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ABSTRAK

Tempe merupakan sumber protein nabati yang tinggi dan dapat diolah menjadi tepung tempe untuk meningkatkan kualitasnya. Namun, kedelai sebagai bahan baku tempe memiliki anti gizi berupa asam fitat. Oleh kerena itu, tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui kandungan asam fitat dan protein terlarut pada tepung tempe kedelai kuning (KK) Anjasmoro, KK Grobogan, KK impor dan kedelai hitam. Metode pembuatan tepung tempe diawali dengan pembuatan tempe secara basah yang dianalisis kadar asam fitat dan protein terlarutnya selama 0, 24, 48 dan 72 jam fermentasi. Pada fermentasi ke 48 jam kandungan asam fitat dari terendah hingga tertinggi yaitu KK impor 0,23±0,01%; KK Grobogan 0,33±0,01%; kedelai hitam 0,44±0,01% dan KK Anjasmoro 0,48±0,01%. Sementara kadar protein terlarut tempe dari terendah hingga tertinggi pada fermentasi ke 48 jam yaitu kedelai kuning impor 4,07±0,04%; kedelai kuning Anjasmoro 4,26±0,06%; kedelai kuning Grobogan 4,51±0,05% dan kedelai hitam 5,16±0,08%. Uji korelasi Pearson 2-tailed (p< 0,01) menunjukan korelasi berbanding terbalik, yaitu selama fermentasi kadar asam fitat turun sedangkan protein terlarut naik dengan nilai korelasi KK Grobogan -0,970; KK impor -0,972; KK Anjasmoro -0,987; dan kedelai hitam -0,996. Hasil dari penelitian ini dapat digunakan untuk pengembangan tempe di Indonesia terkait kadar asam fitat dan protein terlarut.
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ABSTRACT

Tempeh contained high plant protein sources which can process into fluor to improve its quality. In the other hand,  soybeans as a raw material in tempeh had an anti-nutrient content such as phytic acid that bound protein and decreased its availability. The aim of this study was determined the content of phytic acid and soluble protein in tempeh flour from Anjasmoro yellow soybean, Grobogan yellow soybean, imported yellow soybean and black soybean. The methods to produce tempeh flour was done by wet process in tempeh making, which analyzed the content of soluble protein and phytic acid for 0, 24, 48 and 72 hours of fermentation. At 48 hours of fermentation, the phytic acid contents from the lowest to the highest was imported yellow soybean 0.23 ± 0.01%; Grobogan yellow soybean 0.33 ± 0.01%; black soybean 0.44 ± 0.01% and Anjasmoro yellow soybean 0.48 ± 0.01%. Meanwhile, the soluble protein content of tempe from the lowest to the highest at 48 hours of fermentation were imported yellow soybean 4.07 ± 0.04%; Anjasmoro yellow soybeans 4.26 ± 0.06%; Grobogan yellow soybean 4.51 ± 0.05% and black soybean 5.16 ± 0.08%. Pearson 2-tailed correlation test (p <0.01) showed inversely proportional correlation, namely during fermentation the phytic acid contents decreased while the dissolved protein increased with the correlation value of Grobogan -0.970; Imported  -0,972; Anjasmoro -0,987; and black soybeans -0.996. The results of this study can be used for the development of tempeh in Indonesia regarding contents of phytic acid and soluble protein.
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PENDAHULUAN
Kedelai merupakan sumber protein nabati yang tinggi. Kedelai banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku tempe. Kedelai yang diolah menjadi tempe diketahui memiliki asam amino esensial terlengkap dan mendekati protein hewani jika dibandingkan dengan jenis protein nabati lainnya [1]. Akan tetapi kedelai juga mengandung senyawa antigizi berupa asam fitat yang dapat menghambat availibilitas  protein serta mineral di dalam tubuh. Hal tersebut dikarenakan asam fitat mampu membentuk kompleks dengan protein dan mineral menjadi protein tak larut sehingga daya cernanya turun [2]. Bahkan, protein dalam kedelai mentah berikatan dengan asam fitat [3].
Kedelai impor GMO (Genetically Modified Organism) banyak digunakan sebagai bahan baku pembuatan tempe di Indonesia. Namun, Kedelai impor GMO menimbulkan pro dan kontra di kalangan masyarakat dunia karena berbagai alasan tentang keamanannya terutama mengenai mutasi trasngenik. Oleh karena itu, dalam jangka panjang kedelai GMO dikhawatirkan dapat membahayakan kesehatan. Terlabih lagi pada beberapa tahun terakhir harga kedelai semakin melonjak dan ketersediaan kedelai impor tidak kontinyu [4]. Upaya yang dapat dilakukan untuk mengatasi ketergantungan pada kedelai impor yaitu dengan cara menggunakan kedelai lokal yang non GMO. Akhir-akhir ini banyak varietas unggul kedelai lokal seperti Grobogan, Argomulyo, Bromo, Panderman, Burangrang dan Anjasmoro [5]. Selain kedelai kuning, Indonesia juga memiliki kedelai hitam yang kualitasnya cukup baik di dunia. Bila dibandingkan antara keduanya, kedelai hitam memiliki keunggulan, karena kandungan asam amino glutamatnya lebih tinggi dari kedelai kuning [6]. 
Tempe merupakan makanan khas Indonesia yang terbuat dari kedelai rebus dan difermentasi dengan jamur Rhizopus oligosporus [7]. Proses fermentasi tempe mampu meningkatkan kelarutan protein dan mereduksi senyawa antigizi seperti asam fitat [8]. Hal tersebut dapat dijelaskan karena kapang yang terdapat pada tempe mampu memproduksi enzim protease untuk memecah protein serta Rhizopus sp. pada tempe dapat menghasilkan enzim fitase yang mendegradasi asam fitat yang terdapat pada kedelai [9], [10]. Tempe dapat diolah menjadi tepung tempe untuk meningkatkan kualitasnya. Proses fermentasi kacang-kacangan menjadi tepung tempe mampu meningkatkan sifat fiskokimia, nutrisi dan antioksidannya [11].
Dari paparan di atas dapat dijelaskan bahwa perlu dilakukan penelitian mengenai kandungan asam fitat dan protein, khususnya protein terlarut yang berhubungan dengan kelarutan dan interaksinya dengan asam fitat selama fermentasi tempe dari berbagai jenis kedelai lokal. Hal tersebut dikarenakan Indonesia memiliki berbagai varietas kedelai lokal. Variasi jenis kedelai yang digunakan antara lain kedelai kuning impor, kedelai kuning Anjasmoro, kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam. Penelitian ini dilakukan karena penelitian mengenai tepung tempe masih sangat terbatas. Terlebih lagi belum ada penelitian sebelumnya yang mengkaji kadar asam fitat dan protein terlarut dari berbagai jenis tepung tempe kedelai lokal selama fermentasi. Maka dari itu, tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis kedelai kuning Anjasmoro, kedelai kuning Grobogan, kedelai kuning impor dan kedelai hitam terhadap kandungan asam fitat selama fermentasi tempe.

