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ABSTRACT

Soy protein isolate (SPI) is a product of soybeans possessing good functionality thus it is widely used
as an ingredient in any formulation in food and beverage industries. Glycation is commonly done to
improve protein functionality and reduce its allergenicity. This research aims to evaluate the influence of
incubation time of SPI and lactose on the degree of glycation of SPI-lactose conjugates, free amino acid
and lactose, and to determine the molecular weight and intensity of the protein band of the SPI-lactose
conjugate. SPIs were obtained by pH adjustment. The glycation of SPI and lactose was undertaken at pH
9.5, 95°C for 0, 30, 60 and 90 minutes. The determination of the glycation degree of the SPI-lactose
conjugate was carried out using several methods, i.e. TBA-based method, HPLC and Bradford analysis.
The profiles of the protein molecular weight was analyzed using SDS-PAGE. The results revealed that
longer incubation time induced a greater degree of glycation. The SDS-PAGE showed that the soybean
sample had 13 protein bands with molecular weights ranging from 11.8 to 170.2 kDa. Glycation of the SPI
with lactose at 95°C could remove or lower the intensity of protein bands with molecular weight of 66.6;
56.1 and 30.9 kDa, which were presumed to be the major allergens in soybean.

Keywords: degree of glycation, glycation, lactose, soy protein isolate

ABSTRAK

Isolat protein kedelai (IPK) adalah salah satu produk dari kedelai yang memiliki sifat fungsional yang
baik sehingga banyak digunakan oleh industri pangan sebagai bahan formulasi berbagai makanan dan
minuman. Glikasi banyak dilakukan untuk meningkatkan fungsionalitas protein dan mengurangi alerge-
nisitas. Penelitian ini bertujuan menganalisis pengaruh waktu inkubasi IPK dengan laktosa terhadap dera-
jat glikasi berbasis konjugat IPK-laktosa, amino bebas, dan laktosa serta mengetahui bobot molekul dan
intensitas pita protein konjugat IPK-laktosa. Isolat protein diperoleh dengan pengaturan pH. Glikasi IPK
dengan laktosa dilakukan dalam kondisi pH 9,5, suhu 95°C selama 0, 30, 60, dan 90 menit. Penentuan
derajat glikasi pada produk konjugat IPK-laktosa dilakukan menggunakan beberapa metode yakni
diantaranya metode berbasiskan TBA, HPLC, dan Bradford. Profil bobot molekul protein dianalisis
menggunakan elektroforesis SDS-PAGE. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin lama waktu
inkubasi maka semakin besar pula derajat glikasi yang dihasilkan. Hasil elektroforesis SDS-PAGE
menunjukkan bahwa kacang kedelai memiliki 13 pita protein dengan bobot molekul antara 11,8 sampai
dengan 170,2 kDa. Perlakuan glikasi dengan laktosa selama inkubasi pada suhu 95°C dapat meng-
hilangkan ataupun menurunkan intensitas pita protein dengan bobot molekul 66,6; 56,1; dan 30,9 kDa
yang diduga merupakan alergen utama pada kedelai.

Kata kunci: derajat glikasi, glikasi, isolat protein kedelai, laktosa

PENDAHULUAN

Kedelai merupakan salah satu jenis kacang-
kacangan yang memiliki kadar protein yang tinggi.
Dalam industri pangan, kedelai banyak dimanfaat-
kan dalam bentuk produk intermediate seperti isolat
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protein kedelai (IPK). IPK mengandung 90% protein
dengan komponen utama yaitu B-conglycinin (7S
globulin) dan glisinin (11S globulin) (Li et al., 2016).
Produk ini dapat digunakan sebagai ingredien pa-
ngan pada berbagai produk olahan seperti sosis, su-
su formula, nuget, dan sebagainya. Selain memiliki
kadar protein yang tinggi, kedelai juga memiliki kom-
ponen bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan. Ke-
delai memiliki beberapa sifat fungsional seperti da-
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pat menurunkan kolesterol dan gula darah serta me-
ngurangi risiko penyakit jantung. Salah satu faktor
yang menyebabkan terjadinya peningkatan konsum-
si kedelai adalah karena timbulnya kesadaran mas-
yarakat terkait sifat fungsional pada kedelai. Disisi
lain kedelai juga memiliki sifat alergenisitas yang da-
pat membatasi konsumsi bagi penderita alergi. Da-
lam menangangani masalah tersebut, proses pe-
ngolahan kedelai dapat menjadi faktor penting untuk
mengurangi risiko alergi melalui modifikasi struktur
protein kedelai menjadi pangan hipoalergenik.

