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Abstract

The objective of this research was to determine isoflavone profile and antioxidant activity of cowpea
(Vigna unguiculata) tempeh with different in the manufacturing process (wet and dry milling) and type
of inoculum (leaves of usar and Raprima). Isoflavone profile was analyzed by HPLC using Han et al.
(2007) method with modification. Antioxidant activity was determined by thio barbituric acid (TBA)
value, peroxide value, and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Cowpea tempeh have daidzin
ranged 23,69-63,36 ug/g, genistin ranged 16,00-42,82 ug/g, daidzein ranged 65,87-109,77 pg/g, and
genistein ranged 87,74-130,48 ug/g. TBA value of cowpea tempeh ranged 37,42-64,12 mg
malonaldehid/kg, peroxide value ranged 6,44-10,59 mEq peroxide/kg, and DPPH ranged 42,94-
49,46%. The best of isoflavone and aglycones content corresponding with antioxidant activity was
found on cowpea tempeh with wet milling using leaves of usar. This research indicated that cowpea
tempeh have potency as source of isoflavone and its aglycones also as antioxidant.

Keyword: cowpea tempeh, isoflavone profile, antioxidant activity

PENDAHULUAN

Isoflavon adalah salah satu golongan flavonoid yang merupakan senyawa metabolit sekunder
dengan struktur dasar Cg-C3-Cg dan banyak terdapat pada biji tanaman leguminosa. Ada 4 tipe
isoflavon, yaitu senyawa aglikon (daidzein, genistein, dan glisitein), dan senyawa konjugat glikosidik
berupa senyawa 7-O-glukosida (daidzin, genistin, dan glisitin), senyawa 6"-O-acetylglukosida (6"-O-
acetyldaidzin, 6"-O-acetylgenistin, dan 6"-O-acetylglisitin), dan senyawa 6"-O-malonilglukosida (6"-O-
malonildaidzin, 6"-O-malonilgenistin, dan 6"-O-malonilglisitin) (Villares et al., 2011). Gambar 1
menunjukkan struktur kimia senyawa isoflavon aglikon dan glukosidanya.
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Gambar 1. Struktur kimia senyawa isoflavon: (a) aglikon dan (b) glukosida
(Villares et al., 2011)
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Pada umumnya senyawa isoflavon berupa senyawa kompleks atau konjugasi dengan
senyawa gula melalui ikatan glukosida yang mempunyai aktivitas fisiologis kecil. Selama proses
pengolahan, baik melalui proses fermentasi maupun proses non-fermentasi, senyawa isoflavon dapat
mengalami transformasi, terutama melalui proses hidrolisa, sehingga dapat diperoleh senyawa
isoflavon bebas yang disebut aglikon yang lebih tinggi aktivitasnya. Senyawa aglikon tersebut adalah
genistein, glisitein, dan daidzein.

Kandungan isoflavon pada beberapa kacang-kacangan dan tempe per 100 gram menurut
USDA (2002) adalah 43,52 mg pada tempe, 2,42 mg pada kacang kapri, 0,26 mg pada kacang tanah,
0,20 mg pada navy bean, 0,10 mg pada chickpea dan lentil, sedangkan pada kedelai sebesar 2-4
mg/g kedelai. Lee et al. (2003) menyatakan kandungan isoflavon pada 15 varietas kedelai di Korea
berkisar antara 188,4-948,9 mg/100 g dan mengalami penurunan selama penyimpanan kedelai.
Genovese et al. (2005) melaporkan bahwa kandungan isoflavon pada 14 varietas kedelai di Brazil
berkisar antara 57-188 mg/100 g.

Isoflavon mendapat perhatian yang sangat besar dari banyak peneliti karena mempunyai sifat
sebagai antioksidan, antiinflamasi, antialergi, mengurangi resiko penyakit kardiovaskular, mendorong
penghambatan pertumbuhan sel kanker, antiestrogen untuk mencegah osteoporosis dan gejala
menopause, serta sebagai inhibitor tyrosine protein kinase. Sifat-sifat isoflavon tersebut berhubungan
dengan struktur kimianya khususnya adanya substitusi hidroksil pada cincin B dan C, namun bukan
cincin A yang esensial untuk aktivitas antioksidan (Villares et al., 2011).

