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Abstrak

Kedelai edamame mengandung senyawa isoflavon yang berfungsi sebagai antioksidan. Senyawa tersebut berupa senyawa
yang berikatan dengan gula melalui ikatan glikosida. Biokonversi senyawa isoflavon glikosida menjadi isoflavon aglikon
yang sangat berpotensi tinggi sebagai antioksidan terjadi selama proses fermentasi oleh aktivitas enzim [-glukosidase.
Dilaporkan enzim B-glukosidase dihasilkan oleh Rhizopus spp. Selain itu, selama proses fermentasi Bacillus subtilis
menghasilkan enzim nattokinase yang juga dapat meningkatkan aktivitas antioksidan. Pada penelitian ini proses fermentasi
dilakukan menggunakan inokulum Rhizopus oligosporus, B. subtilis serta campuran keduanya dengan lama fermentasi 24
jam, 48 jam dan 72 jam. Kemudian aktivitas antioksidan diuji menggunakan larutan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil).
Proses fermentasi pada pembuatan tempe edamame dengan inokulum R. oliosporus dan B. subtilis dapat meningkatkan
aktivitas antioksidan eksogenous. Aktivitas antioksidan eksogenous tertinggi oleh R. oligosporus sebesar 97% pada
fermentasi 72 jam.

Kata Kunci: Kedelai edamame, Isoflavon aglikon, DPPH
Abstract

Edamame soybeans contains isoflavone compounds that act as antioxidants. Thus compounds are binds to sugars via
glycoside bonds. Bioconversion of compounds isoflavone glycosides into isoflavone aglycone very high potential as
antioxidants occur during fermentation by the activity of the enzyme p-glucosidase. It has been reported that [-glucosidase
enzyme are produced by Rhizopus spp. In addition, during the fermentation process of Bacillus subtilis produces an enzyme
nattokinase also can increase antioxidant activity. In this study the fermentation process using inoculum Rhizopus
oligosporus, B. subtilis as well as a mixture of both with a long fermentation 24 hours, 48 hours and 72 hours. Then the
antioxidant activity was tested using a solution of DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). The fermentation process in the
manufacture of tempeh inoculum edamame with R. olig osporus and B. subtilis can improve exogenous antioxidant activity.
The highest exogenous antioxidant activity by R. oligosporus of 97% in 72 hours fermentation.
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PENDAHULUAN

Radikal bebas merupakan molekul atau senyawa yang
memiliki elektron yang tidak berpasangan, sehingga
molekul tersebut menjadi tidak stabil dan bersifat sangat
reaktif. Radikal bebas dapat mengakibatkan terjadinya
gangguan fungsi sel, kerusakan struktur sel, serta mutasi
[1,2]. Untuk mencegah atau mengurangi dampak akibat
serangan radikal bebas diperlukan antioksidan. Di dalam
tubuh terdapat antioksidan endogenous namun jika Radikal
bebas mengalami overproduksi dan tidak bisa dikendalikan
oleh antioksidan endogenous maka diperlukan antioksidan
eksogenous [1,3]. Salah satunya adalah isoflavon yang
terdapat dalam kedelai edamame. Isoflavon merupakan
senyawa metabolit sekunder yang disintesis oleh tanaman
dan senyawa tersebut tidak disintesis oleh mikroorganisme.
Dari beberapa jenis tanaman, kandungan isoflavon yang
lebih tinggi terdapat pada tanaman Leguminosae,
khususnya pada tanaman kedelai [4]. Senyawa tersebut
berupa senyawa yang berikatan dengan senyawa gula
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melalui ikatan glikosida. Jenis isoflavon yang terdapat
dalam kedelai adalah genistin, daidzin, dan glisitin [5].
Rerata total isoflavon edamame per 80 gram setelah diolah
adalah 49 mg, sedangkan kedelai biasa adalah 24 mg.
Sehingga kandungan isoflavon kedelai edamame lebih
besar dibandingkan kedelai biasa [6]. Kedelai edamame
dapat diolah dengan cara fermentasi maupun non-
fermentasi. Selama proses fermentasi senyawa-senyawa
isoflavon yang terikat akan terbebas membentuk isoflavon
bebas (aglikon) yang sangat berpotensi tinggi sebagai
antioksidan [7]. Biotransformasi isoflavon glikosida
menjadi isoflavon aglikon merupakan aktivitas enzim pf-
glukosidase. Dilaporkan juga, enzim p-glukosidase
dihasilkan oleh RhAizopus spp. [5]. Kemudian isoflavon
aglikon akan bertransformasi lebih kanjut menjadi faktor-II
[7]. Faktor-Il hanya terdapat pada kedelai yang
terfermentasi dan mempunyai sifat antioksidan paling kuat
dibandingkan dengan isoflavon lain dalam kedelai non
fermentasi [8]. Selain itu, selama proses fermentasi bakteri
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B. subtilis menghasilkan enzim nattokinase yang juga dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan [9].

