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ABSTRAK
Tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) mengandung protein tinggi yang dapat diolah menjadi biskuit. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui uji mutu fisikokimia biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kuantitatif dengan pengamatan mutu tepung sesuai dengan SNI 3751:2009 dan pengamatan mutu biskuit sesuai dengan SNI 2973:2011 dan RSNI 2973:2018. Hasil uji organoleptik biskuit yaitu berwarna kuning kecoklatan, beraroma khas biskuit, rasa gurih dan bertekstur renyah. Hasil uji organoleptik tepung kacang merah yaitu berwarna putih kemerahan, beraroma dan berasa khas kacang merah, serta bertekstur serbuk halus. Hasil uji organoleptik tepung kacang koro pedang yaitu berwarna putih tulang, beraroma dan berasa khas kacang koro pedang, serta bertekstur serbuk halus.  Hasil uji kadar air pada tepung kacang merah sebesar 8,74±0,13%, pada tepung kacang koro pedang sebesar 5,25±0,22% dan pada biskuit sebesar 3,81±0,10%. Hasil uji kadar abu tepung kacang merah sebesar 0,67±0,02% dan tepung kacang koro pedang sebesar 0,62±0,01%. Hasil uji kadar abu tidak larut asam biskuit sebesar 0,064±0,005%. Tepung kacang merah, tepung kacang koro pedang, dan biskuit kombinasi positif mengandung protein dengan ditandai dengan endapan putih saat ditambah HNO3 dan perubahan warna menjadi kuning keruh saat dipanaskan. Kadar protein pada tepung kacang merah sebesar 19,27±0,028%, pada tepung kacang koro pedang sebesar 18,49±0,028%, pada biskuit kontrol negatif sebesar 5,01±0,014%, dan pada biskuit kombinasi sebesar 10,28±0,025%. Hasil uji mutu biskuit sesuai dengan SNI 2973:2011 dan RSNI 2973:2018.
Kata kunci : kacang merah, kacang koro pedang
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PENDAHULUAN
[bookmark: _Hlk104541919]Pangan fungsional merupakan makanan yang bermanfaat bagi kesehatan di luar nutrisi dasar atau bermanfaat bagi kesehatan di luar zat gizi yang tersedia. Menurut Health Canada pangan fungsional adalah produk yang menyerupai makanan tradisional tetapi bermanfaat bagi kesehatan. Pangan fungsional yang diperkaya dengan vitamin, serat, dan asam lemak atau makanan yang didesain rendah natrium dan lemak, dapat dimanfaatkan oleh konsumen untuk meningkatkan status gizi mereka (Shahidi, 2009).
[bookmark: _Hlk104541899]Salah satu contoh olahan dari pangan fungsional adalah biskuit. Biskuit adalah jenis kue kering yang mempunyai rasa manis, berbentuk kecil dan diperoleh dari proses pengovenan dengan bahan dasar tepung terigu, margarin, gula halus dan kuning telur (Wulandari dkk., 2010). Tepung terigu merupakan bahan utama dalam pembuatan biskuit. Jenis tepung terigu yang digunakan dalam pembuatan biskuit adalah tepung dari jenis gandum lunak (soft wheat) yang mengandung protein sekitar 7,5-8% (Koswara, 2009).
[bookmark: _Hlk104541948]Pengembangan produk biskuit semakin bervariasi yaitu dengan menambahkan atau menggunakan bahan lain untuk meningkatkan nilai gizinya. Bahan lokal yang dapat digunakan untuk menambahkan nilai gizi pada biskuit adalah kacang merah dan kacang koro pedang.


