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ABSTRACT

Genistein is a soy isoflavone that has been known have anticancer properties. The aim of
this research is to determine the right combination of solvents to extract isoflavones in rotten tempe
and determine the genistein content of the extraction process by the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method. Isoflavone extraction process was done using a mixture of
methanol and chloroform solutions. Isoflavone extracts obtained will be analysed using High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method to determine the content of genistein. The
optimum isoflavone extract was obtained from chloroform:methanol (10:1 v/v) solvent ratio.
Where as the highest contents of genistein from the 4" day “rotten tempe” as 26.199 + 25.146

(mg/g).
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ABSTRAK

Genistein merupakan salah satu isoflavon kedelai yang telah diketahui memiliki sifat
antikanker. Tujuan penelitian adalah untuk menentukan kombinasi pelarut yang tepat untuk
mengekstraksi isoflavon dalam tempe busuk dan menentukan kadar genistein tertinggi melalui
proses ekstraksi dengan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Ekstraksi isoflavon
menggunakan campuran larutan metanol dan kloroform. Ekstrak isoflavon yang diperoleh akan
dianalisis menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) untuk menentukan
kandungan genistein. Hasil optimal untuk ekstraksi isoflavon adalah pada komposisi perbandingan
pelarut kloroform: metanol (10:1 v/v). Kadar genistein tertinggi dari “tempe busuk™ ada pada hari
ke-4 dengan nilai rerata adalah 26,199 + 25,146 (mg/g).

Kata-kata kunci: anti-kanker, ekstraksi, isoflavon, genistein, tempe busuk

Pendahuluan

Tanaman kedelai (Glycine max L.
Merrill)  dari  famili  leguminosae
merupakan salah satu spesies tumbuhan
yang mengandung senyawa isoflavon
tinggi. Senyawa ini dikenal memiliki
kesamaan molekul dengan estrogen.
Kandungan senyawa lainnya seperti

inhibitor protease, asam fitat, saponin,

fitosterol, asam lemak omega-3, dan

isoflavon juga memiliki bioaktivitas anti
kanker. Dalam tanaman, isoflavon
memiliki 4 bentuk isomer yaitu aglikon
dan glukosida yang terdiri atas B -
glukosida (genistein, daidzein, dan
glisitein), asetil-p- glukosida dan malonil-
B- glukosida (Wang and Murphy, 1994).
Proses fermentasi pada kedelai
telah diketahui meningkatkan kadar

isoflavon total, sehingga memperbesar
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peluang fungsi tempe sebagai pangan
fungsional. Fermentasi yang lebih lama
pada tempe memungkinkan kadar
isoflavon juga akan meningkat, di mana
pada proses ini tempe akan membusuk.
Istilah “tempe busuk” atau tempe
kadaluwarsa biasanya digunakan untuk
tempe lewat 1-2 hari (Wang and Murphy,
1994). Saat ini, “tempe busuk” hanya
dimanfaatkan sebagai salah satu bumbu
dapur untuk kuliner tradisional Jawa
Tengah khususnya daerah Semarang dan
sekitarnya.

Klejdus et al. (2004) melaporkan
bahwa kombinasi pelarut metanol:air
(90:10%, v/v) merupakan campuran
pelarut terbaik dalam ekstraksi isoflavon
dari sampel kedelai. Zhang et al. (2007)
melakukan ekstraksi isoflavon dari
tepung kedelai dengan pelarut etanol 40-
99,9%, menghasilkan 0,62 mg isoflavon
aglikon. Wang et al. (2013) melaporkan
penelitian ekstraksi isoflavon dari biji
kedelai dengan variasi pelarut dan suhu
ekstraksi, diperoleh hasil bahwa proses
ekstraksi terbaik dengan pelarut etanol
65% dalam suhu 70°C.