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan kedelai edamame hasil
fermentasi kultur campuran oleh R. oligosporus dan B.
subtilis serta campuran keduanya dengan lama fermentasi
24 jam, 48 jam dan 72 jam.

METODE PENELITIAN

Penentuan Kepadatan Spora

Kurva pertumbuhan R. olygosporus dibuat dengan cara
mengkulturkan spora R. olygosporus pada media PDA
miring, kemudian diinkubasi pada inkubator pada suhu
30°C. Setelah itu kultur PDA miring diamati kepadatan
sporanya setiap hari Dberturut-turut selama 7 hari.
Pengamatan dilakukan dengan menambahkan 9 ml akuades
steril pada tabung kultur. Spora dikerik menggunakan jarum
inokulum hingga merata. Suspensi spora yang didapat
dipindahkan secara aseptis pada tabung steril dan
dihomogenkan. Sebanyak 1 ml suspensi spora diteteskan
pada bidang hitung haemocytometer dan dihitung dengan
menggunakan mikroskop. Spora yang dihitung adalah spora
yang ada pada kotak sedang haemocytometer. Penghitungan
dilakukan sebanyak lima kali ulangan. Selanjutnya, jumlah
spora/ml sampel ditentukan dengan persamaan berikut:

s=—""_ 1000
Lxtxd

Keterangan: S= Jumlah spora/ml; n = Jumlah spora
pada bidang yang dihitung; L= Luas bidang; t= kedalaman;
d= Faktor pengenceran
Pembuatan starter R. oligosporus

Pembuatan inokulum diawali dengan pengukuran
pertumbuhan R. oligosporus pada media edamame padat
dan diinkubasi pada suhu 30°C sampai didapatkan
kepadatan sel 103 sel/ml.

Pembuatan kurva pertumbuhan B. subtilis

Pembuatan kurva pertumbuhan B. subtilis dengan cara
mengkulturkan biakan B. subtilis pada media NB cair 50 ml
di dalam erlenmeyer dan diinkubasi shaker dengan
kecepatan 150 rpm pada suhu 30°C selama 48 jam.
Sebanyak 1 ml diambil dan dimasukkan ke dalam 9 ml
garam fisiologis sebagai pengenceran  10-'. Setelah itu
diambil 100 ul dari pengenceran 10" dan dimasukkan ke
dalam microtube yang berisi 900 pl garam fisiologis
sebagai pengenceran 10-2. Hal tersebut dilakukan sampai
pengenceran 10 dengan interval 4 jam. Kemudian
sebanyak 5 pl diambil dari tiap-tiap pengenceran lalu
ditumbuhkan secara drop plate ke media NA dan diinkubasi
pada suhu 30°C selama 24 jam. Selanjutnya dihitung jumlah
koloni yang tumbuh menggunakan metode TPC (fotal plate
count) dengan persamaan:

Jumlah sel/ml (CFU/ml) = Jumlah koloni percawan x 1000 ul x
1 S5l

faktor pengenceran

Pembuatan starter B. subftilis

Pembuatan starter B. subtilis dngan cara mengkulturkan
pada 50 ml media edamame cair dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam.
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Fermentasi dengan inokulum R. oligosporus

Edamame sebanyak 50 g direndam dalam air dan
dibiarkan selama 9 jam pada suhu 45° C) [10]. Kedelai
dikuliti, dan dikukus selama 1 jam kemudian kotiledon
kedelai (50 g) diletakkan dalam cawan petri dan disterilisasi
dalam autoklaf (121° C, 2 atm, 30 menit). Setelah dingin,
kotiledon tersebut diinokulasi dengan R. oligosporus dan
diinkubasikan pada suhu 30° C selama 72 jam sampai
menjadi tempe. Pengamatan aktivitas antioksidan dilakuan
setiap hari selama 3 hari.
Fermentasi dengan inokulum B. subfilis