METODE PENELITIAN
Bahan
Bahan yang digunakan selama penelitian adalah kedelai kuning Anjasmoro, kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam yang dibeli di toko kedelai Jl. Bantul km 4,5, Yogyakarta serta kedelai impor di beli di pasar Pundong, Bantul, Yogyakarta. Ragi yang digunakan adalah merk RAPRIMA serta bahan untuk analisis dari Sigma Aldrich, USA.

Pembuatan Tepung Tempe
Proses pembuatan tepung tempe bermula dari fermentasi tempe hingga penepungan. Proses secara detail terdiri dari beberapa tahap yang mencakup sortasi, penimbangan, perendaman I, perebusan I, perendaman, pengupasan, perendaman II, perebusan II, penirisan, pendinginan, inokulasi, pengemasan, fermentasi dan penepungan.
1. Sortasi
Empat macam jenis kedelai yang mencakup tiga macam kedelai kuning (kedelai kuning Anjasmoro, Grobogan dan impor) dan satu macam kedelai hitam sebanyak masing-masing ditimbang sebanyak 500 gram sambil dilakukan sortasi. Kedelai yang cacat, retak, berbubuk serta cemaran fisik seperti ranting, krikil maupun bijian lain yang terikut (contoh: jagung dan kacang hijau) diambil dan dibuang. Kemudian kedelai dicuci dan lanjut ke tahap setelahnya. 
1. Penimbangan
Penimbangan dilakukan pada masing-masing kedelai sebanyak 500 g setelah dilakukan sortasi. Penimbangan dilakukan agar perbandingan kedelai dan ragi sesuai.
1. Perendaman I
Masin-masing kedelai yang mencakup kedelai kuning Anjasmoro, Grobogan, impor serta kedelai hitam direndam dalam air bersuhu normal (T=25-28oC) selama 24 jam. Perbandingan air dengan dengan kedelai yaitu 3:1 (v/v).
1. Perebusan I
Kedelai yang telah direndam kemudian dilakukan penirisan dan pencucian. Setelah itu, dilakukan perebusan dengan api kompor kecil selama ± 30 menit. Perbandingan air dengan dengan kedelai yaitu 3:1 (v/v).
1. Pengupasan
Kedelai yang telah direbus selanjutnya dilakukan pengupasan. Sebelumnya kedelai ditiriskan dan dicuci terlebih dahulu. Pengupasan bertujuan untuk menghilangkan kulit ari kedelai agar jamur Rhizopus sp. dapat tumbuh pada kedelai. Pengupasan dilakukan hingga kulit ari tidak menyelimuti kedelai sehingga fermentasi dapat berlangsung optimum.
1. Perendaman II
Perendaman kedelai dilakukan setelah semua kulit ari terkelupas. Kedelai yang bebas kulit ari dilakukan perendaman selama 24 jam. Perbandingan air dengan dengan kedelai yaitu 3:1 (v/v). Perendaman dilakukan hingga pH mencapai 4.5-5.3.
1. Perebusan II
Perebusan II dilakukan untuk memperlunak tekstur kedelai sehingga jamur Rhizopus sp. dapat tumbuh optimum. Perebusan ini dilakukan selama  ± 30 menit dengan perbandingan air dan kedelai yaitu 3:1 (v/v).
1. Penirisan
Kedelai yang telah direbus kemudian ditiriskan agar kering. Penirisan dilakukan pada udara terbuka.
1. Pendinginan
Pendinginan dilakukan dengan cara menghamparkan pada tampah dan mengangin-anginkan kedelai di udara terbuka. Pendinginan dilakukan hingga suhu kedelai mencapai 30oC.
1. Inokulasi
Inokulasi dilakukan dengan ragi komersial RAPRIMA sebanyak 1% dari berat kedelai kering, yaitu sebesar 5 gram untuk 500 gram kedelai. Ragi dan kedelai dilakukan pencamuran hingga ragi tercampur merata pada hamparan kedelai.
1. Pengemasan
Kedelai yang telah diberi ragi kemudian dikemas dalam plastik PE (Poly Ethylene) dengan ukuran 7 x 7 cm dan ketebalan 1,5 cm. Plastik dilubangi dengan tusuk gigi steril berjarak 1cm antar lubang.
1. Fermentasi
Fermentasi dilakukan menempatkan plastik berisi kedelai tersebut pada suhu ruang, kelembaban 65-75%. Fermentasi dilakukan hingga tempe mengalami over fermentasi (0, 24, 48 dan 72 jam untuk uji kadar asam fitat dan protein terlarut). Selama fermentasi 0, 24, 48 dan 72 jam masing-masing sampel tempe dilakukan analisis kadar asam fitat dan protein terlarut.
1. Penepungan
Tempe hasil fermentasi dari jam ke-0, 24, 48 dan 72 diiris tipis kemudian dikeringkan menggunakan pengering kabinet 50 °C selama 10 jam. Tempe yang sudah kering dihaluskan hingga melewati ayakan 60 mesh.