Salah satu cara diversifikasi bahan baku tempe adalah dengan menggunakan kacang-
kacangan selain kedelai, misalnya kacang tunggak. Kacang tunggak atau kacang tunggak (Vigna
unguiculata) merupakan tanaman kacang-kacangan yang sudah dikenal dan dibudidayakan oleh
masyarakat. Penelitian Nani Ratnaningsih (2007) menunjukkan kacang tunggak dapat digunakan
sebagai bahan pembuatan tempe dengan kandungan zat-zat gizi yang tidak kalah dengan tempe
kedelai, yaitu kadar air 63,41 %, kadar abu 2,59 %, kadar lemak 1,72 %, kadar serat kasar 3,21 %,
kadar protein total 31,57 % dan kadar protein tercerna 26,30 %.

Sampai saat ini penelitian sumber isoflavon dari kacang-kacangan masih didominasi dari
kedelai dan produk olahannya. Potensi tempe kacang tunggak sebagai sumber isoflavon selain tempe
kedelai belum diteliti, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui potensi tempe kacang
tunggak sebagai sumber isoflavon. Hal ini berdasarkan dugaan bahwa kacang tunggak juga
mengandung isoflavon yang masih berikatan dengan senyawa gula. Proses fermentasi kacang
tunggak menjadi tempe diduga dapat menghidrolisa isoflavon tersebut sehingga diperoleh isoflavon
aglikon. Dengan demikian tempe kacang tunggak diharapkan dapat menjadi alternatif sumber
isoflavon, selain tempe kedelai, yang berfungsi sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari profil isoflavon dan aktivitas antioksidan pada tempe kacang tunggak dengan variasi
proses pembuatan (giling basah dan giling kering) dan jenis inokulum (usar daun dan Raprima).
Manfaat penelitian adalah adanya alternatif sumber isoflavon selain kedelai yang murah dan dapat
berfungsi sebagai makanan fungsional, misalnya sebagai antioksidan, sehingga dapat mencegah
berbagai penyakit degeneratif.

METODE PENELITIAN

Bahan penelitian

Sampel kacang tunggak, usar daun dan Raprima diperoleh dari Pasar Beringharjo,
Yogyakarta. Standar isoflavon, yaitu daidzin, genistin, daidzein, dan genistein diperoleh dari Sigma-
Aldrich Co. Bahan kimia lain yang digunakan meliputi dimetil sulfoksida (DMSO), metanol, asam
trifluoroasetat, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrasil hidrat), butylated hidroxy toluene (BHT), asam linoleat,
etanol, buffer fosfat, air distilasi, ammonium tiosianat, klorida ferrous, dan asam hidroklorat bersifat
analytical grade.

Pembuatan tempe kacang tunggak

Pembuatan tempe kacang tunggak dilakukan dengan dua variasi, yaitu proses pengupasan
kulit ari kacang tunggak (giling basah dan giling kering) dan jenis inokulum (usar daun dan Raprima).
Tahapan proses pembuatan tempe kacang tunggak dengan giling kering meliputi pengupasan kulit ari
dengan alat pengupas kulit ari kedelai, perendaman dalam air selama semalam, pencucian dengan air
mengalir, perendaman dalam air selama semalam, pencucian dengan air mengalir sampai bersih,
perebusan, pendinginan, pemberian jamur tempe (usar daun atau Raprima), pengemasan dengan
kantong plastik, dan fermentasi selama 2 hari pada suhu kamar. Tahapan proses pada giling basah
meliputi perendaman dalam air selama semalam, penghilangan kulit ari dengan mesin penggiling,
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perendaman dalam air selama semalam, pencucian dengan air mengalir sampai bersih, perebusan,
pendinginan, pemberian jamur tempe (usar daun atau Raprima), pengemasan dengan kantong
plastik, dan fermentasi selama 2 hari pada suhu kamar.

Penguijian profil isoflavon

Pengujian profil isoflavon menggunakan HPLC dengan prosedur Han et al (2007) yang
dimodifikasi. Instrumen yang digunakan adalah HPLC DIONEX P680 yang dilengkapi dengan kolom
Kromasil C18, pompa HPLC DIONEX P680, kolom termostat, fasilitas injektor sampel otomatis (ASI-
100 Automated Sample Injector), dan detektor UV6000LP.

