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BAB IV 
METODE PENELITIAN 

4.1. Bahan  

4.1.1. Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kacang 

tunggak yang diperoleh dari Pasar Pandaan, Pasuruan. Varietas kacang 

tunggak (Vigna unguiculata (L.) Walp) yang digunakan adalah KT-1, 

berwarna coklat muda, berbentuk bulat telur, dan memiliki berat rata-rata 

10,61 g per 100 biji. 

4.1.2. Bahan Analisa 

 Bahan yang digunakan untuk analisa adalah aquades, larutan 

HCl 0,1N p.a, larutan HCl 1N p.a, larutan NaOH 0,1N p.a, larutan NaOH 

1N p.a, Bovine Serum Albumin p.a., pewarna coomassie brilliant blue 

p.a., dan minyak jagung (merek CCO). 

4.2. Alat 

4.2.1. Alat untuk Proses 

 Alat yang digunakan untuk menyiapkan sampel adalah wadah 

perendaman, kukusan (d=30cm), kompor gas dan dry miller (Vienta). 

4.2.2. Alat untuk Analisa 

 Alat yang digunakan untuk analisa adalah spektrofotometer 

(Shimadzu UV-1700 Pharmaspec), sentrifugator (Hettich Zentrifugen 

Universal 320R), hand mixer (Signora), hand blender (Kris 932-C), 

tabung sentrifus, tabung reaksi, neraca digital (Metler Toledo PB602-S), 

neraca analitis (Sartorius AG Gottingen CP-2245), vorteks (Barndstead 

Thermolyne Maxi Mix II), pH meter (Schott Instrumen), eksikator, 

jangka sorong, Texture Analyzer (TA-XT Plus), oven (Venticell), 
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peralatan gelas, kertas timbang, botol timbang (Pyrex), kertas saring, 

mikroskop berkamera (Olympus DP20), dan refrigerator (LG dan 

Samsung). 

4.3. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan dalam dua tahap, yaitu: 

a. Orientasi penelitian pada bulan Oktober 2013 – Desember 2013. 

b. Penelitian utama pada bulan Mei 2014 – Juli 2014. 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Analisa Pangan, 

Laboratorium Penelitian, Laboratorium Teknologi Pengolahan Pangan, 

Laboratorium Kimia, dan Laboratorium Kimia-Biokimia Pangan dan 

Gizi, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Katolik Widya Mandala 

Surabaya. 

4.4. Rancangan Percobaan 

Penelitian ini bersifat eksploratif-deskriptif. Faktor yang diteliti 

terdiri dari lima taraf, yaitu pengukusan selama 0 menit, 10 menit, 20 

menit, 30 menit, dan 40 menit. Percobaan ini menggunakan pengulangan 

sebanyak tiga kali untuk setiap perlakuan. Semua kondisi untuk persiapan 

sampel sama, kecuali perlakuan percobaan. Kacang tunggak basah yang 

digunakan tiap perlakuan sebanyak 100 g. 

Variabel tergantung yang diukur adalah kelarutan protein dengan 

metode Bradford, daya serap air, daya serap minyak, kapasitas dan 

stabilitas emulsi, kapasitas dan stabilitas buih, serta pembentukan gel. 

Parameter tersebut didukung oleh pengujian hardness setelah pengukusan 

dan morfologi granula pati pada sampel kacang tunggak kukus, serta 

kadar air pada hancuran kacang tunggak kukus. Data yang diperoleh akan 

dianalisis penyebarannya dengan menghitung rata-rata dan standar deviasi 

sebagai dasar evaluasi profil dari sifat fungsional kacang tunggak. 
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4.5. Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian dilakukan dalam dua tahap, yaitu orientasi penelitian 

dan penelitian utama sebagai berikut: 

a. Penelitian pendahuluan bertujuan untuk menetapkan prosedur kerja 

yang tepat, meliputi menetapkan waktu pengukusan kacang tunggak. 

b. Penelitian utama bertujuan untuk mengetahui pengaruh waktu 

pengukusan kacang tunggak terhadap sifat fungsionalnya. 

4.6. Metode Penelitian 

4.6.1. Penyiapan Sampel Kacang Tunggak Kukus 

 Skema tahapan preparasi kacang tunggak kukus yang digunakan 

dalam penelitian dapat dilihat pada Gambar 4.1.  