Edamame sebanyak 50 g direndam dalam air dan
dibiarkan selama 9 jam pada suhu 45° C) [10]. Kedelai
dikuliti, dan dikukus selama 1 jam kemudian kotiledon
kedelai (50 g) diletakkan dalam cawan petri dan disterilisasi
dalam autoklaf (121° C, 2 atm, 30 menit). Setelah dingin,
kotiledon tersebut diinokulasi dengan B. subtilis dan
diinkubasikan pada suhu 37° C selama 72 jam. Pengamatan
aktivitas antioksidan dilakuan setiap hari selama 3 hari [11].
Pembuatan Tempe dengan inokulum R. oligosporus dan
B. subtilis

Edamame sebanyak 50 g direndam dalam air dan
dibiarkan selama 9 jam pada suhu 45° C) [10]. Kedelai
dikuliti, dan dikukus selama 1 jam kemudian kotiledon
kedelai (50 g) diletakkan dalam cawan petri dan disterilisasi
dalam autoklaf (121° C, 2 atm, 30 menit). Setelah dingin,
kotiledon tersebut diinokulasi dengan R. oligosporus
kemudian diinokulasi dengan B. subtilis [12]. Fementasi
dilakukan pada suhu 37°C selama 3 hari [11]. Pengamatan
aktivitas antioksidan diakukan setiap hari selama 3 hari.
Ekstraksi sampel

Ekstraksi dilakukan menurut metode Siregar &
Pawiroharsono yang dimodifikasi. Tempe 50 gr dipotong
dengan ukuran 1x1 c¢cm dan dikeringkan dalam oven [13].
Sampel tersebut diblender, kemudian disaring. Menurut
metode Weng and Chen yang telah dimodifikasi sebanyak 2
gram sampel direndam dalam 20 ml ethanol 80 % kemudian
di waterbath pada suhu 60° C selama 1 jam [11]. Ekstrak
kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan
5000 rpm sehingga akan terpisah antara endapan dan
supernatan.  Supernatan  yang  didapat kemudian
dikumpulkan dan disimpan untuk uji selanjutnya.
Pembuatan larutan DPPH(1, I-difenil-2-pikrilhidrazil)

Pembuatan larutan DPPH 0,06 mM dengan menimbang
Kristal DPPH sebanyak 2,4 mg dan dilarutkan dalam etanol
100 ml [4].
Uji Penangkapan Radikal Bebas dengan Metode DPPH

DPPH merupakan salah satu metode yang digunakan
untuk mengukur aktivitas antioksidan dalam makanan atau
bahan makanan. Metode DPPH dapat digunakan untuk
sampel cair ataupun padat dan tidak spesifik untuk senyawa
antioksidan tertentu tetapi untuk keseluruhan senyawa
antioksidan yang ada di dalam sampel. DPPH menghasilkan
radikal bebas aktif bila dilarutkan dalam alkohol. Radikal
bebas tersebut stabil dengan absorpsi maksimum pada
panjang gelombang 517 nm dan dapat direduksi oleh
senyawa antioksidan. Dalam metode tersebut ekstraksi
sampel hasil fermentasi sebanyak 1 ml ditambahkan 2 ml
larutan DPPH 0,06 mM kemudian diinkubasi dalam gelap
selama 30 menit dan diukur absorbansinya pada panjang
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gelombang 517 nm [14]. Larutan DPPH digunakan sebagai
kontrol. Analisis dilakukan sebanyak 3 kali pada masing-
masing sampel. Persentase aktivitas scavenging DPPH
dapat dihitung dengan rumus;

Ad =] 1= ADSsamper | 100 4,

b Skontrol
Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan
disajikan dalam bentuk tabel, grafik dan foto. Analisis data
pada aktivitas antioksidan dari masing-masing sampel
dilakukan melalui uji penangkapan radikal secara
semikuantitatif dengan metode DPPH.

HASIL PENELITIAN

Pola Pertumbuhan B. subftilis
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan B. subtilis dalam media
edamame

Berdasarkan Gambar 1. diketahui bahwa B. subtilis
mencapai fase eksponensial atau fase logaritmik pada jam
ke-24. Fase tersebut digunakan sebagai starter untuk
inokulum. Pada periode tersebut sel akan mampu
beradaptasi dengan cepat terhadap media edamame.