Pengolahan seperti pemanasan, fermentasi en-
zimatik, perlakuan fisik seperti pemberian tekanan
tinggi atau ekstruksi, maupun kombinasi dari pengo-
lahan tersebut dapat mengurangi alergenisitas
(Verhoeckx et al, 2015). Akan tetapi metode-
metode tersebut juga memiliki banyak kekurangan.
Misalnya hidrolisis enzimatik menyebabkan adanya
fragmen peptida yang menimbulkan rasa pabhit. Pro-
ses pengolahan yang melibatkan reaksi Maillard me-
rupakan salah satu alternatif yang efisien dan aman
apabila diterapkan sebagai solusi untuk mengurangi
alergenisitas dari kacang kedelai. Pengolahan yang
melibatkan reaksi Maillard ini dapat dilakukan de-
ngan mengonjugasikan protein dengan gula pere-
duksi melalui ikatan kovalen membentuk produk
protein terglikasi.

Pada beberapa penelitian diketahui bahwa gli-
kasi dapat digunakan sebagai alternatif untuk me-
ningkatkan fungsionalitas protein. Glikasi yang di-
induksi oleh reaksi Maillard dapat meningkatkan ke-
larutan, stabilitas terhadap panas, emulsifikasi, daya
buih, dan sifat pembentukan gel (de Oliveira et al.,
2016) sekaligus mengurangi alergenisitas (van de
Lagemaat et al., 2007). Akan tetapi jika kondisi re-
aksi tidak tepat maka tujuan tersebut tidak dapat ter-
penuhi. Banyak faktor yang mempengaruhi reaksi
glikasi beberapa diantaranya yaitu suhu, aktivitas
air, jenis gula pereduksi, pH, dan waktu inkubasi
atau lama penyimpanan (Patel et al., 2013). Derajat
glikasi menjadi parameter penting untuk menilai ke-
berhasilan glikasi. Penelitian van de Lagemaat et al.
(2007) melaporkan bahwa glikasi IPK-FOS pada be-
berapa kondisi dapat meningkatkan derajat glikasi
dan menurunkan antigenesitas dengan meningkat-
nya waktu inkubasi. Bu et al. (2015) yang ju-
ga melakukan penelitian glikasi glisinin dengan lak-
tosa melaporkan bahwa terjadi penurunan grup ami-
no bebas, peningkatan derajat glikasi, dan pening-
katan waktu inkubasi dapat meningkatkan laju peng-
hambatan antigenesitas glisinin. Glikasi antara pro-
tein dengan gula pereduksi akan mengubah struktur
epitop sehingga mengurangi tingkat reaktivitas 1gG
dan IgE (Bielikowicz et al., 2010). Modifikasi antige-
nesitas kedelai berkaitan dengan kondisi reaksi dan
derajat glikasi. Peningkatan derajat glikasi berkore-
lasi dengan perubahan struktur antigen pada protein
kedelai sehingga dapat menurunkan alergenisitas.
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Penelitian Bu et al. (2010) menunjukkan bahwa pe-
rubahan antigenesitas B-laktoglobulin yang terdapat
pada whey protein isolate (WPI) sangat bergantung
dari seberapa besar derajat glikasi yang dihasilkan
melalui reaksi Maillard. Adanya peningkatan derajat
glikasi akibat reaksi Maillard tersebut ternyata ber-
kaitan dengan terjadinya perubahan antigenesitas
pada B-laktoglobulin.

Laktosa merupakan salah satu jenis gula pe-
reduksi yang banyak terdapat pada susu dan produk
olahannya. Laktosa memiliki fungsi fisiologis yang
baik seperti sumber energi untuk tubuh dan mening-
katkan penyerapan mineral (kalsium, fosfor, dan
magnesium). Meskipun kekhawatiran konsumen
tentang intoleransi laktosa, industri pangan dan far-
masi telah menemukan banyak aplikasi untuk lakto-
sa, terutama dalam bentuk kristal (Carpin et al.,
2016). Saat ini laktosa banyak digunakan oleh
industri pangan sebagai ingredien, produk minuman
(beverage) maupun produk permen (confectionary)
karena mempunyai kemanisan yang rendah, dapat
mengikat flavor dan aroma, dan meningkatkan umur
simpan produk (Bu et al., 2015). Selain itu, laktosa
juga biasa digunakan sebagai eksipien dan agen
tablet di industri farmasi (Carpin et al., 2016). Lak-
tosa lebih reaktif dibandingkan maltrodekstrin se-
hingga memiliki stabilitas panas yang baik dalam
membentuk produk protein terglikasi (Liu dan Zhong
2015). Tujuan penelitian ini adalah menganalisis pe-
ngaruh waktu inkubasi IPK dengan laktosa terhadap
derajat glikasi basis konjugat IPK-laktosa, amino
bebas, dan laktosa serta mendapatkan profil bobot
molekul dan menganalisis intensitas pita protein
konjugat IPK-laktosa menggunakan elektroforesis
SDS-PAGE. Dengan adanya profil dari produk kon-
jugat IPK-laktosa tersebut maka dapat diketahui se-
berapa besar perubahan struktur protein yang terjadi
selama proses glikasi. Perubahan struktur pada
protein kedelai inilah yang dapat digunakan sebagai
acuan untuk mengetahui adanya potensi penurunan
alergenisitas pada IPK.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain kedelai lokal varietas Detam-1 yang di-
peroleh dari Balai Penelitian Tanaman Aneka Ka-
cang dan Umbi (Balitkabi) dan laktosa p.a (Difco,
Detroit, USA).

