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ABSTRAK  
 

Adanya perlakuan waktu fermentasi yang lebih lama pada tempe semangit menyebabkan 
peningkatan kandungan asam amino pada tempe semangit. Penambahan enzim protease daun 
kelor pada tempe semangit akan menyebabkan terjadinya hidrolisis yang memberikan efek 
peningkatan kandungan asam amino. Pada penelitian ini, hidrolisat tempe semangit dibuat dengan 
menggunakan variasi waktu fermentasi tempe selama 2 hari, 3 hari, 4 hari, dan 5 hari serta 
penambahan konsentrasi enzim protease dari daun kelor sebanyak 0.1%, 0.15%, 0.2%, dan 
0.25%. Parameter uji yang dilakukan meliputi uji aktivitas enzim, kadar protein, uji asam amino, 
kadar air, dan chroma. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa hidrolisat tempe semangit 
dengan perlakuan waktu fermentasi selama 5 hari dan penambahan enzim sebesar 0.25% memiliki 
asam amino tertinggi serta kadar protein yang rendah. Uji warna menunjukkan adanya perbedaan 
yang signifikan pada nilai a* dan b* akibat perlakuan antar sampel hidrolisat. Nilai lightness 
hidrolisat tempe semangit 5 hari dengan penambahan 0.25% menunjukkan adanya perbedaan 
yang signifikan dengan sampel kontrol. Kadar air yang didapat pada penelitian ini belum sesuai 
dengan standar SNI. Enzim protease daun kelor yang telah dipurifikasi melalui tahapan dialisis 
mencapai kondisi optimumnya pada suhu 50oC dan pH 7. 

Kata kunci: aktivitas enzim, asam amino, daun kelor, hidrolisat tempe semangit, protease 

ABSTRACT 
 

Longer time of fermentation treatment in overripe tempeh causes an increase in amino acid content 
in overripe tempe.  The addition of protease enzymes from dial oleifera leaves to overripe tempeh 
will cause protein hydrolysis that leads to an increase in amino acid content..In this study, 
hydrolysate from overripe tempeh was made with different fermentation time variation for 2 days, 3 
days, 4 days and 5 days and the addition of protease enzyme from Moringa leaves with various 
concentrations (0.1%, 0.15%, 0.2%, and 0.25%). Several test conducted to get physical and 
chemical characteristics include enzyme activity test, protein content, amino acid test, water 
content, and chroma. The results obtained showed that the hydrolysate from overripe tempeh that 
have been fermented for 5 days with the addition of 0.25% Moringa oleifera leaves purified 
enzymes has the highest amino acids and low protein content. The color test showed a significant 
difference in the values of a * and b * due to the treatment between hydrolyzed samples. The value 
of lightness of overripe tempeh hydrolysate for with 5 days fermentation time and an addition of 
0.25% enzymes indicates a significant difference with the control sample. The moisture content 
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obtained in this study have greater value than SNI standards. Moringa oleifera leaves purified 
protease enzymes purified through the stages of dialysis reach their optimum conditions at 50oC 
and pH 7. 

Keywords: overripe tempeh hydrolysate, moringa leaves, protease, enzyme activity, amino acids 

PENDAHULUAN 

Tempe merupakan salah satu 

pangan khas Indonesia yang 

penggunaannya sudah meluas. Tempe 

merupakan produk hasil fermentasi yang 

terbuat dari kedelai. Fermentasi tempe 

dilakukan dengan menggunakan kapang 

Rhizopus sp. Tempe merupakan pangan 

yang mengandung protein yang tinggi yaitu 

sebesar 20.29%. Selama proses fermentasi 

kedelai menjadi tempe, terjadi perubahan 

baik secara fisik maupun kandungan pada 

tempe. Selama proses fermentasi, terjadi 

hidrolisis yang menyebabkan makromolekul 

seperti protein diubah menjadi mikromolekul 

berupa asam amino dan peptida. Umumnya 

tempe difermentasi selama 24 hingga 48 

jam.  

Fermentasi tempe yang lebih lama 

(48-72 jam) menghasilkan produk berupa 

tempe semangit. Tempe semangit memiliki 

warna yang lebih gelap dibanding tempe 

segar serta rasa yang khas yaitu sedikit 

masam dan pahit sehingga kurang digemari 

masyarakat dan kurang dikembangkan lebih 

lanjut (Gunawan-Puteri et al., 2015). Tempe 

semangit memiliki kandungan asam amino 

yang tinggi. Penelitian Witono et al. (2015) 

menunjukkan bahwa asam amino non 

esensial dengan kadar tertinggi pada tempe 

semangit adalah asam glutamat yaitu 

sebesar 18.88 mg/100g dan asam amino 

esensial tertinggi adalah leusin yaitu sebesar 

16.23 mg/100 g. Asam glutamat memiliki 

kecenderungan rasa umami sehingga dapat 

digunakan sebagai flavor enchancer. 

Moringa oleifera atau yang sering 

dikenal dengan nama tanaman kelor 

merupakan tanaman yang banyak 

ditemukan di Indonesia. Daun kelor memiliki 

aktivitas protease yang tinggi. Aktivitas 

protease pada daun kelor sebesar 4.27 

u/mg sedangkan enzim bromelain memiliki 

aktivitas protease sebesar 4.52 - 4.72 u/mg 

(Sharmila et al., 2012; Mohan et al., 2016). 

Enzim protease pada daun kelor tergolong 

ke dalam enzim serine endoprotease. Enzim 

ini akan bekerja secara optimum pada suhu 

40-60oC pada pH 5-7 (Fathimah dan 

Wardani, 2014).  