Kandungan gizi dalam 100 gram kacang merah kering terdapat energi sebesar 369,35 kkal, protein 22,85 gram, lemak 2,4 gram, karbohidrat 64,15 gram, kalsium 502 mg, fosfor 429 mg, zat besi 10,2 mg, dan serat 4 gram. Kacang merah banyak terdapat di pasar-pasar tradisional sehingga mudah didapat. Selama ini pemanfaatan kacang merah masih terbatas yaitu sebagai bahan sup, rendang, dan juga bubur bayi karena kandungan gizi yang tinggi, kacang merah banyak digunakan sebagai bahan untuk meningkatkan kualitas produk maupun kandungan gizi dalam pengembangan produk. Substitusi kacang merah dalam pembuatan roti meningkatkan kandungan protein, lemak, serta daya terima produk tersebut (Manonmani et al., 2014).
Pengolahan kacang merah menjadi tepung telah lama dikenal oleh masyarakat dan dapat meningkatkan daya guna, hasil serta nilai guna. Pengolahan kacang merah menjadi tepung kacang merah lebih mudah diolah dan dikombinasikan dengan tepung terigu dan bahan tambahan lainnya. Berdasarkan penelitian, semakin banyak tepung kacang merah maka kadar protein cake akan semakin tinggi (Hanastati, 2013). Tepung kacang merah memiliki kandungan protein yang lebih tinggi dibandingan tepung terigu. Adapun komposisi zat gizi tepung kacang merah adalah kalori 346 kkal, protein 23,1 gr, lemak 21,7 gr, dan karbohidrat 59,5 gr, kalsium 163 mg, fosfor 400 mg, besi 5,0 mg (Gunawan, 2009).
Selain kacang merah, kacang koro pedang sebagai komoditas lokal juga dapat diolah menjadi produk yang potensial yaitu tepung kacang koro sebagai bahan penambah protein dalam biskuit. Kacang koro pedang (Canavalia ensiformis L.) merupakan kearifan tanaman lokal yang dapat ditemukan dengan mudah di Indonesia. Koro pedang memiliki semua unsur gizi yang cukup tinggi, yaitu karbohidrat 60,1%, protein 30,36% dan serat 8,3% (Sudiyono, 2010). Komposisi kimia yang cukup besar yaitu kandungan karbohidrat dan protein pada koro pedang membuka peluang baru untuk memanfaatkan koro pedang sebagai bahan baku produk Protein Rich Fluor (PRF) atau tepung kaya protein karena kandungan protein  yang cukup besar pada tepung koro pedang yaitu sekitar 37% (Windrati dkk., 2010).
Biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang dilakukan uji mutu fisikokimia berupa uji organoleptik, uji kadar air, uji kadar abu tidak larut asam dan uji kadar protein sesuai dengan SNI 2973:2011 dan RSNI 2973:2018. Pengujian kadar air dan kadar abu tidak larut asam menggunaan metode gravimetri karena metode ini digunakan untuk seluruh bahan pangan, kecuali jika produk tersebut mengandung komponen-komponen yang mudah menguap. Pengujian protein menggunakan metode lowry, pada metode ini pengukuran mempunyai keuntungan 100 kali lebih sensitive dari metode biuret karena selain reaksi antara ion Cu2+ dengan ikatan peptida juga reduksi asam fosfomolibdat dan asam fosfotungstat oleh tirosin dan triftofan yang merupakan residu protein (Yenrina, 2015).
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METODE
Jenis penelitian ini yaitu penelitian kuantitatif. Penelitian kuantitatif adalah suatu proses penelitian yang bertujuan untuk menentukan jumlah komponen tertentu dalam suatu zat dengan mengumpulkan data yang dapat diukur. Teknik ini membutuhkan ketelitian yang tinggi karena kesalahan dalam pengukuran akan menghasilkan kesalahan data dalam penelitian (Kasiram, 2008). Penelitian kuantitatif dalam penelitian ini untuk mengukur kadar air, kadar abu tidak larut asam dan kadar protein dalam biskuit dan tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) serta datanya diolah dalam bentuk angka-angka.
Variabel penelitian adalah segala sesuatu yang ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari sehingga diperoleh informasi tentang hal tersebut kemudian ditarik kesimpulan (Sugiyono, 2016).

3

Penelitian ini menggunakan variabel tunggal yang terdiri dari lima
sub variabel. Variabel tunggal pada penelitian ini yaitu formula biskuit tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis). Sub variabel dalam penelitian ini yaitu uji organoleptik, uji kadar air, uji kadar abu dan abu tidak larut asam, uji identifikasi protein, dan uji kadar protein pada biskuit dan tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan kacang koro pedang (Canavalia ensiformis).
1. [bookmark: _Toc90282636][bookmark: _Toc90385451][bookmark: _Toc90805232][bookmark: _Toc90806824][bookmark: _Toc104717227][bookmark: _Toc104805794][bookmark: _Toc104907089][bookmark: _Toc105104357][bookmark: _Toc105104501][bookmark: _Toc105112913]Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain adalah kacang merah, kacang koro pedang, tepung terigu (Segitiga Biru), garam (Refina), gula (Gulaku), margarin (Blueband), baking powder (Koepoe-Koepoe), air, HCl 10% (Merck), HNO3 (Merck), pereaksi Lowry A (Merck), pereaksi Lowry B (Merck) dan bovin serum albumin (Sigma). 
2. Alat penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain adalah baskom, pisau, sendok, mixer (Miyako), loyang, oven (Kirin), saringan, blender (Cosmos), cawan, tabung reaksi, pipet tetes, sentrifuge (smart), gelas ukur, labu ukur, gelas beaker dan spektrofotometer UV-Vis (Raptor).
3. Jalannnya penelitian
0. Pemilihan bahan baku
Biji kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) yang digunakan adalah jenis kidney bean atau kacang merah besar yang sudah tua. Biji kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) yang digunakan yaitu kacang koro pedang dengan biji berwarna putih yang sudah tua. Biji kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan biji kacang koro pedang (Canavalia ensiformis).
0. Pembuatan tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.)
Pembuatan tepung kacang merah mengacu pada (Yasa dkk., 2009) yang telah dimodifikasi. Kacang merah sebanyak 1 kg yang telah disortir kemudian direndam dengan air selama 24 jam, setelah itu dicuci dengan air dan ditiriskan selama ±15-20 menit. Kacang merah dikeringkan di dalam oven selama ±12 jam dengan suhu 60 °C. kacang merah yang sudah dikeringkan kemudian dihaluskan dengan menggunakan blender dan diayak dengan saringan atau ayakan 80 mesh sehingga diperoleh tepung kacang merah.
0. Pembuatan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis)
Pembuatan tepung kacang koro pedang mengacu pada (Yasa dkk., 2009) yang telah dimodifikasi. Kacang koro pedang sebanyak 1 kg disortasi untuk mendapatkan kacang koro pedang yang bagus kemudian direndam dalam air dan ditambahkan NaHCO3 2,5% selama 3 x 24 jam. Dilakukan pencucian dengan air mengalir untuk membilas kacang koro pedang dari air rendaman saat mengurangi kadar HCN setelah itu ditiriskan. Kacang koro pedang yang telah ditiriskan kemudian dilakukan perebusan pada suhu 100 oC selama 60 menit untuk mengurangi kadar HCN yang masih terkandung dalam kacang koro pedang, kemudian dilakukan pengukusan pada suhu 100 oC selama 30 menit untuk mengurangi sisa HCN yang masih terdapat dalam kacang koro pedang selanjutnya dikeringkan dengan menggunakan oven selama ±12 jam dengan suhu 60 °C, kemudian dilakukan penggilingan dengan menggunakan blender sehingga terbentuk serbuk atau partikel halus dan diayak dengan saringan atau ayakan 80 mesh sehingga diperoleh tepung kacang koro pedang.
0. Pembuatan biskuit
Formula biskuit yang digunakan seperti yang ditunjukkan pada Tabel 3.2 
[bookmark: _Toc90283739][bookmark: _Toc105113324]Tabel 7Tabel 3.2 Formula Biskuit
	Bahan
	Kontrol
	Sampel