Analisis Protein Terlarut
Analisis kadar protein terlarut pada tepung tempe kedelai lokal dan impor dengan inkubasi 0 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam dilakukan dengan metode [12] dengan modifikasi. Tepung tempe ditimbang sebanyak 0,5 gram kemudian dilarutkan menggunakan aquadest hingga 100 ml. Selanjutnya suspensi disaring menggunakan kertas saring. Filtrat diambil 1 ml dan direaksikan dengan 1 ml Larutan Lowry D yaitu, Lowry A:B:C (20:1:1). Kemudian dihomogenisasi. Setelah itu, larutan diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. Setelah dilakukan inkubasi, larutan direaksikan dengan 3 ml larutan Folin Ciau-Calteau 2 N (Lowry E) dan dihomogenisasi. Kemudian, larutan tersebut didiamkan selama 45 menit. Selanjutnya, larutan campuran ditera menggunakan spektrofotometer Genesys TM 20 dengan panjang gelombang 750 nm. Kadar protein terlarut diketahui dari nilai absorbansi yang diplotting pada kurva standar. Kurva standar dibuat menggunakan protein standar BSA (Bovine Serum Albumin) dengan konsentrasi 0 μm/ml hingga 300 μm/ml dan ditera dengan panjang gelombang 750 nm. 

Analisis Asam Fitat
Analisis kadar asam fitat pada tepung tempe kedelai lokal dan impor dengan inkubasi 0 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam dilakukan dengan metode [13] dengan modifikasi. Sebelum dianalisis, tempe dikecilkan ukuran. Kemudian dikeringkan dengan pengering kabinet suhu 50 oC selama 10 jam. Setelah itu, bahan dihaluskan hingga melewati ayakan 60 mesh. Sampel hasil ayakan pun dianalisis. Bubuk kedelai yang berukuran 60 mesh diambil 0,5 g dan diekstrak dengan HNO3 20 ml 0,5 M. Suspensi diekstraksi menggunakan waterbath shaker selama 4 jam pada suhu kamar. Kemudian ekstrak disaring. Filtrat diambil untuk dianalisis asam fitat. Sebelumnya, filtrat diencerkan sebanyak 10 kali atau 20 kali dengan HNO3 agar masuk dalam peneraan kurva standar. Setelah itu, filtrat yang telah diencerkan kemudian diambil sebanyak 1 ml dan ditambah aquades 0,4 ml. Kemudian, suspensi tersebut ditambah FeCl3 sebanyak 1ml (mengandung ion besi 50 μg/ml). Tabung ulir kemudian ditutup dan dimasukan dalam air mendidih selama 20 menit. Setelah itu dilakukan pendinginan menggunakan air mengalir. Ketika tabung sudah dingin, suspensi ditambah 5 ml n-amyl alkohol dan 0,1 ml amonium tiosianat. Suspensi divortex dan didiamkan selama 15 menit. Setelah itu, larutan dapat ditera dengan λ 465 nm. Blanko yang digunakan adalah larutann-amyl alkohol. Proses analisis kadar asam fitat dapat dijelaskan pada diagram alir di Gambar 3.2. Sebagai standar digunakan Na-Fitat(BM: 660,04 g/mol). Dibuat larutan stok 0,0056 g/100 ml. Dari larutan stok kemudian dibuat seri pengenceran 0,0280 mg/ ml; 0,0224 g/ ml; 0,0168 g/ ml; 0,0122 g/ ml; 0,0056mg/ml; dan 0 mg/ml.

