

m

p

el 

Ulan

gan 

Ulan

gan 

Anal

isa 

Abs 
Blank

o 

Abs - 

Blanko 

Konse

ntrasi 

g/ml 

Konsentrasi 

(mg / mg) 

Rerata 

Analisa 

H

P

E

K

B 

1 

1 0,775 0,059 0,716 736,33 0,736 

0,736 2 0,928 0,059 0,869 906,33 0,906 

3 0,912 0,059 0,853 888,56 0,889 

2 

1 0,871 0,059 0,812 843,00 0,843 

0,843 2 0,894 0,059 0,835 868,56 0,869 

3 0,863 0,059 0,804 834,11 0,834 

H

P

E

K

O 

1 

1 0,826 0,059 0,767 793,00 0,793 

0,793 2 0,854 0,059 0,795 824,11 0,824 

3 0,861 0,059 0,802 831,89 0,832 

2 

1 0,957 0,059 0,898 938,56 0,939 

0,939 2 0,96 0,059 0,901 941,89 0,942 

3 0,955 0,059 0,896 936,33 0,936 

 

Tabel A.3.3 Hasil pengukuran kadar protein terlarut hidrolisat 

Sampel Ulangan Kadar Protein Terlarut (%) 
Rerata 

(%) 
SD 

KB 
1 73,6 

79,0 0,08 
2 84,3 

KO 
1 79,3 

86,6 0,10 
2 93,9 
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A.4 Profil berat molekul protein SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

 

 

 

Gambar A.4.1 Hasil uji elektroforesis SDS-PAGE pada hidrolisat protein edamame 

Keterangan : M1  = Prestained XL Ladder (10 - 250 kDa) 

M2  = DynaMarker Protein MultiColor Stable 

  Low Range (1,7 - 46,3 kDa) 

HPEKB = Hidrolisat edamame kering beku 

  HPEKO = Hidrolisat edamame kering oven 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


53 

 

 

A.5 Aktivitas penghambatan ACE (Ishiguro et al., 2012 Modifikasi) 

1. Analisa : sampel / L-carnosine  : 50 l 

buffer substrat : 25 l HHL 25 mM dalam HEPES 

pH 8,3 

ACE    : 10 mU/ml 

NaOH 1 N   : 50 l 

0,2% ortho-phtalaldehyde : 10 l 

3,6 asam fosforat  : 15 l 

   𝜆    : extension 360 emission 460 

2. Rumus perhitungan : 

Penghambatan (%)  = [1 - (S - SB) / (C - CB)] x 100 

Di mana S adalah sampel yang diberi ACE, SB adalah sampel yang diberi akuades 

sebagai pengganti ACE (blank), C adalah kontrol berupa akuades yang diberi ACE, 

dan CB adalah kontrol berupa akuades yang diberi akuades sebagai pengganti ACE 

(blank). 

3. Data absorbansi, hasil pengukuran, dan kurva penghambatan ACE 

Tabel A.5.1 Data absorbansi aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKB 

Ulanga

n 
Kontrol (C) 

Sampel (S) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

500 

g/ml 

1.000 

g/ml 

1 147,6 130,1 135,7 127,5 57,25 

2 154,8 143,4 118,7 95,2 33,73 

3 160,43 109,2 103 71,77 52,49 

      

Ulanga

n 

Kontrol Blank 

(CB) 

Sampel Blank (SB) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

500 

g/ml 

1.000 

g/ml 

1 1,703 2,518 6,125 7,474 13,7 

2 4,432 5,652 5,233 10,71 11,65 

3 3,598 9,239 5,283 11,34 14,58 

C - Cb 151,03         
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Tabel A.5.2 Hasil pengukuran aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKB 

Konsentrasi 

Hidrolisat 

Konsentrasi 

Protein 
Ulangan 

% 

Penghambatan 

Rerata 

(%) 
SD 

100 g/ml 11,13 g / ml 

1 15,53 

19,38 12,95 2 8,80 

3 33,81 

200 g/ml 22,26 g / ml 

1 14,21 

24,79 10,55 2 24,87 

3 35,30 

500 g/ml 55,66 g / ml 

1 20,53 

41,53 19,85 2 44,06 

3 59,99 

1.000 g/ml 111,31 g / ml 

1 71,17 

77,15 7,37 2 85,38 

3 74,90 

 

 

Gambar A.5.1 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKB (berdasarkan 

konsentrasi hidrolisat) 

 

