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ABSTRAK

Perendaman kedelai dapat mempengaruhi rendemen dan derajat esterifikasi dari pektin. 
Setiap industri tempe memiliki metode perendaman kedelai yang berbeda-beda. Air rendaman 
kedelai dan kulit ari kedelai merupakan produk samping dari industri tempe yang berpotensi 
sebagai bahan baku pembuatan pektin. Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan metode 
perendaman kedelai yang terbaik untuk menghasilkan rendemen dan derajat esterifikasi pektin 
yang tinggi, sekaligus mengetahui kadar asam galakturonat. Pengujian dilakukan secara RAK 
(Rancangan Acak Kelompok) dengan faktor metode perendaman kedelai yaitu (1) kedelai dire-
bus 30 menit, (2) kedelai direndam 18 jam kemudian direbus 30 menit, dan (3) kedelai direbus 30 
menit kemudian direndam 18 jam. Hasil penelitian menunjukan kedelai yang direbus 30 menit 
kemudian direndam 18 jam merupakan perlakuan yang paling baik karena memiliki rendemen 
(1.12 ± 0.03%) dan derajat esterifikasi (56.33 ± 1.96%) yang paling tinggi. Pektin dari penelitian 
ini memiliki kadar asam galakturonat sebesar 22.45 ± 0.84%. Industri tempe dapat menerapkan 
penelitian ini untuk mengurangi limbah padat dan limbah cair menjadi pektin.

Kata kunci : Asam Galakturonat, Derajat Esterifikasi, Kedelai, Pektin, Rendemen

ABSTRACT

Soaking soybean may affect the yield and degree of esterification of pectin. Each tempe industry has 
different soybean soaking methods. Soaking soybean water and soybean hull are a by-product of tempe in-
dustry which has potential as raw material for pectin making. The purpose of this research is to determine 
the best soybean soaking method to produce high yield and degree of esterification, simultaneously to deter-
mine galacturonic acid content. The experiments used RAK (Randomized Block Design) with factor of soy-
beans soaking method. The methods were: (1) Soybean boiled for 30 minutes, (2) Soybeans soaked 18 hours 
then boiled 30 minutes, and (3) Soybean boiled 30 minutes then soaked 18 hours. The results showed that 
soaked soybeans 30 minutes and then soaked 18 hours is the best treatment because it has the highest yield 
(1.12 ± 0.03%) and degree of esterification (56.33 ± 1.96%). The pectin of this soybean has 22.45 ± 0.84% 
of galacturonic acid. Tempe industry can apply this research to reduce its solid and liquid waste to be pectin

Keywords : Degree of Esterification, Pectin, Physical Charateristic, Soybean, Yield
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PENDAHULUAN

Industri pengolahan tempe memiliki 
masalah dalam penanganan limbah berupa 
air rendaman dan kulit ari kedelai. Kedelai 
memiliki 90% kotiledon, 8% kulit ari, dan 2% 
germ (Choct et al., 2010). Dinding sel kede-
lai mengandung 30% pektin, 50% hemise-
lulosa, dan 20% selulosa (Stombaugh et al., 
2000). Monsoor dan Proctor (2001) berhasil 
mengekstraksi 7.68–16.31% pektin dari ku-
lit ari kedelai dan memiliki derajat esterifi-
kasi sebesar 54-59%. Kalapathy dan Proctor 
(2001) dapat mengekstraksi 18-26% pektin 
dari kulit ari kedelai dan memiliki derajat 
esterifikasi sebesar 17.09-20.79%. Pada pe-
nelitian Monsoor (2005), ekstraksi sebesar 
16.31-21.87% pektin dari kulit ari kedelai 
dan memiliki derajat esterifikasi sebesar 
18.84–20.23% dapat dilakukan. Pektin dapat 
digunakan sebagai pengental dan stabilisasi 
(Pinhiero et al., 2008).