Kadar Air
Penentuan kadar air pada penelitian ini bertujuan untuk mengubah kadar yang dianalisis dalam bentuk berat kering. Oleh karena itu, sampel yang yang dianalisis sama dengan sampel yang dianalisis untuk pengujian kadar fitat dan protein terlarut. Penentuan kadar air berdasarkan [14].

Statistik
Perlakuan eksperimen untuk pengujian kadar fitat dan protein terlarut dilakukan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) non-faktorial. Faktor bebas jenis kedelai adalah yang ditinjau pada penelitian ini. Sementara faktor bebas lama fermentasi digunakan untuk meyakinkan teori yang ada bahwa selama fermentasi terjadi penurunan asam fitat dan kenaikan protein terlarut. Penelitian ini memiliki 2 faktor bebas masing-masing memiliki faktor 4 taraf untuk waktu fermentasi dan 4 taraf untuk jenis kedelai. Penelitian ini dilakukan 2 kali ulangan eksperimen. Dengan demikian, unit eksperimen dasar yang digunakan yaitu 16 unit dan unit eksperimen total yaitu taraf x ulangan eksperimen= 16 x 2= 32 unit. 
Analisis data untuk kandungan asam fitat dan protein terlarut digunakan uji ANOVA one way dan uji lanjutan Duncan dengan tingkat signifikansi 5%. Sementara uji korelasi asam fitat dan protein terlarut digunakan uji korelasi Pearson 2-tailed dengan tingkat signifikansi 1%. Analisis statistik ini digunakan aplikasi SPSS (Statistical Product Service Solution) versi 22. 

HASIL PENELITIAN
Kadar Protein Terlarut
Pada tempe fermentasi 0 jam, kadar protein terlarut tertinggi yaitu pada sampel tepung tempe kedelai kuning Anjasmoro 1,93±0,06 % dan yang terendah adalah kedelai kuning impor 1,58±0,02%. Sementara itu, kadar protein terlarut kedelai hitam rebus dan kedelai kuning Grobogan tidak menunjukkan beda nyata dengan kadar berturut-turut 1,77±0,03% dan 1,79±0,03% (Tabel 1.). Pada waktu fermentasi 0 jam, kedelai baru mengalami proses pengolahan dalam bentuk perebusan, belum terfermentasi. Selama perebusan akan terjadi degradasi protein dan denaturasi protein.[bookmark: _Toc503557354]
Tabel 1.	Kadar protein terlarut (% bk)  tepung tempe dari berbagai jenis kedelai selama fermentasi 
Fermentasi (Jam)
Jenis kedelai

Anjasmoro
Grobogan
Impor
Hitam
0
1,93±0,06Ca
1,79±0,03Ba
1,58±0,02Aa
1,77±0,03Ba
24
2,39±0,03Bc
2,69±0,03Cb
2,27±0,03Ab
2,88±0,01Db
48
4,26±0,06Bc
4,51±0,05Cc
4,07±0,04Ac
5,16±0,08Dc
72
5,28±0,15Bd
5,64±0,02Cd
5,10±0,03Ad
5,65±0,11Cd
Keterangan:
1. Superskript huruf kapital yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata  (p<0,05) 
1. Superskript huruf kecil yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan beda nyata  (p<0,05) 
1. bk	: berat kering