Isolasi protein

Kacang kedelai digiling dan diayak dengan aya-
kan 60 mesh. Sebelum dilakukan isolasi protein, ter-
lebih dahulu dilakukan analisis proksimat pada te-
pung kacang kedelai untuk mengetahui komposisi
kimianya. Isolasi protein sampel diawali dengan
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penghilangan lemak (Liu et al., 2007). Sampel yang
telah dihaluskan direndam dalam heksana (teknis)
(rasio 1:5 w/v) selama 1 jam pada suhu kamar, ke-
mudian disentrifus (Eppendorf Centrifuge 5810R,
Hamburg, Germany) (8.000 g selama 15 menit pada
suhu 4°C). Supernatan yang diperoleh dibuang, se-
dangkan endapannya diekstraksi kembali sebanyak
dua kali untuk menghilangkan kandungan lemak
yang masih tersisa. Isolasi protein menggunakan
metode pengaturan pH mengacu pada penelitian
Speroni et al. (2010). Sampel bebas lemak dicampur
dengan akuades (rasio 1:10 wi/v), kemudian pH
suspensi dinaikkan sampai 8 dengan menggunakan
NaOH 1 N (Merck, Darmstadt, Germany), diaduk
selama 90 menit pada suhu ruang dan disentrifus
(10.000 g selama 30 menit pada suhu 4°C). Nilai pH
supernatan yang diperoleh diturunkan sampai 4,5
dengan menggunakan HCI 1 N (Merck, Darm-stadt,
Germany), lalu disentrifus selama 20 menit. Super-
natan yang diperoleh dibuang, sedangkan endapan
proteinnya diambil dan dikeringkan dengan pe-
ngering beku (EYELA, FD-550, Tokyo Rikakikai
Co.Ltd., Japan).

Konjugasi IPK-laktosa

Konjugasi dilakukan dalam formulasi sistem
pangan cair berdasarkan penelitian van de Lagema
at et al. (2007) dengan modifikasi. IPK dan laktosa
dilarutkan dalam 0,5 M buffer karbonat-bikarbonat
(pH 9,5) dengan rasio spesifik (IPK:laktosa = 4:1,
rasio w/w). Campuran dituang ke dalam tabung ber-
tutup rapat dan dipanaskan dalam water bath (GFL
D-30938, Burgwedel, Germany) bersuhu 95°C, de-
ngan pengadukan konstan pada kecepatan 200
rpm. Sampel diinkubasi selama 0, 30, 60, dan 90
menit. Setiap kali pengambilan, sampel didinginkan
segera dalam water bath berisi es, dilanjutkan de-
ngan penyimpanan pada suhu -20°C. Sebagai kon-
trol, IPK tanpa laktosa diperlakukan dengan kondisi
yang sama.

Pengukuran derajat glikasi basis konjugat IPK-
laktosa menggunakan metode TBA

Analisis derajat glikasi mengacu pada metode
Seri et al. (2017). Sebanyak 2 mL asam trikloroase-
tat 20% (TCA) (Merck, Darmstadt, Germany) ditam-
bahkan ke dalam 4 mL sampel, kemudian disentrifu-
gasi selama 10 menit pada 3000 rpm. Satu mL buf-
fer fosfat 0,01 M (pH 7,4) dan 0,5 mL asam oksalat
0,3 N (Merck, Darmstadt, Germany) ditambahkan ke
dalam sedimen dan disimpan dalam penangas air
selama 1 jam. Setelah dingin ditambahkan 0,5 mL
TCA 40% ke dalam setiap sampel, kemudian disen-
trifugasi selama 10 menit pada 3000 rpm. Superna-
tan dipisahkan dan ditambahkan 0,5 mL asam tio-
barbiturat 0,05 M (TBA) (Merck, Darmstadt, Ger-
many) ke dalam 1 mL larutan supernatan tersebut,
kemudian disimpan dalam penangas air dengan
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suhu 40°C selama 30 menit. Absorbansi sampel di-
ukur pada 443 nm menggunakan spektrofotometer
(UV-160, Shimadzu, Tokyo, Japan). Kontrol yang di-
gunakan adalah sampel tanpa perlakuan glikasi. Pe-
ngukuran derajat glikasi (DG) konjugat IPK-laktosa
dihitung dengan rumus berikut:

DG Konjugat IPK-Laktosa (%) =

absorbansi sampel - absorbansi kontrol

o,
absorbansi sampel x100%

Pengukuran derajat glikasi basis laktosa meng-
gunakan HPLC

Analisis konsentrasi laktosa sisa berdasarkan
cara kerja Shen et al. (2012) menggunakan HPLC
(1200 Series, Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, USA) yang dilengkapi dengan detektor
refractive index. Preparasi sampel diawali dengan
pengendapan protein (Xinmin et al., 2008). Sampel
sebanyak 5 mL dipipet ke labu ukur 25 mL. Selanjut-
nya ditambahkan larutan timbal asetat 20% (Merck,
Darmstadt, Germany) sebanyak 1,5 mL, campuran
larutan natrium oksalat 1,5% (Merck, Darmstadt,
Germany) dan natrium hidrogen fosfat 3,5% (Merck,
Darmstadt, Germany) sebanyak 1,5 mL dan ditam-
bahkan akuades hingga tepat 25 mL. Sampel itu ke-
mudian dibiarkan selama 30 menit dan disaring de-
ngan kertas saring. Sebelum diinjeksi ke HPLC,
sampel dan larutan standar laktosa grade HPLC
(Sigma Aldrich Chemie Gmbh., Germany) disaring
melalui membran nilon Millipore FH (0,22 um)
(Sartorius Stedim Biotech. Co., USA). Selanjutnya
kolom Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) (BIO-
RAD, Hercules, CA, USA) dielusi pada suhu 35°C
dengan fase gerak asetonitril 5% (Merck, Darmstadt,
Germany) dalam H,SO, 5 mM (Merck, Darmstadt,
Germany) pada laju alir 1 mL/min. Kuantifikasi lakto-
sa sisa menggunakan kurva kalibrasi dalam kisaran
100-1000 ppm. Pengukuran derajat glikasi (DG) ba-
sis laktosa dihitung dengan rumus berikut:

DG Basis Laktosa (%) =

konsentrasi laktosa awal - konsentrasi laktosa sisa
konsentrasi laktosa awal

X100%

Pengukuran derajat glikasi basis gugus amino
bebas menggunakan pengujian Bradford

Sampel diambil sebanyak 100 pL dan dimasuk-
kan ke dalam tabung reaksi berukuran 1,2x10 cm,
lalu ditambahkan 5 mL pereaksi Bradford (Bradford
1976). Larutan divorteks dan diukur menggunakan
spektrofotometer (UV-160, Shimadzu Tokyo, Japan)
pada panjang gelombang 595 nm setelah 5 menit.
Kontrol yang digunakan adalah sampel tanpa perla-
kuan glikasi. Pengukuran derajat glikasi (DG) basis
gugus amino bebas konjugat IPK-laktosa dihitung
dengan rumus berikut:
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. . Co-cC1
DG Basis Gugus Amino Bebas (%) =T
dimana, CO adalah konsentrasi amino bebas kontrol
dan C1 adalah konsentrasi gugus amino bebas
sampel.

x100%

Analisis profil bobot molekul dengan elektro-
foresis SDS-PAGE

Elektroforesis SDS-PAGE berdasarkan Lae-
mmli (1970) dilakukan dengan stacking gel 5% dan
separating gel 12% menggunakan perangkat SDS-
PAGE (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Sampel
sebanyak 10 uL ditambahkan 40 uL buffer sampel
yang mengandung natrium dodesil sulfat (SDS, de-
terjen anionik) (Merck, Darmstadt, Germany), basa
tris pH 6,8 dan B-merkaptoetanol (Merck, Darmstadt,
Germany), lalu dipanaskan selama 5 menit dalam
suhu 100°C. Sampel dinjeksikan ke dalam sumur
dan pada salah satu sumur ditempatkan marker pro-
tein Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
dengan bobot molekul 10-260 kDa (Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA, 26634). Proses elektrofo-
resis dilakukan selama 180 menit pada 70 V sampai
migrasi dye tersisa sekitar 0,5 cm dari dasar. Se-
telah proses running selesai dilakukan pewarnaan
gel menggunakan coomasie briliant blue G-250
(Merck, Darmstadt, Germany) kemudian dibilas de-
ngan akuades. Larutan penghilang warna (destain-
ing solution) ditambahkan sampai muncul pita ber-
warna biru pada gel. Bobot molekul dan intensitas
pita protein pada gel dianalisis dengan software
GelAnaly-zer 2010a. Prinsip pengukuran persentase
intensitas pada software GelAnalyzer 2010a ber-
dasarkan perbedaan intensitas warna pada pita pro-
tein. Semakin gelap pita protein maka semakin
tinggi intensitas yang dihasilkan.

Pengolahan data

Data berupa karakteristik kimia dari obyek pe-
ngamatan dirancang menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan waktu in-
kubasi (0; 30; 60; dan 90 menit) ditampilkan secara
deskriptif menggunakan ANOVA (Analysis of Varian-
ce). Pengolahan data dilakukan dengan aplikasi
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
ver.24) untuk membandingkan signifikansi pada
tingkat kepercayaan 95 persen. Jika terdapat beda
nyata dari data yang diperoleh, maka dilanjutkan
dengan uji Duncan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik isolat protein kedelai

Kedelai yang digunakan pada penelitian ini
adalah kedelai varietas Detam-1 yang merupakan
kedelai varietas unggul dari perkebunan Balitkabi
Malang. Keunggulan kedelai ini yaitu memiliki kadar
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protein yang lebih tinggi dan kadar lemak yang lebih
rendah dibanding varietas lainnya (Hidayat et al.,
2010). Kandungan protein yang diperoleh cukup
tinggi yaitu sebesar 47,28%. Komposisi kimia hasil
analisis proksimat tepung kacang kedelai varietas
lokal Detam-1 selengkapnya disajikan pada Tabel 1.