Enzim protease merupakan enzim 

yang dapat memecah ikatan polipeptida 

protein menjadi molekul yang lebih kecil 

yaitu peptida dan asam amino. Aktivitas dari 

sebuah enzim dipengaruhi oleh beberapa 

hal antara lain adalah suhu, pH, konsentrasi 

enzim, konsentrasi substrat, dan adanya 

inhibitor dan aktivator (Noviyanti et al., 

2012). Setiap enzim memiliki kondisi 

optimum yang berbeda-beda. Proses 

purifikasi enzim dilakukan untuk mengkaji 

struktur dan sifat enzim. Adanya proses 
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purifikasi enzim akan menghasilkan enzim 

dengan aktivitas yang lebih tinggi. Salah 

satu metode purifikasi enzim adalah metode 

dialisis. Prinsip metode dialisis adalah 

pemisahan molekul dengan menggunakan 

membran semipermeabel. Pemisahan 

molekul dilakukan berdasarkan perbedaan 

ukuran antar molekul. Pada metode ini, 

digunakan larutan buffer dalam jumlah yang 

banyak sehingga molekul-molekul berukuran 

kecil akan berpindah dari membran 

semipermeabel menuju buffer. 

Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui suhu dan pH optimum enzim 

protease daun kelor, menentukan lama 

waktu fermentasi tempe yang dibutuhkan 

untuk mendapatkan tempe dengan 

kandungan asam amino yang tinggi, serta 

menentukan optimasi penambahan enzim 

protease pada hidrolisat tempe berdasarkan 

kadar protein dan kandungan asam 

aminonya. 

METODOLOGI PENELITIAN 
Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan pada 

penelitian ini adalah kedelai kuning yang 

didapat dari Pasar Modern Paramount 

Serpong, ragi tempe komersiil (RAPRIMA), 

daun kelor yang diambil di daerah 

Tangerang, folin, natrium bikarbonat, 

trichloroacetic acid (TCA), kasein, aquades, 

KH2PO4, K2HPO4, methanol, H3PO4, bovine 

serum albumin (BSA) dan indicator 

coomasie blue. 

Pembuatan Enzim Protease 

Proses isolasi enzim protease ini 

dibagi menjadi 2 tahap yaitu tahap ekstrasi 

dan purifikasi. Tahapan purifikasi dilakukan 

dengan menggunakan metode dialisis. 

Metode ini memisahkan molekul 

berdasarkan ukurannya dengan bantuan 

membran semipermeabel dan larutan buffer. 

Pada tahap ekstraksi, daun kelor 

segar dicuci kemudian dipisahkan dari 

tangkainya. Daun kelor ditimbang sebanyak 

100 g dan diblender dengan menggunakan 

buffer fosfat sebagai pelarut. Hasil yang 

didapatkan kemudian disaring menggunakan 

kain saring. Filtrat kemudian di sentrifugasi 

pada suhu 4oC dengan kecepatan 5000 rpm 

selama 15 menit. Supernatan dikumpulkan 

di botol gelap dan disimpan pada suhu 

dingin. 

Ekstrak enzim kasar yang didapat 

dari proses ektraksi selanjutnya akan 

dipurifikasi dengan menggunakan metode 

dialisis yang memiliki prinsip salting out.  

Enzim kasar dari hasil ekstraksi sebelumnya 

ditambah dengan ammonium sulfat dengan 

tingkat kejenuhan 70% kemudian diaduk 

pada suhu rendah dengan bantuan ice bath 

dan selama 30 menit. Sampel kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm 

pada suhu 4oC selama 15 menit. Endapan 

yang didapatkan kemudian dimasukkan ke 

dalam kantung dialisis dan direndam pada 

beaker berisi buffer fosfat dengan 

perbandingan 1:10. Beaker kemudian 

disimpan pada suhu 4oC (chiller). Larutan 
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buffer fosfat diganti dengan larutan yang 

baru setiap 2 jam selama 3x. Hasil yang 

didapatkan kemudian dimasukkan ke dalam 

botol kaca gelap dan disimpan pada suhu 

rendah (4oC). 

Penelitian Tahap I 
Sampel enzim dari ekstrak daun 

kelor segar dan ekstrak daun kelor 

terpurifikasi di uji dengan menggunakan uji 

aktivitas enzim dengan rentang suhu 

waterbath 40oC, 45 oC, 50 oC, 55 oC, dan 60 

oC serta pH 4,5,6,7, dan 8. Rancangan 

percobaan pada penelitian tahap I adalah 

rancangan acak lengkap (RAL) 1 faktor 

dengan pengulangan sebanyak 2 kali. 

Perlakuan yang diuji pada tahap preparasi 

adalah sumber enzim protease, suhu uji 

aktivitas enzim, dan pH uji aktivitas enzim. 

Sumber enzim protease yang diuji meliputi 

enzim protease daun kelor segar dan enzim 

protease daun kelor terdialisis. Suhu yang 

diujikan pada uji aktivitas enzim adalah suhu 

40oC, 45oC, 50oC, 55oC, dan 60oC. Taraf pH 

yang digunakan untuk uji aktivitas enzim 

meliputi 4,5,6,7, dan 8. Data statistik akan 

diolah dengan menggunakan Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS). 

Pembuatan Hidrolisat Tempe Semangit 
  Tahap ini terdiri dari 2 bagian yaitu 

pembuatan tempe semangit dan pembuatan 

hidrolisat tempe semangit. Kedelai kuning 

ditimbang sebanyak 300 gram kemudian 

dicuci dan direndam selama 12 jam dengan 

menggunakan air dengan perbanding 1:2. 

Setelah 12 jam, kedelai dibilas dengan air 

bersih kemudian dibersihkan kulit arinya. 

Kedelai yang telah bersih lalu dikukus 

selama 45 menit hingga lunak. Selanjutnya 

ragi ditambahkan ke dalam kedelai 

sebanyak 0.5% b/b dan dibungkus dengan 

menggunakan daun pisang yang telah 

dilayukan. Ragi yang digunakan pada 

proses pembuatan tempe ini merupakan ragi 

komersiil. Fermentasi pada suhu ruang 

(30oC) selama waktu yang telah ditentukan 

(2, 3, 4, dan 5 hari).  

Tempe dikukus selama 10 menit 

dan diblender dengan menggunakan air 

sebanyak 1:2. Hasil yang didapatkan 

kemudian ditambah dengan larutan NaOH 1 

N atau HCL 1N hingga mencapai pH 

optimum. Enzim protease kemudian 

ditambahkan dengan jumlah tertentu 

(0.10%, 0.15%, 0.20% dan 0.25%). Inkubasi 

dilakukan selama 2.5 jam pada waterbath 

dengan suhu optimum. Setelah inkubasi 

selesai, larutan dikeringkan dengan 

menggunakan cabinet dryer. Selanjutnya 

dilakukan pengecilan ukuran dengan 

menggunakan food processor dan diayak 

dengan menggunakan ayakan 40 mesh. 