 Proses pembuatan tempe atara lain: 
perendaman kedelai dan/atau perebusan, 
pengupasan kulit ari kedelai, dan fementasi 
menggunakan Rhizopus sp. Proses perenda-
man kedelai merupakan proses pre-fermen-
tasi dimana bakteri asam laktat tumbuh se-
cara spontan (Pisol et al., 2013; Dai et al., 2017; 
Salakkam et al., 2017). Pra fermentasi kedelai 
menyebabkan penurunan pH menjadi 4.5–
5.3 (Katz, 2012; Camiscia et al., 2018). Asam 
dapat mendegradasi protopektin menjadi 
pektin yang bersifat larut dalam air (Yeoh 
et al., 2008; Kulkarni dan Vijayanand, 2010). 
Rendemen pektin meningkat seiring dengan 
penurunan pH (Wai et al., 2010). Penurunan 
pH dapat menyebabkan penurunan derajat 
esterifikasi (Kulkarni dan Vijayanand, 2010; 
Wai et al., 2010; Fathi et al., 2013). Proses pe-
manasan dengan air juga dapat melarutkan 
pektin, sehingga berpeluang adanya pektin 
dalam air rendamam kedelai (Koubala et al., 
2008; Chan dan Choo, 2013). Pektin diek-
strak dari kulit ari kedelai dan pektin yang 
terdapat di dalam air redaman kedelai dapat 
diisolasi dengan proses koagulasi. Pektin da-
pat terkoagulasi dengan alkohol (etanol atau 
metanol) atau Al2(SO4)2 (Seggiani et al., 2009). 
Pada penelitian ini, pektin dikoagulasi dan 
dipisahkan menngunakan etanol 96%.

Tujuan dari penelitian ini adalah me-
nentukan metode perendaman kedelai yang 
terbaik untuk menghasilkan rendemen dan 
derajat esterifikasi pektin yang tinggi, sekali-
gus mengetahui kadar asam galakturonatnya.

BAHAN DAN METODE

Bahan
Bahan yang digunakan untuk penelitian 

ini adalah kedelai yang digunakan adalah ke-
delai varietas Anjasmoro yang didapatkan dari 
Balai Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan 
Umbi, Malang, Jawa Timur, Indonesia. Kulit 
ari kedelai diekstrak dengan menggunakan 
HCl 0.1N “Merck” dan dikoagulasi menggu-
nakan etanol 96% teknis.

Bahan kimia yang digunakan untuk 
analisis penelitian ini adalah NaOH p.a “Mer-
ck”, Etanol p.a “Merck”, indikator Phenolptha-
lein 1%, HCl p.a “Merck”, Akuades, standard 
D-Galacturonic acid monohydrate “Sigma”, 
dan Trifluoroacetic acid p. A “Merck”.

Alat
Alat-alat yang digunakan untuk ek-

straksi pektin adalah timbangan digital “xp-
1500, Jerman”, erlemeyer 250 ml, saringan 
40 mesh, kompor, gelas beaker 250 ml, gelas 
ukur 100 ml, kain saring 4 lapis, oven “Mem-
mert”, mortar, dan shaker waterbath “Jula-
bo”. Alat-alat yang digunakan untuk analisis 
adalah timbangan analitis ”Mettler Toledo”, 
gelas beaker 250 ml, bola hisap, corong, pipet 
tetes, pipet volume 10ml, erlemeyer 250ml, 
pipet ukur 10 ml, botol timbang, buret, statif, 
oven listrik, kertas whatman no. 42, pH meter 
“eutech”, eksikator, shaker waterbath “Julabo”, 
kertas saring kasar, centifuge, millex 0,4 µm, 
HPLC detektor RI, dan kolom Metacarb 87C.

Metode
Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan 
metode Rancangan Acak Kelompok (RAK), 
dengan faktor metode perendaman kedelai 
yaitu (1) kedelai direbus 30 menit, (2) kedelai 
direndam 18 jam kemudian direbus 30 menit, 
dan (3) kedelai direbus 30 menit kemudian 
direndam 18 jam. Pengujian ini diulang se-
banyak lima kali.