	
	gram
	%
	gram
	%

	Tepung terigu
	75,75
	50,5
	22,725
	15,15

	Tepung kacang koro pedang
	-
	-
	22,725
	15,15

	Tepung kacang merah
	-
	-
	30,3
	20,2

	Garam
	0,76
	0,51
	0,76
	0,51

	Gula
	22,27
	15,15
	22,27
	15,15

	Margarin
	  31,5
	21
	  31,5
	21

	Baking  powder
	  1,52
	1,01
	  1,52
	1,01

	Air 
	  17,75
	11,83
	  17,75
	11,83


Sumber : Oluwamukomi et al., 2011
Pembuatan biskuit berdasarkan (Oluwamukomi et al., 2011) yang telah dimodifikasi. Persiapan bahan dilakukan dengan menimbang bahan baku dan bahan penunjang sesuai dengan formulasi yang telah ditentukan. Margarin dan gula diaduk rata menggunakan mixer sampai terbentuk krim, selanjutnya dilakukan penambahan garam, baking powder, tepung terigu, tepung kacang koro pedang, tepung kacang merah dan air diaduk sampai tercampur rata dan membentuk adonan. Pencetakan dilakukan dengan penipisan adonan dan dibentuk dengan cetakan serta diletakan di atas loyang, kemudian pemanggangan dengan menggunakan oven dilakukan dengan suhu 150 oC selama 25 menit. 
Penelitian ini menggunakan kontrol negatif berupa biskuit dengan 100% tepung terigu dan sampel biskuit yang digunakan berupa kombinasi tepung terigu, tepung kacang koro pedang, dan tepung kacang merah dengan perbandingan 30% : 30% : 40%.
0. Uji organoleptik
Pengujian organoleptik dengan penilaian indera merupakan suatu cara penilaian dengan memanfaatkan panca indera manusia untuk mengamati tekstur, warna, aroma, rasa suatu produk makanan, minuman atau obat (Fitriyono, 2014). Pengujian ini dilakukan dengan mengamati bentuk, rasa, warna, dan bau dari tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan kacang koro pedang (Canavalia ensiformis).
0. Uji kadar air
Cawan dikeringkan dengan oven pada temperatur 100 - 105 oC selama 30 menit, kemudian dilakukan pendinginan dalam desikator ± 20 menit dan cawan ditimbang hingga mencapai berat konstan. Tahap selanjutnya dilakukan penimbangan tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis), dan sampel biskuit yang sudah dihaluskan sebanyak 3 g. Dilakukan pengeringan menggunakan oven pada suhu 100-105 °C selama 3-6 jam, setelah itu cawan didinginkan di dalam desikator dan ditimbang kembali hingga mencapai berat konstan (AOAC, 2005).

Keterangan :
W = bobot sampel sebelum dikeringkan (gram)
W1 = bobot kosong+sampel (gram)
W2 = bobot kosong+sampel setelah dikeringkan (gram) 
0. Uji kadar abu
Metode uji kadar abu mengacu pada penelitian Andarwulan dkk. (2011) yang telah dimodifikasi. Cawan pengabuan dikeringkan dalam oven selama 15 menit, kemudian didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis), dan sampel biskuit yang telah dihaluskan dimasukkan dalam cawan sebanyak 3 gram. Ketiga sampel dipijarkan pada kompor gas sampai didapat abu berwarna abu-abu atau sampai beratnya tetap.

Keterangan : 
W0 = berat cawan (gram) 
W1 = berat cawan + berat sampel (gram) 
W2 = berat cawan + berat abu (gram) 
0. Uji kadar abu tidak larut asam
Abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total, ditambahkan HCl 10% hingga 25 ml, ditutup dan didihkan selama 5 menit. Bagian yang tidak larut dalam asam disaring menggunakan kertas saring bebas abu dan dibilas menggunakan air panas. Kertas saring yang mengandung bahan tidak larut asam dipindahkan ke dalam krus silikat, kemudian dimasukkan ke dalam oven hingga bobot tetap (WHO, 2011).