Genistein yang merupakan salah
satu isoflavon dalam kedelai, telah
terbukti memiliki efek profilaksis dan
sangat berpotensi sebagai penghambat
efek kanker pada usus, lambung, paru-
paru, dan pankreas (Andres et al., 2011).

Genistein  mampu memberikan efek
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pleiotropik melalui proses modulasi gen
yang terkait dengan siklus sel dan
apoptosis  (Banerjee et al, 2008).
Kandungan genistein dalam pangan
kedelai bervariasi antara 0,2-1 mg/g.
Senyawa ini memiliki IC 50 antara 5 — 40
uM/L atau tidak beracun seperti senyawa
antikanker pada umumnya yang sangat
beracun dan mampu membunuh sel sehat
lainnya (Polkowski and Mazurek, 2000).

Dalam perkembangan penelitian
tentang kedelai dan kadar isoflavon,
sejauh mana lama fermentasi berkaitan
dengan peningkatan isoflavon pada
tempe busuk/kadaluwarsa masih belum
diketahui. Selain itu, akan dilakukan
pengukuran kadar genistein melalui

metode KCKT.

Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah
sebagai berikut:

1. Menentukan kombinasi pelarut
yang tepat untuk mengekstraksi
isoflavon dalam tempe busuk.

2. Menentukan  kadar  genistein

tertinggi melalui proses ekstraksi

dengan metode KCKT.

Metode Penelitian
Bahan

Bahan tempe hari ke-0 diperoleh
dari pengrajin tempe “Y” di Kecamatan
Gendongan, Salatiga. Bahan kimia yang

dibutuhkan adalah metanol, etanol,
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heksan, etil asetat, HCI, CHCI;,
asetonitril, dan asam asetat gradient
grade, semua dari E-Merck. Poliamid
Sigma, isoflavon standard meliputi
genistein  (grade 98%). Untuk plat
Kromatografi Lapis Tipis digunakan plat

silika gelgy F2s4, Merck, Jerman.

Alat

Piranti yang digunakan antara lain
neraca analitis 4 digit (Mettler H 80,
USA), neraca analitis 2 digit (Ohaus
TAJ602,USA), blender (Philips HR-
2108, Belanda), moisture analyzer Ohaus
MB 25, rotary evaporator (Buchi R0114,
Swiss),  drying  cabinet  (Bengkel
Rekayasa Wangdi, Yogyakarta) dan
HPLC  (Knauer  Smartline 5000,
Smartline pump 1000, dan Smartline UV
Detector 2500, Jerman).
Preparasi Sampel

Sampel tempe yang digunakan
dari fermentasi hari ke-0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, dan 8 masing- masing dipotong tipis-
tipis dan dikeringkan dengan drying
cabinet pada suhu 50°C selama 2 hari,
kemudian  dihaluskan  menggunakan
grinder.
Pengukuran Kadar Air

Pengukuran kadar air dilakukan

dengan memasukkan secara teliti kurang

lebih 1g sampel ke dalam moisture

p- ISSN: 1411-1047
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Ekstraksi Isoflavon (Purwoko (2004)
yang dimodifikasi)

Seberat 50 g tempe kering
dimaserasi dalam metanol-80% selama 9
jam. Setelah disaring, filtrat dievaporasi
sampai kering. Ekstrak dilarutkan dalam
50 mL campuran metanol-50% dan
heksana (1:2, v/v) untuk menghilangkan
lemak secara partisi. Hasil separasi
ekstrak fraksi polar dilarutkan dalam
campuran metanol dan kloroform (1:1,
v/v) kemudian dilakukan pemisahan
kembali. Fraksi kloroform dievaporasi

menghasilkan ekstrak kasar isoflavon.