Penelitian Tahap II 
 Rancangan percobaan pada 

penelitian tahap II adalah rancangan acak 

lengkap (RAL) 2 faktor dengan pengulangan 

sebanyak 2 kali. Faktor yang digunakan 

pada tahap preparasi adalah waktu 

fermentasi, suhu inkubasi hidrolisat tempe, 

konsentrasi enzim protease. Data statistik 

akan diolah dengan menggunakan 
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Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS). 

Analisis 

  Parameter Analisis yang dilakukan 

selama penelitian ini meliputi perhitungan 

rendemen (fahrArnata et al., 2015), Analisis 

Protein Metode Bradford (Utami et al., 

2016), Analisis Profil Asam Amino, Analisis 

Kadar Air (Fahroji dan Hendri, 2016), Uji 

Aktivitas Enzim (Cupp-Enyard, 2008), Uji 

Warna, dan Uji Asam Lemak. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengaruh Sumber Enzim Terhadap 
Aktivitas Enzim Protease dari Daun Kelor 
Adanya proses purifikasi akan menyebabkan 

enzim protease yang didapatkan lebih murni 

sehingga aktivitas enzim tersebut akan 

meningkat. Penelitian sebelumnya oleh 

Banik et al. (2018) juga menunjukkan bahwa 

adanya tahapan purifikasi dengan 

menggunakan dialisis akan menyebabkan 

kenaikan aktivitas enzim sebesar 1.5 hingga 

2 kali lipat dari dibanding ekstrak awal (crude 

enzyme) 
Ekstraksi daun kelor (Moringa 

oleifera) yang dilakukan pada penelitian ini 

memiliki rendemen sebesar 64.49 ± 3.55% 

(v/w). Berdasarkan Gambar 1 terlihat bahwa 

ada perbedaan yang signifikan antara 

aktivitas enzim dari daun kelor segar dan 

aktivitas enzim dari daun kelor yang telah 

melalui tahap purifikasi dengan metode 

dialisis. Ekstrak daun kelor terpurifikasi 

memiliki aktivitas enzim yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan enzim dari ekstrak 

daun segar. 

 

 

 

Gambar 1. Grafik pengaruh sumber enzim terhadap aktivitas enzim 
 

. Protein cenderung memiliki sifat 

yang larut dalam air dan hanya 

membutuhkan sedikit konsentrasi garam 

agar tetap stabil dan tidak terurai. 

Penggunaan garam amonium sulfat pada 

proses purifikasi berfungsi untuk 

memisahkan protein yang mudah 

menggumpal (agregasi) dan menyisakan 

protein yang larut (Duong-Ly dan Sandra, 

2014). 
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Penentuan Suhu Optimum Enzim 
Protease Daun Kelor 
 Hasil yang didapatkan dari 

pengolahan data dengan menggunakan 

Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) menunjukkan bahwa adanya 

perbedaan signifikan pada aktivitas enzim 

protease daun kelor akibat perbedaan suhu. 

Pada Gambar 2 terlihat adanya perbedaan 

aktivitas enzim yang disebabkan oleh 

perbedaan suhu. Pada suhu yang lebih 

rendah yaitu 40oC dan 45oC aktivitas enzim 

yang didapatkan lebih rendah dibanding 

pada suhu 50oC. Pada suhu 55oC dan 60oC 

terjadi penurunan aktivitas enzim. Suhu 50oC 

memiliki aktivitas enzim tertinggi dan 

menjadi suhu optimum bagi enzim protease 

daun kelor. 

 

 

Gambar 2. Grafik pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas enzim 

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian 

sebelumnya yang menunjukkan bahwa suhu 

optimum enzim protease dari daun Moringa 

oleifera adalah 50oC (Fathimah dan 

Wardani, 2014; Pontual et al., 2012). 

Selanjutnya pada suhu yang lebih tinggi 

yaitu pada suhu 55oC dan 60 oC aktivitas 

enzim semakin menurun. 
Penentuan pH Optimum Enzim Protease 
Dari Daun Kelor 

Hasil yang didapatkan melalui 

pengolahan data secara statistik 

menunjukkan adanya perbedaan yang 

signifikan aktivitas enzim protease pada pH 

yang berbeda. Gambar 3 menunjukkan 

bahwa terjadi peningkatan aktivitas enzim 

pada pH asam hingga pH netral (4-7) dan 

selanjutnya terjadi penurunan aktivitas 

enzim pada pH (8). Berdasarkan Gambar 3 

juga terlihat bahwa pH 7 memiliki aktivitas 

enzim tertinggi dan menjadi pH optimum 

enzim protease daun kelor. 
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Gambar 3. Grafik pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas enzim 

Hasil ini sesuai dengan penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Pontual et 

al. (2018) yang menunjukkan bahwa pada 

pH 8 (basa) terjadi penurunan drastis pada 

aktivitas enzim. Penelitian oleh Fathimah 

dan Wardani (2014) juga menunjukkan 

bahwa enzim protease dari daun kelor 

cenderung berada pada kondisi optimum 

pada pH 5-7. Penurunan ini disebabkan oleh 

karena pada pH basa (di atas 7), kestabilan 

enzim akan turun (Fathimah dan Wardani, 

2014). Adanya perbedaan pH akan 

menyebabkan terjadinya perubahan 

bentuk/struktur, posisi, dan muatan substrat 

serta ionisasi pada sisi aktif enzim (Purich, 

2010). 

 

 

Penentuan Sampel Hidrolisat Tempe 
Terpilih berdasarkan Kadar Protein 
dengan Metode Bradford 

Hasil yang ditunjukkan pada Tabel 

1 mengindikasikan bahwa daun kelor segar 

memiliki protein yang lebih tinggi 

dibandingkan daun kelor hasil dialisis. 

