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RINGKASAN

Pengaruh Fermentasi Rhizopus oligosporus terhadap Kadar Isoflavon
Genistein dan Aktivitas Hambatan Tirosinase Kedelai (Glycine max) in vitro:
Sekar Risti Praharini, 112210101011; 2015, 59 halaman; Fakultas Farmasi

Universitas Jember.

Kulit merupakan bagian tubuh penting yang melindungi tubuh dari paparan
sinar ultraviolet (UV). Sinar UV merangsang enzim untuk bekerja sehingga
meningkatkan jumlah melanin yang dapat menyebabkan hiperpigmentasi. Demi
mewujudkan kulit yang cantik, sehat dan terawat kebanyakan orang mencoba
berbagai produk kecantikan yang menjadikan kulit tampak lebih putih dan cerah.
Salah satu mekanisme bahan pemutih kulit adalah menghambat kerja tirosinase.
Tirosinase merupakan enzim yang berperan penting dalam reaksi biosintesis
melanin.

Penggunaan tanaman sebagai bahan pemutih kulit alami semakin banyak
dikembangkan sehingga diharapkan mampu menghambat pembentukan melanin
tanpa bersifat sitotoksik. Salah satu senyawa yang dapat menghambat sintesis
melanin adalah isoflavon. Isoflavon banyak terdapat pada kedelai (Glycine max).
Isoflavon terdiri dari bentuk aglikon, glikosida, asetilglikosida dan
malonilglikosida. Isoflavon aglikon (genistein, daidzein, dan glisitein) memiliki
aktivitas hambatan tirosinase yang lebih besar daripada isoflavon glikosida
(daidzin, genistin, dan glisitin).

Kandungan isoflavon glikosida dapat ditingkatkan dengan cara fermentasi.
Proses fermentasi terjadi akibat dari aksi enzim [B-glukosidase yang dihasilkan
oleh mikroorganisme. Salah satu kapang yang paling banyak ditemukan dalam
fermentasi kedelai adalah Rhizopus oligosporus. Kedelai yang difermentasi
dengan R. oligosporus telah terbukti secara signifikan mampu meningkatkan
isoflavon aglikon daripada kedelai yang tidak difermentasi. Selain itu, aktivitas

viii


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

enzim B-glikosidase R. oligosporus lebih kuat dibandingkan R. oryzae. Penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh fermentasi kedelai varietas Baluran
menggunakan R. oligosporus terhadap kadar genistein dan aktivitas hambatan
tirosinase.

Tahap awal yang dilakukan dalam penelitian ini adalah preparasi sampel
yang terdiri dari kedelai non-fermentasi, kedelai fermentasi hari ke-2, 3 dan 4.
Kemudian dilakukan ekstraksi dengan menggunakan metode sonikasi dengan
pelarut etanol 70%. Kemudian dilakukan pengukuran kadar genistein
menggunakan metode KLT-densitometri dan aktivitas hambatan tirosinase
menggunakan spektrofotometri.

Hasil penetapan kadar menunjukkan bahwa terjadi peningkatan kadar
genistein selama proses fermentasi. Kadar genistein ekstrak etanol 70% kedelai
meningkat sebesar 10,086; 12,759; dan 12,096 kali selama fermentasi hari ke-2,3
dan 4 dibandingkan dengan kedelai non-fermentasi.

Hasil uji aktivitas hambatan tirosinase menunjukkan terjadinya peningkatan
aktivitas yang ditandai dengan menurunnya nilai 1Csq pada kedelai terfermentasi
hari ke-2, 3 dan 4. Nilai ICs ekstrak kedelai non-fermentasi, kedelai terfermentasi
hari ke-2, 3 dan 4 secara berturut-turut sebesar 288,718; 223,400; 183,946; dan
196,490 pg/ml. Nilai penghambatan tertinggi dengan nilai ICsy terendah
dihasilkan oleh ekstrak kedelai fermentasi hari ke-3. Hal ini tidak berbeda secara
signifikan dengan kedelai yang difermentasi oleh A. oryzae. Jika dibandingkan
dengan nilai 1Cso genistein sebagai kontrol positif, aktivitas penghambatan
tirosinase dari masing-masing ekstrak lebih rendah.

