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RINGKASAN

NANDA TRIANDITA. Perubahan Alergenisitas Protein Kedelai Lokal dalam
Pengolahan Tempe dan Pencernaan In Vitro. Dibimbing oleh NURHENI SRI
PALUPI, ENDANG PRANGDIMURTI, NANCY DEWI YULIANA dan
HENDRA WIJAYA.

Alergi merupakan salah satu masalah kesehatan global. Seiring dengan
meningkatnya prevalensi alergi pangan, kedelai telah diakui sebagai salah satu dari
sembilan alergen utama di dunia karena mengandung protein imunoreaktif,
terutama Gly m 5 (B-konglisinin) dan Gly m 6 (glisinin). Meskipun kedelai
merupakan salah satu sumber protein nabati utama di Indonesia, kandungan protein
alergen yang dimilikinya membatasi pemanfaatannya sebagai pangan bagi individu
vang sensitif terhadap protein kedelai. Penelitian ini bertujuan untuk memberikan
landasan ilmiah yang mendalam mengenai bagaimana proses pengolahan tempe
dapat memodifikasi struktur protein kedelai dan signifikan menurunkan tingkat
alergenisitasnya melalui pendekatan yang terintegrasi antara bibliometrik dan meta-
analisis, eksperimen laboratorium, pemodelan in silico dan pencernaan in vitro, dan
analisis peptida alergenik dengan LC-HRMS. Metodologi penelitian dilakukan
dalam empat tahap penelitian. Tahap pertama adalah studi bibliometrik dan meta-
analisis terhadap 111 artikel riset global untuk memetakan teknologi pengolahan
yang efektif dalam menurunkan kapasitas pengikatan IgE. Pada tahap kedua,
analisis perubahan profil protein pada varietas kedelai lokal (Grobogan dan
Anjasmoro) dalam tahap pengolahan tempe (kedelai mentah, kedelai rebus, tempe
mentah, dan tempe goreng) menggunakan SDS-PAGE, immunoblotting dengan
serum pasien alergi, serta imunoreaktivitas protein dengan ELISA. Selanjutnya,
penelitian tahap ketiga adalah integrasi pemodelan in silico (PeptideCutter) untuk
memprediksi posisi pemotongan enzim pencernaan, yang kemudian diverifikasi
melalui simulasi pencernaan in vitro (fase lambung dan usus halus). Penelitian
tahap keempat adalah identifikasi peptida alergenik menggunakan LC-HRMS.

Tahap pertama penelitian ini diawali dengan studi bibliometrik dan meta-
analisis terhadap 111 artikel riset global periode 2000-2023 untuk memetakan tren
riset dan efektivitas berbagai teknologi pengolahan dalam mereduksi alergen
kedelai. Hasil analisis bibliometrik menunjukkan bahwa riset alergenisitas kedelai
telah memasuki fase akselerasi sejak tahun 2017, dengan Tiongkok sebagai
kontributor terbesar dunia. Melalui pendekatan meta-analisis dengan model efek
acak, ditemukan bukti kuantitatif bahwa teknologi pengolahan secara signifikan
mampu menurunkan alergenisitas kedelai dengan nilai standardized mean
difference (SMD) gabungan sebesar -11,507. Hasil penelitian ini mengidentifikasi
bahwa ekstrusi, pulsed ultraviolet (PUV), dan kombinasi fermentasi dan hidrolisat
metode yang paling efektif dalam merusak epitop alergenik dibandingkan dengan
metode lainnya.

Tahap kedua penelitian berfokus pada karakterisasi perubahan alergen pada
dua varietas kedelai lokal Indonesia, yaitu Grobogan dan Anjasmoro, pada setiap
tahapan pengolahan, meliputi kedelai mentah, rebus, fermentasi, dan goreng.
Karakterisasi  tersebut  dilakukan  menggunakan analisis SDS-PAGE,
immunoblotting dengan serum pasien alergi kedelai, serta kuantifikasi



imunoreaktivitas protein kedelai menggunakan ELISA. Hasil analisis menunjukkan
bahwa tahap perebusan menyebabkan denaturasi dan agregasi protein yang ditandai
dengan hilangnya pita protein berbobot molekul tinggi (>43 kDa). Perubahan yang
lebih nyata terjadi pada tahap fermentasi oleh Rhizopus oligosporus, ketika aktivitas
proteolitik enzim protease ekstraseluler memicu degradasi protein berukuran besar
menjadi peptida berbobot molekul rendah (<15 kDa). Analisis ELISA secara
kuantitatif menunjukkan penurunan imunoreaktivitas yang signifikan, yaitu sebesar
96,86% pada varietas Grobogan dan 99,89% pada varietas Anjasmoro. Hasil
immunoblotting turut mengonfirmasi penurunan jumlah pita pengikat IgE, dari 11—
12 pita pada kedelai mentah menjadi hanya 2-3 pita pada tempe goreng.

