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ABSTRACT

Mucuna bean (Mucuna pruriens L.) is a legume having high protein content which has the potential as
a source of bioactive peptides. One of the bioactive peptides is an angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibitor, thus, mucuna beans might be used as a potential source of antihypertensive compounds. This
study aimed to increase the functionality of proteins from mucuna beans as ACE inhibitors using a
combination of fermentation and enzymatic hydrolysis followed by membrane filtration. The mucuna beans
were fermented for 0, 24, 48, 96, and 144 h. The highest ACE inhibitory activity of 54.37%, was obtained by
fermentation of the beans at 48 h, with a protein content of 20.82 mg/mL. The 48 h fermented mucuna beans
were further hydrolyzed using alcalase or neutrase and subsequently filtered with UF membranes having
20,10 and 5 kDa cut-off. The enzymatic hydrolysis followed by membrane filtration increased the ACE
inhibitory activity of mucuna beans. The neutrase hydrolysates resulting from 5 kDa membrane filtration
showed the best ACE inhibitory activity (62.96% with a protein content of 10.39 mg/mL). A combination of
fermentation and enzymatic hydrolysis followed by filtration using UF-membrane was able to produce ACE
inhibitory peptides from mucuna beans. The potential of mucuna beans peptides as ACE inhibitors was due
to the presence of negatively charged amino acid residues such as Asp and Glu, positively charged amino
acids such as Arg and Lys, and hydrophobic amino acids such as Val, Leu, Ala, and lle.
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ABSTRAK

Kacang koro benguk (Mucuna pruriens L.) merupakan salah satu kacang-kacangan dengan
kandungan protein tinggi yang berpotensi sebagai sumber peptida bioaktif. Salah satu peptida bioaktif
adalah penghambat ACE (angiotensin-converting enzyme) sehingga kacang koro benguk dapat digunakan
sebagai bahan pangan fungsional antihipertensi yang potensial. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan
fungsionalitas protein dari kacang koro benguk sebagai penghambat ACE dengan menggunakan
pendekatan kombinasi fermentasi dan hidrolisis enzimatik, dilanjutkan dengan pemisahan menggunakan
membran filtrasi. Kacang koro benguk difermentasi pada 0, 24, 48, 96, dan 144 jam. Aktivitas penghambatan
ACE tertinggi sebesar 54,37% diperoleh dari kacang koro benguk yang difermentasi pada 48 jam dengan
kandungan protein sebesar 20,82 mg/mL. Tempe koro benguk fermentasi 48 jam selanjutnya dihidrolisis
menggunakan enzim alkalase atau neutrase, dan kemudian dipisahkan menggunakan membran ultrafiltrasi
(UF) dengan MWCO (molecular weight cut-off) 20, 10 dan 5 kDa. Hidrolisis enzimatik dan pemisahan
membran meningkatkan aktivitas penghambatan ACE dari kacang koro benguk. Hidrolisat neutrase hasil
pemisahan membran 5 kDa menunjukkan aktivitas penghambatan ACE terbaik (62,96% dengan kandungan
protein 10,39 mg/mL). Kombinasi fermentasi dan hidrolisis enzimatik yang dilanjutkan dengan pemisahan
menggunakan membran UF mampu menghasilkan peptida penghambat ACE. Potensi peptida kacang koro
benguk sebagai penghambat ACE disebabkan oleh adanya residu asam amino yang bermuatan negatif
seperti Asp dan Glu, positif seperti Arg dan Lys, dan hidrofobik seperti Val, Leu, Ala dan lle.

Kata kunci: hidrolisat protein, kacang koro benguk, membran ultrafiltrasi, penghambat ACE, peptida bioaktif
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PENDAHULUAN

Hipertensi atau tekanan darah tinggi merupakan
penyakit gangguan sistem peredaran darah akibat
adanya kenaikan tekanan darah di atas 140/90
mmHg. Hipertensi dapat meningkatkan risiko ber-
kembangnya penyakit kardiovaskular seperti penya-
kit jantung, dan stroke (Daliri et al., 2018). Prevalensi
hipertensi di Indonesia adalah sebesar 34,1% pada
orang dewasa beumur 218 tahun (Kemenkes, 2019).
Menurut World Health organization (WHO) (2019),
sebanyak 1,13 Milyar orang di dunia menderita
hipertensi, dan angka ini diperkirakan naik menjadi
1,5 Miliyar orang pada tahun 2025.

Angiotensin converting enzyme (ACE) berperan
dalam pengendalian tekanan darah melalui sistem
renin angiotensin. ACE mengkatalis perubahan
angiotensin | menjadi angiotensin Il (vasokonstriktor),
dan menginaktifkan bradykinin (vasodilator) yang
menyebabkan peningkatan tekanan darah (Aluko,
2015). Penggunaan jangka panjang obat antihiper-
tensi sintetik memberikan efek samping seperti batuk,
ruam kulit, dan gangguan rasa (Ko et al., 2012).
Tingginya prevalensi hipertensi dan efek samping
obat antihipertensi sintetik mendorong dilakukannya
penelitian untuk mendapatkan senyawa antihiper-
tensi alami dari bahan pangan. Protein dan peptida
bioaktif dapat menjadi alternatif senyawa inhibitor
ACE alami yang aman, tidak menimbulkan efek sam-
ping, dan memberikan manfaat gizi tambahan seba-
gai sumber asam amino esensial (Zarei et al., 2019).