Proses isolasi didahului oleh proses penghi-
langan lemak (defatisasi) agar lemak yang terdapat
dalam kacang kedelai tidak mengganggu proses
isolasi protein. Defatisasi dilakukan menggunakan
heksana untuk memperoleh tepung kacang bebas
lemak mengacu pada metode yang dikembangkan
(Liu et al.,, 2007). Sampel kacang kedelai diisolasi
proteinnya dengan menggunakan metode pengatu-
ran pH melalui gabungan alkali dan isoelectric preci-
pitation. Berdasarkan penelitan Wu et al. (2009)
yang membandingkan beberapa cara presipitasi,
isolasi protein dengan metode ini dapat menghasil-
kan kadar protein tertinggi dan memiliki kelarutan
protein, kapasitas pembentuk buih, dan stabilitas
protein yang terbaik dibandingkan isolasi protein de-
ngan metode isoelectric precipitation, aqueous pre-
cipitation, dan isoelectric and alcohol precipitations.
Rendemen IPK basis tepung kedelai dan kacang ke-
delai diperoleh dengan metode pengaturan pH ada-
lah sebesar 13,54% dan 11,35% (Tabel 2). Kan-
dungan protein yang diperoleh pada penelitian ini
telah mencapai lebih dari 90% maka produk ini
dapat dikategorikan sebagai isolat protein.

Tabel 1. Komposisi kimia tepung kedelai Detam-1

Parameter Konsentrasi
Kadar air (% bb) 4,33+0,04
Kadar abu (% bk) 5,06+0,05
Kadar protein (% bk) 47,28+0,53
Kadar lemak (% bk) 18,65+0,04
Kadar karbohidrat (% bk) 29,00+0,44

Tabel 2. Rendemen dan kadar protein IPK

Parameter Konsentrasi
Rendemen IPK basis tepung (%) 13,54+2,13
Rendemen IPK basis kacang kedelai (%) 11,35+1,78
Kadar protein IPK (% bk) 92,86+0,33

Derajat glikasi basis konjugat IPK-laktosa

Glikasi terjadi melalui ikatan kovalen antara
grup karbonil dari gula pereduksi dengan grup
amino bebas dari protein untuk membentuk basa
Schiff (Schiff base) dan penataan ulang Amadori
(Amadori rearrangement). Derajat glikasi biasanya
digunakan untuk mengevaluasi tingkat dari reaksi
Maillard (Bu et al., 2015). Pengukuran derajat glikasi
dapat dilakukan dengan metode TBA melalui prinsip
hidrolisis protein terglikasi menggunakan asam
oksalat pada suhu 100°C membentuk hidroksimetil
furfural (HMF) yang dapat bereaksi dengan TBA
membentuk gugus kromofor (Seri et al., 2017). TCA
20% berfungsi untuk mengendapkan protein sisa
dan protein terglikasi sehingga laktosa sisa yang ter-
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dapat pada supernatan tidak ikut bereaksi. Selan-
jutnya TCA 40% akan mengendapkan protein sisa
sehingga hanya HMF yang dapat bereaksi dengan
TBA. Data derajat glikasi konjugat IPK-laktosa ber-
bagai waktu inkubasi disajikan pada Gambar 1.
Derajat glikasi meningkat secara signifikan setelah
inkubasi selama 60 menit yaitu sebesar 37,28%. Se-
telah menit ke-60 maka kenaikan derajat glikasi ber-
langsung tidak signifikan.

Peningkatan derajat glikasi diketahui ber-
korelasi dengan penurunan alergenisitas. Hal ini di-
buktikan oleh penelitian Suseno et al. (2016) yang
melakukan glikasi menggunakan FOS pada IPK
GMO dan Non-GMO dengan pemanasan pada suhu
95°C selama 60 menit pada perlakuan rasio 1:4.
Pada penelitian tersebut mampu dihasilkan derajat
glikasi sebesar 56,82% pada IPK Non-GMO dan
51,42% pada IPK GMO dengan penurunan alerge-
nitas sebesar 92,15% pada kedelai GMO sedang-
kan pada kedelai Non-GMO sebesar 82,02%.
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Gambar 1. Derajat glikasi basis konjugat IPK

Laktosa pada berbagai waktu inkubasi.
Angka-angka yang diikuti oleh huruf
yang berbeda menunjukkan perbedaan
nyata pada (P<0,05)