 
Tahap Penelitian

1000 g kedelai kering direbus hingga 
matang (30 menit) sebagai perlakuan satu, 
kedelai yang kedelai yang direndaman 18 
jam selanjutnya direbus 30 menit sebagai 
perlakuan kedua, dan direbusan 30 menit ke-
mudian direndam 18 jam sebagai perlakuan 
ketiga. 

Kedelai yang telah direndam selan-
jutnya dikupas kulit arinya dan diuji pH air 
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rendaman. Kulit ari kedelai diekstrak meng-
gunakan Shaker waterbath dan menggunakan 
HCl sebagai pelarut dengan konsentrasi 0.1 
N, rasio kedelai:pelarut 1:3, selama 45 menit, 
dan pada suhu 90 °C. kulit ari kedelai yang 
telah diekstrak dengan asam kemudian 
dipisahkan dari pelarutnya menggunakan 
saringan 40 mesh. Filtrat yang dihasilkan 
dan air rendaman kedelai dikoagulasi den-
gan menggunakan etanol 96% dengan rasio 
pelarut:etanol 1:1. Pektin yang menggumpal 
dipisahkan dengan menggunakan kain sar-
ing 4 lapis. Pektin kemudian dilakukan pen-
cucian sebanyak 2 kali menggunakan etanol 
96% dan disaring kembali. Selanjutnya, pek-
tin dikeringkan menggunakan oven dengan 
suhu 40 °C selama 12 jam. 

Tahap Pengujian
a. pH Air Rendaman Kedelai

Kedelai yang telah direbus atau diren-
dam kemudian diambil air rendamannya. 
100 ml air rendaman diuji pH dengan meng-
gunakan pH meter. 

b. Rendemen Pektin
Pektin yang telah dikeringkan 

selanjutnya ditimbang untuk meng-
etahui rendemen pektin yang dihasil-
kan. Menentukan rendemen pektin 
dengan menggunakan Persamaan 1. 

berat pektin yang terekstrak (g)
%rendemen= 100

berat kedelai (g)
´

......(1)

c. Derajat Esterifikasi (Bochek et al., 2001)
0.2 g sampel diberi 0.5 ml etanol 96% 

p.a dan dilarutkan dengan 20 ml akuades, 
kemudian dipanaskan 40 °C, selama 2 jam. 
Tambahkan 5 tetes Phenolpthalein. Sampel 
dititrasi dengan NaOH 0.1 N hingga beru-
bah warna. Volume NaOH yang dibutuhkan 
dicatat (V1). 10 ml NaOH 0.1 N ditambah-
kan. Titat didiamkan selama 2 jam dalam 
keadaan tertutup. Sampel dicampur dengan 
10 ml HCl 0.1 N. Sampel dititrasi dengan 
NaOH 0.1 N hingga berubah warna. Vol-
ume NaOH dicatat (V2). Penentuan derajat 
esterifikasi pektin dapat ditentukan dengan 
Persamaan 2.

2Derajat esterifikasi(%)= 100%
1 2

v
v v

´
+ .....(2)

d. Kadar Asam Galakturonat (Rascón-Chu et al., 
2009)

Penentuan kadar asam galakturonat 
pektin tidak dilakukan pada semua per-
lakuan. Pengujian kadar asam galakturo-
nat hanya dilakukan pada perlakuan yang 
menghasilkan pektin dengan rendemen dan 
derajat esterifikasi yang paling tinggi.