Kacang koro benguk (Mucuna pruriens L.) ter-
masuk kacang-kacangan famili Fabaceae (polong-
polongan) yang pemanfaatannya masih sebatas
untuk konsumsi sebagai sayuran dan pembuatan
tempe (Mulyani et al.,, 2016). Kacang koro benguk
mengandung protein yang cukup tinggi (26,75%)
dibandingkan dengan kacang koro kratok (Phaseolus
lunatus L.) (20,76%), dan koro komak (Dolichus
lablab L.) (21,37%) (Purwanti et al., 2019; Rahayu et
al., 2019). Berdasarkan kandungan tersebut, kacang
koro benguk memiliki potensi sebagai sumber pep-
tida bioaktif (Sitanggang et al., 2021a). Beberapa
penelitian melaporkan bahwa hidrolisis enzimatik
langsung dari kacang koro benguk menghasilkan
peptida bioaktif yang berfungsi sebagai antihipertensi
melalui penghambatan ACE (Segura-Campos et al.,
2013; Herrera-Chalé et al., 2014; Chel-Guerrero et
al.,, 2017; Tuz dan Campos 2017). Meskipun demi-
kian, hingga saat ini penelitian terkait produksi dan
karakterisasi peptida bioaktif penghambat ACE, serta
karakteristik asam amino dari hidrolisat tempe koro
benguk belum banyak dilaporkan.

Peptida bioaktif dari parent protein dapat dipro-
duksi melalui fermentasi mikroba, dan hidrolisis enzi-
matik (Singh et al., 2014), maupun kombinasi kedua-
nya (Sitanggang et al., 2020a). Produksi peptida bio-
aktif melalui kombinasi antara fermentasi dan hidro-

lisis enzimatik, serta diikuti pemisahan menggunakan
membran UF yang dilakukan oleh Sitanggang et al.
(2020a), menghasilkan bioaktivitas hidrolisat tempe
kedelai lebih baik dibandingkan dengan hanya difer-
mentasi. Kombinasi fermentasi dan hidrolisis enzima-
tik diharapkan dapat meningkatkan fungsionalitas
peptida kacang koro benguk sebagai penghambat
ACE (Sitanggang et al., 2021b).

Kacang koro benguk dapat diolah menjadi tem-
pe melalui fermentasi. Selama proses fermentasi,
mikroba memproduksi enzim proteolitik yang akan
mendegradasi protein menjadi peptida dengan berat
molekul rendah yang berpotensi memiliki sifat bio-
aktif, termasuk kemampuan sebagai penghambat
ACE (Puspitojati et al., 2019a). Lama fermentasi
memengaruhi pelepasan peptida bioaktif, sehingga
kondisi proses harus dioptimalkan untuk mendapat-
kan peptida dengan aktivitas spesifik (Jakubczyk et
al., 2017).

Hidrolisis enzimatik memotong protein secara
spesifik yang dapat menghasilkan peptida dengan
sifat fungsional yang diharapkan (Chalamaiah et al.,
2015). Jenis enzim yang berbeda akan menghasilkan
bioaktivitas peptida yang berbeda pula. Pada peneli-
tian ini, proses hidrolisis dilakukan menggunakan
enzim alkalase dan neutrase untuk melihat potensi
enzim komersil dalam menghasilkan peptida peng-
hambat ACE dari kacang koro benguk. Alkalase dan
neutrase merupakan golongan endopeptidase yaitu
enzim yang memotong protein dari bagian dalam
molekul dan dari ujung rantai polipeptida (Métyan et
al., 2013), sehingga diharapkan dapat meningkatkan
peluang untuk memperoleh peptida bioaktif.

Tahap lanjutan dalam produksi peptida bioaktif
adalah pemisahan. Pemisahan menggunakan mem-
bran ultrafiltrasi dapat memisahkan peptida berdasar-
kan berat molekulnya (Wan Mohtar et al., 2014).
Membran ultrafiltrasi efektif digunakan untuk meng-
hasilkan peptida dengan berat molekul rendah dan
aktivitas yang tinggi (Hong et al., 2019). Dengan
demikian, penelitian ini bertujuan meningkatkan fung-
sionalitas peptida kacang koro benguk sebagai peng-
hambat ACE melalui kombinasi proses fermentasi
kacang koro benguk menjadi tempe dan hidrolisis
enzimatik, diikuti separasi menggunakan membran
ultrafiltrasi (UF).

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu
kacang koro benguk putih yang diperoleh dari Pasar
Beringharjo, Kota Yogyakarta, laru tempe (Raprima,
KOPTI, Indonesia), enzim alkalase (6000 U/mL,
Novozyme, Denmark), dan neutrase (11000 U/mL,
Novozyme, Denmark), enzim angiotensin (0,33
U/mL) (Xi'An Saina Biological Technology Co., Ltd.,
China).
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Pembuatan tempe koro benguk

Pembuatan tempe koro benguk mengacu pada
metode Rahayu et al. (2019) dengan modifikasi.
Kacang koro benguk yang telah disortir direndam
dengan air (perbandingan kacang dan air 1:3 (b/v))
selama 24 jam, kemudian kacang koro benguk dire-
bus (steam jacket, Gardners, New Delhi, India)
dengan perbandingan kacang dan air 1:7 b/v pada
suhu 90-95°C, tekanan 2-3 bar, selama 90 menit.
Setelah itu, kacang koro benguk rebus direndam
kembali (perbandingan kacang-air 1:5 b/v) selama 48
jam. Kacang koro benguk yang telah direndam,
dipecah menggunakan mesin pemecah biji (KOPTI,
Bogor, Indonesia) menjadi dua bagian, dikupas kulit-
nya, kemudian dicuci dan ditiriskan. Setelah ditiris-
kan, kacang koro benguk dikukus (steamer) selama
15 menit, kemudian didinginkan. Selanjutnya kacang
koro benguk diberi ragi (2 g/kg kacang koro benguk)
secara merata, dan dikemas menggunakan plastik
(450 g kacang koro benguk/plastik) yang diberi
lubang berjarak 2x2 cm. Proses fermentasi dilakukan
pada suhu 25°C, dengan perlakuan waktu fermentasi
selama 0, 24, 48, 96, dan 144 jam.