Preparasi larutan sampel dimulai dengan membuat tepung tempe kacang tunggak, yaitu
pengirisan tipis-tipis, pengukusan 10-15 menit untuk mematikan enzim dan jamur tempe, pendinginan,
pengeringan dengan cabinet dryer pada suhu 50°C selama 24 jam, penggilingan dengan blender, dan
pengayakan 60 mesh. Selanjutnya ditimbang tepung tempe kacang tunggak seberat 0,50 g dan
ditambah dengan 25 ml metanol pada labu takar 100 ml bertutup dan divorteks, lalu ditimbang lagi
dan diletakkan pada ultrasonic bath selama 30 menit pada suhu kamar. Kemudian sampel ditimbang
lagi dan ditambah sampai berat sebelum ekstraksi dengan metanol, disaring dan diambil 1 ml untuk
dilarutkan dalam metanol sampai 25 ml. Semua solven dan larutan sampel disaring dengan filter
Miilipore 0,45 um sebelum digunakan.

Preparasi larutan standar dan kurva kalibrasi dilakukan dengan cara menimbang 50,0 ppm
senyawa standar genistein, daidzin, genistin, dan daidzein kemudian dilarutkan dalam metanol
sehingga diperoleh stok larutan standar dengan konsentrasi antara 1,25 ppm sampai dengan 4,70
ppm. Selanjutnya luas puncak diplotkan terhadap konsentrasi senyawa standar sehingga diperoleh
grafik kalibrasi dan persamaan regresi linier. Kondisi separasi optimum dengan sistem kromatografi
HPLC dilakukan dengan elusi gradien multi tahap pada kecepatan alir 1,2 ml/menit menggunakan
solven double-distilled water (A) dan metanol (B) dengan perbandingan 60:40. Volume sampel yang
diinjeksikan sebesar 20 plL, panjang gelombang detektor adalah 260 nm dan suhu kolom
dipertahankan pada 25°C.

Pengujian aktivitas antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode pemerangkapan radikal DPPH,
bilangan TBA, dan bilangan peroksida. Aktivitas pemerangkapan (kemampuan mentransfer H/e)
melawan radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrasil hidrat (DPPH) diuji menurut metode Brand-Williams dkk.
(1995) dengan sedikit modifikasi. Dengan adanya antioksidan, warna ungu DPPH pudar, perubahan
absorbansi dapat diketahui secara spektrofometri. Larutan 6,5 x 10-5 mol/l DPPH dalam metanol
disiapkan sehari sebelum pengukuran pada spektrofotometer. Dua ml larutan DPPH dicampur dengan
5 pl larutan ekstrak tepung tempe kacang tunggak dalam methanol (10 mg/ml) dalam mikro kuvet
tebal 1 cm. Konsentrasi akhir ekstrak adalah 0,244 mg/ml. Absorbansi DPPH yang tersisa ditentukan
setelah 16 menit pada panjang gelombang 515 nm. Sampel blank mengandung metanol dan DPPH
dalam jumlah yang sama. Ulangan analisis dilakukan sebanyak 3 Kkali. Aktivitas pemerangkapan
radikal dihitung dengan rumus | = [(AB — AA)/AB] x 100; dimana | = penghambatan DPPH, %; AB =
penyerapan sampel blank (t = 0 menit); AA = penyerapan sampel larutan tepung tempe kacang
tunggak yang diuji pada akhir reaksi (t = 16 menit).

Aktivitas antioksidan dalam sistem asam linoleat diuji dengan bilangan TBA (thio barbituric
acid) dan bilangan peroksida dilakukan menurut metode Osawa dan Namiki (1983) dengan sedikit
perubahan dalam Singh dkk (2004) dilakukan dengan mencampur 4 mg sampel dalam 99,5% metanol
dengan 2,5% asam linoleat dalam 99,5% etanol 4,1 ml, buffer fosfat 0,05M (pH 7; 8ml) dan 3,9 ml air
distilasi. Campuran dibiarkan dalam kontainer screw cap di tempat gelap pada 40°C lalu diambil 0,1
ml larutan sampel ditambahkan ke dalam 9,7 ml 75% etanol dan 0,1 ml 30% ammonium tiosianat,
biarkan selama 3 menit. Setelah 3 menit, 0,1 ml 0,02 M klorida ferrous dalam 3,5% asam hidroklorat
ditambahkan ke dalam campuran reaksi dan absorbansi warna merah diukur pada 500 nm. Kontrol
dan standar dibuat dengan prosedur yang sama, dengan kontrol tidak mengandung sampel, dan
standar adalah 4 mg sampel diganti 4 mg BHT.