Kedelai lokal varietas unggul memiliki kadar protein total yang tinggi, lebih dari 40% (bk) sementara kedelai kuning impor memiliki kadar protein total 35-37% (bk) [5]. Kedelai lokal varietas unggul yang memiliki kadar protein tinggi antara lain Grobogan 43,90% (bk) dan Anjasmoro 41,80-42,10% (bk) [15]. Sementara itu, kedelai hitam memiliki kadar protein total 41-45%. [5]. Beberapa varietas unggul kedelai hitam seperti varietas detam mempunyai kadar protein total 45,40-45,60% [5]. Sementara itu kedelai hitam memiliki keunggulan, karena kandungan asam aminonya lebih tinggi dari kedelai kuning [6]. 
Penjelasan di atas menunjukkan bahwa kadar protein total kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam lebih tinggi daripada kedelai kuning Anjasmoro. Akan tetapi, menurut penelitian ini kedelai kuning Anjasmoro memiliki kadar protein tertinggi pada fermemtasi 0 jam jika dibandingkan dengan kedelai lain. Pada fermentasi 0 jam, kedelai kuning Anjasmoro memiliki kadar protein terlarut yang lebih tinggi daripada kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam. Hal tersebut dikarenakan selama perebusan kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam mengalami denaturasi yang lebih efektif daripada kedelai kuning Anjasmoro. Kedelai kuning Grobogan memiliki tekstur yang lebih lunak dan kadar air yang lebih tinggi daripada kedelai kuning Anjasmoro [6]. Jika ditinjau dari sisi kedelai hitam, maka  kedelai hitam memiliki ukuran biji yang relatif kecil daripada kedelai kuning [5]. Denaturasi protein adalah terjadinya modifikasi struktur sekunder, tersier dan kuarter dari protein tanpa menyebabkan pemutusan ikatan peptida [16]. Protein yang telah mengalami denaturasi akan kehilangan sifat kelarutan dan biologisnya [16]. Dikarenakan kedelai kuning Grobogan memiliki tekstur yang lebih lunak maka denaturasi akan lebih efektif karena panas akan lebih mudah masuk. Sementara itu, kedelai hitam memiliki ukuran yang lebih kecil sehingga kontak panasnya lebih efektif dari pada kedelai kuning. Oleh karena itu, proses denaturasi yang lebih efektif akan menyebabkan kelarutan protein yang lebih rendah.
Kadar protein terlarut tepung antar sampel pada fermentasi tempe 24 jam dan 48 jam masing-masing menunjukkan beda nyata dengan urutan dari yang tertinggi  yaitu kedelai hitam 2,88±0,01% pada 24 jam dan 5,16±0,08% pada 48 jam; kedelai kuning Grobogan 2,69±0,03% pada 24 jam dan 4,51±0,05% pada 48 jam; kedelai kuning Anjasmoro 2,39±0,03% pada 24 jam dan 4,26±0,06%  pada 48 jam serta kedelai kuning impor 2,27±0,03% pada 24 jam dan 4,07±0,04% pada 48 jam (Tabel 1.). Kinerja enzim sangat dipengaruhi oleh konsentrasi substrat. Pada konsentrasi substrat yang sangat rendah, kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim juga sangat rendah. Sebaliknya, kecepatan reaksi akan meningkat dengan meningkatnya konsentrasi substrat sampai tercapai titik tertentu, yaitu titik batas kecepatan reaksi maksimum [17]. Setelah titik batas, enzim menjadi jenuh oleh substratnya, sehingga tidak dapat berfungsi lebih cepat. Oleh karena itu, kadar protein terlarut akan sejalan dengan jumlah protein total. Semakin banyak protein total sebagai substrat maka semakin banyak protein sederhana, asam amino dan protein terlarut yang terbentuk selama fermentasi tempe akibat adanya enzim protease. Kadar protein terlarut juga akan semakin tinggi. Hal tersebut dapat mendukung kadar protein terlarut pada tepung tempe kedelai hitam lebih tinggi daripada tepung tempe kedelai kuning Anjasmoro. Tingginya protein terlarut pada tepung tempe disebabkan oleh pemecahan molekul kompleks menjadi molekul sederhana dan larut dalam air selama fermentasi tempe [9]. Pemecahan ikatan peptida pada kompleks protein lebih berpengaruh pada kelarutan dan daya cerna protein dibandingkan proses denaturasi protein [16]. Tingginya protein terlarut selama fermentasi tempe juga ditentukan oleh asam amino yang bersifat polar pada bahan [16]. Sementara itu asam amino polar seperti serin, histidin dan tirosin pada kedelai hitam lebih tinggi daripada kedelai kuning[6]. Oleh karena itu, kadar porotein terlarut tepung tempe dari kedelai hitam lebih tinggi daripada kedelai kuning Anjasmoro, Grobogan dan impor.
Pada fermentasi ke 72 jam, kadar protein terlarut tepung tempe dari kedelai hitam dan kedelai kuning Grobogan tidak menunjukkan beda nyata dengan kadar masing-masing  5,65±0,11 % dan 5,64±0,02 %. Tepung tempe dari kedelai hitam dan kedelai kuning Grobogan memiliki kadar protein terlarut tertinggi. Kadar protein terlarut tepung tempe dari kedelai kuning Anjasmoro yaitu 5,28±0,15 %. Sementara kadar protein terendah yaitu kedelai kuning impor dengan kadar 5,10±0,03 % (Tabel 1.). Kadar protein terlarut kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam tidak berbeda nyata pada fermentasi 72 jam. Hal ini disebabkan karena kadar protein total bahan baku tempe yakni, kedelai kuning Grobogan dan kedelai hitam hampir sama yaitu 41-45% [5]. Pada waktu fermentasi ke 72 jam, tempe telah terfermentasi lanjut yang ditandai dengan menipisnya kapang. Artinya produksi enzim protease sudah berhenti sehingga, jumlahnya akan menurun seiring berjalannya waktu. Pada periode ini, protein kompleks kedelai hitam yang dipecah menjadi protein sederhana dapat dikatakan sudah maksimum sesuai dengan jumlah protein totalnya. Oleh karena itu, kadar protein terlarut tempe fermentasi 72 jam antara tepung tempe kedelai kuning Grobogan dan kedelai kuning hitam tidak berbeda nyata.