Berdasarkan perhitungan statistik dengan 

menggunakan SPSS, terdapat perbedaan 

yang signifikan antara kadar protein daun 

kelor segar dan daun kelor hasil dialisis. Hal 

ini disebabkan karena proses dialisis 

merupakan tahapan pemurnian enzim. Pada 

proses dialisis, pemisahan partikel 

berdasarkan ukuran partikel dengan 

menggunakan membran. Kandungan protein 

yang lebih kecil pada enzim daun kelor hasil 

dialisis disebabkan karena hilangnya partikel 

pengganggu selama proses pemurnian. 
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Tabel 1. Kadar protein daun kelor segar dan dialisis 

 

 

 
 

Gambar 4 menunjukkan bahwa 

lama waktu fermentasi dan penambahan 

enzim menyebabkan penurunan kandungan 

protein. Kadar protein tertinggi dimiliki oleh 

hidrolisat tempe fermentasi 2 hari dengan 

penambahan enzim 0.1%. Sedangkan kadar 

protein terendah dimiliki oleh hidrolisat 

tempe yang difermentasi selama 5 hari 

dengan penambahan enzim sebesar 0.25%. 

 
 

Gambar 4. Grafik pengaruh waktu fermentasi dan penambahan konsentrasi enzim terhadap 
kandungan protein hidrolisat tempe semangit 

 
Hidrolisat yang dibuat dari tempe 

semangit yang difermentasi selama 5 hari 

memiliki hasil uji Bradford yang rendah. Hasil 

yang rendah dari hari ke hari ini 

mengindikasikan bahwa protein yang terlarut 

semakin banyak jumlahnya. Ragi berupa 

kapang Rhizopus sp. yang ditambahkan 

pada tempe akan menghasilkan enzim-

enzim yang berperan untuk memecah 

senyawa kompleks pada kedelai menjadi 

senyawa yang lebih sederhana. Semakin 

lama waktu fermentasi, maka akan semakin 

banyak senyawa kompleks yang terpecah 

menjadi senyawa sederhana yang 

menyebabkan protein terlarut yang semakin 

banyak sehingga hasil konsentrasi protein 

pada sampel semakin rendah (Mukhoyaroh, 

2015). Penelitian yang dilakukan oleh 

Witono et al. (2015) menunjukkan bahwa 
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meningkatkan kandungan protein terlarut 

pada tempe. Pernyataan ini juga didukung 

oleh hasil penelitian Affandi et al. (2011) 

yang membuktikan bahwa tempe yang 

difermentasi selama 48 jam memiliki 

kandungan protein terlarut terbanyak jika 

dibandingkan dengan tempe dengan waktu 

fermentasi yang lebih singkat.  

  Penambahan konsentrasi enzim 

pada hidrolisat tempe semangit 

menyebabkan adanya peningkatan 

kandungan protein terlarut. Enzim protease 

diketahui mampu menghidrolisis 

makromolekul protein menjadi senyawa 

mikromolekul yang lebih sederhana 

(Okfrianti et al., 2011). Secara keseluruhan, 

Gambar 4 menunjukkan bahwa 

penambahan enzim sebesar 0.25% 

menghasilkan peningkatan kandungan 

protein terlarut yang signifikan. Konsentrasi 

enzim merupakan salah satu faktor yang 

mempengaruhi aktivitas enzim dan 

kemampuan enzim dalam melakukan 

hidrolisis terhadap protein. Konsentrasi 

enzim yang semakin tinggi akan 

mempercepat laju reaksi enzim sehingga 

jumlah protein yang terhidrolisis akan 

semakin banyak (Purwaningsih, 2017). 

Hidrolisis pada protein akan menyebabkan 

adanya perubahan berat molekul senyawa 

menjadi lebih kecil sehingga akan mudah 

larut dalam pelarut (Agustina et al., 2018).  

Berdasarkan penelitian oleh Hasniar et al. 

(2019), konsentrasi enzim yang besar akan 

menghasilkan produk dengan kandungan 

protein yang tinggi. 

Kadar Air Sampel Hidrolisat Tempe 
Terpilih dan Tempe Semangit sebagai 
Kontrol 

Hasil yang didapatkan dapat dilihat 

pada Gambar 5 menunjukkan bahwa 

perubahan hidrolisat tempe semangit 

(Hidrolisat 5D 0.2% dan hidrolisat 5D 0.25%) 

memiliki kadar air yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan kadar air tempe 

kontrol. 

 

Gambar 5. Grafik perbandingan kadar air tempe kontrol dan hidrolisat tempe semangit 
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Jika dibandingkan dengan SNI 

tepung (BSN, 2009) yaitu kadar air maksimal 

14.5% sebagai syarat mutu, maka sampel 

hidrolisat tempe semangit fermentasi 5 hari 

dengan penambahan enzim 0.25% belum 

memenuhi syarat tersebut. Menurut Taslim 

et al.  (2022), kadar air merupakan 

parameter yang penting yang berkaitan 

dengan umur simpan bahan. Semakin tinggi 

kadar air, maka umur simpan akan semakin 

singkat. Wijayanti et al. (2016) 

mengemukakan bahwa penambahan enzim 

akan menyebabkan peningkatan kadar air 

pada hidrolisat. Adapun peningkatan ini 

disebabkan karena terjadinya hidrolisis 

protein saat pembuatan hidrolisat sehingga 

senyawa menjadi lebih sederhana dan 

memiliki kemampuan mengikat air. Menurut 

Mulyana et al. (2014), semakin tinggi 

kandungan protein pada suatu bahan maka 

akan semakin tinggi kandungan air terikat 

pada bahan. Asam amino dengan rantai 

samping hidrokarbon dapat mengikat air 

dengan stabil. Hal lain yang dapat menjadi 

faktor penyebab kadar air yang tinggi adalah 

akibat penyimpanan pada kemasan yang 

kurang kedap (non-vakum) menyebabkan 

adanya kenaikan kadar air karena hidrolisat 

tempe semangit berbentuk bubuk yang 

bersifat higroskopis. sehingga mudah 

menyerap air dari lingkungan sekitarnya. 