Hasil analisis statistik dilakukan dengan menggunakan one-way ANOVA
uji post hoc LSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antara kadar
genistein dan aktivitas hambatan tirosinase pada masing-masing sampel yang
ditunjukkan dengan nilai p<0,05. Dapat disimpulkan bahwa fermentasi dengan
menggunakan R. oligosporus dapat meningkatkan kadar genistein dan aktivitas

hambatan tirosinase kedelai.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Kulit merupakan bagian penting yang membatasi lingkungan dalam
tubuh manusia dengan lingkungan luar. Kulit memiliki beberapa fungsi salah
satunya melindungi tubuh dari paparan sinar ultraviolet (UV). Kulit yang terkena
paparan sinar UV dalam jangka waktu lama dapat menimbulkan pengaruh buruk.
Sinar UV merangsang enzim untuk bekerja sehingga meningkatkan jumlah
melanin yang dapat menyebabkan hiperpigmentasi. Hiperpigmentasi adalah
gangguan pigmen kulit karena produksi melanin secara berlebihan atau distribusi
melanin yang tidak merata (Brown dan Burns, 2002).

Mempunyai kulit putih masih menjadi dambaan wanita Asia. Kulit yang
putih dan bersinar menjadi barometer kecantikan di daerah Asia terutama
Indonesia. Demi mewujudkan kulit yang cantik, sehat dan terawat kebanyakan
orang tidak segan mencoba berbagai produk kecantikan yang menjanjikan kulit
tampak lebih putih dan cerah (Widyaningsih, 2012).

Melihat kondisi konsumen saat ini, produsen produk baik domestik
maupun asing mulai berlomba-lomba mengeluarkan produk pemutih kulit untuk
memenuhi keinginan dan kebutuhan konsumen. Mekanisme kerja dari produk
pemutih kulit yaitu dengan menghambat proses melanogenesis sehingga kulit
dapat menjadi lebih cerah dan putih. Proses melanogenesis dapat dihambat dengan
beberapa mekanisme seperti penghambatan aktivitas enzim tirosinase dan
mengurangi sintesis enzim tirosinase (Kim dan Uyama, 2005).

Enzim tirosinase merupakan enzim katalitik pertama dari reaksi sintesis
melanin yakni hidroksilasi L-tirosin menjadi 3,4-dihidrofenilalanin (L-DOPA)

dan oksidasi L-DOPA menjadi dopakuinon. Senyawa dopakuinon mempunyai
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kereaktifan yang sangat tinggi sehingga dapat mengalami oksidasi secara spontan
membentuk dopakrom yang kemudian menjadi melanin (Chang et al., 2007).
Melanin memiliki peran penting dalam perlindungan kulit terhadap efek radiasi
UV dari sinar matahari, namun akumulasi abnormal dari melanin seperti melasma,
bintik-bintik di kulit, dan bentuk lain dari hiperpigmentasi dapat merusak
keindahan kulit (Chang, 2009).

Kebanyakan senyawa aktif pada produk pemutih kulit bekerja dengan
cara menghambat aktivitas tirosinase (Briganti et al., 2003). Namun, tidak semua
senyawa kimia yang digunakan dalam produk tersebut aman digunakan contohnya
hidrokuinon dan merkuri. Penggunaan hidrokuinon tanpa pengawasan dokter
dapat menyebabkan iritasi, kemerahan, dan rasa terbakar pada kulit (BPOM R,
2007). Merkuri termasuk logam berat berbahaya yang dalam krim pemutih dapat
menimbulkan berbagai hal mulai dari perubahan warna kulit yang pada akhirnya
dapat menyebabkan bintik-bintik hitam, alergi, iritasi kulit serta pemakaian
dengan dosis tinggi dapat menyebabkan kerusakan otak permanen (BPOM Rl,
2006). Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan pengembangan produk pemutih
kulit dari bahan alam yang aman penggunaanya.