Persamaan kurva standar : Y = 24,155 ln (x) - 98,388 ; R2 = 0,8797 

IC50    = EXP (50 + 98,388) : 24,155 

Nilai IC50 dari HPEKB = 464,56 g / ml konsentrasi hidrolisat 

19.38

24.79

41.53

77.15

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 200 400 600 800 1000 1200

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


55 

 

 

 

Gambar A.5.2 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKB (berdasarkan 

konsentrasi protein) 

 

Persamaan kurva standar : Y = 24,155 ln (x) - 45,307 ; R2 = 0,8797 

IC50    = EXP (50 + 45,307) : 24,155 

Nilai IC50 dari HPEKB = 51,71 g / ml konsentrasi protein 

 

Tabel A.5.3 Data absorbansi aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKO 

Ulanga

n 
Kontrol (C) 

Sampel (S) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

500 

g/ml 

1.000 

g/ml 

1 130,2 138,7 103,3 105,2 105,2 

2 130,7 131,9 103,6 104,5 96,82 

3 188,3 108,4 106,7 95,2 62,25 

 

Ulanga

n 

Kontrol Blank 

(CB) 

Sampel Blank (SB) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

g/m

l 

1.000 

g/ml 

1 3,092 4,571 5,511 6,176 10,86 

2 2,389 3,081 3,941 5,279 8,558 

3 3,272 2,914 4,446 6,337 7,96 

C - Cb 146,82         
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Tabel A.5.4 Hasil pengukuran aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKO 

Konsentrasi 

Hidrolisat 

Konsentrasi 

Protein 
Ulangan 

% 

Penghambatan 

Rerata 

(%) 
SD 

100 g/ml 10,46 g / ml 
1 8,64 

16,35 10,38 2 12,26 

3 28,15 

200 g/ml 20,92 g / ml 

1 33,39 

31,96 1,53 2 32,12 

3 30,35 

500 g/ml 52,31 g / ml 

1 32,55 

34,81 4,04 2 32,42 

3 39,47 

1.000  g/ml 104,62 g / ml 

1 35,74 

46,22 14,70 2 39,88 

3 63,02 

 

 

Gambar A.5.3 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKO (berdasarkan 

konsentrasi hidrolisat) 

 

Persamaan kurva standar  : Y = 11,624 ln (x) - 34,579 ; R2 = 0,9129 

IC50     = EXP (50 + 34,579) : 11,624 

Nilai IC50 dari HPEKO  = 1.445,54 g / ml konsentrasi hidrolisat 
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Gambar A.5.4 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh HPEKO (berdasarkan 

konsentrasi protein) 

 

Persamaan kurva standar  : Y = 11,624 ln (x) - 8,3389; R2 = 0,9129 

IC50     = EXP (50 + 8,3389) : 11,624 

Nilai IC50 dari HPEKO  = 151,23 g / ml konsentrasi protein 

 

Tabel A.5.5 Data absorbansi aktivitas penghambatan ACE oleh L-Carnosine 

Ulanga

n 
Kontrol (C) 

Sampel (S) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

500 

g/ml 

1.000 

g/ml 

1 113,5 111 99,84 33,22 16,01 

2 125,1 94,35 79,16 32,5 14,09 

      

Ulanga

n 

Kontrol Blank 

(CB) 

Sampel Blank (SB) 

100 

g/ml 

200 

g/ml 

500 

g/ml 

1.000 

g/ml 

1 4,096 4,24 4,955 6,881 8,826 

2 4,927 4,326 5,046 7,625 9,568 

C - Cb 114,79         
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Tabel A.5.6 Hasil pengukuran aktivitas penghambatan ACE oleh L-Carnosine 

Konsentrasi 

Hidrolisat 

Konsentrasi 

Protein 
Ulangan % Penghambatan 

Rerata 

(%) 
SD 

100 g/ml 5,45 g / ml 
1 6,99 

14,28 14,28 
2 21,57 

200 g/ml 10,89 g / ml 
1 17,34 

26,39 12,80 
2 35,43 

500 g/ml 27,23 g / ml 
1 77,05 

77,69 0,90 
2 78,33 

1.000 g/ml 54,46 g / ml 
1 93,74 

94,90 1,64 
2 96,06 

 

 

Gambar A.5.5 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh L-Carnosine (berdasarkan 

konsentrasi hidrolisat) 

Persamaan kurva standar : Y = 37,88 ln (x) - 164,74 ; R2 = 0,9637 

IC50    = EXP (50 + 164,74) : 37,88 

Nilai IC50 dari L-Carnosine = 289,73 g / ml konsentrasi hidrolisat
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Gambar A.5.6 Kurva aktivitas penghambatan ACE oleh L-Carnosine (berdasarkan 

konsentrasi protein) 

Persamaan kurva standar : Y = 37,88 ln (x) - 54,494 ; R2 = 0,9637 

IC50    = EXP (50 + 54,494) : 37,88 

Nilai IC50 dari L-Carnosine = 15,78 g / ml konsentrasi protein
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LAMPIRAN B. BAHAN KIMIA 

 

B.1 Bahan kimia pada analisis kadar protein metode kjeldahl (AOAC, 2001) 

1. NaOH 40% 

Pembuatan larutan NaOH 40% dilakukan dengan cara melarutkan 40 gram NaOH 

dengan akuades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. 