Kadar Asam Fitat

Pada kedelai rebus yang telah diberi ragi (fermentasi 0 jam), kadar asam fitat tepung tempe kuning Anjasmoro berbeda nyata dengan kadar asam fitat tepung tempe kedelai hitam, kedelai kuning Grobogan dan kedelai kuning impor (Tabel 2.). Tepung tempe kedelai kuning Anjasmoro memiliki kadar asam fitat tertinggi yaitu 1,29±0,02 % kemudian diikuti kadar asam fitat kedelai hitam yakni 1,26±0,01 %. Sementara itu,  kadar asam fitat kedelai kuning Grobogan tidak berbeda nyata dengan kedelai kuning impor. Kadar asam fitat tepung tempe kedelai kuning Grobogan dan kedelai kuning impor masing-masing 1,15±0,01% dan 1,13±0,01%.  Perbedaan kadar asam fitat ini disebabkan karena jenis kedelai antar varietas ditanam pada daerah yang berbeda-beda. Kandungan zat hara tanah setiap daerah memiliki ciri khas masing-masing. Salah satu unsur zat hara yang memiliki kaitan dengan asam fitat adalah fosfor. Di samping itu, kedelai kuning varietas Anjasmoro juga memiliki kemampuan yang bagus dalam penyerapan fosfor sebagai zat hara dibandingkan dengan kedelai kuning varietas lain. Asam fitat digunakan sebagai penyimpan fosfor untuk menjaga keberlangsungan hidup pada tanaman biji-bijian. Oleh sebab itu, kedelai kuning varietas Anjasmoro memiliki kadar asam fitat tertinggi daripada jenis kedelai kuning lainnya [2]. Tabel 2.	Kadar asam fitat (% bk) tepung tempe dari berbagai jenis kedelai selama fermentasi tempe
Fermentasi (Jam)
Jenis kedelai

Anjasmoro
Grobogan
Impor
Hitam
0
1,29±0,02 Cd
1,15±0,01Ad
1,13±0,01Ad
1,26±0,01Bd
24
1,06±0,01Dc
0,83±0,01Bc
0,78±0,00Ac
0,93±0,02Cc
48
0,48±0,01Db
0,33±0,01Bb
0,23±0,01Ab
0,44±0,01Cb
72
0,32±0,01Ca
0,29±0,01Ba
0,15±0,01Aa
0,32±0,01Ca
Keterangan:
1. Superskript huruf kapital yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan beda nyata  (p<0,05) 
1. Superskript huruf kecil yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan beda nyata  (p<0,05) 
1. bk	: berat kering


Selama fermentasi, kadar asam fitat semakin rendah akibat adanya aktivitas enzim fitase yang diproduksi oleh kapang tempe. Kadar asam fitat tepung tempe antar jenis kedelai selama fermentasi 24 jam dan 48 jam masing-masing berbeda nyata dengan urutan dari tertinggi hingga terendah yaitu kedelai kuning Anjasmoro 1,06±0,01% pada 24 jam dan 0,48±0,01% pada 48 jam; kedelai hitam 0,93±0,02% pada 24 jam dan 0,44±0,01% pada 48 jam; kedelai kuning Grobogan 0,83±0,01% pada  24 jam dan 0,33±0,01% pada 48 jam serta kedelai kuning impor 0,78±0,00%  pada 24 jam dan 0,23±0,01% pada 48 jam (Tabel 2.). Pada fermentasi ke 72 jam, kedelai kuning impor memiliki kadar asam fitat terendah dengan nilai 0,15±0,01% kemudian diikuti kedelai kuning Grobogan dengan nilai 0,29±0,01%. Sementara itu, kedelai kuning Anjasmoro sama dengan kedelai hitam yaitu 0,32±0,01%. Kedua jenis kedelai ini memiliki kadar asam fitat tertinggi pada fermentasi ke 72 jam dibandingkan dengan jenis kedelai kuning Grobogan maupun impor (Tabel 2.). Menurut penelitian [18], kedelai hitam memiliki senyawa antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kedelai kuning varietas Grobogan dan impor. Di samping berperan sebagai anti gizi, asam fitat juga berperan sebagai antioksidan [19]. Hal tersebut memungkinkan kadar asam fitat kedelai hitam lebih tinggi dari pada kedelai kuning Grobogan dan kedelai impor. 
Selama fermentasi 24 jam, 48 jam dan 72 jam, kadar asam fitat tepung tempe kedelai impor berbeda nyata lebih rendah dibandingkan dengan tepung tempe kedelai kuning Grobogan (Tabel 2). Hal ini dikarenakan kedelai impor merupakan kedelai rekayasa genetika, yang sering disebut sebagai kedelai GMO (Genetically Modified Organizm).  Menurut [20] biji-bijian yang dilakukan rekayasa genetika seperti mutasi, meskipun kandungan total fosfornya tidak berubah tetapi asam fitatnya dapat berkurang sebesar 55% hingga 66%. Oleh karena itu, kadar asam fitat tepung tempe dari kedelai impor selama fermentasi memiliki kadar asam fitat terendah.[bookmark: _Toc503557356]Tabel 3.	Korelasi kadar asam fitat dan protein terlarut tepung tempe dari berbagai jenis kedelai fermentasi
Jenis kedelai
Waktu Fermentasi (jam)
Kadar (% bk)
Korelasi