Identifikasi Menggunakan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
(Hessler et al., 1997) yang dimodifikasi)

Analisis Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) dilakukan dengan menggunakan
fase diam plat silika gelsp F2s4 dan fase
gerak berupa campuran
kloroform:metanol (5:1 v/v); (10:1 v/v);
dan (20:1 v/v). Pengamatan dilakukan di
bawah sinar UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Harga Ry diukur,
kemudian dibandingkan dengan harga R¢
standard.
Identifikasi Isoflavon (da Costa César et
al. (2006) yang dimodifikasi)

Identifikasi  isoflavon  dengan

menggunakan metode KCKT dilakukan

analyzer. dengan pengkondisian instrumen KCKT
dan pembuatan larutan sampel. Larutan
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sampel dibuat dengan menimbang 0,1 g genistein  dapat  diketahui  dengan
ekstrak lalu dilarutkan dalam metanol 5 menghitung persamaan garis dari kurva
mL. Setelah larutan di-sentrifuge, diambil standard genistein.

20 pL dengan alat injeksi. Kemudian

Hasil dan Pembah
sampel diinjeksikan ke dalam KCKT asth dan Tembahasan

P k Kadar Ai
setelah pengkondisian KCKT selesai. engukuran Radar Ar

. .. Berdasarkan proses pengukuran
Kromatogram KCKT dianalisis dengan

. kadar air pada serbuk tempe yang sudah
menggunakan pembanding kromatogram

. . dikeringkan, diperoleh hasil  yang
isoflavon genistein standard.

bervariasi pada tiap hari fermentasi. Hasil

Instrumentasi kadar air tertinggi adalah pada hari ke-7
Fase diam : Euroshper ~ RP  C-18 fermentasi sebesar 4,654% + 0,576 dari
(150x4,6 mm i.d., Sum), ) ) )
Knauer GmBH-Jerman waktu fermentasi 0 — 8 hari. Kadar air
Fase gerak : Campuran  metanol:asam . . .
asetat 0,1 dengan yang tinggi menandakan kenaikan
perbandingan 48%:52% .. .
Kecepatan alit 1.2 mL/min aktivitas perombakan glukosa menjadi
Volume © 20uL karbondioksida dan air, sehingga akan
injeksi (loop)
Detektor : UV254nm meningkatkan kadar air pada bahan

kering (Fardiaz, 1992). Hasil lengkap
Analisis  kuantitatif  isoflavon ) o
pengukuran kadar air disajikan pada

(genistein) dilakukan dengan menghitung
Tabel 1.

luas area kromatogram. Konsentrasi

Tabel 1. Hasil pengukuran kadar air tempe busuk

Hari Ke-
Ag?f}/a)r L, 0 1 2 3 4 5 6 7 g
S Ta3anE 2819+ 3090% 4220+ 4566+ 3917+ 30495 4654+ 3932+

0,907 1,184 0,572 0,495 0,895 1,205 0,951 0,576 1,174

Ekstraksi Isoflavon

Hasil ekstraksi isoflavon dari tempe busuk disajikan pada Gambar 1.

e e T e i,
s = y -

Gambar 1. Hasil ekstraksi isoflavon dari hari ke-0 s/d ke-8
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Hasil perhitungan kadar isoflavon tempe busuk disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengukuran kadar isoflavon tempe busuk

Kadar Hari Ke-
Isoflavon 0 1 2 3 4 5 6 7 8
(mg) + 18,535 56,727 | 30,513 | 60,567+ 111,448 +| 44,333 | 45333| 71,456 +| 70,167 +
SE +8,510 | £7,127 | +£8,673 14,547 15,682 +9,015| +£6,679] 8,489 15,303
Berdasarkan Tabel 2, terlihat Identifikasi Menggunakan
bahwa ekstrak kasar isoflavon tertinggi Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
berada pada proses fermentasi hari ke-4 Hasil  identifikasi  isoflavon
sejumlah 111,448 + 15,682 (g). Hasil ini dengan metoda KLT pada berbagai
dapat digunakan sebagai prediksi awal perbandingan pelarut disajikan pada
kadar isoflavon tertinggi yang nantinya Gambar 2.