Keterangan :
a = Berat abu tidak larut asam
b = Berat simplisia awal
0. Uji kualitatif protein
Identifikasi protein dilakukan dengan uji Xantoprotein. Tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis), dan sampel biskuit yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 1 gram kemudian dilarutkan dalam aquades 100 ml. Larutan HNO3 pekat ditambahkan kedalam sampel sebanyak 1 ml dengan hati-hati.  Setelah tercampur sempurna akan terjadi endapan putih yang dapat berubah menjadi kuning apabila dipanaskan (Herdyastuti, 2006)
0. Uji kuantitatif protein
1) Pembuatan larutan standar BSA 
Larutan bovin serum albumin (BSA) dibuat dengan cara mengambil 5 mg bovin serum albumin (BSA) dan dilarutkan dalam 10 ml aquades sehingga didapatkan larutan baku dengan konsentrasi 500 ppm. Seri  konsentrasi dibuat dengan konsentrasi 60, 80, 100, 120, dan 140 ppm dalam labu takar 5 ml (Rohman, 2018).
2) Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Larutan standar diambil sebanyak 1 ml dalam labu takar 5 ml hingga didapatkan konsentrasi 100 ppm, kemudian ditambahkan 1 ml larutan Lowry D dan ditambahkan 3 ml larutan Lowry E lalu divortex sampai homogen. Larutan dibiarkan selama 30 menit hingga terbentuk warna biru. (Rohman, 2018). Kompleks yang terbentuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500-750 nm dengan interval 2 nm (Hambal, 2016). Didapatkan panjang gelombang maksimum pada panjang gelombang 736 nm.
3) Pembuatan seri konsentrasi
Larutan seri konsentrasi dibuat dalam labu takar 5 ml menggunakan larutan kurva baku, dengan komposisi 60; 80; 100; 120; dan 140 ppm. Masing-masing seri konsentrasi ditambahkan 1 ml larutan Lowry D kemudian ditambahkan 3 ml larutan Lowry E dan divortex sampai homogen. Larutan dibiarkan selama 30 menit hingga terbentuk warna biru. Larutan kemudian dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 736 nm, lalu dibuat kurva standar (Sudarmadji, 1997). 
4) Penyiapan dan pengukuran sampel
Sampel yang telah dihaluskan kemudian diambil sebanyak 100 mg dengan penambahan 100 ml aquades kemudian ekstrak disaring. Untuk memisahkan protein yang mengendap dilakukan dengan sentrifuge 11.000 rpm selama 10 menit, kemudian dipisahkan endapannya. Filtrat jernih diambil 1 ml kemudian ditambahkan 1 ml larutan Lowry D kemudian ditambahkan 3 ml larutan Lowry E dan divortex sampai homogen. Biarkan selama 30 menit hingga terbentuk warna biru. Absorbansi sampel dibaca dengan panjang gelombang 736 nm. Kadar protein dihitung menggunakan kurva standar (Sudarmadji, 1997). 
5) Analisis data
Analisis data adalah proses penyederhanaan data ke dalam bentuk yang lebih mudah dibaca dan diinterpretasikan (Hadi, 2015). Pada penelitian kuantitatif data yang di dapat berupa absorbansi, dari data absorbansi di dapatkan nilai konsentrasi dengan memasukkan absorbansi ke dalam rumus persamaan regresi linier :

Keterangan :
Y = absorbansi
a = nilai konstanta
b = koefisien arah regresi
X = konsentrasi
Kadar protein dapat dihitung dengan memasukkan nilai konsentrasi ke dalam rumus berikut :
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HASIL
1. [bookmark: _Toc104717234][bookmark: _Toc104805801][bookmark: _Toc104907096][bookmark: _Toc105104364][bookmark: _Toc105104508][bookmark: _Toc105112920]Uji organoleptik
Pengujian ini dilakukan peneliti menggunakan panca indra, meliputi aroma, warna, rasa dan tekstur pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Data hasil uji organoleptik ditunjukkan pada Tabel 4.1:
[bookmark: _Toc105113326]9Tabel 4.1 Hasil Uji Organoleptik
	Sampel
	Warna
	Aroma
	Rasa
	Tekstur

	Tepung kacang merah
	Putih kemerahan
	Khas kacang merah
	Khas kacang merah
	Serbuk halus

	Tepung kacang koro pedang
	Putih tulang
	Khas kacang koro pedang 
	Khas kacang koro pedang
	Serbuk halus

	Biskuit kombinasi tepung kacang merah dan Tepung kacang koro pedang
	Kuning kecoklatan
	Khas biskuit
	Gurih
	Renyah