Tahap-tahap pembuatan sampel kacang tunggak kukus adalah 

sebagai berikut: 

a. Penimbangan I 

Bahan berupa kacang tunggak ditimbang sebanyak 100 g. 

Penimbangan I bertujuan agar jumlah kacang tunggak yang akan 

dipreparasi tepat untuk setiap perlakuan dan ulangan. 

b. Perendaman 

Perendaman dilakukan selama 12 jam dengan rasio air 

perendam:bahan sebesar 5:1. Tahapan ini bertujuan untuk melonggarkan 

matriks jaringan kacang tunggak yang akan dikukus. Matriks yang lebih 

longgar akan memudahkan uap air untuk kontak dengan komponen pada 

kacang tunggak. Perendaman juga melunakkan kulit kacang tunggak 

sehingga mudah untuk dikupas. 

c. Pengupasan kulit 

Tujuan tahapan ini adalah untuk memudahkan kontak bahan 

dengan uap air dan memudahkan proses selanjutnya. 
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Gambar 4.1. Diagram Alir Penelitian 

d. Penimbangan II 

Penimbangan II dilakukan untuk menyeragamkan berat kacang 

tunggak yang digunakan setiap perlakuan dan ulangan. 

e. Pengukusan 

Sampel sebanyak 100 g dikukus pada suhu 75-850C dengan waktu 

pengukusan 0 menit, 10 menit, 20 menit, 30 menit, dan 40 menit. Sampel 

dimasukan ke dalam alat pengukus setelah air mendidih dan terbentuk uap 

air jenuh. Pengukusan dikendalikan dengan menggunakan alat kukusan, 

sumber panas, jumlah kacang tunggak, dan luas permukaan kacang 

Kacang 
tunggak : 

air 
= 1:5 

-Kelarutan protein 
- Daya serap air 
- Daya serap minyak 
- Kapasitas dan stabilitas 
emulsi 

- Kapasitas dan stabilitas buih 
- Pembentukan gel 
- Kadar Air (uji pendukung) 

Hancuran kacang 
tunggak kukus 

Kacang tunggak 

Perendaman (12 jam) 

Pengupasan kulit 

Penimbangan 100 g 
untuk setiap perlakuan 

Kacang tunggak basah 

Penghancuran  
(dry mill, t=45 detik) 

Pengukusan 75-90⁰C  
(0, 10, 20, 30, 40 menit)  

- Pengujian Hardness (uji 
pendukung) 

- Morfologi granula   pati 
(uji pendukung) 
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tunggak yang terkena uap air, serta kondisi pengukusan yang sama setiap 

perlakuan. Tahapan pengukusan merupakan tahapan inti dari preparasi 

sampel kacang tunggak. Panas yang dihasilkan dapat mengubah 

konformasi struktur pati dan protein sehingga mengalami perubahan sifat 

fungsional. 

f. Penghancuran 

Penghancuran merupakan tahapan pengecilan ukuran kacang 

tunggak kukus pasca pengukusan. Penghancuran dilakukan menggunakan 

dry miller selama 60 detik.  

4.6.2. Prinsip Analisa 

Analisa yang dilakukan meliputi pengujian kadar air, penentuan 

kadar protein metode Bradford, daya serap air, daya serap minyak, 

kapasitas dan stabilitas emulsi, kapasitas dan stabilitas buih, dan 

pembentukan gel. 

a. Penentuan Kelarutan Protein (Tsumura et al., 2009) 

Kelarutan protein diukur pada kondisi pH 2-12. Kelarutan protein 

dianalisa dengan menggunakan pendekatan penentuan kadar protein 

terlarut metode Bradford. Menurut Praia (2008), pengujian kadar protein 

metode Bradford merupakan pengujian untuk menentukan kadar protein 

yang terlarut di dalam sebuah larutan. Analisa protein dengan metode 

Bradford didasarkan atas pembentukan ikatan antara pewarna Coomassie 

Brilliant Blue G250 ke protein. Pembentukan ikatan menghasilkan warna 

biru dan memiliki spektrum absorbansi maksimum sebesar 595 nm. Nilai 

absorbansi yang diperoleh pada panjang gelombang 595 nm sebanding 

dengan jumlah senyawa yang berikatan, dan sebanding dengan 

konsentrasi protein pada sampel. 
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b. Daya Serap Air (Khattab dan Arntfield., 2009) dengan 
Modifikasi 