Tempe koro benguk dipotong dengan ukuran
3x0,5x0,5 cm dan dikeringkan menggunakan cabinet
dryer (Terara Seisakusho C. Ltd. No 4-60SP, Jepang)
pada suhu 70°C selama 5 jam. Tempe yang sudah
kering kemudian dihaluskan menggunakan pin disc
mill (FFC 23 Agrowindo-Maksindo, Indonesia) dan
diayak menggunakan ayakan 80 mesh. Selanjutnya,
tepung tempe koro benguk dengan berbagai waktu
fermentasi dianalisis aktivitas penghambatan ACE,
kadar protein kasar, kadar protein terlarut, derajat
hidrolisis, total fenolik, kapasitas antioksidan, dan
warna. Tempe koro benguk dengan waktu fermentasi
terbaik berdasarkan aktivitas inhibitor ACE tertinggi
akan digunakan dalam produksi peptida bioaktif.

Produksi hidrolisat tepung tempe koro benguk
Tepung tempe koro benguk dengan waktu fer-
mentasi terbaik dihidrolisis dengan enzim neutrase
dan alkalase (Sitanggang et al., 2020 dengan modifi-
kasi), masing-masing dilakukan pada suhu 50°C
selama 4 jam dengan kecepatan pengadukan 200
rpm. Perbandingan enzim dan substrat adalah 1:10
b/v, dan perbandingan substrat dan bufer fosfat 0,01
M pH 7,4 adalah 5% b/v. Hidrolisis dihentikan dengan
pemanasan pada suhu 90°C selama 20 menit. Hidro-
lisat kemudian disaring dengan kertas Whatman No
43, dan separasi dilanjutkan dengan membran UF
MWCO 5, 10, dan 20 kDa (Microdyn-Nadir GmbH,
Jerman), pada kondisi vakum dengan sistem operasi
dead-and. Empat fraksi hidrolisat yang diperoleh
yaitu hidrolisat yang berukuran >20 kDa (penyaringan
kertas Whatman No. 43 diameter 90 mm), lolos 20,
10, dan 5 kDa, dianalisis kadar protein terlarut, total
fenolik, kapasitas antioksidan dan aktivitas pengham-
batan ACE. Hidrolisat dengan nilai aktivitas peng-

hambatan ACE tertinggi dari masing-masing enzim
dan ukuran MWCO membran dianalisis nilai 1Cso
penghambatan ACE serta diidentifikasi komposisi
asam aminonya.

Pengukuran kadar protein

Analisis kadar protein kasar menggunakan
metode Kjeldahl (AOAC 2012). Kadar protein terlarut
diuji menggunakan metode Lowry (Lowry et al., 1951)
dengan standar protein standar BSA (Bovine Serum
Albumin) (Sigma-Aldrich, Inc., Singapore).

Analisis derajat hidrolisis

Analisis derajat hidrolisis dilakukan dengan
metode titrasi formol (Morais et al., 2013). Derajat
hidrolisis protein dihitung menggunakan persamaan
berikut ini:

Derajat Hidrolisis (%) =

Am N (asam amino-nitrogen)
TN (total nitrogen)

X100% «.vveveeees (1)

Total nitrogen dihitung berdasarkan metode
Kjeldahl. Asam amino-nitrogen diperoleh mengguna-
kan metode titrasi formol. Pereaksi formaldehida
dibuat dengan cara 25 mL formaldehida diencerkan
menggunakan etanol 50% hingga mencapai volume
250 mL. Sampel dilarutkan dalam akuades dengan
perbandingan 1:10 (b/v). Larutan sampel dinetralkan
dengan NaOH 3 M hingga pH 8,0 dan diaduk meng-
gunakan waterbath shaker pada suhu 50°C selama 2
jam. Selanjutnya, sebanyak 5 mL sampel ditambah-
kan 2-3 tetes indikator fenolftalein dan 5 mL pereaksi
formaldehida. Hasil pencampuran sampel dititrasi
menggunakan NaOH 0,01 M hingga muncul warna
merah jambu. Bahan kimia NaOH dan formaldehida
diperoleh dari grade pro-analysis (Merck, Jerman).
Kandungan asam amino-nitrogen (Am N) dihitung
menggunakan persamaan sebagai berikut, dengan
Vnaon= Volume NaOH, Mnaon= Molaritas NaOH yang
digunakan (0,01 M), BM N= Berat molekul nitrogen
(14):

Am N (mg/g Sampel)=

VNaoH X Myaon X BM N x faktor pengenceran
Berat sampel (g)

Analisis warna

Pengukuran warna tepung tempe koro benguk
dilakukan terhadap tingkat kecerahan atau nilai
Lightness (L*) menggunakan chromameter (Konica
Minoltas CR 310, Amerika Serikat) (i¢dz et al., 2007
dengan modifikasi). Pengukuran dilakukan dengan
cara meletakan sampel pada wadah sampel uji,
kemudian permukaan sampel diratakan dengan sen-
dok, selanjutnya sampel dianalisis dengan meletak-
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kan measuring head untuk mengidentifikasi nilai L*,
a*, dan b* Hunter.