Analisis Warna Sampel Hidrolisat Tempe 
Terpilih dan Tempe Semangit sebagai 
Kontrol 
  Tabel 2 menunjukkan bahwa 

adanya perbedaan yang siginifikan antara 

nilai lightness, a* an b* sampel kontrol tempe 

semangit dan nilai lightness, a* an b* 

hidrolisat tempe semangit terpilih. Nilai 

lightness dan b* hidrolisat tempe semangit 

lebih kecil bandingkan dengan nilai lightness 

dan b* kontrol. Nilai a* hidrolisat tempe 

semangit lebih besar dibandingkan nilai a* 

pada sampel tempe kontrol. Nilai lightness 

sampel hidrolisat tempe semangit yang 

difermentasi selama 5 hari dengan 

penambahan enzim daun kelor sebanyak 

0.2% dan 0.25% yang lebih rendah 

menunjukkan bahwa sampel terpilih tersebut 

lebih rendah dibandingkan sampel kontrol 

berupa tempe semangit yang difermentasi 

selama 5 hari.  

 
Tabel 2. Perbandingan nilai L, a*, b* sampel kontrol  dan sampel terpilih 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nilai a* digunakan untuk mewakili warna merah dan hijau. Nilai a* yang positif 

Sampel L a* b* 

Tempe 4D 0% (kontrol) 59.01 ± 0.94a 3.00 ± 0.51a 19.76 ± 0.83a 

Tempe 5D 0% (kontrol) 57.68 ± 2.88a 6.14 ± 0.27b 20.47 ± 0.53a 

Hidrolisat 5D 0.2% 37.86 ± 0.31b 6.87 ± 0.13c 16.12 ± 0.36b 

Hidrolisat 5D 0.25% 36.03 ± 0.05 b 8.58± 0.03d 15.33 ± 0.25b 
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maka sampel cenderung berwarna merah, 

sedangkan jika a* bernilai negatif maka 

sampel akan cenderung berwarna hijau 

(Pathare et al., 2013). Hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa bahwa sampel 

cenderung bernilai positif yang menunjukkan 

bahwa sampel cenderung berwana merah. 

Hidrolisat tempe semangit dengan waktu 

fermentasi 5 hari dan penambahan enzim 

0.25% memiliki nilai a* tertinggi yang dapat 

diartikan cenderung memiliki warna yang 

lebih merah dibandingkan tempe semangit 

kontrol dan hidrolisat tempe semangit 

fermentasi 5 hari dengan enzim 0.2%. 

Nilai b* didefinisikan sebagai warna 

biru dan kuning. Ketika b* bernilai positif 

maka sampel cenderung berwarna kuning 

dan nilai b* negatif menunjukkan sampel 

cenderung berwarna biru (Pathare et al., 

2013). Semua sampel yang diteliti 

menghasilkan nilai b* yang positif yang 

berarti bahwa semua sampel cenderung 

memiliki warna kuning. Diantara ketiga 

sampel yang dianalisis warnanya, sampel 

kontrol berupa tempe semangit yang 

difermentasi selama 5 hari memiliki nilai b* 

tertinggi dibandingkan nilai sampel lainnya.  

Perubahan warna tempe 

dipengaruhi oleh lamanya waktu fermentasi. 

Semakin lama fermentasi maka warna 

tempe akan kecoklatan dan menjadi 

semakin gelap/kusam. Perubahan warna ini 

disebabkan karena semakin banyaknya 

Rhizopus oligosporus yang berada pada 

sudah mati (death phase) atau berada pada 

fase stationer (Barragan et al., 2016). Selain 

kapang, proses fermentasi tempe semangit 

juga melibatkan oleh bakteri asam laktat. 

Menurut Muzdalifah et al. (2017), bakteri 

asam laktat dapat memproduksi vitamin B12 

yang menyebabkan munculnya warna 

kemerahan pada tempe semangit. Faktor 

lain yang mempengaruhi perbedaan warna 

ini adalah adanya perbedaan waktu 

pengeringan dan adanya reaksi pencoklatan 

enzimatis maillard (Bernadeta et al., 2012). 

Profil Asam Amino Sampel Hidrolisat 
Tempe Terpilih 

Pengujian kandungan asam amino 

dengan menggunakan instrumen Ultra 

Performance Liquid Cromatography (UPLC) 

yang tertera pada Tabel 3 menunjukkan 

bahwa total asam amino sampel tempe 

kontrol lebih rendah dibandingkan sampel 

hidrolisat 5D 0.2% dan hidrolisat 5D 0.25%. 

Sampel hidrolisat tempe semangit dengan 

fermentasi 5 hari dan penambahan enzim 

sebesar 0.25% memiliki total asam amino 

tertinggi. Hasil yang didapat sesuai dengan 

hasil penelitian oleh Witono et al. (2015) dan 

Gunawan Puteri et al. (2015) yang 

menunjukkan bahwa adanya penambahan 

enzim serta lamanya waktu fermentasi 

mempengaruhi kandungan asam amino 

suatu bahan pangan. Pada tahap 

fermentasi, terjadi perubahan protein 

menjadi senyawa yang lebih sederhana 

seperti asam amino sehingga semakin 

Tabel 3. Total asam amino 
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Sampel Total asam amino (mg/kg) 
Tempe Kontrol 5D 220035.48 
Hidrolisat 5D 0.2% 328666.21 
Hidrolisat 5D 0.25% 356753.67 

 
 

 

Gambar 6. Grafik kandungan asam amino esensial pada sampel kontrol dan sampel terpilih 
 
banyak hidrolisis yang terjadi pada protein 

maka asam amino yang didapat juga 

semakin tinggi. 

Berdasarkan Gambar 6, kandungan 

asam amino esensial pada sampel hidrolisat 

lebih tinggi dibanding sampel kontrol. 

Sampel hidrolisat 5D 0.25% leusin memiliki 

kandungan histidin, leusin, isoleusin, 

fenilalanin, valin, dan lisin yang lebih tinggi 

dibandingkan sampel lainnya, namun 

kandungan threonin lebih rendah 

dibandingkan sampel hidrolisat 5D 0.2%. 