[bookmark: _Toc104907097][bookmark: _Toc105104365][bookmark: _Toc105104509][bookmark: _Toc105112921]Hasil uji organoleptik tepung kacang merah yaitu berwarna putih kemerahan, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang merah. Hasil uji organoleptik tepung kacang koro pedang yaitu berwarna putih tulang, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang koro pedang. Hasil uji organoleptik biskuit kombinasi tepung kacang merah dan Tepung kacang koro pedang yaitu berwarna kuning kecoklatan, bertekstur renyah, aroma khas biskuit dan rasa gurih. 
1.Uji kadar air
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui nilai kadar air pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Data hasil uji kadar air ditunjukkan pada Tabel 4.2:
[bookmark: _Toc105113327]Tabel 10Tabel 4.2 Hasil Uji Kadar Air
	Sampel
	Kadar Air (%)
	Rata-rata ± Standar Deviasi %

	
	Replikasi 1
	Replikasi 2
	Replikasi 3
	

	Tepung kacang merah
	8,88
	8,61
	8,75
	[bookmark: _Hlk104542607]8,74 ± 0,13

	Tepung kacang koro pedang
	5,17
	5,51
	5,09
	[bookmark: _Hlk104542635]5,25 ± 0,22

	Biskuit kombinasi tepung kacang merah dan Tepung kacang koro pedang
	3,93
	3,78
	3,72
	[bookmark: _Hlk104542654]3,81 ± 0,10



Hasil uji kadar air tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dengan tiga kali replikasi didapatkan hasil rata-rata yaitu 8,74 ± 0,13 %. Hasil uji kadar air tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dengan tiga kali replikasi didapatkan hasil rata-rata yaitu 5,25 ± 0,22 %. Hasil uji kadar air biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang dengan tiga kali replikasi didapatkan hasil rata-rata yaitu 3,81 ± 0,10 %.
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Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan abu pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis). Data hasil uji kadar abu ditunjukkan pada Tabel 4.3:
[bookmark: _Toc105113328]Tabel 11Tabel 4.3 Hasil Uji Kadar Abu
	Sampel
	Kadar Abu (%)
	Rata-rata ± Standar Deviasi %

	
	Replikasi 1
	Replikasi 2
	Replikasi 3
	

	Tepung kacang merah
	0,68
	0,65
	0,69
	[bookmark: _Hlk104542693]0,67 ± 0,02 


	Tepung kacang koro pedang
	0,62
	0,61
	0,63
	[bookmark: _Hlk104542745]0,62 ± 0,01 


Hasil uji kadar abu tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dengan tiga kali replikasi didapatkan hasil rata-rata yaitu 0,67 ± 0,02 %. hasil uji kadar abu tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dengan tiga kali replikasi didapatkan hasil rata-rata yaitu 0,62 ± 0,01 %
[bookmark: _Toc104805805][bookmark: _Toc104907099][bookmark: _Toc105104367][bookmark: _Toc105104511][bookmark: _Toc105112923]Uji kadar abu tak larut asam
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemungkinan adanya senyawa yang tidak larut terhadap asam. Data hasil uji kadar abu tidak larut asam biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. ditunjukkan pada Tabel 4.4:
[bookmark: _Toc105113329]Tabel 12Tabel 4.4 Hasil Uji Kadar Abu Tak Larut Asam
	Sampel
	Kadar Abu Tak Larut Asam (%)
	Rata-rata ± Standar Deviasi %

	
	Replikasi 1
	Replikasi 2
	Replikasi 3
	

	Biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang
	0,059
	0,066
	0,069
	[bookmark: _Hlk104542788]0,064 ± 0,005



Hasil uji kadar abu tidak larut asam pada biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang dengan tiga kali replikasi didapatkan rata-rata yaitu sebesar 0,064 ± 0,005%
[bookmark: _Toc104805806][bookmark: _Toc104907100][bookmark: _Toc105104368][bookmark: _Toc105104512][bookmark: _Toc105112924]Uji kualitatif protein
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui keberadaan senyawa protein yang terkandung di dalam sampel tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Data hasil uji kualitatif protein ditunjukkan pada Tabel 4.5:
[bookmark: _Toc105113330][bookmark: _Hlk104547888]Tabel 13Tabel 4.5 Hasil Uji Kualitatif Protein
	Sampel
	Warna
	Standar
	Keterangan

	Tepung kacang merah

	Kuning keruh

	Kuning
	Positif (+)

	Tepung kacang koro pedang

	Kuning keruh

	Kuning
	Positif (+)

	Biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang
	Kuning keruh

	Kuning
	Positif (+)



Hasil uji kualitatif protein pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang positif mengandung protein dengan ditandai adanya warna kuning keruh dan untuk hasil uji standar kualitatif protein yaitu berwarna kuning.
[bookmark: _Toc104805807][bookmark: _Toc104907101][bookmark: _Toc105104369][bookmark: _Toc105104513][bookmark: _Toc105112925]Uji kuantitatif protein
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kadar protein yang terdapat pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Data hasil uji kuantitatif protein yang diukur pada panjang gelombang 736 nm dengan regresi linier Y = 0,004 + 0,1018 diperoleh hasil seperti yang ditunjukkan pada Tabel 4.6 :
[bookmark: _Toc105113331]Tabel 14Tabel 4.6 Hasil Uji Kadar Protein
	Sampel
	Kadar protein (%)
	Rata-rata ± SD %