Analisis berat molekul protein metode SDS-PAGE

Penentuan berat molekul protein tepung tempe
koro benguk dilakukan dengan metode SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Prosedur persiapan sampel berda-
sarkan mengacu pada metode Mujoo et al. (2003).
Sebanyak 50 mg tepung tempe koro benguk bebas
lemak dilarukan dalam 500 pL Tris-HCI (pH 8,4), dan
diinkubasi pada suhu 80°C selama 1 jam. Setelah itu,
sampel disentrifus pada 12.000 rpm selama 25 menit.
Supernatan dikumpulkan, sedangkan residu proses
kembali dilarutkan dalam Tris-HCI hingga 3 Kkali.
Seluruh supernatan digabung dan ditambahkan bufer
sampel dengan perbandingan 1:1 (v/v), kemudian
dipanaskan pada suhu 95°C selama 10 menit.

Sebanyak 10 pL larutan sampel dan 10 pL
protein marker diinjeksikan ke dalam sumur yang
mengandung 15% gel pemisah dan 3% gel penahan.
Elektroforesis (PerfectBlue™ dual gel system Twin S,
VWR Peglab, Jerman) dijalankan pada tegangan 35-
50 mA, dan 70 Volt selama 15 menit dan 170 Volt
selama 60 menit. Setelah proses selesai, gel diwarnai
dengan larutan pewarna dan digoyangkan selama 60
menit menggunakan shaker, lalu direndam dengan
larutan peluntur selama 60 menit. Selanjutnya, diren-
dam dengan asam asetat 5% selama 15-30 menit.
Marker protein yang digunakan berbobot 10-250 kDa.
Berat molekul protein pada sampel diperoleh dengan
aplikasi PhotoCapt Mw (Vilber Lourmat, Marne-La-
Vallee, Perancis).

Analisis total fenolik

Analisis total fenolik mengacu pada kavitha
(2018) dengan modifikasi. Sebanyak 1 mL sampel
dicampur dengan 0,25 mL reagen Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, Inc., Singapura) dan 0,5 mL Na2CO3
15% (Merck Milipore, Jerman) serta ditambahkan
akuades sebanyak 8,25 mL. Campuran kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit.
Absorbansi diukur pada 765 nm menggunakan
spektrofotometer (Genesys™ 140/150 Vis/UV-Vis,
Amerika Serikat). Total fenolik dihitung berdasarkan
kurva standar menggunakan asam galat, dan dinya-
takan sebagai mg gallic acid equivalent (GAE)/mL
sampel.

Analisis kapasitas antioksidan metode ferric
reducing antioxidant power (FRAP)

Pengujian kapasitas antioksidan diawali dengan
menyiapkan pereaksi FRAP (lamsaard et al., 2020)
yaitu mencampurkan 300 mM bufer asetat (pH 3,6),
10 mM tris piridil triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, Saint
Louis, USA) dalam 40 mM HCIl, dan 20 mM
FeCls.6H.O (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA)
dengan perbandingan 10:1:1 (v/v/v). Sebanyak 0,15
mL sampel ditambahkan 4,5 mL pereaksi FRAP, dan

didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Absor-
bansi sampel diukur pada panjang gelombang 598
nm menggunakan spektrofotometer (Genesys™ 140/
150 Vis/UV-Vis, Amerika Serikat). Hasil pengukuran
dihitung dengan persamaan kurva standar asam
askorbat dan dinyatakan dalam mg ascorbic acid
equivalent antioxidant capacity (AEAC)/mL sampel.

Uji aktivitas penghambatan ACE

Uji aktivitas penghambatan ACE mengacu pada
Guo et al. (2009). Uji aktivitas ACE dilakukan dengan
cara mencampurkan sebanyak 200 uL larutan bufer
substrat (6,7 mM hippuryl-L-histidyl-L-leucine atau
HHL dalam 50 mM HEPES buffer dengan 300 mM
NaCl pH 8,3) dengan 100 pL hidrolisat protein dan di
pre-inkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit.
Selanjutnya ditambahkan sebanyak 30 pL enzim
angiotensin (0,33 U/mL) untuk memulai reaksi.
Setelah diinkubasi selama 20 menit pada suhu 37°C,
reaksi enzimatis tersebut kemudian dihentikan de-
ngan penambahan 3 mL HCI 1 N. Asam hipurat yang
terlepas akibat aksi dari enzim angiotensin dihidrolisis
dengan menggunakan 2,4 mL etil asetat kemudian
divorteks selama 2 menit. Lapisan bagian atas yang
merupakan asam hipurat diambil sebanyak 1 mL dan
dievaporasi pada suhu 120°C selama 30 menit.
Sedimen yang tersisa kemudian dilarutkan dalam 2,5
mL akuades dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 228 nm (Spektrofotometer Genesys™
140/150 Vis/UV-Vis, Amerika Serikat). Aktivitas peng-
hambatan ACE dihitung menggunakan persamaan
beri-kut: (dengan a= absorbansi larutan mengandung
ACE tanpa sampel, b= absorbansi larutan mengan-
dung ACE yang telah diinaktivasi dengan HCI tanpa
sampel; c= absorbansi campuran ACE dan sampel,
dan, d= absorbansi larutan mengandung ACE dan
sampel yang telah diinaktivasi dengan HCI).

Aktivitas Penghambatan ACE (%) =
(a-b)-(c-d)
(@b)

Nilai inhibition concentration 50 (ICso) diperoleh
dari kurva hubungan antara aktivitas penghambatan
ACE (%) dengan konsentrasi protein (mg/mL) meng-
gunakan aplikasi GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad
Software, Inc., California) yang didasarkan pada best
fit value.