Tahap ketiga penelitian ini adalah integrasi prediksi in silico dan simulasi
pencernaan in vitro untuk memahami nasib alergen saat dikonsumsi manusia.
Pemodelan komputer menggunakan platform PeptideCutter memprediksi bahwa
enzim pepsin di lambung dengan jumlah posisi pemotongan mencapai 90-94 posisi,
jauh lebih banyak dibandingkan enzim tripsin dan kimotripsin yang memiliki 15—
16 posisi pemotongan. Verifikasi laboratorium melalui simulasi pencernaan
lambung dan usus halus menunjukkan bahwa terdapat fraksi protein stabil (41-57
kDa) yang bertahan dari pencernaan. Pengolahan kedelai menjadi tempe diikuti
proses pencernaan berhasil mengurangi total kapasitas pengikatan IgE pada semua
perlakuan. Hasil tersebut menunjukkan bahwa struktur protein yang tersisa setelah
proses pencernaan tidak lagi mampu dikenali oleh antibodi IgE penderita alergi,
sehingga mengindikasikan bahwa fermentasi yang diikuti oleh proses pencernaan
memberikan kontribusi signifikan terhadap penurunan potensi alergenisitas kedelai.

Pada tahap keempat dilakukan identifikasi protein dan peptida spesifik
menggunakan pendekatan proteomik berbasis Liquid Chromatography-High
Resolution Mass Spectrometry (LC-HRMS) pada kedelai varietas Grobogan.
Analisis proteomik mengidentifikasi 43 peptida. Berdasarkan 43 peptida yang
teridentifikasi, dua peptida pada sampel tempe goreng dikategorikan sebagai
peptida berisiko tinggi karena memiliki karakteristik hidrofobisitas dan stabilitas
termal yang tinggi. Salah satu peptida, LAFLFLLSTLLLSSYLCCRHNR,
teridentifikasi sebagai kandidat berisiko tertinggi yang diduga resisten terhadap
degradasi proteolitik. Konfirmasi molekuler menunjukkan bahwa protein
penyimpan utama kedelai yang bersifat alergenik (Gly m 5, Gly m 6, dan Gly m TI)
tidak terdeteksi setelah proses fermentasi menjadi tempe. Berdasarkan hasil
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kedelai lokal dalam pengolahan tempe
berpotensi sebagai alternatif protein yang aman bagi individu sensitif terhadap
alergi kedelai. Mekanisme denaturasi panas, proteolisis oleh kapang Rhizopus
oligosporus, dan pencernaan manusia secara efektif menghancurkan epitop
alergenik kedelai. Kedelai varietas Grobogan dan Anjasmoro berpotensi digunakan
sebagai bahan baku utama tempe hipoalergenik. Penelitian ini masih berbasis pada
metode in vitro dan in silico, sehingga memerlukan validasi klinis lanjutan melalui
uji Skin Prick Test dan Oral Food Challenge untuk memastikan keamanan pada
penderita alergi sebelum klaim sebagai pangan hipoalergenik dapat diberikan.
Kata kunci: Alergen, Imunoreaktivitas, In silico, Kedelai, Tempe



SUMMARY

NANDA TRIANDITA. Changes in Local Soybean Protein Allergenicity in
Tempeh Processing and /n Vitro Digestion. Supervised by NURHENI SRI PALUPI,
ENDANG PRANGDIMURTI, NANCY DEWI YULIANA, and HENDRA
WIJAYA.