Penggunaan tanaman sebagai bahan depigmentasi kulit alami semakin
banyak dikembangkan, dari beberapa penelitian diketahui berbagai senyawa aktif
dalam ekstrak tanaman mampu menghambat sintesis melanin tanpa bersifat
sitotoksik seperti arbutin, aleosin, isoflavon dan hesperidin (Zhu dan Gao, 2008).
Senyawa isoflavon merupakan senyawa metabolit sekunder yang banyak
disintesis oleh tanaman. Pada tanaman golongan Fabaceae, khususnya kedelai
mengandung senyawa isoflavon yang cukup tinggi terutama pada bagian biji
kedelai (Anderson dan Garner, 1997). Senyawa isoflavon tersebut pada umumnya
berupa senyawa kompleks atau konjugasi dengan senyawa ikatan glukosida
(Koswara, 2006).

Isoflavon merupakan kelompok fenol heterosiklik yang terdiri dari

bentuk aglikon (genistein, glisitein, dan daidzein), glukosida (daidzin, genistin,
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dan glisitin), asetilglukosida (asetildaidzin, asetilgenistin, dan asetilglisitin) dan
malonilglukosida (malonildaidzin, malonilgenistin, dan malonilglisitin) (Huang et
al., 2010). Isoflavon menghambat enzim tirosinase dalam proses melanogenesis
dengan cara berkompetisi dengan substrat dari tirosinase (Zhu dan Gao, 2008).
Sebagian besar isoflavon dalam kedelai terdapat pada bentuk glukosida. Bentuk
aktif dari glukosida adalah aglikon yang dihasilkan dari pelepasan glukosa dari
isoflavon glukosida. Isoflavon aglikon memiliki aktivitas hambatan tirosinase
yang lebih besar daripada bentuk glukosidanya (Chang, 2009).

Kandungan isoflavon aglikon dapat ditingkatkan dengan cara fermentasi.
Proses fermentasi terjadi akibat dari aksi enzim vyang dihasilkan oleh
mikroorganisme. Salah satu enzim yang berperan dalam proses peningkatan
isoflavon aglikon adalah B-glukosidase (Punjaisee et al., 2011). Enzim f3-
glukosidase dapat mengubah isoflavon glukosida menjadi isoflavon aglikon dan
glukosa (Purwoko et al., 2001). Chang et al., (2007) telah berhasil mengisolasi
senyawa isoflavon dari kedelai Koji (Jepang) yang difermentasi dengan
Aspergillus oryzae, yakni: 6-hidroksidaidzein, 8-hidroksidaidzein dan 8-
hidroksigenistein yang memiliki aktivitas hambatan tirosinase yang kuat.

Tempe adalah produk fermentasi kedelai di Indonesia. Spesies kapang
yang sering ditemukan dalam tempe adalah Rhizopus oligosporus, Rhizopus
oryzae, dan Rhizopus stolonifer. R. oligosporus merupakan genus utama yang
digunakan dalam proses pembuatan tempe di Indonesia. Kedelai yang
difermentasi oleh R. oligosporus telah terbukti secara signifikan memiliki aglikon
yang lebih tinggi daripada kedelai yang tidak difermentasi (Lin et al., 2006).
Selain itu aktivitas enzim B-glukosidase R.oligosporus lebih kuat dibandingkan R.
oryzae (Purwoko, 2004).