Analisis komposisi asam amino

Analisis komposisi asam amino total (diukur
setelah hidrolisis dengan HCI 6 M) mengikuti
Sitanggang et al. (2020b) untuk hidrolisat tepung
tempe koro benguk hasil metode preparatif terbaik
dilakukan oleh PT. Saraswanti Indo Genetech, Bogor,
Indonesia, menggunakan metode yang dikembang-
kan secara internal (18-5-17/MU SMM-SIG, UPLC).
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Analisis data

Data karakteristik tepung dan hidrolisat tepung
tempe koro benguk dianalisis dengan One-Way
ANOVA dengan uji lanjut Duncan (p<0,05). Data ICso
dianalisis dengan Independent-samples-t-test. Anali-
sis data menggunakan aplikasi SPSS IBM 25. Hasil
dinyatakan sebagai rata-rata +SD.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Waktu fermentasi terbaik

Waktu fermentasi terbaik kacang koro benguk
diperoleh pada 48 jam dengan nilai aktivitas peng-
hambatan ACE sebesar 54,37% (Tabel 1). Hasil ini
sesuai dengan penelitian Rizkaprilisa et al. (2020),
fermentasi kacang koro benguk selama 48 jam meng-
hasilkan aktivitas penghambatan ACE sekitar 50%.
Aktivitas penghambatan ACE ditemukan selama
tahap awal fermentasi dan terus meningkat saat
fermentasi berlangsung. Namun, fermentasi yang
lebih lama menyebabkan penurunan aktivitas peng-
hambatan ACE. Hal ini dapat disebabkan oleh hidro-
lisis peptida penghambat ACE menjadi asam amino
bebas. Bentuk asam amino bebas memiliki aktivitas
penghambatan kerja ACE yang lebih rendah diban-
dingkan dengan bentuk peptidanya (Puspitojati et al.,
2019b).

Kadar protein, derajat hidrolisis, total fenolik, dan
kapasitas antioksidan meningkat selama fermentasi,
namun menurunkan kecerahan tepung tempe koro
benguk (Tabel 1). Hal ini dapat disebabkan oleh
aktivitas enzim ekstraseluler (protease, lipase, karbo-
hidratase) yang dihasilkan selama fermentasi, yang
dapat mendegradasi senyawa-senyawa kompleks
berbasis makromolekul menjadi senyawa yang lebih
sederhana (Sharma et al., 2020). Hasil analisis berat
molekul protein tepung tempe koro benguk (Gambar

Tabel 1. Karakteristik tepung tempe koro benguk
Table 1. Characteristics of koro benguk tempe flour

1) mengonfirmasi bahwa terjadi degradasi protein
berbobot molekul besar selama fermentasi tempe
koro benguk. Pita protein untuk berat molekul besar
semakin tipis seiring dengan meningkatnya lama
fermentasi. Hasil ini sejalan dengan penelitian
Sitanggang et al. (2020a) bahwa pita protein tempe
kedelai dengan berat molekul >35 kDa semakin
menipis dengan bertambahnya lama fermentasi. Pola
perubahan berat molekul protein yang sama juga
dilaporkan oleh Rahayu et al. (2019), fermentasi
kacang koro benguk menghasilkan protein berbobot
molekul rendah (<25 kDa) yang berpotensi memiliki
sifat bioakif.

Kadar protein terlarut

Tepung tempe koro benguk dengan lama
fermentasi 48 jam dihidrolisis menggunakan enzim
alkalase (HA) dan neutrase (HN). Hidrolisat yang
dihasilkan memiliki beberapa karakteristik dianta-
ranya kadar protein terlarut, total fenolik, kapasitas
antioksidan, aktivitas penghambatan ACE, dan kan-
dungan asam amino. Kandungan protein terlarut
dalam hidrolisat alkalase dan neutrase masing-
masing berkisar antara 9,1-19,8 dan 10,4-16,4
mg/mL. Hidrolisat HA lebih banyak mengandung pro-
tein terlarut dengan berat molekul >20 kDa, dan HN
lebih banyak mengandung protein terlarut <20 kDa.
Perbedaan kadar protein terlarut ini dapat disebab-
kan oleh perbedaan aktivitas hidrolitik enzim. Alka-
lase termasuk golongan serin endopeptidase yang
memiliki serin pada sisi aktifnya, dan neutrase meru-
pakan metalloprotease yang membutuhkan ion
logam sebagai kofaktor dalam aktivitas katalitiknya
(Ramakrishnan et al., 2013). Hasil ini sesuai dengan
penelitian Xu et al. (2021), hidrolisat protein dari
kacang gude yang dihidrolisis dengan enzim yang
berbeda (alkalase dan bromelin) menghasilkan kadar
protein yang berbeda pula.

Lama Fermentasi (jam) (Fermentation Length (h))

Parameter
0 24 48 96 144

Penghambatan ACE (%) 31.84+0.18%  42.72+0.46°  54.37+0.92° 32.36+1.832 42.23+0.23°
(ACE inhibition (%))
Kadar protein kasar (% bk) 30.82+0.02%  30.73+0.292  33.77+0.56°  38.46+0.23° 40.63+0.42¢
(Crude protein content (% dw))
Kadar protein terlarut (mg/mL) 1.07+0.582 9.51+0.29° 20.82+1.16° 27.82+1.16° 37.08+0.87¢
(Soluble protein content (mg/mL))
Derajat hidrolisis (%) 7.3540.16° 13.53+0.24°>  45.28+0.96° 56.00£0.20¢  69.43+0.32¢
(Degree of hydrolysis (%))
Total fenolik (mg GAE/g bk) 13.12+0.072  14.65+0.89*  19.88+0.17° 25.28+0.34° 30.51+0.99¢
(Total phenolics (mg GAE/g dw))
Kapasitas antioksidan (mg AEAC/g bk)  15.94+0.84%  18.99+0.70°  15.66+0.30® 18.03+0.75°  18.36x0.52°
(Antioxidant capacity (mg AEAC/g dw))
Warna (Nilai L*) (Color (L* value)) 70.31+2.622  70.39+£0.822  67.83+2.30%° 64.27+1.84*° 61.37+1.57¢

Keterangan: Data dalam satu baris dengan huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05)
Note: Data in one row with different letters indicates a significant difference (p<0.05)
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Note: M= Protein marker, MW= Molecular weight

Gambar 1. Profil berat molekul protein tepung tempe
koro benguk

Molecular weight profile of proteins from
koro benguk tempeh flour

Figure 1.