Allergies are a global health problem. The increasing prevalence of food
allergies has identified soy as one of the nine major allergens worldwide, as it
contains immunoreactive proteins such as Gly m 5 (B-conglycinin) and Gly m 6
(glycinin). Although soybeans are a crucial source of plant-based protein in
Indonesia, the presence of this allergen limits their consumption for sensitive
individuals. This study aims to provide a deep scientific basis for how tempeh
processing can modify soybean protein structure and significantly reduce
allergenicity through an integrated approach combining bibliometrics and meta-
analysis, laboratory experiments, in silico modeling, in vitro digestion, and analysis
of allergenic peptides with LC-HRMS. The research methodology was carried out
in four stages. The first stage was a bibliometric study and meta-analysis of 111
global research articles to map effective processing technologies in reducing IgE
binding capacity. In the second stage, changes in protein profiles of local soybean
varieties (Grobogan and Anjasmoro) were analyzed during tempeh processing (raw
soybeans, boiled soybeans, raw tempeh, and fried tempeh) using SDS-PAGE,
immunoblotting with patients' allergy sera, and ELISA quantification. Furthermore,
the third stage integrated in silico modeling (PeptideCutter) to predict the cutting
position of digestive enzymes, which was then verified through in vitro digestion
simulations (gastric and small intestine phases). The fourth stage identified
allergenic peptides using LC-HRMS.

The first phase of this research began with a bibliometric study and meta-
analysis of 111 global research articles published between 2000 and 2023 to map
research trends and assess the effectiveness of various processing technologies in
reducing soy allergens. The bibliometric analysis showed that research on soybean
allergenicity has accelerated since 2017, with China as the world's largest
contributor. Using a random-effects meta-analysis, the study found that processing
technologies significantly reduced soybean allergenicity, with a combined
standardized mean difference (SMD) of -11,507. The study also found that the
combination of fermentation and enzymatic hydrolysis is among the most effective
methods for destroying allergenic epitopes. Other technologies, such as extrusion
and pulsed ultraviolet (PUV), also show strong downward potential.

The second stage, research was conducted to characterize allergen changes in
two local Indonesian soybean varieties, namely Grobogan and Anjasmoro, at each
processing stage: raw, boiled, fermented, and fried. The analysis used SDS-PAGE,
immunoblotting with serum from allergy patients, and ELISA quantification.
Boiling led to protein denaturation and aggregation, as evidenced by the loss of
high-molecular-weight bands (>43 kDa). Drastic changes occurred during
fermentation by the mold Rhizopus oligosporus,; the proteolytic activity of
extracellular proteases triggered the breakdown of large proteins into low-weight
peptides below 15 kDa. Quantitatively, ELISA analysis showed a significant
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decrease in immunoreactivity, namely 96.86% in the Grobogan variety and 99.89%
in the Anjasmoro variety. The immunoblotting results confirmed a reduction in the
number of IgE-binding bands, from 11-12 in raw soybeans to 2-3 in fried tempeh.
The third stage of this research is the integration of in silico prediction and in vitro
digestion simulations to understand the fate of allergens when consumed by humans.
Computer modeling using the PeptideCutter platform predicted that the pepsin
enzyme in the stomach had 90-94 cutting positions, far more than the trypsin and
chymotrypsin enzymes, which had 15—16 cutting positions. Laboratory verification
via gastric and small-intestinal digestion simulations showed that a stable protein
fraction (41-57 kDa) was retained. The processing of soybeans into tempeh,
followed by digestion, successfully reduced total IgE binding capacity in all
treatments. These results suggest that the protein remaining after digestion is no
longer recognized by IgE antibodies from allergy sufferers, indicating that
fermentation followed by digestion significantly reduces soybean allergenicity.
The fourth stage, specific proteins and peptides were identified using a
proteomics approach based on Liquid Chromatography-High-Resolution Mass
Spectrometry (LC-HRMS) in Grobogan soybeans. Proteomics analysis identified
43 peptides. Peptide identification identified two "high risk" peptides in samples of
fried tempeh because they exhibit high hydrophobicity and thermal stability. One
of the peptides, LAFLFLLSTLLLSSYLCCRHNR, was identified as a high-risk
candidate suspected to be proteolytically resistant. Molecular confirmation showed
that the main soybean allergenic storage proteins (Gly m 5, Gly m 6, and Gly m TI)
were not detected in tempeh after fermentation. The results of this study conclude
that local soybeans in tempeh processing have the potential to be a safe protein
alternative for individuals sensitive to soy allergies. The mechanisms of heat
denaturation, proteolysis by the mold Rhizopus oligosporus, and human digestion
effectively destroy the soybean allergenic epitope. Grobogan and Anjasmoro
soybeans have the potential to be used as the main raw material for hypoallergenic
tempeh. This research is still based on in vitro and in silico methods, with advanced
clinical validation through the Skin Prick Test and the Oral Food Challenge to
ensure safety for allergy sufferers before hypoallergenic food claims.
Keywords: Allergen, Immunoreactivity, In silico, Soybean, Tempeh
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PRAKATA
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