Penentuan angka peroksida dalam Singh dkk (2004) menggunakan uji oven yang dimodifikasi
dengan BHT sebagai pembanding. Dua ratus ppm BHT ditambahkan ke dalam 30 g sampel dalam
gelas beaker yang terbuka (open mouthed beaker). Campuran dihomogenkan dan ditempatkan dalam
thermostat 80°C dan diukur bilangan peroksidanya.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik tempe kacang tunggak

Tempe kacang tunggak dengan variasi proses pengupasan kulit ari dan jenis inokulum
mempunyai karakteristik yang spesifik (Tabel 1). Nampak bahwa perlakuan yang diberikan
mempengaruhi karakteristik tempe kacang tunggak terutama pada warna, aroma, dan tekstur. Semua
perlakuan menghasilkan warna putih kecoklatan dengan intensitas yang berbeda dan tidak dapat
menghasilkan warna seputih tempe kedelai. Warna putih kecoklatan pada tempe kacang tunggak
disebabkan karena masih adanya kulit ari kacang tunggak yang terikut selama pembuatan tempe
karena masih menempel pada biji kacang tunggak. Pengupasan kulit ari kacang tunggak dengan cara
giling basah dan kering ternyata belum optimal untuk menghilangkan kulit ari. Namun demikian
pengupasan kulit ari dengan cara giling basah lebih efektif dalam menghilangkan kulit ari tersebut.

Tabel 1. Karakteristik tempe kacang tunggak dengan variasi pengupasan kulit ari dan jenis inokulum
Karakteristik tempe kacang tunggak

Perlakuan

Warna Bentuk Aroma Tekstur
. . Putih kecoklatan Persegi Asam seperti tape Kompak
Giling basah, Raprima ) panjang (+++4) (++)
. . . Putih kecoklatan Persegi Asam seperti tape Kompak
Giling kering, Raprima .
g Kering. rap o panjang *) ()
- Putih kecoklatan Persegi Asam seperti tape Kompal
Giling basah, usar daun +) panjang +) (+++4)
Giling kerina. usar daun Putih kecoklatan Perseqi Asam seperti tape Kompak
g ering. (+4) panjang (+) (++)

Keterangan: tanda (+) menunjukkan intensitas yang semakin tinggi

Tempe kacang tunggak mempunyai aroma asam seperti aroma tape dan sangat berbeda
dengan aroma khas tempe kedelai. Fermentasi tempe kacang tunggak menghasilkan peningkatan
suhu yang lebih hangat bila dibandingkan dengan fermentasi tempe kedelai sehingga diduga proses
metabolisme jamur terjadi lebih cepat. Faktor inilah yang diduga turut berkontribusi terhadap aroma
tempe kacang tunggak. Aroma asam seperti tape paling kuat dijumpai pada perlakuan giling basah
dengan jamur RAPRIMA, sedangkan perlakuan lain menghasilkan aroma yang sama. Aroma seperti
tape ini dapat diminimalkan bahkan dihilangkan dengan proses pengolahan.

Adanya kulit ari yang masih menempel pada biji kacang tunggak menyebabkan tekstur tempe
tidak sekompak tempe kedelai karena kulit ari tersebut dapat menghalangi pertumbuhan miselia jamur
tempe. Semakin banyak kulit ari yang masih menempel pada biji kacang tunggak akan menghasilkan
tempe yang semakin tidak kompak. Tekstur yang paling kompak diperoleh dari perlakuan giling basah
dengan usar daun. Tekstur tempe kacang tunggak menyerupai tempe koro, yaitu terasa berpasir.
Kelebihan tempe kacang tunggak dibandingkan dengan tempe kedelai adalah mempunyai rasa yang
lebih gurih sehingga dapat menutupi kekurangan sifat sensoris lainnya.