Sedangkan kandungan arginin pada sampel 

hidrolisat 5D 0.2% dan sampel hidrolisat 5D 

0.25% tidak berbeda signifikan. Leusin 

merupakan asam amino esensial tertinggi 

pada semua sampel.  
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Gambar 7. Grafik kandungan asam amino non esensial pada sampel kontrol dan sampel terpilih 

Gambar 7 menunjukkan bahwa 

sampel hidrolisat terpilih (hidrolisat 5D 0.2% 

dan hidrolisat 5D 0.25%) memiliki 

kandungan asam amino non esensial yang 

lebih besar dibandingkan sampel kontrol. 

kandungan alanin, asam aspartat, asam 

glutamat, tirosin dan prolin pada hidrolisat 

5D 0.25% lebih besar dibandingkan 

hidrolisat 5D 0.2%, sedangkan kandungan 

serin dan glisin pada hidrolisat 5D 0.25% 

lebih rendah dibandingkan hidrolisat 5D 

0.2%. Kandungan asam amino non esensial 

tertinggi pada semua sampel adalah asam 

glutamat.triwib. 

Namun jika dilihat lebih lanjut, 

dapat terlihat bahwa threonin yang 

merupakan asam amino esensial serta asam 

amino non esensial glisin yang diperoleh 

sampel hidrolisat tempe semangit fermentasi 

5 hari dengan penambahan enzim 0.2% 

lebih tinggi dibandingkan sampel hidrolisat 

tempe semangit fermentasi 5 hari dengan 

penambahan enzim 0.25%. Kedua asam 

amino ini merupakan asam amino yang 

memiliki kecenderungan rasa manis. Rasa 

manis ini muncul akibat senyawa alifatik 

dengan kandungan gugus hidroksil (Sobri et 

al., 2017). 

Kandungan Asam Lemak Sampel 
Hidrolisat Tempe Terpilih   

Tabel 4 menunjukkan profil asam 

lemak sedangkan Tabel 5 persentase asam 

lemak jenuh, asam lemak tidak jenuh, dan 

total asam lemak pada sampel kontrol dan 

terpilih. Secara keseluruhan jumlah asam 

lemak tidak jenuh yang terkandung pada 

seluruh sampel lebih besar dibandingkan 

asam lemak jenuh. Hidrolisat tempe terpilih 

(hidrolisat 5D 0.2% dan hidrolisat 5D 0.25%) 

memiliki total asam lemak yang lebih rendah 

dibandingkan sampel tempe kontrol. Sampel 

terpilih terpilih (hidrolisat 5D 0.2% dan 

hidrolisat 5D 0.25%) memiliki asam lemak 

jenuh yang lebih tinggi dibandingkan sampel 

kontrol. 
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Tabel 4. Kandungan asam lemak sampel kontrol dan sampel terpilih 

Sampel 
asam 

miristat 
(%) 

asam 
linoleat 

(%) 

asam 
erukat 

(%) 

asam 
lignoserat 

(%) 
Tempe kontrol 4D 0% 17.90 30.93 16.18 0.46 
Tempe kontrol 5D 0% 18.85 38.29 14.98 0.32 
Hidrolisat 5D 0.2% 19.63 16.59 11.26 0.35 
Hidrolisat 5D 0.25% 19.35 13.79 11.29 0.33 

 
Tabel 5. Total Kandungan asam lemak sampel kontrol dan sampel terpilih 

Sampel Asam lemak 
jenuh (%) 

Asam lemak 
tidak jenuh (%) 

Total asam 
lemak (%) 

Tempe kontrol 4D 0% 18.36 47.11 65.47 
Tempe kontrol 5D 0% 19.17 53.27 72.44 
Hidrolisat 5D 0.2% 19.98 27.85 47.83 
Hidrolisat 5D 0.25% 19.68 25.08 44.76 

 
Hasil yang terdapat pada Tabel 4 

dan 5 mengindikasikan bahwa proses 

fermentasi menyebabkan adanya 

perubahan kandungan asam lemak pada 

tempe semangit. Proses fermentasi 

menyebabkan kandungan asam lemak yang 

naik seiring dengan waktu. Kenaikan ini 

disebabkan karena pada saat fermentasi, 

kapang akan mensekresi enzim lipase 

sehingga lemak akan terurai menjadi 

molekul-molekul yang lebih kecil yaitu asam 

lemak dan gliserol (Triwibowo et al., 2016). 

Pada Tabel 4 dan 5 juga terlihat bahwa 

penambahan enzim protease dalam 

hidrolisat tempe semangit memberikan 

pengaruh terhadap kandungan asam lemak. 

Hasil yang didapat sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Male et al. 

(2014) yang menyatakan bahwa adanya 

penambahan enzim protease akan 

menyebabkan penurunan kandungan asam 

lemak. 

Jika diteliti lebih lanjut terlihat 

bahwa perubahan kandungan asam lemak 

pada hidrolisat tempe semangit dengan 

penambahan enzim disebabkan oleh 

menurunnya jumlah asam lemak tidak jenuh 

yang cukup banyak. Menurut Sanjiwani et 

al. (2014), ikatan rangkap pada asam lemak 

tidak jenuh menyebabkan asam lemak tidak 

jenuh mudah mengalami oksidasi. Enzim 

yang digunakan pada pembuatan hidrolisat 

tempe semangit merupakan enzim protease 

yang mengalami pemurnian parsial (partial 

purification) sehingga kemungkinan masih 

terdapat enzim lain seperti enzim lipase. 

Adanya kandungan air yang tinggi pada 

hidrolisat juga menjadi pemicu oksidasi yang 

berlangsung lebih cepat (Sudaryatiningsih 

dan Supyani, 2009). Proses oksidasi 

menyebabkan terjadinya hidrolisis lebih 

lanjut pada asam lemak menjadi aldehid, 

keton, dan asam lemak bebas (Aryani et al., 

2016). Asam lemak bebas inilah yang 

bertanggung jawab terhadap munculnya 

aroma tengik (rancid) pada hidrolisat tempe 

semangit yang dibuat pada penelitian ini. 

Selain itu, penggunaan suhu yang cukup 
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tinggi pada saat inkubasi enzim yaitu pada 

suhu 50oC dan dalam waktu yang cukup 

lama menyebabkan terjadinya proses 

oksidasi asam lemak (Pramitha dan Juliadi, 

2019). 