	
	Replikasi 1
	Replikasi 2
	Replikasi 3
	

	[bookmark: _Hlk104514878]Tepung kacang merah
	19,26
	19,26
	19,31
	19,27 ± 0,028

	Tepung kacang koro pedang
	18,51
	18,46
	18,51
	[bookmark: _Hlk104514926]18,49 ± 0,028

	Biskuit kontrol negative
	5,03
	5,005
	5,005
	[bookmark: _Hlk104514947]5,01 ± 0,014

	Biskuit kombinasi 
	10,305
	10,28
	10,255
	[bookmark: _Hlk104514982]10,28 ± 0,025


Hasil kadar protein Tepung kacang merah sebesar 19,27 ± 0,028 %. Hasil kadar protein Tepung kacang koro pedang sebesar 18,49 ± 0,028 %. Hasil kadar protein Biskuit kontrol negatif sebesar 5,01 ± 0,014 %. Hasil kadar protein Biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) sebesar 10,28 ± 0,025 %.

[bookmark: _Toc104717236][bookmark: _Toc104805808][bookmark: _Toc104907102][bookmark: _Toc105104370][bookmark: _Toc105104514][bookmark: _Toc105112926]PEMBAHASAN 
Formulasi pembuatan biskuit mengacu pada (Oluwamukomi et al., 2011) yang telah dimodifikasi. Pada penelitian ini adonan biskuit dibedakan menjadi dua yaitu biskuit sebagai kontrol negatif yang terbuat dari bahan dasar tepung terigu 100% dan biskuit kombinasi yang terbuat dari percampuran tepung terigu, tepung kacang koro pedang, dan tepung kacang merah dengan perbandingan 30% : 30% : 40%. Kedua adonan tersebut akan digunakan sebagai perbandingan dalam uji kuantitatif protein. Adonan biskuit dibuat dengan mengaduk rata margarin dan gula menggunakan mixer sampai terbentuk krim, selanjutnya dilakukan penambahan garam, baking powder, tepung terigu, tepung kacang koro pedang, tepung kacang merah dan air diaduk sesuai takaran sampai tercampur rata dan membentuk adonan. Penambahan air pada tahap akhir dalam pembuatan adonan berfungsi sebagai pelarut bahan supaya dapat tercampur secara merata (Driyani, 2007). Pencetakan adonan dilakukan dengan penipisan adonan dan dibentuk dengan cetakan serta diletakkan di atas loyang, kemudian pemanggangan dengan menggunakan oven dilakukan dengan suhu 150 oC selama 25 menit. Dari formulasi ini didapatkan biskuit sebanyak 72 keping dengan rata-rata berat 3 gram perkeping.
Pengujian organoleptik meliputi pengamatan aroma, warna, dan rasa. Hasil uji organoleptik tepung kacang merah yaitu berwarna putih kemerahan, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang merah. Hasil uji organoleptik tepung kacang koro pedang yaitu berwarna putih tulang, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang koro pedang. Hasil uji organoleptik biskuit yaitu berwarna kuning kecoklatan, bertekstur renyah, aroma khas biskuit dan rasa gurih. Margarin berfungsi untuk menimbulkan rasa gurih, menambah aroma, dan membuat tekstur biskuit menjadi renyah (Dwi, 2011). Faktor yang cukup penting dalam penentuan dan pembentukan warna adalah suhu pemanggangan dan lama pemanggangan, bila suhu terlalu rendah maka produk yang dihasilkan akan pucat (Meilita, 2019).
Kadar air dalam bahan pangan berpengaruh pada karakteristik bahan pangan, menentukan kesegaran, dan daya simpan dari bahan pangan tersebut (Sandjaja, 2009). Menurut pendapat Muchtadi (2013) kadar air suatu bahan yang dikeringkan dipengaruhi oleh waktu, suhu pengeringan, dan luas permukaannya. Sampel dioven pada suhu 100-105 °C selama 3 jam, lalu didinginkan dalam desikator dan ditimbang hingga berat konstan. Penggunaan desikator dikarenakan bahan yang telah mengalami pengeringan bersifat lebih higroskopis daripada bahan asalnya dan jika bahan yang dikeringkan terkena lembab maka otomatis kadar air pada bahan akan meningkat. Penutup desikator umumkan berbahan kaca dan berbobot berat yang berfungsi untuk mencegah uap air masuk kedalam ruang desikator (Sudarmadji, 2007). 
Hasil uji kadar air pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar air yaitu 8,74 ± 0,13 %. Hal ini sesuai dengan penelitian Asfi (2017) yang menyatakan kadar air tepung kacang merah yaitu 9,14%. Kadar air pada tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar air yaitu 5,25 ± 0,22 %. Kadar air tepung koro pedang yang dihasilkan oleh Doss et al. (2011) adalah 6,51%, perbedaan kadar air tepung kacang koro pedang ini bisa disebabkan karena perbedaan dalam metode pembuatan tepung. Kadar air tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dikatakan memenuhi syarat mutu karena tidak lebih dari 14,5% sesuai dengan parameter SNI 3751:2009 untuk tepung. Hal ini sesuai dengan penelitian Hendrasetyawati (2017) yang menyatakan standar kadar air pada tepung maksimal sebesar 14%. Hasil uji kadar air pada biskuit kombinasi yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar air yaitu 3,81 ± 0,10 %. Kadar air biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang dikatakan memenuhi syarat mutu karena tidak lebih dari 5 % sesuai dengan parameter SNI 2973:2011 dan RSNI 42 2973:2018 untuk biskuit. Hal ini sesuai dengan penelitian Ismanto dkk. (2016) yang menyatakan bahwa pemangangan bertujuan untuk menurunkan kadar air biskuit.
Pengukuran kadar abu bertujuan untuk mengetahui besarnya kandungan mineral yang terdapat dalam makanan atau pangan (Sandjaja, 2009). Menurut Maulana (2016) penentuan kadar abu total dapat digunakan untuk menentukan baik atau tidaknya suatu pengolahan. Pengujian kadar abu dilakukan secara langsung menggunakan api dengan instrument kompor gas. Metode ini dilakukan dengan cara memijarkan sudut kurs yang berisi sampel dengan api biru hingga menjadi abu, kemudian kurs didinginkan dalam desikator dengan tujuan untuk menjaga berat konstan karena desikator akan menyerap air sehingga berat sampel yang telah diabukan tetap konstan (Sudarmadji, 2007), kemudian dilakukan penimbangan terhadap sampel yang telah diabukan. 
Hasil uji kadar abu pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar abu yaitu sebesar 0,67 ± 0,02 %. Pada penelitian Pangastuti (2013) kadar abu tepung kacang merah sebesar 5,58%, perbedaan kadar air tepung kacang merah ini bisa disebabkan karena perbedaan dalam metode pembuatan tepung. Kadar abu pada tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar abu yaitu sebesar 0,62 ± 0,01 %. Pada penelitian Augustine (2007) kadar abu tepung kacang koro pedang sebesar 3,04%, perbedaan kadar abu tepung kacang koro pedang ini bisa disebabkan karena perbedaan dalam metode pembuatan tepung. Kadar abu pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dikatakan memenuhi syarat mutu karena tidak lebih dari 0,7 % sesuai dengan parameter SNI 3751:2009 untuk tepung. Hal ini selaras dengan penelitian Tahar (2017) yang menyatakan standar kadar abu pada tepung maksimal yaitu sebesar 0,78 %.