Profil isoflavon pada tempe kacang tunggak

Variasi pengupasan kulit ari dan jenis inokulum sangat mempengaruhi profil isoflavon dan
aglikonnya pada tempe kacang tunggak (Tabel 2). Tempe kacang tunggak mempunyai kadar daidzin
23,69-63,36 pg/g, genistin 16,00-42,82 pg/g, daidzein 65,87-109,77 pg/g, dan genistein 87,74-130,48
po/g berat kering. Kadar isoflavon dan aglikonnya pada tempe kacang tunggak jauh lebih tinggi
daripada tempe kedelai. Birt et al. (2001) menjelaskan bahwa ketersediaan isoflavon dipengaruhi oleh
ikatan kimia pada bahan pangan dan kepekaan terhadap degradasi selama pemanasan sehingga
diduga kandungan isoflavon pada biji kacang tunggak mempunyai ikatan kimia yang lebih peka
terhadap proses pengolahan dibandingkan biji kacang kedelai. Ini menyebabkan ketersediaan
isoflavon pada tempe kacang tunggak lebih tinggi daripada tempe kedelai.

Tabel 2. Profil isoflavon dan aglikonnya pada tempe kacang tunggak dengan variasi pengupasan
kulit ari dan jenis inokulum

Kadar isoflavon (ug/g berat kering)

Sampel — —_r — -
Daidzin Genistin Daidzein Genistein
Tempe kedelai 8,77 11,09 27,07 41,84
Tempe kacang tunggak giling basah
dengan Raprima 43,53 22,49 65,87 87,74
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Tempe kacang tunggak giling kering

dengan Raprima 63,36 28,06 92,36 116,40
Tempe kacang tunggak giling basah
dengan usar daun 23,69 16,00 109,77 130,48
Tempe kacang tunggak giling kering
dengan usar daun 56,22 42,82 96,07 117,50

Kapang golongan Rhizopus sp sangat berperan penting dalam proses fermentasi tempe dan
memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim pB—glukosidase. Selama proses fermentasi kedelai
dan kacang tunggak menjadi tempe, isoflavon glukosida dikonversi menjadi isoflavon aglikon oleh
enzim B—glukosidase yang disekresikan oleh mikroorganisme (Wuryani, 1992). Enzim ini selain
terdapat di dalam kedelai dan kacang-kacangan lain seperti kacang tunggak, juga diproduksi oleh
mikroorganisme selama proses fermentasi berlangsung dan mampu memecah komponen glukosida
menjadi aglikon dan gugus gula. Usar daun didominasi oleh jamur Rhizopus oligosporus, R. oryzae,
Mucor circineloides, Absidia sp, dan Aspergillus sp mempunyai kemampuan lebih tinggi dalam
mendegradasi senyawa kompleks seperti karbohidrat, protein, lemak, dan mineral menjadi senyawa
yang lebih sederhana dibandingkan dengan jamur RAPRIMA yang didominasi oleh R. oligosporus dan
R. stolonifer. Kromatogram senyawa standar isoflavon, tempe kedelai, dan tempe kacang tunggak
dengan variasi pengupasan kulit ari dan jenis inokulum disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Kromatogram profil isoflavon dan aglikonnya pada senyawa standar, tempe kedelai, dan
tempe kacang tunggak dengan variasi pengupasan kulit ari dan jenis inokulum

Selama fermentasi tempe kacang tunggak diduga lebih banyak terdapat enzim B-glukosidase.
Kehadiran enzim B-glukosidase berhubungan dengan produksi daidzein dan genistein yang meningkat
selama proses perendaman biji kacang tunggak. Semakin banyak enzim pB-glukosidase yang
dihasilkan oleh jamur tempe, maka kadar daidzein dan genistein juga semakin banyak. Hidrolisis
isoflavon glukosida menjadi isoflavon aglikon dapat diinhibisi oleh glukono 3-lakton yang merupakan
inhibitor kompetitif bagi enzim B -glukosidase (Matsura dan Obata, 1993).

Selama pembuatan tepung tempe baik dari tempe kacang kedelai maupun tempe kacang
tunggak melibatkan berbagai perlakuan termal seperti proses penggilingan, perendaman, perebusan,
pengukusan, pengeringan, dan defatting. Shao et al. (2009) menjelaskan bahwa proses pengolahan
dan varietas dapat mempengaruhi profil dan kadar isoflavon. Dengan demikian diduga berbagai
proses selama pembuatan tepung tempe dapat mempengaruhi profil dan kadar isoflavon dan
aglikonnya.