Derajat glikasi basis amino bebas

Analisis derajat glikasi basis amino bebas
menggunakan pengujian Bradford disajikan pada
(Gambar 2). Prinsip pengujian Bradford adalah ber-
dasarkan interaksi elektrostatik antara residu asam
amino basa (terutama arginin, lisin, dan histidin)
dengan grup sulfonat dari coomasie briliant blue G-
250 (CBB) (Brady dan Macnaughtan, 2015). Per-
hitungan derajat glikasi basis amino bebas ini di-
lakukan berdasarkan selisih antara konsentrasi
amino bebas kontrol dengan konsentrasi amino
bebas pada produk konjugat IPK selama inkubasi.
Semakin besar penurunan konsentrasi amino bebas
pada produk konjugat IPK dibandingkan dengan
kontrol maka semakin besar pula derajat glikasi
yang dihasilkan. Berdasarkan analisis derajat glikasi
pada Gambar 2 diketahui bahwa persentase derajat
glikasi basis amino bebas mengalami peningkatan
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secara signifikan setelah inkubasi selama 60 menit
yaitu sebesar 28,23%. Dari data yang diperoleh
dapat diketahui bahwa peningkatan waktu inkubasi
berbanding lurus dengan derajat glikasi. Hal ini
sejalan dengan penelitian Bu et al. (2015) terkait
konjugasi glisinin dengan laktosa (rasio 4:1) yang
menunjukkan adanya peningkatan derajat glikasi
basis grup amino bebas dari 14,97% menjadi
46,68% pada inkubasi selama 48 jam. Apabila di-
bandingkan dengan penelitian tersebut maka pene-
litian ini berlangsung lebih efektif karena peningkat-
an derajat glikasi terjadi dari 15,81% menjadi
28,23% hanya dengan waktu inkubasi selama 1 jam.

2 3 31.72¢_I£O4c
IS b :
30 A 28,23£0,97
<
2 _ ]
28 257
2 20 1 17,84+0,502
gs 15,8140,902 =7
=0 159 f
[0} m
& 101
o
8 °1 I - -] :
O - T - T - T - 1
0 30 60 90
Waktu Inkubasi (Menit)
Gambar 2. Derajat glikasi basis amino bebas kon-

jugat IPK-laktosa pada berbagai waktu
inkubasi. Angka-angka yang diikuti oleh
huruf yang berbeda menunjukkan per-
bedaan nyata pada (P<0,05)

Penurunan konsentrasi amino bebas pada
sampel IPK selama inkubasi dapat terjadi karena se-
bagian besar grup amino bebas (khususnya lisin)
pada protein kedelai telah berikatan dengan laktosa.
Pada permulaan reaksi glikasi, grup amino bebas
yang tidak terlindungi pada permukaan molekul pro-
tein akan cenderung untuk memulai reaksi diban-
dingkan grup amino bebas yang terlindungi (mask-
ed) pada bagian dalam protein. Reaksi pada grup
amino bebas bagian dalam molekul protein terjadi
ketika struktur protein berubah ketika dipanaskan.
Hal ini sejalan dengan penelitian van de Lagemaat
et al. (2007) yang melakukan glikasi pada IPK-FOS
pada suhu 95°C dimana terjadi penurunan grup
amino bebas sebanyak 30% setelah inkubasi sela-
ma 60 menit. Penelitian Bu et al. (2010) menunjuk-
kan glikasi WPI-glukosa (rasio 4:1) selama 72 jam
pada suhu 60°C dapat menurunkan grup amino be-
bas sebesar 80%. Pada awal reaksi glikasi, e-grup
amino dari lisin masih tersedia dalam jumlah yang
sangat banyak. Namun selama reaksi glikasi ber-
langsung maka secara bertahap residu lisin tersebut
akan semakin berkurang dikarenakan berikatan de-
ngan gula pereduksi. Hal ini akan terus berlangsung
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hingga mencapai titik tertentu, dimana residu lisin
tersebut telah habis karena berikatan dengan gula
pereduksi sehingga reaksi glikasi akan berhenti (van
de Lagemaat et al., 2007). Penurunan kadar amino
bebas konjugat IPK-laktosa mengindikasikan terjadi-
nya reaksi Maillard antara grup amino bebas protein
dengan laktosa yang juga meningkatkan intensitas
warna. Peningkatan warna coklat dapat menjadi in-
dikasi reaksi glikasi semakin tinggi (Bu et al., 2010).