Penelitian yang dilakukan oleh Purwoko, (2004) menunjukkan bahwa
kedelai yang difermentasi oleh R. oligosporus selama 4 hari mampu menambah

jumlah isoflavon aglikon sebesar 552,17-678,23 ug/g. Penambahan isoflavon
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aglikon tertinggi antara 2 sampai 3 hari yaitu 268,01-284,77 ug/g dan
penambahan isoflavon aglikon terendah terjadi antara 3 sampai 4 hari yaitu 70,59-
97,50 ug/g (Purwoko, 2004). Produksi enzim B-glukosidase meningkat sejalan
dengan pertumbuhan sel pada fase logaritmik karena berhubungan dengan
metabolisme dalam sel. Selanjutnya telah terjadi penurunan aktivitas enzim -
glukosidase seiring dengan tercapainya fase stasioner (Setyaningsih et al., 2006).
Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan fermentasi kedelai oleh R.
oligosporus pada hari ke-2, 3 dan 4.

Berdasarkan uraian di atas, tempe yang merupakan hasil fermentasi
kedelai dimungkinkan mengandung isoflavon aglikon yang berpotensi sebagai
agen pemutih kulit. Pada penelitian ini akan dilakukan fermentasi kedelai dengan
isolat murni R. oligosporus dan dilakukan penetapan kadar isoflavon aglikon serta

uji aktivitas hambatan tirosinase.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah yang

diperoleh adalah:

1. Bagaimana pengaruh fermentasi menggunakan R. oligosporus pada hari ke-2, 3
dan 4 terhadap kadar isoflavon genistein kedelai?

2. Bagaimana aktivitas hambatan tirosinase kedelai yang difermentasi

menggunakan R. oligosporus pada hari ke-2, 3 dan 4?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian yang dilakukan adalah:
1. Mengetahui pengaruh fermentasi menggunakan R. oligosporus pada hari ke-2,
3 dan 4 terhadap kadar isoflavon genistein kedelai.
2. Mengetahui aktivitas hambatan tirosinase kedelai yang difermentasi

menggunakan R. oligosporus pada hari ke-2, 3 dan 4.
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1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini, pembaca mendapatkan
informasi pengetahuan mengenai:
1. Aktivitas kedelai yang difermentasi oleh R. oligosporus sebagai bahan pemutih
kulit alami karena memiliki aktivitas hambatan tirosinase.
2. Pengujian aktivitas hambatan tirosinase kedelai yang difermentasi
menggunakan R. oligosporus diharapkan dapat dimanfaatkan untuk agen

pemutih kulit alami dan aman penggunannya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Kedelai

Kedelai merupakan tanaman asli daratan Cina dan telah dibudidayakan
oleh manusia sejak 2500 SM. Sejalan dengan makin berkembangnya perdagangan
antarnegara yang terjadi pada awal abad ke-19, menyebabkan tanaman kedelai
ikut tersebar ke berbagai negara tujuan perdagangan tersebut yaitu Jepang, Korea,
Indonesia, India, Australia dan Amerika (Irawan, 2006).

Pada tahun 1948 telah disepakati bahwa nama botani kedelai yang dapat
diterima dalam istilah ilmiah, yaitu Glycine max (L.) Merill. Klasifikasi tanaman
kedelai menurut ITIS (http://www.itis.gov.) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridiplantae
Infrakingdom : Steptophyta
Superdivisi  : Embryophyta

Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Spermatophytina
Kelas : Magnoliopsida
Superorde : Rosanae

Orde : Fabales

Family : Fabaceae

Genus : Glycine Willd.

Species : Glycine max (L.) Merill
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2.1.1 Morfologi Tanaman Kedelai

Tanaman kedelai merupakan tanaman tahunan yang tumbuh lebat,
berbulu, dan dapat tumbuh dengan tinggi sampai 2 meter. Tanaman kedelai
berbatang pendek (30-100 cm), memiliki 3-6 percabangan, berbentuk tanaman
perdu dan berkayu. Batang tanaman kedelai biasanya kaku dan rebah, kecuali
yang dibudidayakan di musim hujan atau tanaman yang hidup di tempat yang
ternaungi (Pitojo, 2003).