Kadar protein terlarut hidrolisat tepung tempe
koro benguk menurun setelah dipisahkan mengguna-
kan membran UF. Hal ini menunjukkan bahwa masih
terdapat protein dengan berat molekul tinggi (=20
kDa) sehingga ketika dipisahkan, protein dengan
berat molekul yang lebih besar dari MWCO membran
akan tertahan pada permukaan membran (Wan
Mohtar et al., 2014). Pemisahan hidrolisat dengan
membran UF yang dilaporkan oleh Herrera-Chalé et
al. (2014), menunjukkan bahwa penggunaan MWCO
membran UF yang lebih kecil dapat menolak protein
dengan ukuran yang lebih besar, sehingga kan-
dungan protein pada permeat lebih rendah.

Kadar protein tertinggi tidak selalu menghasilkan
aktivitas penghambatan ACE tertinggi pula. Ber-
dasarkan Gambar 2A dan 2D, kadar protein tertinggi
kedua hidrolisat tepung tempe koro benguk dimiliki
oleh hidrolisat fraksi >20 kDa. Namun, aktivitas peng-
hambatan ACE justru paling rendah. Hal ini menun-
jukkan bahwa senyawa penghambat ACE dari hidro-
lisat tepung tempe koro benguk merupakan protein
dengan berat molekul rendah. Temuan ini serupa
dengan penelitian Tuz dan Campos (2017), hidrolisat
kacang koro benguk dengan kadar protein yang tinggi
tidak menghasilkan aktivitas penghambatan ACE
yang tertinggi.

Total fenolik

Penurunan kandungan total fenol (Gambar 2B)
hidrolisat tepung tempe koro benguk setelah proses
pemisahan menggunakan membran ultrafiltrasi didu-
ga disebabkan oleh adsorpsi komponen fenolik pada

permukaan membran sehingga terjadi penolakan
senyawa fenolik oleh membran UF (Mnif et al., 2017).
Sitanggang et al. (2021b) juga melaporkan bahwa
terjadi penolakan senyawa fenolik dari hidrolisat
tempe kedelai oleh membran 10 kDa yang menye-
babkan kandungan total fenolik pada permeat lebih
kecil daripada substrat.

Senyawa fenolik dapat berikatan dengan protein
membentuk kompleks protein-fenolik melalui ikatan
kovalen maupun ikatan non-kovalen (Aydemir dan
Yemenicioglu, 2013). Proses hidrolisis enzimatik
mampu memecah kompleks protein-fenolik yang
menghasilkan peptida dan senyawa fenolik bebas
(Chen et al., 2021). Hidrolisis tepung tempe koro
benguk dengan enzim alkalase dan neutrase meng-
hasilkan kandungan total fenolik yang berbeda. Hal
ini diduga disebabkan oleh perbedaan aktivitas hidro-
litik enzim yang berperan dalam pelepasan senyawa
fenolik. Temuan ini sesuai dengan hasil penelitian Ee
et al. (2019), hidrolisat dari biji bunga telang (Clitoria
ternatea L.) yang dihidrolisis dengan protease yang
berbeda menghasilkan kandungan total fenolik yang
berbeda. Menurut Yun dan Park (2018), kandungan
total fenolik pada hidrolisat dipengaruhi oleh jenis
protease, konsentrasi, dan waktu hidrolisis.

Selain berperan sebagai antioksidan (Koley et
al., 2018), senyawa fenolik juga dapat berfungsi
sebagai penghambat ACE (Al Shukor et al., 2013).
Kandungan total fenolik dan kapasitas antioksidan
hidrolisat tertinggi terdapat pada hidrolisat fraksi >20
kDa, sedangkan aktivitas penghambatan ACE ter-
tinggi terdapat pada hidrolisat <20 kDa yaitu fraksi 10
dan 5 kDa. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
fenolik mungkin berpengaruh terhadap kapasitas
antioksidan hidrolisat tepung tempe koro benguk,
tetapi tidak berpengaruh pada aktivitas pengham-
batan ACE.

Kapasitas antioksidan

Kapasitas antioksidan tertinggi dari kedua hidro-
lisat tepung tempe koro benguk terdapat pada
hidrolisat fraksi >20 kDa. Berdasarkan hasil tersebut
diduga komponen yang aktif sebagai antioksidan
banyak terkandung pada hidrolisat dengan berat
molekul tinggi (>20 kDa). Hasil ini sesuai penelitian
Mosquera et al. (2015) bahwa berat molekul hidrolisat
protein mempengaruhi aktivitas antioksidan. Peptida
rantai panjang dengan berat molekul lebih tinggi,
lebih banyak mengandung gugus pereduksi daripada
peptida rantai pendek sehingga berpengaruh ter-
hadap nilai kapasitas antioksidan (Girgih et al., 2011).
Aguilar et al. (2018) melaporkan bahwa aktivitas anti-
oksidan tertinggi hidrolisat kacang buncis (Phaseolus
vulgaris L.) terdapat pada hidrolisat dengan berat
molekul tinggi (30 kDa), dan menyatakan bahwa
campuran peptida dengan berat molekul yang ber-
beda memberikan kontribusi lebih pada aktivitas anti-
oksidan daripada masing-masing fraksi.
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perbedaan signifikan (p<0,05); ] Alkalase, E Neutrase

Note: Different letters on bar graphs with the same pattern show significant differences (p<0.05);[c] Alcalase,E Neutrase