Daya serap air merupakan pengujian yang menentukan jumlah 

pelarut air yang dapat terserap oleh matriks jaringan protein sampel 

terhadap satuan waktu. Prinsip pengujiannya adalah menentukan jumlah 

air yang terserap pada sampel melalui selisih air yang ditambahkan 

dengan jumlah air yang tersisa dengan melakukan sentrifugasi larutan 

sampel yang sudah menyerap air. 

c. Daya Serap Minyak (Khattab dan Arntfield., 2009) dengan 
Modifikasi 

Daya serap minyak merupakan pengujian yang menentukan 

jumlah pelarut minyak yang dapat terserap oleh matriks sampel terhadap 

satuan waktu. Prinsip pengujiannya adalah menentukan jumlah minyak 

yang terserap pada sampel melalui selisih air yang ditambahkan dengan 

jumlah minyak yang tersisa dengan melakukan sentrifugasi larutan 

sampel yang sudah menyerap minyak. 

d. Kapasitas dan Stabilitas Emulsi (Hassan et al., 2010) dengan 
Modifikasi 

Kapasitas dan stabilitas emulsi merupakan pengujian untuk 

menunjukkan volume emulsi yang terbentuk sebagai hasil dari 

emulsifikasi minyak dan air oleh sampel kacang dalam gram yang 

mengandung protein dan kemampuan untuk mempertahankan emulsi 

tersebut. Stabilitas emulsi menentukan jumlah lapisan emulsi yang masih 

dapat dipertahankan setelah emulsi dipanaskan pada waktu tertentu 

Prinsip pengujian kapasitas emulsi adalah menentukan jumlah volume 

minyak yang teremulsikan dengan air setelah proses emulsifikasi. Prinsip 

pengujian stabilitas emulsi adalah menentukan jumlah volume emulsi 

yang tersisa pada sistem emulsi setelah pemanasan. 
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e. Kapasitas dan Stabilitas Buih (Khattab dan Arntfield, 2009) 
dengan Modifikasi 

Kapasitas buih merupakan pengujian untuk menunjukkan volume 

buih yang dapat dihasilkan oleh larutan sampel kacang melalui proses 

pengocokan. Prinsip pengujiannya adalah memberikan perlakuan 

pengocokan dengan hand mixer untuk memicu pemerangkapan udara 

pada sampel sehingga terbentuk buih. Prinsip pengujian kestabilan buih 

adalah mengukur penurunan volume buih yang telah dihasilkan menurut 

fungsi waktu.  

f. Pembentukan Gel (Khattab dan Arntfield, 2009) 

Pembentukan gel merupakan pengujian kemampuan sampel 

dalam membentuk gel. Prinsip pengujiannya adalah dengan penentuan 

konsentrasi sampel minimum pada larutan yang dapat melakukan proses 

pembentukan gel hingga gel yang terbentuk tidak jatuh atau mengalami 

slip ketika tabung dibalik. 

g. Penentuan Kadar Air Metode Thermogravimetri (Sudarmadji 
dkk., 1997) 

Analisis kadar air metode thermogravimetri merupakan analisa 

yang dilakukan dengan menguapkan kandungan air yang terdapat pada 

bahan. Prinsip penentuan kadar airnya yaitu penguapan kandungan air 

bahan dengan pemanasan untuk mendapatkan selisih berat sebelum dan 

sesudah penguapan kadar air. 

h. Pengukuran Hardness (Mridula et al., 2007) 

Analisis pengukuran hardness bahan dilakukan dengan 

menggunakan alat texture analyzer. Prinsip pengujiannya adalah 

menentukan besar gaya normal yang diberikan oleh bahan sebagai reaksi 

dari gaya tekan yang diberikan pada probe cylinder dari alat texture 

analyzer. 
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i. Pengamatan Morfologi Granula Pati (Jobling et al., 2002) 

Pengamatan granula pati dilakukan secara mikroskopi dengan 

bantuan senyawa pewarna. Prinsip pengujiannya adalah pengamatan 

morfologi pati yang sudah diwarnai dengan reagen lugol agar 

menghasilkan warna yang kontras dengan latar belakang pada 

pengamatan mikroskopis. 
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