0.25 g sampel masukan dalam conical 
50 ml, ditambahkan 4 N trifluoroacetic acid 
(TFA), dipanaskan dengan suhu waterbath 
95 °C selama 4 jam  (conical tertutup), divor-
tex selama 1 menit, kemudian di centrifuge 
berkecepatan 3000 rpm selama 5 menit dan 
disaring menggunakan kertas saring kasar. 
Filtrat yang didapatkan selanjutnya dirota-
vapor fitrate hingga tinggal fasa H2O seban-
yak 2 ml. Filtrat dipindahkan ke dalam labu 
ukur 5 ml ditempatkan sampai tanda batas 
dengan H2O, selanjutnya disaring dengan 
millex 0.45 µm. Fitrat diencerkan dengan 
mencampurkan 50 µl sampel dan 950 µl H2O. 
(sampel mengalami pengenceran 20x). Pen-
campuran 50 µl standar 10000 ppm dan 950 
µl H2O. Pada penelitian ini, standar men-
galami pengenceran 20x, sehingga konsen-
trasi standar dalam sampel adalah 500 ppm. 
Sampel diinjeksikan 50 µl ke HPLC, dengan 
kondisi setting HPLC antara lain kolom 
(Metacarb 87 C), Eluent menggunakan H2O, 
flow sebesar 0.6 ml/min, detektor (RI), serta 
suhu sebesar 85 °C.

Analisa Data
Data yang diperoleh dari hasil pe-

nelitian akan dianalisa secara statistik untuk 
mengetahui adanya perbedaan antar per-
lakuan dengan menggunakan uji ANOVA 
pada α=5% menggunakan Minitab 16. Apa-
bila ada perbedaan, maka dilanjutkan den-
gan uji Tukey (BNJ) untuk menentukan nilai 
kritis uji perbandingan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN

pH Air Rendaman Kedelai
Pada penelitian ini menggunakan RAK 

(Rancangan Acak Kelompok) dengan per-
lakuan pertama adalah kedelai yang hanya 
direbus saja selama 30 menit, perlakuan ked-
ua kedelai yang direndam 18 jam kemudian 
direbus 30 menit, serta perlakuan ketiga ada-
lah kedelai yang direbus 30 menit kemudian 
direndam 18 jam. Pada penelitian ini kedelai 
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direndam dengan air dengan perbandingan 
1:3 seperti yang dilakukan oleh kebanyakan 
industri tempe. Perbedaan metode perenda-
man tersebut menyebabkan terjadinya peru-
bahan pH pada air rendaman. Data pH air 
rendaman dapat dilihat pada Gambar 1.

Pada Gambar 1 dapat dilihat air ren-
daman dari kedelai yang direbus dahulu 
baru direndam memiliki pH yang paling ren-
dah yaitu 4.3, sedangkan kedelai yang hanya 
direbus saja memiliki pH paling tinggi yaitu 
6.6. Perubahan pH pada air rendaman kede-
lai diduga disebabkan oleh aktivitas bakteri 
asam laktat. Menurut Pisol et al. (2013) jum-
lah bakteri asam laktat pada air rendaman 
kedelai dapat mencapai 9.5 x 108 CFU/ml.

Kedelai yang direbus saja memiliki pH 
yang paling tinggi karena diduga belum ada 
aktivitas baketri asam laktat karena kondisi 
kedelai berada pada suhu sekitar 100 °C. 
Pada suhu tersebut bakteri asam laktat tidak 
bisa tumbuh karena kondisi optimum bakteri 
asam laktat mesofilik pada suhu 20-30 °C dan 
bakteri asam laktat termofilik optimum tum-
buh pada suhu 30-45 °C (Gemechu, 2015).

Derajat Esterifikasi Pektin
Pektin dengan derajat esterifikasi dia-

tas 50% tergolong dalam pektin metoksil 
tinggi, sedangkan pektin dengan derajat es-
terifikasi dibawah 50% tergolong pektin me-
toksil rendah (Sriamornsak, 2003). Derajat es-
terifikasi pektin dari hasil penelitian tahap 1 
antara 48.70% hingga 56.33%. Data pengaruh 
metode perendaman terhadap derajat esteri-
fikasi pektin dapat dilihat  pada Gambar 2.

Pada Gambar 2 dapat dilihat bahwa 
perlakuan kedelai direbus saja dengan ke-
delai yang direndam, kemudian direbus 
memiliki notasi yang sama artinya tidak ada 
perbedaan nyata antara kedua perlakuan 
tersebut. Pada kedelai yang direbus dan 
direndam memiliki notasi yang berbeda art-
inya kedelai yang direbus dan direndam me-
miliki hasil derajat esterifikasi yang berbeda. 
Hasil penelitian ini menunjukan bahwa per-
lakuan kedelai yang direbus dahulu kemu-
dian baru direndam memliki nilai derajat 
esterifikasi yang paling tinggi yaitu 56.33%. 