2. HCl 0,1 N 

Pembuatan larutan HCl 0,1 N dilakukan dengan cara melarutkan 0,83 ml HCl 

dengan akuades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Peneraan dilakukan 

dalam ruang asam. 

 

B.2 Bahan kimia pada analisis derajat hidrolisis (Silvestree et al., 2013) 

1. TCA 20% 

Pembuatan larutan TCA 20% dilakukan dengan cara melarutkan 20 gram TCA 

dengan akuades dalam labu takar 100 ml hingga batas tera. Larutan TCA digunakan 

pada analisis derajat hidrolisis. 

 

B.3 Bahan kimia pada analisis kadar protein terlarut metode lowry (Lowry et 

al., 1951) 

1. Reagen Lowry A 

Reagen Lowry A dipersiapkan dengan pencampuran reagen folin dengan akuades 

dengan perbandingan sebesar 1:1. 

2. Reagen Lowry B 

Reagen Lowry B dipersiapkan dengan pencampuran larutan 2% Na2CO3 (dalam 0,1 

N NaOH), 1% CuSO4, dan 2% sodium tartrate dengan perbandingan 100:1:1. 

3. Kurva standar BSA 

Pembuatan kurva standar BSA diawali dengan membuat larutan induk yaitu larutan 

BSA 250 g/ml. Sebanyak 2,5 mg BSA dilarutkan dengan 10 ml akuades. 

Kemudian larutan induk diambil sejumlah volume sebagai berikut. 
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Tabel B.3.1 Pembuatan kurva standar BSA 

g/ml 25 50 100 150 200 250 

250 g/ml BSA 

(ml) 
0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 

akuades (ml) 0,9 0,8 0,6 0,4 0,2 0 

 

B.4 Bahan kimia pada analisis profil berat molekul protein SDS-PAGE 

(Laemmli, 1970) 

1. AE-1410 EzRun 

EzRun merupakan buffer elektroforesis untuk elektroforesis gel SDS 

poliakrilamida. Komponen dalam pembuatan buffer adalah 30,3 g Tris, 144.1 g 

Glycine, dan 10 g SDS. Komponen tersebut dilarutkan menggunakan air distilat 

sebanyak 1 L untuk membuat stock sebanyak 10 kali penggunaan. Komposisi dalam 

satu larutan adalah 25 mM Tris, 192 mM glycine, dan 1,1% (w/v) SDS. Pertama - 

tama, dilakukan pelarutan komponen dengan 1 l air distilat. Ketika akan digunakan 

dilakukan pelarutan 10 tingkat larutan stock dengan air distilat. 

2. AE-1340 EzStain AQua 

EzStain AQua merupakan reagen berupa larutan asam dengan pH 2.0 atau lebih 

rendah yang digunakan untuk membersihkan pita protein pada gel poliakrilamida. 

Pertama - tama, dilakukan penuangan 50 ml EzStain AQua pada sebuah wadah 

yang dapat digunakan pada microwave. Selanjutnya, gel yang telah dielektroforesis 

direndam pada larutan yang telah dipersiapkan, dilakukan penutupan wadah dengan 

plastic wrap. Gel tersebut dimasukkan pada microwave hingga tampak butiran air 

pada wrap. Setelah selesai, dilakukan agitasi selama 30 - 60 menit. Pita terlihat 

dalam beberapa menit, dilakukan pembilasan menggunakan air distilat. 

3. AE-1430 EzApply 

EzApply merupakan reagen yang digunakan untuk preparasi (reduksi kelompok SH 

dan penambahan SDS) sampel protein seperti ekstrak sel kasar untuk SDS-PAGE. 

Komponen dari EzApply adalah 100 mM Tris-HCl (pH 8,8), 2% SDS (w/v), 20% 

sukrosa (w/v),06% bromophenol blue (BPB), dan 100 mM DTT (dilarutkan pada 5 

mL EzApply) . EzApply dicampurkan dengan sampel dengan perbandingan 1:1. 