Derajat glikasi basis laktosa

Derajat glikasi basis laktosa ditentukan melalui
perbandingan antara konsentrasi laktosa awal de-
ngan konsentrasi laktosa sisa setelah dilakukan pro-
ses glikasi. Berdasarkan Gambar 3 dapat terlihat de-
ngan meningkatnya waktu inkubasi menunjukkan
peningkatan derajat glikasi. Hasil kromatogram HP
LC diketahui laktosa memiliki waktu retensi menit
4,67-4,71. Pada menit ke-90, derajat glikasi basis
laktosa sudah mencapai 92,52% Tingginya hasil
derajat glikasi ini dapat disebabkan dua hal yaitu
laktosa berikatan dengan IPK maupun terjadi isome-
risasi pada laktosa. Kondisi suhu tinggi dan pH basa
memungkinkan laktosa mengalami isomerisasi men-
jadi laktulosa. Pengukuran derajat glikasi basis lak-
tosa didasarkan atas selisih kadar laktosa awal de-
ngan kadar laktosa sisa diakhir reaksi glikasi. Dera-
jat glikasi basis laktosa tersebut tidak bisa dijadikan
acuan karena tidak semua laktosa terglikasi dengan
IPK, namun terdapat juga sebagian laktosa yang su-
dah mengalami isomerisasi menjadi laktulosa. Hal
inilah yang menyebabkan hasil derajat glikasi basis
laktosa lebih tinggi dibandingkan dengan hasil dera-
jat glikasi basis konjugat IPK-laktosa dan amino be-
bas.
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Gambar 3. Derajat glikasi basis laktosa konjugat

IPK-Laktosa pada berbagai waktu inku-
basi. angka-angka yang diikuti oleh hu-
ruf yang berbeda menunjukkan perbe-
daan nyata pada (P<0,05).

Penelitian Hashemi dan Ashtiani (2010) me-
nunjukkan terjadi peningkatan isomerisasi laktosa
menjadi laktulosa pada pH 10; 11 dan 12 dengan
pemanasan pada suhu 50; 60 dan 70°C selama 300
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menit. Pemanasan berlanjut akan meningkatkan
pembentukan galaktosa dan glukosa serta menu-
runkan kadar laktosa (Aissa dan Aider, 2013).

Hasil pengukuran derajat glikasi dengan ketiga
metode yang dilakukan menghasilkan pola yang sa-
ma yaitu peningkatan waktu inkubasi berbanding lu-
rus dengan derajat glikasi. Meskipun demikian, hasil
derajat glikasi basis laktosa lebih tinggi dibanding-
kan dengan hasil derajat glikasi basis konjugat IPK-
laktosa dan amino bebas disebabkan adanya isome-
risasi pada laktosa. Derajat glikasi berlangsung se-
cara signifikan setelah inkubasi selama 60 menit
dan setelah itu peningkatannya cenderung tidak sig-
nifikan. Ketersediaan laktosa yang sudah menipis
sehingga jumlah gula pereduksi yang digunakan
untuk bereaksi dengan residu lisin semakin sedikit.

Profil bobot molekul protein berdasarkan elek-
troforesis SDS-PAGE

Hasil elektroforesis SDS-PAGE konjugat IPK
dengan laktosa disajikan pada Gambar 4. Sebanyak
13 pita protein terdeteksi setelah dianalisis dengan
software GelAnalyzer 2010a untuk IPK dengan
bobot molekul 11,8-170,2 kDa dengan beberapa pita
protein yang cukup tebal yaitu 66,6; 56,1; dan 30,9
kDa. Suseno et al. (2016) melaporkan bahwa hasil
elektroforesis SDS-PAGE kacang kedelai GMO dan
kedelai non-GMO masing-masing memiliki 11 pita
protein dan 9 pita protein dengan bobot molekul
antara 4,8-145,8 kDa. Penelitian lainnya Palupi et al.
(2015) mendapatkan 8 pita protein dengan bobot
molekul antara 9,6-114,7 kDa pada kedelai varietas
Grobogan, Astuti et al. (2016) mendapatkan 7 pita
protein pada kedelai yang dibeli dari pasar dengan
bobot molekul 20-83,7 kDa, dan Kusumasari (2017)
mendapatkan 12 pita protein dengan bobot molekul
21,2-95,2 kDa pada isolat protein kedelai komersial.
Perbedaan varietas dan penanganan pada sampel
kedelai menyebabkan hasil elektroforesis yang
berbeda-beda.
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Gambar 4. Profil bobot molekul protein IPK dan
konjugat IPK-laktosa pada berbagai
waktu inkubasi
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Terdapat perubahan profil bobot molekul kon-
jugat IPK-laktosa dibandingkan dengan IPK sebelum
perlakuan glikasi. Perlakuan glikasi dengan laktosa
selama 30, 60, dan 90 menit pada suhu 95°C me-
nyebabkan beberapa pita protein menghilang jika di-
bandingkan dengan kontrol. Pita protein yang meng-
hilang pada perlakuan inkubasi 30 menit yaitu 111,1;
93,7; dan 38,2 kDa, sedangkan perlakuan inkubasi
60 menit menghilangkan pita protein 131,8; 111,1;
93,7; dan 38,2 kDa. Perlakuan inkubasi 90 menit
menghilangkan 7 pita protein dengan bobot molekul
131,8; 121; 111,1; 93,7; 56,1; 38,2 dan 30,9 kDa.