Kedelai yang direbus terlebih dahulu 
kemudian baru direndam memiliki derajat 
esterifikasi yang paling tinggi karena pada 
larutan kedelai yang direbus kemudian 
direndam memiliki pH yang paling rendah 
(Gambar 1) dibanding perlakuan lainnya 
sehingga semakin meningkatkan kelarutan 

pektin. Adanya asam dari larutan dapat 
mendegradasi protopektin menjadi pektin 
yaitu dengan menggantikan ion Ca2+ dan 
Mg2+ dari protopektin dengan ion H+ dari 
larutan sehingga terbentuk pektin yang mu-
dah larut (Yeoh et al., 2008). Pektin mememi-
liki gugus karboksil teresterifikasi, semakin 
banyak gugus karboksil teresterifikasi maka, 
semakin tinggi nilai derajat esterifikasi pek-
tin. Pektin metoksil tinggi memiliki kelaru-
tan tinggi pada suasana asam (Sriamornsak, 
2003). Hal tersebut sesuai dengan penelitian 
yang dilakukan oleh Monsoor et al. (2001), se-
makin tinggi konsentrasi HCl yang diguna-
kan maka semakin tinggi derajat esterifikasi 
pektin dari kulit ari kedelai. 

Penelitian sebelumnya, Monsoor 
dan Proctor (2001) dapat mengekstraksi 
pektin yang memiliki derajat esterifikasi 
20.79%, Kalapathy and Proctor (2001) dapat 
mengekstraksi pektin yang memiliki dera-
jat esterifikasi 59%, dan Monsoor (2005) da-
pat mengekstraksi pektin yang memiliki es-
terifikasi 20.23%. Derajat esterifikasi pektin 
dalam penelitian ini sesuai dengan penelitian  
Kalapathy dan Proctor (2001). Derajat esteri-
fikasi penelitian ini lebih besar dari peneli-
tian Monsoor dan Proctor (2001) serta Mon-
soor (2005) karena pada penelitian tersebut 
menggunakan pH larutan yang lebih rendah 
sehingga menghasilkan derajat esterifikasi 
pektin yang berbeda pula.

Rendemen Pektin
Rendemen pektin diperoleh dari men-

gukur persentase pektin kering yang dihasil-
kan dari satu kg kedelai. Rendemen pektin 
dari hasil penelitian antara 0.25% hingga 
1.12%. Perlakuan metode perendaman kede-
lai memiliki pengaruh terhadap jumlah ren-
demen pektin. Data Pengaruh Metode Per-
endaman terhadap Rendemen Pektin dapat 
dilihat pada Gambar 3.

Pada Gambar 3 dapat dilihat bahwa 
tiap perlakuan memiliki notasi yang ber-
beda. Notasi yang berbeda ini artinya setiap 
perlakuan memiliki hasil rendemen pektin 
yang berbeda nyata. Perlakuan kedelai yang 
direbus terlebih dahulu kemudian direndam 
memliki jumlah rendemen yang paling ting-
gi yaitu 1.12% atau dalam 1 kg kedelai dapat 
menghasilkan 11.2 g pektin. Rendemen pek-
tin yang paling rendah adalah pada kedelai 
yang direbus saja yaitu sebesar 0.25%.