Proses fermentasi tempe dan pembuatan tepung tempe dapat menyebabkan senyawa
isoflavon mengalami transformasi, terutama melalui proses hidrolisa sehingga dapat diperoleh
senyawa isoflavon bebas yang disebut aglikon, yaitu daidzein dan genistein yang lebih tinggi
aktivitasnya. Peningkatan kadar isoflavon aglikon ini diduga karena proses pemanasan, penghilangan
kulit ari, defatting, dan fermentasi secara bersama-sama. Shao et al. (2009) juga melaporkan
peningkatan kadar isoflavon aglikon pada pembuatan tepung kedelai yang disebabkan oleh proses
penghilangan kulit dan defatting. Transformasi senyawa isoflavon selama fermentasi tempe dan
pembuatan tepung tempe menghasilkan peningkatan kandungan senyawa isoflavon aglikon secara
tajam. Transformasi senyawa isoflavon melibatkan enzim p—glukosidase yang secara alami terdapat
pada kacang-kacangan maupun hasil sekresi dari jamur tempe. Proses transformasi ini menyebabkan
perubahan struktur kimia dan gugus fungsional sehingga dapat mempengaruhi aktivitas biologis
misalnya aktivitas antioksidan. Kandungan senyawa isoflavon aglikon ini dapat mempengaruhi
aktivitas antioksidan tempe kacang tunggak.

Kadar isoflavon aglikon tertinggi ditemukan pada tempe kacang lokal dengan proses giling
basah menggunakan usar daun. Ini mengindikasikan bahwa selama proses perendaman biji kacang
tunggak dan proses giling basah dihasilkan enzim pB—glukosidase yang lebih banyak sehingga
kemampuan memecah komponen glukosida menjadi aglikon dan gugus gula jauh lebih tinggi
dibandingkan dengan proses giling kering. Di samping itu jamur pada usar daun, khususnya Rhizopus
sp, kemungkinan juga menghasilkan enzim B—glukosidase yang lebih banyak dibandingkan dengan
jamur RAPRIMA.

Penelitian Nakajima et al. (2005) melaporkan bahwa kandungan isoflavon dari tempe kedelai
kuning sebesar 102,7 mg/100 g dan pada tempe kedelai hitam sebesar 103,2 mg/100 g. Selanjutnya
Nakajima et al. (2005) membuat tempe kaya isoflavon dari kombinasi kecambah dan kotiledon kedelai
kuning tanpa lemak (defatted-yellow soybean germ dan defatted-yellow soybean cotyledon) dengan
perbandingan 20:80 (%) dan ternyata kandungan isoflavon meningkat tiga kali lipat daripada tempe
konvensional, yaitu menjadi 276,7 mg/100 g, sedangkan tempe dari kecambah kedelai kuning tanpa
lemak (defatted-yellow soybean germ) mengandung 877,1 mg total isoflavon tiap 100 g tempe.
Sementara itu penelitian Priatni dan Budiwati (2002) melaporkan bahwa kandungan senyawa

A-6



Seminar Nasional “Konsumsi Pangan Sehat dengan Gizi Seimbang ISBN 978-979-...........
Menuju Tubuh Sehat Bebas Penyakit”
Auditorium Kamarijani — Soenjoto FTP UGM, 12-13 Oktober 2013

isoflavon aglikon pada tempe koro benguk tertinggi sebesar 700,8 ug daidzein dan 702,9 ug genistein
dalam 100 g tepung tempe bebas lemak.

Kadar senyawa isoflavon aglikon tertinggi terdapat pada tempe kacang tunggak dengan
proses giling basah menggunakan jamur usar daun. Bila dibandingkan dengan jenis tempe yang lain,
maka dapat diketahui bahwa tempe kacang tunggak mengandung isoflavon yang lebih tinggi daripada
tempe kedelai dan tempe koro benguk. Dengan demikian tempe kacang tunggak mempunyai potensi
sebagai sumber isoflavon selain tempe kedelai.

Aktivitas antioksidan pada tempe kacang tunggak

Aktivitas antioksidan pada tempe kacang tunggak dianalisis dengan penentuan bilangan
peroksida, TBA dan DPPH (Tabel 3). Nampak bahwa angka TBA pada tempe kacang tunggak
berkisar 37,42-64,12 mg malonaldehid/kg, bilangan peroksida berkisar 6,44-10,59 mEq peroksida/kg,
dan pemerangkapan radikal DPPH berkisar 42,94-49,46%. Aktivitas antioksidan tempe kacang
tunggak yang terbaik ditemukan pada perlakuan giling basah dengan usar daun. Hal ini didukung oleh
kadar isoflavon aglikon (daidzein dan genistein) yang lebih tinggi daripada perlakuan lain.