Asam fitat
Protein terlarut

Anjasmoro
0
1,29±0,02 
1,93±0,06
-0,987*

24
1,06±0,01
2,39±0,03


48
0,48±0,01
4,26±0,06 


72
0,32±0,01
5,28±0,15

Grobogan
0
1,15±0,01
1,79±0,03
-0,970*

24
0,83±0,01
2,69±0,03


48
0,33±0,01
4,51±0,05


72
0,29±0,01
5,64±0,02

Impor
0
1,13±0,01
1,58±0,02
-0,972*

24
0,78±0,01
2,27±0,03


48
0,23±0,01
4,07±0,04


72
0,15±0,01
5,10±0,03

Hitam
0
1,26 ± 0,01
1,77±0,03
-0,996*

24
0,93 ± 0,02
2,88±0,01


48
0,44 ± 0,01
5,16±0,08


72
0,32 ± 0,01
5,65±0,11


Keterangan:
*Adanya korelasi yang signifikan p<0,01 
bk	: berat kering

Oleh karena itu, kadar asam fitat tepung tempe selama fermentasi 0, 24, 48 dan 72 jam berbeda nyata. Semakin lama waktu fermentasi, kadar asam fitat semakin rendah. Selama proses fermentasi tempe, terjadi pemecahan asam fitat oleh enzim fitase yang dihasilkan dari Rhizopus sp. 

Korelasi Protein Terlarut dan Asam Fitat

Tabel 3. Menunjukkan bahwa adanya korelasi yang signifikan antara kadar asam fitat dan protein terlarut pada masing-masing jenis tepung tempe. Harga korelasi yang semakin mendekati nilai 1 atau -1 maka semakin besar korelasinya. Nilai korelasi yang positif menunjukkan bahwa ada korelasi berbanding lurus, sementara nilai korelasi yang negatif menunjukkan bahwa ada korelasi berbanding terbalik. Pada Tabel 4.5. nilai korelasi menggunakan uji korelasi Pearson 2-tailed antara kadar asam fitat dan protein terlarut tepung tempe pada kedelai varietas Anjasmoro adalah -0,987; kedelai kuning varietas Grobogan adalah -0,970; kedelai kuning impor adalah -0,972  dan kedelai hitam adalah -0,996. Korelasi antara kadar asam fitat dan protein terlarut berbanding terbalik yang ditunjukan dengan harga negatif nilai korelasi pada Tabel 3. Semakin kecil kadar asam fitat maka semakin besar kadar protein terlarut selama fermentasi tempe, baik tepung tempe kedelai kuning Anjasmoro, Grobogan, impor dan kedelai hitam. 
Asam fitat memiliki fosfor bermuatan negatif yang besar sehingga asam fitat mampu berikatan dengan protein yang bermuatan positif [21]. Selain terkenal sebagai aktifitas antigizinya dalam menurunkan ketersediaan mineral di dalam tubuh, asam fitat juga dapat berikatan dengan protein dan menurunkan kelarutannya. Asam fitat mempunyai sifat antigizi terhadap protein dengan cara mengikat protein sehingga protein akan mengendap dan tidak tercerna [1]. Fitat memiliki kemampuan untuk membentuk kompleks yang kuat dengan beberapa protein dan menghambat pemecahan protein kompleks menjadi protein sederhana. Secara umum, interaksi fitat dengan protein tergantung pada pH lingkungannya sehingga ketika nilai pH lebih rendah dari titik isoelektrik protein, maka gugus asam fosfat pada fitat akan berikatan dengan asam amino kationik membentuk kompleks fitat-protein [22]. Pembentukan kompleks tersebut dapat mempengaruhi struktur protein yang dapat menghambat aktivitas enzimatik, kelarutan protein dan kecernaan protein. Studi in vitro menunjukkan bahwa tingkat interaksi protein-fitat diatur oleh beberapa faktor, seperti pH, sumber dan kelarutan protein serta tingkat konsumsi kalsium dan magnesium [22]. Dalam biji kedelai mentah sejumlah protein berikatan dengan asam fitat yang berada di dalam kedelai [3]. Hal tersebut menyebabkan kelarutan protein berkurang. Selama fermentasi tempe, asam fitat efektif direduksi oleh enzim fitase yang dihasilkan oleh kapang tempe. Selain karena aktivitas protease, peningkatan protein terlarut dapat disebabkan karena protein tidak terikat oleh asam fitat membentuk protein yang mengendap (fitat-protein). Hal tersebut dikarenakan asam fitat telah direduksi selama fermentasi tempe. Hal ini dudukung oleh data korelasi Tabel 3. bernilai mendekati -1. 
[bookmark: _Toc503941787]Gambar 1. Korelasi kadar asam fitat dan protein terlarut tepung tempe dari berbagai jenis kedelai selama 72 jam fermentasi