Pada kedelai yang direbus dan diren-
dam menghasilkan rendemen paling tinggi. 
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Gambar 1. Pengaruh metode perendaman terhadap pH air rendaman, dengan nilai rata-rata ± 
standar deviasi dari lima kali ulangan

Gambar 2. Pengaruh Metode Perendaman terhadap Derajat Esterifikasi Pektin, dengan nilai rata-
rata ± standar deviasi dari lima kali ulangan

Gambar 3. Pengaruh metode perendaman terhadap rendemen pektin dengan nilai rata-rata ± 
standar deviasi dari lima kali ulangan 
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Kedelai yang direbus kemudian direndam 
mengalami penurunan pH hingga 4.4 (Gam-
bar 1). pH yang rendah ini menunjukan 
banyaknya asam yang terdapat pada air ren-
daman kedelai. Asam yang tinggi menyebab-
kan semakin banyak protopektin yang terhi-
drolisis sehingga terbentuk pektin (Sulihono 
et al., 2012; Nurhikmat, 2003). Penurunan 
pH menyebabkan banyaknya ion H+ yang 
terbentuk. Ion H+ dapat menggantikan ion 
kalsium dan magnesium yang terdapat pada 
protopektin sehingga terbentuk senyawa 
pektin yang larut dalam air (Sulihono et al., 
2012). Pada perlakuan kedelai yang diren-
dam terlebih dahulu baru direbus memiliki 
pH larutan sebesar 58 sehingga memiliki 
rendemen yang tidak sebanyak kedelai yang 
direbus dahulu baru direndam. 

Pada kedelai yang hanya direbus saja 
memiliki pH larutan sebesar 6.6 (Gambar 
1), sehingga menghasilkan rendemen yang 
paling rendah, sesuai dengan beberapa pe-
nelitian mengenai pektin, misalnya ekstrak-
si pektin dari mangga (Wang et al., 2016; 
Huang et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Ren-
demen pektin yang diekstraksi dengan air 
hanya mendapatkan rendemen sebanyak 
132 mg/g sedangkan rendemen pektin yang 
diekstrak dengan HCl pH 1.5 memiliki ren-
demen sebanyak 263 mg/g. Jadi, pH larutan 
yang rendah dapat meningkatkan rende-
men pektin. Selain itu, pada perlakuan ke-
delai yang hanya direbus saja tidak memiliki 
cukup waktu kontak dengan pelarut. Waktu 
ekstraksi perlu diperhatikan untuk memasti-
kan semua protopektin terhidrolisis menjadi 
pektin (Yujaroen et al., 2008). Penelitian yang 
dilakukan oleh Erika (2013) dan Hanum et 
al., (2012) menunjukan bahwa semakin ren-
dah pH yang digunakan untuk ekstraksi, 
maka semakin besar rendemen pektin yang 
diperoleh.  

Pemilihan Perlakuan Tahap 1 Terbaik
Pertimbangan pemilihan perlakuan 

terbaik pada penelitian ini adalah perlakuan 
yang dapat menghasilkan rendemen tert-
inggi dan derajat esterifikasi tertinggi. Per-
lakuan terbaik pada penelitian ini adalah 
perlakuan dengan merebus kedelai selama 
30 menit kemudian direndam selama 18 jam. 
Kedelai yang direbus dahulu baru diren-
dam menghasilkan rendemen pektin sebe-
sar 1.12% (Gambar 3) dan derajat esterifikasi 
56.33% (Gambar 2).

Kadar Asam Galakturonat
Kadar asam galakturonat semakin ting-

gi menunjukkan kemurnian pektin semakin 
tinggi (Naqash et al., 2017; Dranca dan Oroian, 
2018; Wang et al., 2018). Kadar asam galaktu-
ronat yang dihasilkan dari penelitian ini sebe-
sar 22.45 ± 0.84%.  Pada hasil penelitian ini 
menunjukan bahwa pektin yang dihasilkan 
memiliki kemurnian yang rendah, sehingga 
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 
meningkatkan kemurnian pektin. 

SIMPULAN

Hasil dari penelitian ini dapat diam-
bil kesimpulan metode perendaman dengan 
cara perebusan kedelai (30 menit) kemudian 
direndam (18 jam) memiliki rendemen (1.12 
± 0.03%) dan derajat esterifikasi (5.33 ±1.96%) 
yang paling tinggi dan merupakan perlakuan 
yang terbaik. Kadar asam galakturonat dari 
penelitian ini sebesar 22.45 ± 0.84%. 
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