Tabel 3. Aktivitas antioksidan pada tempe kacang tunggak
Aktivitas antioksidan

Perlakuan ' '
(mg malc;l—ni'laéiehid/kg) Bllang(]aréé)/irgo)kSIda DPPH (%)
Giling basah, Raprima 64,12 9,47 42,94
Giling kering, Raprima 42,55 10,59 45,62
Giling basah, usar daun 37,42 7,66 44,20
Giling kering, usar daun 44,52 6,44 49,46

Aktivitas antioksidan senyawa isoflavon ditentukan oleh bentuk struktur bebas (aglikon) dari
senyawa (Murakami, 1984). Selanjutnya, Hudson dalam Achmad (1990) menyatakan bahwa aktivitas
tersebut ditentukan oleh gugus -OH ganda, terutama dengan gugus C=0 pada posisi C-3, dengan
gugus -OH pada posisi C-2 atau pada posisi C-5. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Wu
(2003) yang melaporkan bahwa genistein mempunyai aktivitas antioksidan lebih tinggi daripada
daidzein karena adanya struktur B-ring. Daidzein lebih bersifat lipofilik daripada genistein sehingga
lebih mudah berasosiasi dengan kolesterol dan lebih efektif sebagai antioksidan daripada genistein.
Namun genistein lebih bersifat sitotoksik daripada daidzein sehingga lebih efektif sebagai antikanker.

Genistein atau 4',5,7-trihydroxyisoflavone merupakan salah satu isoflavon aglikon dengan
ukuran molekul kecil yang berperan sebagai antioksidan dan antikanker. Struktur kimia genistein
dicirikan dengan satu inti 3-phenylchromen-4 dan substitusi phenolik pada posisi C4', C5 dan C7.
Gugus phenol pada posisi C4' dan C7 dari genistein sangat mirip dengan posisi gugus hidroksil kunci
pada estradiol sehingga genistein mudah berikatan dengan reseptor estrogen. Struktur kimia genistein
dapat dilihat pada Gambar 3.

phenalic subshitulion —--

- \

-"ﬁ f -~ _OH
/ A oH O e |.-'
I, I
N
Ho™ ™ 0 Genlsteln

F-phenyichroman-d-ane corng
Gambar 3. Struktur kimia genistein (Pavese et al., 2010)

Struktur kimia genistein tersebut mempengaruhi sifat-sifat genistein, antara lain genistein
dikenal sebagai antioksidan karena mengandung beberapa gugus hidroksil yang terikat pada inti
cincin phenyl; inhibitor protein-tyrosine kinase karena gugus phenolik pada C4' yang menyerupai
moiety tyrosin sebagai phosphoacceptor; bertindak sebagai estrogen lemah sehingga termasuk
phytoestrogen karena gugus phenolik pada posisi C7 dan C4' yang memudahkan genistein berikatan
dengan reseptor estrogen baik dalam isoform a maupun B sehingga genistein dapat memperbaiki
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massa tulang dan mengurangi gejala menopause seperti hot flashes dan vaginitis (Pavese et al.,
2010).

KESIMPULAN

Tempe kacang tunggak dengan variasi proses pengupasan kulit ari dan jenis inokulum
mempunyai kadar daidzin 23,69-63,36 ug/g, genistin 16,00-42,82 ug/g, daidzein 65,87-109,77 ug/g,
dan genistein 87,74-130,48 pg/g. Aktivitas antioksidan yang ditunjukkan dengan angka TBA pada
tempe kacang tunggak berkisar 37,42-64,12 mg malonaldehid/kg, bilangan peroksida berkisar 6,44-
10,59 mEq peroksida/kg, dan pemerangkapan radikal DPPH berkisar 42,94-49,46%. Kadar isoflavon
aglikon dan aktivitas antioksidan yang terbaik ditemukan pada tempe kacang tunggak dengan
perlakuan giling basah menggunakan usar daun. Hasil ini mengindikasikan bahwa tempe kacang
tunggak berpotensi sebagai sumber isoflavon aglikon dan bersifat antioksidan.
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