Kepadatan spora R. oligosporus
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Gambar 2. Kurva kepadatan spora R. oligosporus dalam
media edamame

Berdasarkan Gambar 2. dapat diketahui bahwa
kepadatan spora mencapai puncak pada waktu inkubasi hari
ke 4 dengan jumlah spora sebesar 5,9x 10® (sel/ml). Jumlah
akhir spora/gram substrat tersebut telah memenuhi syarat
yang ideal sebagai sumber inolukum yaitu sebesar 106 —
108, Berdasarkan hasil penelitian dari Mojsov dikatakan
bahwa jumlah kepadatan spora yang kurang dari 10°
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spora/gram substrat atau lebih dari 10® spora/gram substrat
dapat mempengaruhi aktivitas enzim yang relatif tinggi
[15].

Aktivitas antioksidan tempe edamame dengan R.
oligosporus

Berdasarkan Gambar 3. hasil uji penangkapan radikal
bebas dengan metode DPPH menunjukkan aktivitas
penangkapan radikal bebas oleh kontrol yang berupa
kedelai edamame tanpa isolat yaitu nilai relatifnya sebesar
23%. Aktivitas penangkapan radikal pada sampel edamame
hasil fermentasi oleh R. oligosporus menunjukkan hasil
sebesar 95% pada fermentasi 24 jam, hasil tersebut
mengalami peningkatan menjadi 97% pada fermentasi 48
jam dan pada fermentasi 72 jam aktivitas penangkapan
radikal DPPH semakin meningkat menjadi 100%.

Aktivitas antioksidan menunjukkan peningkatan yang
berbanding lurus dengan lama waktu fermentasi ketika
difermentasikan menggunakan kultur R. oligosporus.
Haltersebut berkaitan dengan kepadatan spora dari R.
oligosporus (Gambar 2.), menunjukkan jumlah spora R.
oligosporus mengalami peningkatan hingga waktu inkubasi
hari ke 4. Peningkatan jumlah spora memiliki pengaruh
terhadap peningkatan biomassa selnya sehingga hal tersebut
berpengaruh pada aktivitas enzim yang diproduksinya [15].
Oleh karena itu semakin meningkat jumlah sel pada R.
oligosporus maka aktivitas enzim f-glukosidase yang
diproduksi akan meningkat pula. Enzim p-glukosidase
tersebut yang mengkatalis reaksi hidrolisis isoflavon
glikosida menjadi aglikon [5]. Fermentasi kapang
membutuhkan waktu dua sampai lima hari. Fermentasi
kapang selama tiga hari akan menghasilkan enzim yang
paling optimum [16]. Sehingga wajar ada kenaikan aktivitas
antioksidan sejalan dengan lama fermentasi.

Kenaikan aktivitas antioksidan dapat dilihat berdasarkan
perubahan warna pada uji DPPH dari warna ungu menjadi
kekuningan. Perubahan warna ungu menjadi kekuningan
terjadi karena elektron bebas dari radikal bebas DPPH
menjadi berpasangan dengan atom hidrogen yang
dilepaskan oleh antioksidan sampel membentuk DPPH-H
berwarna kuning dan bersifat stabil [17]. Perubahan warna
ini sebanding dengan jumlah elektron zat antioksidan yang
diambil oleh radikal DPPH. Semakin tinggi aktivitas
antioksidan maka warnanya semakin pudar [18].

Aktivitas antioksidan tempe edamame dengan B.
subtilis
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Gambar 3. Aktivitas Penangkapan Radikal DPPH
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Berdasarkan Gambar 3. aktivitas penangkapan radikal
DPPH pada sampel edamame yang difermentasi oleh B.
subtilis selama 24 jam menunjukkan hasil nilai relatif
sebesar 84% dan mengalami penurunan menjadi 46% untuk
fermentasi selama 48 jam serta pada fermentasi selama 72
jam menunjukkan penurunan aktivitas antioksidan menjadi
42%.

Peningkatan aktivitas antioksidan pada produk olahan
kedelai fermentasi disebabkan oleh enzim nattokinase yang
diproduksi oleh B. subtilis selama fermentasi. Mekanisme
dari senyawa isoflavon pada natfo dalam mengurangi
pembentukan senyawa radikal bebas DPPH dapat melalui
dua cara yaitu dengan mendonorkan ion hidrogen dari
ikatannya dan berperan sebagai penangkap radikal bebas
secara langsung [19].