akan diuji lebih lanjut menggunakan

KCKT.

| S

(@) (b) (©)
Gambar 2.Hasil Kromatografi Lapis Tipis dengan pelarut kloroform:metanol 5:1, v/v (a);
10:1, v/v (b); dan 20:1, v/v (c)

Pada Gambar 2a dan 2b terlihat perbandingan lebih tinggi sehingga lebih
jelas pemisahan isoflavon dari eluen yang cepat menguap. Hasil identifikasi pada
digunakan. Hasil pemisahan untuk perbandingan pelarut kloroform:metanol
sampel genistein standar berada pada sisi (10:1, v/v) sesuai dengan penelitian (Jyoti
paling kanan untuk tiap perbandingan et al., 2015) di mana Rf dari genistein
pelarut. Pada perbandingan pelarut standar adalah 0,50.
kloroform:metanol (20:1 v/v) (Gambar Identifikasi Isoflavon
2¢) tidak tampak terjadinya pemisahan Setelah diketahui hasil optimal
karena  pelarut  kloroform  dengan pemisahan isoflavon dalam pelarut
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kloroform: metanol, selanjutnya ekstrak
isoflavon diuji dengan metode KCKT
untuk mengidentifikasi isoflavon yang
ada. Selain identifikasi, metode KCKT
juga dilakukan untuk menentukan kadar
isoflavon yang terkandung dalam ekstrak.
Hasil uji kuantitatif ditampilkan pada
Gambar 3.

75 75

50 50

Genestein
maALl

mAL

25 25

0 20 40
Menit

Gambar 3. Kadar genistein  hasil
analisa KCKT

Sampel ekstrak isoflavon
diinjeksikan sejumlah 20 pL dalam

kolom (Vertex, Eurospher 100-5 CI18,

p- ISSN: 1411-1047
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250%4,6 mm (WL 75)) dan fasa gerak
HOAc:metanol (52:48, pH = 3,0) dengan
laju rata-rata 1,2 mL/menit. Genistein
diamati dengan absorbansi UV pada 254
nm. Berdasarkan Gambar 3, terlihat
bahwa puncak genistein muncul pada
waktu retensi 31,183 menit. Puncak pada
waktu retensi tersebut merupakan
identitas yang otentik untuk genistein
(Fukutake et al., 1996).

Setelah diketahui bahwa dalam
ekstrak isoflavon terkandung genistein,
maka dilakukan penghitungan kadar
genistein dalam tiap gram ekstrak
isoflavon. Hasil penghitungan
ditampilkan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Hasil pengukuran kadar genistein tempe busuk

Hari Ke-

Kadar 0 I 3 3

4 5 6 7 8

Genistein

0,150+ 0,601+ 1,121+ 1,811+ 26,199+ 0,705+ 2,053+ 1,670+ 1,645+

(mg/g) 0,081 0374 0892 0,823

25,146 0,094 0,960 0,825 0,851

Berdasarkan Tabel 3, terlihat
bahwa kadar genistein tempe busuk
tertinggi adalah waktu fermentasi 4 hari
yaitu 26,199 + 25,146 (mg/g). Hasil ini
lebih tinggi daripada kadar genistein pada
kacang kedelai dan susu kedelai yaitu 4,6
ug/g dan 13,9 pg/g, berturut-turut
(Fukutake et al., 1996). Kadar genistein

yang diperoleh dalam penelitian ini juga
lebih tinggi dari penelitian (Jyoti et al,
2015) dengan kadar genistein sejumlah
1,0 mg/mL untuk biji kacang kedelai.
Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan maka hasil ekstraksi isoflavon

tempe busuk terbaik diperoleh pada
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perbandingan pelarut kloroform:metanol
(10:1, v/v) dan lama waktu fermentasi
selama 4 hari dengan kadar genistein

sebesar 26,199 + 25,146 (mg/g).
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