Gambar 2. Karakteristik hidrolisat tepung tempe koro benguk
Figure 2. Characteristics of the hydrolysates of koro benguk tempeh flour

Berdasarkan kandungan total fenolik dan protein
terlarut antara hidrolisat HA dan HN tidak menun-
jukkan perbedaan, namun terdapat perbedaan pada
nilai kapasitas antioksidan (Gambar 2A-2C). Hasil ini
menunjukkan bahwa kapasitas antioksidan hidrolisat
tepung tempe koro benguk tidak sepenuhnya dipe-
ngaruhi oleh kandungan total fenolik maupun protein
terlarut, tetapi dapat dipengaruhi oleh keberadaan
peptida dan komposisi asam amino penyusun pep-
tida yang dihasilkan selama hidrolisis (Sbroggio et al.,
2016). Zou et al. (2016) melaporkan bahwa aktivitas
antioksidan dipengaruhi oleh berat molekul, kompo-

sisi asam amino, sekuens, struktur, dan hidrofobisitas
peptida.

Aktivitas penghambatan ACE

Aktivitas penghambatan ACE tertinggi ditemu-
kan pada hidrolisat HA fraksi 10 kDa, dan hidrolisat
HN fraksi 5 kDa (Gambar 2D) dengan nilai ICso
masing-masing sebesar 0,34 dan 0,15 mg protein/mL
(p<0,05). Hasil ini sesuai dengan penelitian
Sitanggang et al. (2020a) yang menyatakan bahwa
peptida dengan berat molekul kecil lebih bersifat lebih
aktif. Menurut Garcia-Moreno et al. (2015) peptida
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penghambat kerja ACE biasanya tersusun atas 2-12
asam amino. Peptida dengan berat molekul besar
sulit masuk kedalam sisi aktif ACE, sedangkan
peptida dengan berat molekul kecil lebih mudah
berikatan dengan sisi aktif enzim ACE, dan dapat
mengganggu aktivitas katalitik ACE sehingga meng-
hambat konversi angiotensin | menjadi angiotensin Il
(Lee dan Hur, 2019; He et al., 2021).

Kombinasi antara proses fermentasi dan hidro-
lisis enzimatik serta pemisahan menggunakan mem-
bran UF menghasilkan aktivitas penghambatan ACE
hidrolisat tepung tempe koro benguk yang lebih kecil
dibandingkan dengan hasil penelitian yang dilapor-
kan oleh Segura-Campos et al. (2013) dan Chel-
Guerrero et al. (2017) (Tabel 2). Nilai ICso hidrolisat
tepung tempe koro benguk juga lebih kecil dibanding-
kan hidrolisat kedelai (Rayaprolu et al., 2015), dan
tempe koro kratok (Pertiwi et al., 2019), yang dapat
disebabkan oleh perbedaan jenis enzim yang diguna-
kan, jenis parent protein dan kondisi operasi hidrolisis
(Ciau-Solis et al., 2018). Semakin kecil nilai 1Cso
maka semakin besar aktivitas penghambatan ACE.

Aktivitas penghambatan ACE dapat berasal dari
senyawa fenolik dan antioksidan (Al Shukor et al.,
2013; Sorriento et al.,, 2018). Pada penelitian ini,
kandungan total fenolik dan kapasitas hidrolisat
tepung tempe koro benguk tertinggi berasal dari
hidrolisat fraksi >20 kDa, sedangkan aktivitas peng-
hambatan ACE tertinggi merupakan fraksi <20 kDa
yaitu fraksi 10 dan 5 kDa. Hal ini menunjukkan bahwa
aktivitas penghambatan ACE dari hidrolisat tepung
tempe koro benguk dominan tidak berasal dari
senyawa fenolik maupun antioksidan, akan tetapi
didominasi oleh peptida yang dihasilkan selama
hidrolisis.

Aktivitas penghambatan ACE yang tinggi meng-
indikasikan bahwa hidrolisat kacang koro benguk
yang dihasilkan melalui kombinasi proses fermentasi
dan hidrolisis enzimatik berpotensi sebagai sumber
senyawa antihipertensi, namun perlu dilakukan uji in
vivo untuk membuktikan peranan dari peptida yang
dihasilkan. Bila dibandingkan dengan beberapa
penelitian sebelumnya (Segura-Campos et al., 2013;
Herrera-Chalé et al., 2014; Tuz dan Campos, 2017),
yang sebagian besar menggunakan enzim pencern-
aan (pepsin dan pankreatin) dalam menghasilkan
hidrolisat kacang koro benguk, enzim protease
komersil yang digunakan dalam penelitian ini juga
mampu menghasilkan peptida bioaktif dari hidrolisat
tepung tempe koro benguk dengan aktivitas peng-
hambatan ACE yang potensial. Adanya peningkatan
aktivitas penghambatan ACE kacang koro benguk
setelah difermentasi selama 48 jam dan hidrolisis
dengan enzim neutrase, serta diiukuti pemisahan
menggunakan membran ultrafiltrasi MWCO 5 kDa
menunjukkan bahwa metode preparatif tersebut
mampu meningkatkan fungsionalitas kacang koro
benguk.

Komposisi asam amino

Hasil analisis komposisi asam amino hidrolisat
tepung tempe koro benguk disajikan pada Tabel 3.
Hidrolisat HA fraksi 10 kDa dan HN fraksi 5 kDa
mengandung asam amino hidrofobik seperti Val, Leu,
Ala dan lle, asam amino bermuatan negatif seperti
Asp dan Glu, asam amino bermuatan positif seperti
Arg dan Lys, dan asam amino aromatik seperti Phe
dan Tyr.