Selain itu, semakin lama proses glikasi maka
dapat menurunkan ketebalan pita protein yang me-
nunjukkan konsentrasi protein tersebut. Van de
Lagemaat et al. (2007) melaporkan hasil elektro-
foresis SDS-PAGE glikasi antara IPK dengan FOS
(rasio 1:74) dengan waktu inkubasi 60 menit hanya
memiliki dua pita protein yaitu 45 dan 66 kDa. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa perlakuan glikasi me-
nyebabkan sebagian besar komponen protein dari
kedelai telah bereaksi dengan FOS. Pada umumnya
protein alergen pada kedelai berkisar antara 7-70
kDa. Protein alergen yang dominan pada kedelai
yaitu Gly m Bd 30K atau P34, Gly m Bd 28K, dan
Gly m Bd 60K (Ogawa et al., 2000). Berdasarkan
penelitian Amnuaycheewa dan de Mejia (2010), pita
protein dengan bobot molekul 66,6 kDa diperkirakan
sebagai protein alergen mayor Gly m Bd 60K yang
merupakan subunit a dari B-conglycinin, pita protein
dengan bobot molekul 56,1 kDa jenis glisinin (7S)-
globulin dan 30,9 kDa jenis Gly m Bd 30 K atau P34.
Wilson et al. (2005) menyebutkan bahwa Gly m Bd
30K atau P34 diklasifikasikan sebagai alergen imu-
nodominan pada kedelai. Gly m Bd 30 K dapat ber-
ikatan dengan lebih dari 65% penderita alergi ka-
cang kedelai. Bobot molekul yang terdeteksi pada
bobot molekul 10-70 kDa disajikan pada Tabel 3
dibawabh ini.

Intensitas pita protein IPK dan konjugat IPK-
laktosa waktu inkubasi 30, 60, dan 90 menit setelah
dianalisis dengan software GelAnalyzer 2010a ditun-
jukkan pada Gambar 5. Pita protein yang cukup
tebal pada IPK yaitu 66,6; 56,1; dan 30,9 kDa ditan-
dai dengan arah panah. Peningkatan waktu inkubasi
dapat menurunkan intensitas pita protein yang cu-
kup tebal tersebut bahkan dapat menghilangkan pita
protein 56,1 dan 30,9 kDa pada inkubasi selama 90
menit dengan suhu 95°C. IPK terdiri dari 13 pita pro-
tein dengan intensitas berbeda-beda. Intensitas ter-
besar IPK terdapat pada protein Gly m Bd 60K de-
ngan BM 66,6 kDa sebesar 21,92%. Konjugat IPK-
laktosa inkubasi 30 menit juga memperlihatkan in-
tensitas terbesar pada BM 66,6 kDa sebesar
23,74%. Hal ini menunjukkan bahwa pada waktu in-
kubasi tersebut masih didominasi oleh protein yang
diduga merupakan protein alergen mayor Gly m Bd
60K. Pada waktu inkubasi 60 dan 90 menit, intensi-
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tas terbesar pada BM 170,2 kDa dengan nilai
masing-masing 23,59% dan 22,39%. Dari hasil ter-
sebut menunjukkan bahwa glikasi dapat meningkat-
kan bobot molekul protein dan menurunkan intensit-
as protein yang diduga alergen mayor pada kedelai.

Tabel 3. Bobot molekul IPK dan konjugat IPK lakto-
sa pada berbagai waktu inkubasi
Bobot Molekul (kDa)

No Inkubasi  Inkubasi Inkubasi Dugaan
" IPK 30 60 90 Protein*
menit menit menit
1 66,6 66,6 66,6 66,6 Gly mBd
60K
2 56,1 56,1 56,1 - 7S-
globulin
3 39,9 39,9 39,9 39,9 11S-
globulin
4 38,2 - - - 7S-
globulin
5 30,9 30,9 30,9 - Gly m Bd
30 K atau
P34
6 15,1 15,1 15,1 15,1 Gly m3,
profilin
7 11,8 11,8 11,8 11,8 Methionine
rich
protein

Sumber: Amnuaycheewa dan de Mejia (2010)

KESIMPULAN

Peningkatan waktu inkubasi pada suhu 95°C
berkorelasi dengan peningkatan derajat glikasi. Se-
makin lama waktu inkubasi maka semakin besar pu-
la derajat glikasi yang terbentuk. Peningkatan dera-
jat glikasi berlangsung signifikan selama 60 menit
waktu inkubasi. Profil bobot molekul IPK berkisar
antara 11,8-170,2 kDa. Perlakuan glikasi dengan
laktosa selama 30, 60, dan 90 menit pada suhu
95°C mampu menghilangkan ataupun menurunkan
intensitas pita protein terutama pada bobot molekul
66,6; 56,1; dan 30,9 kDa. Hal ini menunjukkan telah
terjadi perubahan struktur protein yang diduga se-
bagai alergen mayor pada kedelai. Oleh karena ada-
nya perubahan struktur pada protein tersebut maka
perlakuan glikasi memiliki potensi dalam menurun-
kan alergenisitas pada IPK. Untuk mendukung hasil
penelitian ini, perlu dilakukan uji alergenisitas yang
lebih spesifik dengan menggunakan antibodi.
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Gambar 5. Intensitas pita protein IPK dan konjugat IPK-laktosa pada berbagai waktu inkubasi
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