Penetapan kadar abu tidak larut asam bertujuan untuk mengetahui jumlah kadar abu yang diperoleh dari faktor eksternal, berasal dari pengotor yang berasal dari pasir atau tanah (Depkes RI, 2000). Pengujian kadar abu tak larut asam dilakukan dengan menggunakan abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total kemudian dilarutkan dengan HCl 10% sebagai pelarut, ditutup dan didihkan selama 5 menit. Bagian yang tidak larut dalam asam disaring menggunakan kertas saring bebas abu dan dibilas menggunakan air panas. Kertas saring yang mengandung bahan tidak larut asam dipindahkan ke dalam krus silikat, kemudian dimasukkan ke dalam tanur hingga bobot tetap.
Hasil uji kadar abu tak larut asam pada biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil rata-rata kadar abu tak larut asam yaitu sebesar 0,064 ± 0,005%. Kadar abu tak larut asam pada biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dikatakan memenuhi syarat mutu karena tidak lebih dari 0,1% berdasarkan parameter SNI 2973:2011 dan RSNI 2973:2018 untuk biskuit.
Pada uji kualitatif digunakan kontrol positif sebagai standar pembanding yaitu larutan BSA yang menghasilkan warna kuning. Hasil uji kualitatif pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.), tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang yang telah direplikasi sebanyak tiga kali didapatkan hasil positif positif mengandung protein dengan menghasilkan warna kuning keruh. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Jamaluddin dkk. (2020) pada uji kualitatif xantoprotein juga didapat hasil positif perubahan larutan menjadi kuning jingga.
Uji kuantitatif dilakukan dengan Spektrofotometer UV-Vis metode Lowry. Prinsip kerja metode Lowry adalah reaksi antara Cu2+ dengan ikatan peptida dan reduksi dengan asam fosfotungstat-fosfomolibdat oleh tirosin dan triftofan akan memberikan warna biru yang intensitasnya tergantung pada konsentrasi protein yang ditera (Lestari, 2015). Penetapan kadar protein ini dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 736 nm. Hal ini sesuai dengan penelitian Dewi (2013) yaitu panjang gelombang maksimal yang diperoleh pada metode lowry adalah 737,5 nm. Protein standar yang digunakan adalah Bovine Serum Albumin (BSA) yang berfungsi untuk membuat kurva standar yang digunakan untuk menentukan kadar protein suatu sampel dengan menggunakan persamaan regresi linear. Albumin merupakan salah satu jenis protein globuler yang larut dalam air dan terkoagulasi oleh panas (Jubaidah dkk., 2016).
Reagen yang digunakan yaitu Lowry D yang terdiri dari Lowry A (Na2CO3 10% dalam NaOH 0,5 N), Lowry B (CuSO4 1%) dan Lowry C (Kalium Natrium Tartrat 2%) dengan perbandingan 10: 0,5: 0,5. Kemudian reagen Lowry E yang terdiri dari Follin 2 N. Pada metode lowry Reaksi pertama yang terjadi adalah pembentukan tembaga monovalent (Cu+), yaitu dalam keadaan basa yang dibentuk oleh larutan Na2CO3 dalam NaOH, ion tembaga divalen (Cu2+) membentuk kompleks dengan ikatan peptide yang mereduksi Cu2+ menjadi tembaga monovalent (Cu+). Reaksi yang kedua yaitu reduksi oleh reagen folin-Ciocalteau (fosfomolibdat dan fosfotungstat). Ion Cu+ dan gugus radikal dari tirosin dan triptofan bereaksi dengan pereaksi folin untuk menghasilkan suatu produk yang tidak stabil yang mereduksi molibdenum atau tungsten blue. Protein akan bereaksi dengan pereaksi Follin membentuk senyawa kompleks yang memberikan warna biru. Kekuatan warna biru bergantung pada kandungan residu triptofan dan tirosinnya. Warna yang diperoleh diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis. Keuntungan metode Lowry adalah lebih sensitif 100 kali daripada metode biuret, sehingga memerlukan sampel protein yang lebih sedikit (Purwanto, 2014). Reaksi pada metode Lowry dapat dilihat pada Gambar 4.2.
[image: ]
[bookmark: _Toc104717006]Gambar 6Gambar 4.2 Pembentukan kompleks antara ikatan peptida dengan ion Cu2+ (purwanto, 2014)
Berdasarkan hasil data dan gambar kurva standar, persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva kalibrasi adalah y = 0,004x + 0,1018 dengan koefisien korelasi r2 = 09996. Nilai koefisien korelasi (r) yang mendekati 1 menyatakan hubungan linear antara konsentrasi dengan absorbansi yang dihasilkan (Hasan dkk., 2010)
Hasil kadar protein tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) diperoleh sebesar 19,27%. Hal ini sejalan dengan penelitian Pangastuti (2013) yang menunjukkan bahwa tepung kacang merah memiiki kadar protein 19,48%. Hasil kadar protein tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) diperoleh sebesar 18,49%. Hal ini sejalan dengan penelitian Azizah (2013) yang menunjukkan bahwa tepung kacang koro pedang memiiki kadar protein 18,59%. Hasil yang diperoleh pada tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) telah sesuai dengan SNI 3751:2009 syarat mutu tepung untuk kadar protein yaitu minimal 7%. Hasil kadar biskuit kontrol negatif yang diperoleh sebesar 5,01%, kadar protein dalam biskuit kontrol negatif ini berasal dari margarin atau tepung yang digunakan. Hasil kadar protein biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang diperoleh sebesar 10,28%. Hasil kadar protein yang diperoleh biskuit kontrol negatif dan biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang telah sesuai dengan SNI 2973-2011 syarat mutu biskuit untuk kadar protein yaitu minimal 5%.
Dalam penelitian Sitoresmi (2012) menyatakan dengan berlangsungnya pemanggangan maka protein akan mengalami denaturasi. Hal ini merupakan proses yang umum terjadi akibat pengaruh suhu selama proses pengolahan dan pada akhirnya dapat menyebabkan berkurangnya kadar protein yang terkandung dalam suatu bahan. Hal ini sesuai dengan hasil yang diperoleh yaitu kadar protein biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) lebih rendah di bandingkan dengan kadar protein tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) ataupun tepung kacang koro pedang (Canavalia enformis) karena pada pembuatan biskuit mengalami proses denaturasi akibat pemanggangan.
[bookmark: _Toc104907104][bookmark: _Toc105104372][bookmark: _Toc105104516][bookmark: _Toc105112928]Kadar protein yang diperoleh pada biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang lebih tinggi dibandingkan biskuit kontrol negatif yang didalamnya tidak ada penambahan tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang dapat meningkatkan protein sebesar 5,27%. Pada penelitian mayasari (2015) menunjukkan bahwa penambahan tepung kacang merah dan tepung  ubi jalar  dapat meningkatkan kadar protein dalam biskuit. 