Pertama - tama dilakukan thawing EzApply beku pada suhu ruang. Selanjutnya, 
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dilakukan penambajan 5 mL EzApply pada botol yang mengandung DTT kristal. 

Kemudian, dilakukan pencampuran DTT yang telah ditambahkan EzApply dengan 

sampel pada perbandingan 1:1 dan dilakukan perebusan selama 5 menit. 

Selanjutnya sampel siap digunakan untuk gel elektroforesis dengan SDS-PAGE. 

 

B.5 Bahan kimia pada analisis aktivitas penghambatan ACE (Ishiguro et al., 

2012 Modifikasi) 

1. Larutan ACE 10 U/ml 

Pembuatan larutan ACE 10 U/ml dilakukan dengan cara melarutkan 100 l larutan 

stock ACE 100 U/ml dengan akuades 900 l. 

2. Larutan Hippuriyl-L-histydyl-L-leucine 25 mM 

Pembuatan larutan Hippuriyl-L-histydyl-L-leucine 25 mM dilakukan dengan cara 

melarutkan 50,1 mg HHL dengan 4 ml HEPES yang mengandung 0,3 M NaCl (pH 

8.3). 

3. Larutan o-phthaldialdehyde 0,2% 

Pembuatan larutan o-phthaldialdehyde 0,2% dilakukan dengan cara melarutkan 8 g 

o-phthaldialdehyde dengan 4 ml metanol. Larutan stock disimpan dalam botol 

berwarna gelap. 

4. Larutan sampel hidrolisat protein edamame 

Hidrolisat protein edamame dilakukan pengenceran beberapa konsentrasi untuk 

menghitung nilai IC50. Pembuatan larutan hidrolisat protein diawali dengan 

pembuatan larutan induk 1 mg/ml. Sebanyak 1 mg hidrolisat protein dilarutkan 

dengan 1 ml akuades. Kemudian larutan induk diambil sejumlah volume sebagai 

berikut. 

Tabel B.5.1 Pembuatan larutan hidrolisat protein 

mg/ml 0,1 0,2 0,5 1,0 

1 mg/ml hidrolisat (l) 40 80 200 800 

akuades (l) 360 320 200 0 

 

5. Larutan standar L-carnosine 

Standar berupa L-carnosine dilakukan pengenceran beberapa konsentrasi untuk 

menghitung nilai IC50. Pembuatan larutan hidrolisat protein diawali dengan 
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pembuatan larutan induk 1 mg/ml. Sebanyak 1 mg L-carnosine dilarutkan dengan 

1 ml akuades. Kemudian larutan induk diambil sejumlah volume sebagai berikut. 

Tabel B.5.2 Pembuatan larutan L-carnosine 

mg/ml 0,1 0,2 0,5 1,0 

1 mg/ml L-carnosine (l) 40 80 200 800 

akuades (l) 360 320 200 0 
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LAMPIRAN C. DOKUMENTASI 

 

C.1 Bahan baku berupa edamame 

 

 

 

 

 

 

 

Bahan baku berupa edamame Biji edamame 

 

C.2 Tahapan pengeringan beku dan pengeringan oven 

 

 

 

 

 

 

 

Pengeringan beku edamame Pengeringan oven edamame 

 

C.3 Tahapan penepungan dan penghilangan kandungan lemak 

 

 

 

 

 

 

 

Pengecilan ukuran edamame kering Tahapan penghilangan kandungan 

lemak tepung edamame 
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C.4 Tahapan ekstraksi protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tepung edamame tanpa lemak Pengaturan ph larutan 

 

C.5 Pengujian pH kelarutan dan pH isoelektrik 

 

 

 

 

 

 

 

Pengujian pH kelarutan protein Pengujian pH isoelektrik protein 

 

C.6 Tahapan ekstraksi dan hidrolisis protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sentrifugasi pengendapan protein Penambahan enzim alkalase 
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Pengaturan suhu selama hidrolisis Inaktivasi enzim 

 

C.7 Pengujian kadar protein edamame 

 

 

 

 

 

 

Tahapan destruksi Hasil titrasi HCl 

 

C.8 Pengujian derajat hidrolisis dan kadar protein terlarut 

 

 

 

 

 

 

 

 

Persiapan pengujian metode lowry Pemvortexan sampel 

 

 

 

 

 

 

Pendiaman sampel Pengukuran absorbansi 
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C.9 Tahapan analisis SDS-PAGE  

 

 

 

 

 

 

 

 

Denaturasi sampel SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protein marker 

 

C.10 Pengujian aktivitas penghambatan ACE 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shaker Inkubasi sampel 
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Standar aktivitas penghambatan ACE 

 

Pengukuran absorbansi 
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