Pada waktu fermentasi 0 jam hingga 24 jam menunjukkan bahwa kadar asam fitat keempat jenis kedelai mengalami penurunan (Gambar 1.). Sementara kadar protein terlarut mengalami kenaikan. Pada waktu fermentasi tempe ke 24 hingga 48 jam kadar asam fitat mengalami penurunan yang lebih tajam dibanding sebelumnya. Begitu pula kadar protein terlarut juga mengalami peningkatan yang lebih tajam daripada sebelumnya. Pada kurun waktu 48 hingga 72 jam kadar asam fitat menurun namun penurunannya lebih landai dari sebelumnya. Begitu pula kenaikan kadar protein terlarut juga lebih landai dari sebelumnya. Di samping keefektifan dari enzim fitase maupun protease yang dihasilkan kapang, adapun kaitannya dengan protein yang terikat dengan asam fitat. Ketika asam fitat direduksi oleh enzim fitase, maka kelarutan protein akan meningkat. Hal tersebut disebabkan karena asam fitat telah dipecah menjadi fosfat organik dan inositol sehingga tidak berikatan dengan protein maupun asam amino yang mengandung kation [22]. 


KESIMPULAN
Tepung tempe selama fermentasi tempe mengalami kenaikan protein terlarut dan penurunan asam fitat. Kadar protein terlarut tertinggi pada fermentasi ke-48 jam adalah kedelai hitam 5,64% dan kedelai kuning Grobogan 5,65% Asam fitat terendah pada fermentasi ke-48 adalah kedelai impor (0,23%) yang diikuti kedelai lokal Grobogan (0,33%). Terdapat pula korelasi berdasarkan analisis Pearson 2-tailed yaitu berbanding terbalik (p<0,01)  antara kadar asam fitat dan protein terlarut pada tepung tempe kedelai kuning Anjasmoro (-0,987); kedelai kuning Grobogan (-0,970); kedelai kuning impor (-0,972) dan kedelai hitam (-0,996) selama fermentasi. Hasil dari penelitian ini dapat digunakan untuk pengembangan produksi tepung tempe dari berbagai macam kedelai lokal di Indonesia. Penelitian selanjutnya dapat menyempurnakan untuk melakukan analisis protein secara in vivo dan in vitro sehingga hasil kaitan dengan asam fitat akan memiliki data pendukung yang lebih kuat. Diharapkan pada penelitian ke depannya pengembangan tepung tempe lokal yang kaya protein dapat dieksplorasi lagi.
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protein terlarut kedelai kuning Anjasmoro	0.06	0.03	0.06	0.15	0.06	0.03	0.06	0.15	0	24	48	72	1.9287332627264357	2.3884778323932481	4.2575123951680824	5.2787879736692229	protein terlarut kedelai  kuning  Grobogan	0.03	0.03	0.05	0.02	0.03	0.03	0.05	0.02	0	24	48	72	1.7863910536982339	2.6902657366649585	4.5125117074523384	5.6366287726742321	protein terlarut kedelai kuning impor	0.02	0.03	0.04	0.03	0.02	0.03	0.04	0.03	0	24	48	72	1.5837580124800583	2.2700778668714641	4.069223745177081	5.097956404232046	 protein terlarut kedelai  hitam	0.03	0.01	0.08	0.11	0.03	0.01	0.08	0.11	0	24	48	72	1.7688917457599187	2.8834462134158954	5.1550045637127457	5.646360667568648	 asam fitat kedelai kuning Anjasmoro	0.02	0.01	0.01	0.01	0.02	0.01	0.01	0.01	0	24	48	72	1.2911837593704043	1.0604654869917916	0.47856615832428018	0.3196497923014926	asam fitat kedelai kuning Grobogan	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0	24	48	72	1.1495278412678425	0.82886103243508646	0.32802439072091233	0.28596567773192483	asam fitat kedelai  kuning  impor	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0.01	0	24	48	72	1.1328173790255638	0.7773440755410459	0.22812365113870015	0.15098223819697759	 asam fitat kedelai hitam	0.01	0.02	0.01	0.01	0.01	0.02	0.01	0.01	0	24	48	72	1.2612556441330256	0.93226564086141184	0.43517767327313689	0.32062040208961062	Lama fermentasi (jam)
Kadar protein terlarut (% bk (b/b))
Kadar asam fitat (% bk(b/b))