KESIMPULAN 
Organoleptik tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) berwarna putih kemerahan, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang merah. Organoleptik tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) berwarna putih tulang, bertekstur serbuk halus, aroma dan rasa khas kacang koro pedang. Organoleptik biskuit berwarna kuning kecoklatan, bertekstur renyah, aroma khas biskuit dan rasa gurih.
Kadar air tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) 8,74 ± 0,13 %. Kadar air tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) 5,25 ± 0,22 %. Kadar air biskuit kombinasi tepung kacang merah dan tepung kacang koro pedang yaitu 3,81 ± 0,10 %.
Kadar abu tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.)  yaitu 0,67 ± 0,02 %. Kadar abu tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) 0,62 ± 0,01 %.
Kadar abu tidak larut asam biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) yaitu 0,064 ± 0,005%
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Kandungan protein tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) positif mengandung protein. Kandungan protein tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) positif mengandung protein. Kandungan protein biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) positif mengandung protein.
Kadar protein tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) 19,27 ± 0,028 %. Kadar protein tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) 18,49 ± 0,028 %. Kadar protein biskuit kontrol negatif 5,01 ± 0,014 %. Kadar protein biskuit kombinasi tepung kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) dan tepung kacang koro pedang (Canavalia ensiformis) sebesar 10,28 ± 0,025 %
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