Tabel 2. Perbandingan nilai ICso antara hidrolisat tepung tempe koro benguk dengan bahan pangan lain
Table 2. Comparison of ICsy values between hydrolysates of koro benguk tempe flour and other food

ingredients
ICso Penghambatan ACE
Bahan Pangan Enzim (mg/mL) Referensi
(Food) (Enzyme) (ICs0 of ACE inhibition (Reference)
(mg/mL))
Pepsin
Kacang koro benguk (Mucuna (Pepsin) 2.63 Segura-Campos et al.
pruriens) 4
(Koro benguk nut) Pankreatl_n 4.30 (2013)
(Pancreatin)

Kacang koro benguk (Mucuna Alkalase-
pruriens. L) Flavourzyme 0.59-0.99 Chel-Guerrero et al. (2017)
(Koro benguk nut) (Alcalase- Flavourzyme)
Kedelai (Soybeans) Alkalase (Alcalase) 0.56 Rayaprolu et al. (2015)
Tempe koro kratok (Phaseolus Pepsin-Pankreatin
lunatus L.) (Pepsin-Pancreatin) 0.59 Pertiwi et al. (2019)
(Koro kratok tempe)
Tempe koro benguk Alkalase (Alcalase) 0.34+0.112 . -
(Koro benguk tempe) Neutrase (Neutrase) 0.15+0.04° Hasil penelitian (Research)

Keterangan: Data hasil penelitian dalam satu kolom dengan huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan

(p<0,05)

Note: Research data in one column with different letters shows a significant difference (p<0.05)
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Tabel 3. Komposisi asam amino hidrolisat tepung tempe koro benguk
Table 3. Amino acid composition of hydrolysates from koro benguk tempeh flour

Hidrolisat Alkalase Fraksi 10 kDa
(Alcalase Hydrolysate Fraction 10 kDa)

Asam Amino (Amino Acids)

Hidrolisat Neutrase Fraksi 5 kDa
(Neutrase Hydrolysate Fraction 5 kDa)

(mg/100 g Hidrolisat) (mg/100 g Hydrolysate)

Alanin (Ala)? 55.20 62.64
Glisin (Gly)? 55.72 47.74
Valin (Val)? 65.07 67.60
Leusin (Leu)? 89.15 92.30
Isoleusin (lle)? 58.79 63.42
Prolin (Pro)? 53.33 49.19
Fenilalanin (Phe)¢ 66.58 53.91
Metionin (Met)? tt (nd) 0.93
Sistein (Cys)® tt (nd) tt (nd)
Triptofan (Trp)° 13.66 12.92
Asam aspartat (Asp)® 149.04 128.36
Asam glutamat (Glu)® 139.48 128.01
Arginin (Arg)¢ 67.38 49.79
Lisin (Lys)d 71.71 83.84
Histidin (His)¢ 28.89 22.59
Serin (Ser)® 68.80 58.49
Threonin (Thr)® 65.94 58.10
Tirosin (Tyr)¢ 73.98 60.58
Total 1122.72 1040.39

Keterangan: 2Asam amino hidrofobik, PAsam amino muatan negatif, “Asam amino aromatik, 4Asam amino muatan positif,

fasam amino hidrofilik, tidak terdeteksi (tt)

Note: @Hydrophobic amino acids, ?Negatively charged amino acids, “Aromatic amino acids, 9Positively charged amino

acids, ®Hydrophilic amino acids, not detected (nd)

Aktivitas penghambatan ACE dari peptida dipe-
ngaruhi oleh komposisi asam amino penyusunnya
(Paiva et al., 2017). Menurut Hernandez-Ledesma et
al. (2011), peptida yang mengandung residu asam
amino Tyr, Phe, Trp, dan Pro pada terminal-C
menunjukkan aktivitas penghambatan ACE. Adanya
residu asam amino bermuatan positif seperti Lys dan
Arg pada terminal-C, dan asam amino alifatik seperti
Ile dan Val juga dapat berpotensi sebagai pengham-
bat ACE. Selain itu, tiga asam amino hidrofobik pada
terminal-C juga menentukan aktivitas penghambatan
ACE (Segura-Campos et al.,, 2013). Aluko et al.
(2015) mengungkapkan bahwa peptida yang me-
ngandung residu asam amino bermuatan negatif
diketahui dapat mengkelat atom seng (Zn) yang
merupakan kofaktor ACE. Pengikatan atom Zn oleh
peptida dapat mengurangi bioavailabilitas Zn yang
menyebabkan penurunan aktivitas katalikik ACE. Bila
ditinjau dari profil asam amino (asam amino total)
pada penelitian ini (Tabel 3), menunjukkan bahwa
keberadaan asam amino muatan negatif, positif dan
hidrofobik dalam hidrolisat tepung tempe koro benguk
dapat berperan sebagai kontributor untuk aktivitas
penghambatan ACE yang dihasilkan.

KESIMPULAN

Kombinasi fermentasi dan hidrolisis enzimatik
yang dilanjutkan dengan pemisahan menggunakan
membran UF mampu menghasilkan peptida peng-

hambat ACE. Kombinasi fermentasi kacang koro
benguk selama 48 jam dan hidrolisis dengan enzim
neutrase, diikuti dengan pemisahan menggunakan
membran ultrafiltrasi MWCO 5 kDa mampu meng-
hasilkan peptida bioaktif sebagai penghambat ACE
yang lebih aktif yaitu sebesar 62,96%. Potensi pep-
tida dari tempe koro benguk sebagai penghambat
ACE disebabkan oleh adanya residu asam amino
bermuatan negatif seperti Asp dan Glu, positif seperti
Arg dan Lys, dan hidrofobik seperti Val, Leu, Ala dan
Ile yang terlihat dari profil asam amino total.
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