KESIMPULAN 

Hasil dari penelitian ini 

menunjukkan bahwa daun kelor dapat 

dimanfaatkan sebagai sumber enzim 

protease. Adanya perlakuan pemurnian 

enzim dengan menggunakan metode dialisis 

akan menyebabkan aktivitas enzim daun 

kelor meningkat. Enzim daun kelor 

merupakan enzim protease endopeptidase 

dan aktivitasnya akan mencapai kondisi 

optimum pada pH 7 dan suhu 50oC.  

Lama fermentasi berpengaruh pada 

kandungan protein, asam amino, dan 

karakter fisikomia hidrolisat tempe semangit. 

Waktu fermentasi yang semakin lama 

menghasilkan produk dengan asam amino 

yang lebih tinggi. Selama fermentasi, terjadi 

perubahan makromolekul protein menjadi 

mikromolekul atau monomernya yaitu asam 

amino. Ferrmentasi dengan lama waktu 5 

hari memiliki kandungan asam amino 

tertinggi. Penambahan enzim protease dari 

daun kelor pada penelitian ini memberikan 

hasil berupa peningkatan kandungan asam 

amino pada hidrolisat tempe semangit. 

Penambahan enzim sebesar 0.25% 

diketahui merupakan perlakuan terbaik yang 

memberikan hasil yang optimum pada 

penelitian ini. 