Aktivitas antioksidan kedelai edamame hasil fermentasi
oleh B. subtilis mengalami peningkatan dan penurunan, hal
tersebut dikorelasikan dengan pertumbuhan B. subtilis
dalam media kedelai edamame. Pertumbuhan B. subtilis
dalam media kedelai edamame (Gambar 1.) menunjukkan
bahwa aktivitas antioksidan berbanding lurus dengan
jumlah B. subtilis dalam kedelai edamame. Aktivitas
tersebut meningkat pada fermentasi ke 24 jam yaitu sebesar
84%, kemudian pada fermentasi ke 48 jam mengalami
penurunan hingga fermentasi ke 72 jam. Hal tersebut
berkaitan dengan pertumbuhan B. subtilis dalam media
kedelai edamame. Penurunan persentase penangkapan
radikal oleh sampel kedelai hasil fermentasi oleh B. subtilis
dapat dipengaruhi oleh radikal yang dihasilkan selama
proses fermentasi. B. subtilis memiliki sistem pertahanan
terhadap ROS yang dihasilkan selama proses fermentasi
untuk menghindari kondisi tekanan oksidatif [20].

Aktivitas antioksidan tempe edamame dengan R.
oligosporus dan B. subtilis

Pada fermentasi dengan kultur campuran R. oligosporus
dan B. subtilis berdasarkan Gambar 3. menunjukkan nilai
relatif penangkapan radikal DPPH sebesar 89% pada lama
waktu fermentasi 24 jam, aktivitas penangkapan radikal
tesebut mengalami peningkatan menjadi 99% pada
fermentasi ke 48 jam dan mengalami penurunan pada
fermentasi ke 72 jam sebesar 94%.

Terjadinya peningkatan aktivitas antioksidan pada
fermentasi ke 48 jam diduga karena peningkatan aktivitas
enzim yang dihasilkan dari R. oligosporus sehinga
menyebabkan senyawa radikal DPPH yang tertangkap oleh
antioksidan lebih besar dari fermentasi ke 24 jam. Selama
proses fermentasi kemungkinan besar aktivitas antioksidan
berasal dari R. oligosporus karena B. subtilis
kemampuannya semakin menurun dan membebani R.
oligosporus. Pada fermentasi ke 72 jam mengalami
penurunan hal ini diduga karena B. subtilis selain
menangkap radikal DPPH juga menangkap senyawa radikal
lain yaitu hidrogen peroksida yang dihasilkan dari proses
metabolisme dalam selnya [21,22]. Hidrogen peroksida
(H202) merupakan radikal yang kurang reaktif akan tetapi
pada kondisi tertentu dapat meracuni sel karena
meningkatkan kandungan radikal hidroksil [23]. Selain itu
selama proses fermentasi B. subtilis diduga menghasilkan
asam organik seperti asam laktat sehingga menyebabkan
pertumbuhan B. subtilis pada fermentasi ke 72 jam menjadi
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semakin tertekan sehingga jumlah sel yang hidup lebih
sedikit dibandingkan sel yang mati akibatnya enzim yang
dihasilkan menjadi berkurang.

Persentase peningkatan aktivitas antioksidan total pada
kedelai edamame hasil fermentasi campuran R. oligosporus
dan B. subtilis menunjukkan nilai relatif tidak terlalu
berbeda jauh. Sehingga dengan adanya pencampuran kultur
malah menurunkan optimasi dari R. oligosporus dalam
meningkatkan aktivitas antioksidan. Dengan kata lain tidak
ada pengaruh apabila kultur R. oligosporus dan B. subtilis
digabung dalam froses fermentasi.

KESIMPULAN

Proses fermentasi pada pembuatan tempe edamame
dengan inokulum R. oliosporus dan B. subtilis dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan eksogenous. Aktivitas
antioksidan eksogenous tertinggi oleh R. oligosporus
sebesar 97% pada inkubasi 3 hari. Aktivitas antioksidan
eksogenous oleh B. subtilis sebesar 81% pada inkubasi 24
jam. Dalam inokulum campuran tidak memberikan
pengaruh terhadap peningkatan aktivitas antioksidan jika
dibandingkan dengan kultur tunggal R. oligosporus.

Proses fermentasi dengan menggunakan kultur
campuran antara R. oliosporus dan B. subtilis perlu
dilakukan penelitian yang lebih lanjut dengan metode
pencampuran yang divariasi dan juga perlu dilakukan
penghitungan populasi setelah pencampuran.
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