SARAN 
  Hingga saat ini, masih sedikit riset 

yang dilakukan mengenai enzim pada daun 

kelor sehingga perlu dilakukan pengkajian 

lebih lanjut terhadap enzim protease dari 

daun kelor baik dalam sifat fisik maupun 

kimiawinya. Pada penelitian ini konsentrasi 

enzim protease dari daun kelor yang 

digunakan berada pada rentang 0.1% - 

0.25%. Konsentrasi enzim yang digunakan 

dapat ditingkatkan pada penelitian lebih 

lanjut. 
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	Pembuatan Enzim Protease
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	Pada tahap ekstraksi, daun kelor segar dicuci kemudian dipisahkan dari tangkainya. Daun kelor ditimbang sebanyak 100 g dan diblender dengan menggunakan buffer fosfat sebagai pelarut. Hasil yang didapatkan kemudian disaring menggunakan kain saring. Fil...
	Ekstrak enzim kasar yang didapat dari proses ektraksi selanjutnya akan dipurifikasi dengan menggunakan metode dialisis yang memiliki prinsip salting out.  Enzim kasar dari hasil ekstraksi sebelumnya ditambah dengan ammonium sulfat dengan tingkat kejen...
	Penelitian Tahap I
	Sampel enzim dari ekstrak daun kelor segar dan ekstrak daun kelor terpurifikasi di uji dengan menggunakan uji aktivitas enzim dengan rentang suhu waterbath 40oC, 45 oC, 50 oC, 55 oC, dan 60 oC serta pH 4,5,6,7, dan 8. Rancangan percobaan pada peneliti...
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	Tahap ini terdiri dari 2 bagian yaitu pembuatan tempe semangit dan pembuatan hidrolisat tempe semangit. Kedelai kuning ditimbang sebanyak 300 gram kemudian dicuci dan direndam selama 12 jam dengan menggunakan air dengan perbanding 1:2. Setelah 12 ja...
	Tempe dikukus selama 10 menit dan diblender dengan menggunakan air sebanyak 1:2. Hasil yang didapatkan kemudian ditambah dengan larutan NaOH 1 N atau HCL 1N hingga mencapai pH optimum. Enzim protease kemudian ditambahkan dengan jumlah tertentu (0.10%,...
	Penelitian Tahap II
	Rancangan percobaan pada penelitian tahap II adalah rancangan acak lengkap (RAL) 2 faktor dengan pengulangan sebanyak 2 kali. Faktor yang digunakan pada tahap preparasi adalah waktu fermentasi, suhu inkubasi hidrolisat tempe, konsentrasi enzim prote...
	Analisis
	Parameter Analisis yang dilakukan selama penelitian ini meliputi perhitungan rendemen (fahrArnata et al., 2015), Analisis Protein Metode Bradford (Utami et al., 2016), Analisis Profil Asam Amino, Analisis Kadar Air (Fahroji dan Hendri, 2016), Uji Ak...
	HASIL DAN PEMBAHASAN
	Pengaruh Sumber Enzim Terhadap Aktivitas Enzim Protease dari Daun Kelor
	Adanya proses purifikasi akan menyebabkan enzim protease yang didapatkan lebih murni sehingga aktivitas enzim tersebut akan meningkat. Penelitian sebelumnya oleh Banik et al. (2018) juga menunjukkan bahwa adanya tahapan purifikasi dengan menggunakan d...
	Ekstraksi daun kelor (Moringa oleifera) yang dilakukan pada penelitian ini memiliki rendemen sebesar 64.49 ± 3.55% (v/w). Berdasarkan Gambar 1 terlihat bahwa ada perbedaan yang signifikan antara aktivitas enzim dari daun kelor segar dan aktivitas enzi...
	Gambar 1. Grafik pengaruh sumber enzim terhadap aktivitas enzim
	. Protein cenderung memiliki sifat yang larut dalam air dan hanya membutuhkan sedikit konsentrasi garam agar tetap stabil dan tidak terurai. Penggunaan garam amonium sulfat pada proses purifikasi berfungsi untuk memisahkan protein yang mudah menggumpa...
	Penentuan Suhu Optimum Enzim Protease Daun Kelor
	Hasil yang didapatkan dari pengolahan data dengan menggunakan Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) menunjukkan bahwa adanya perbedaan signifikan pada aktivitas enzim protease daun kelor akibat perbedaan suhu. Pada Gambar 2 terlihat adan...
	Gambar 2. Grafik pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas enzim
	Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa suhu optimum enzim protease dari daun Moringa oleifera adalah 50oC (Fathimah dan Wardani, 2014; Pontual et al., 2012). Selanjutnya pada suhu yang lebih tinggi yaitu pada s...
	Penentuan pH Optimum Enzim Protease Dari Daun Kelor
	Hasil yang didapatkan melalui pengolahan data secara statistik menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan aktivitas enzim protease pada pH yang berbeda. Gambar 3 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan aktivitas enzim pada pH asam hingga pH netral (4-...
	Gambar 3. Grafik pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas enzim
	Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Pontual et al. (2018) yang menunjukkan bahwa pada pH 8 (basa) terjadi penurunan drastis pada aktivitas enzim. Penelitian oleh Fathimah dan Wardani (2014) juga menunjukkan bahwa enzim pr...
	Penentuan Sampel Hidrolisat Tempe Terpilih berdasarkan Kadar Protein dengan Metode Bradford
	Hasil yang ditunjukkan pada Tabel 1 mengindikasikan bahwa daun kelor segar memiliki protein yang lebih tinggi dibandingkan daun kelor hasil dialisis. Berdasarkan perhitungan statistik dengan menggunakan SPSS, terdapat perbedaan yang signifikan antara ...
	Tabel 1. Kadar protein daun kelor segar dan dialisis
	Gambar 4 menunjukkan bahwa lama waktu fermentasi dan penambahan enzim menyebabkan penurunan kandungan protein. Kadar protein tertinggi dimiliki oleh hidrolisat tempe fermentasi 2 hari dengan penambahan enzim 0.1%. Sedangkan kadar protein terendah dimi...
	Gambar 4. Grafik pengaruh waktu fermentasi dan penambahan konsentrasi enzim terhadap kandungan protein hidrolisat tempe semangit
	Hidrolisat yang dibuat dari tempe semangit yang difermentasi selama 5 hari memiliki hasil uji Bradford yang rendah. Hasil yang rendah dari hari ke hari ini mengindikasikan bahwa protein yang terlarut semakin banyak jumlahnya. Ragi berupa kapang Rhizop...
	Penambahan konsentrasi enzim pada hidrolisat tempe semangit menyebabkan adanya peningkatan kandungan protein terlarut. Enzim protease diketahui mampu menghidrolisis makromolekul protein menjadi senyawa mikromolekul yang lebih sederhana (Okfrianti et...
	Kadar Air Sampel Hidrolisat Tempe Terpilih dan Tempe Semangit sebagai Kontrol
	Hasil yang didapatkan dapat dilihat pada Gambar 5 menunjukkan bahwa perubahan hidrolisat tempe semangit (Hidrolisat 5D 0.2% dan hidrolisat 5D 0.25%) memiliki kadar air yang lebih tinggi dibandingkan dengan kadar air tempe kontrol.
	Gambar 5. Grafik perbandingan kadar air tempe kontrol dan hidrolisat tempe semangit
	Jika dibandingkan dengan SNI tepung (BSN, 2009) yaitu kadar air maksimal 14.5% sebagai syarat mutu, maka sampel hidrolisat tempe semangit fermentasi 5 hari dengan penambahan enzim 0.25% belum memenuhi syarat tersebut. Menurut Taslim et al.  (2022), ka...
	Analisis Warna Sampel Hidrolisat Tempe Terpilih dan Tempe Semangit sebagai Kontrol
	Tabel 2 menunjukkan bahwa adanya perbedaan yang siginifikan antara nilai lightness, a* an b* sampel kontrol tempe semangit dan nilai lightness, a* an b* hidrolisat tempe semangit terpilih. Nilai lightness dan b* hidrolisat tempe semangit lebih kecil...
	Tabel 2. Perbandingan nilai L, a*, b* sampel kontrol  dan sampel terpilih
	Nilai a* digunakan untuk mewakili warna merah dan hijau. Nilai a* yang positif maka sampel cenderung berwarna merah, sedangkan jika a* bernilai negatif maka sampel akan cenderung berwarna hijau (Pathare et al., 2013). Hasil penelitian ini menunjukkan ...
	Nilai b* didefinisikan sebagai warna biru dan kuning. Ketika b* bernilai positif maka sampel cenderung berwarna kuning dan nilai b* negatif menunjukkan sampel cenderung berwarna biru (Pathare et al., 2013). Semua sampel yang diteliti menghasilkan nila...
	Perubahan warna tempe dipengaruhi oleh lamanya waktu fermentasi. Semakin lama fermentasi maka warna tempe akan kecoklatan dan menjadi semakin gelap/kusam. Perubahan warna ini disebabkan karena semakin banyaknya Rhizopus oligosporus yang berada pada su...
	Profil Asam Amino Sampel Hidrolisat Tempe Terpilih
	Pengujian kandungan asam amino dengan menggunakan instrumen Ultra Performance Liquid Cromatography (UPLC) yang tertera pada Tabel 3 menunjukkan bahwa total asam amino sampel tempe kontrol lebih rendah dibandingkan sampel hidrolisat 5D 0.2% dan hidroli...
	Tabel 3. Total asam amino
	Gambar 6. Grafik kandungan asam amino esensial pada sampel kontrol dan sampel terpilih
	banyak hidrolisis yang terjadi pada protein maka asam amino yang didapat juga semakin tinggi.
	Berdasarkan Gambar 6, kandungan asam amino esensial pada sampel hidrolisat lebih tinggi dibanding sampel kontrol. Sampel hidrolisat 5D 0.25% leusin memiliki kandungan histidin, leusin, isoleusin, fenilalanin, valin, dan lisin yang lebih tinggi dibandi...
	Gambar 7. Grafik kandungan asam amino non esensial pada sampel kontrol dan sampel terpilih
	Gambar 7 menunjukkan bahwa sampel hidrolisat terpilih (hidrolisat 5D 0.2% dan hidrolisat 5D 0.25%) memiliki kandungan asam amino non esensial yang lebih besar dibandingkan sampel kontrol. kandungan alanin, asam aspartat, asam glutamat, tirosin dan pro...
	Namun jika dilihat lebih lanjut, dapat terlihat bahwa threonin yang merupakan asam amino esensial serta asam amino non esensial glisin yang diperoleh sampel hidrolisat tempe semangit fermentasi 5 hari dengan penambahan enzim 0.2% lebih tinggi dibandin...
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	Tabel 4 menunjukkan profil asam lemak sedangkan Tabel 5 persentase asam lemak jenuh, asam lemak tidak jenuh, dan total asam lemak pada sampel kontrol dan terpilih. Secara keseluruhan jumlah asam lemak tidak jenuh yang terkandung pada seluruh sampel le...
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