Struktur akar tanaman kedelai terdiri atas akar lembaga (radicula), akar
tunggang (radix primaria) dan akar cabang (radix lateralis) yang berupa akar
rambut. Perakaran kedelai dapat menembus tanah pada kedalaman 150 cm,
terutama pada tanah yang subur (Rukmana dan Yuniarsih, 2003) .

Pada node pertama tanaman kedelai yang tumbuh dari biji terbentuk
sepasang daun tunggal. Selanjutnya, pada semua node diatasnya terbentuk satu
daun bertiga (trifolat). Daun majemuk, bertangkai pendek dan berbentuk oval
(Gambar 2.1) (Mun’im dan Hanani, 2011).

Gambar 2.1 Tanaman Kedelai (Suastika et al., 1997)


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Bunga berwarna putih, merah muda, biru kehijauan, violet atau ungu.
Polong membujur dan menggantung dengan panjang 2-8 cm dan lebar 0,5-2 cm.
Biji terdapat di dalam polong dimana setiap polong berisi 1-4 biji. Pada saat masih
muda biji berukuran kecil, berwarna putih kehijauan dan lunak. Pada
perkembangan selanjutnya biji semakin berisi, mencapai berat maksimal dan
keras. Biji kacang kedelai berkeping dua dan terbungkus oleh kulit tipis (Pitojo,
2003). Pada umumnya, biji berbentuk bulat telur lonjong dan kulit biji berwarna

kuning coklat sampai hitam (Gambar 2.2) (Mun’im dan Hanani, 2011).

Gambar 2.2 Biji Kedelai
Sumber: http://www.ristek.go.id

2.1.2 Deskripsi Varietas Kedelai Baluran

Dasar-dasar penentuan varietas kedelai adalah menurut umur, warna biji
dan tipe batang. Berikut merupakan deskripsi kedelai varietas Baluran menurut
Nurjannah (2013):

Nomor galur : GC 88025-3-2

Asal : Persilangan AVRDC
Warna hipokaotil : Ungu

Warna epikaotil : Hijau

Warna daun : Hijau

Warna bulu : Coklat
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Warna bunga - Ungu
Warna polong masak : Coklat
Warna kulit biji : Kuning
Warna hilum : Coklat muda
Tipe pertumbuhan : Determinate
Bentuk biji : Bulat telur
Tinggi tanaman : 60-80 cm
Umur berbunga : 33 hari
Umur polong masak : 80 hari
Ukuran biji (gr/100 biji) : 15-17 gram
Potensi hasil : 2,5-3,5 ton/ha
Kandungan Protein : 38-40%
Kandungan lemak : 20-22%

2.1.3 Kandungan Kimia Kacang Kedelai

Kedelai mengandung dua tipe fitoestrogen yaitu isoflavon termasuk
genistein, daidzein, ononin, isoformononetin dan komestan seperti komesterol.
Dalam kacang kedelai mengandung 35% karbohidrat, protein hingga 45-50%,
20% minyak, saponin, sterol, tokoferol, fosfolipid, lektin, dan isoflavonoid.
Protein kedelai terdiri dari globulin dan dibandingkan dengan kacang-kacangan
lain, susunan asam amino pada kedelai lebih lengkap dan seimbang (Santoso,
2005). Minyak dalam kedelai mengandung komponen asam linoleat (50%), asam
oleat (30-35%), asam linolenat (6-7%), asam palmitat (6%), asam stearat (4%)
dan fitosterol yang mengandung [-sitosterol dan stigmasterol (Heinrich et al.,
2004; Daniel, 2006; Samuelsson, 1999). Selain itu di dalam lemak kedelai
terkandung beberapa fosfolipida yang penting yaitu lesitin, sepalin dan lipositol
(Santoso, 2005).

Secara umum kedelai merupakan sumber vitamin B, karena kandungan

vitamin B, By, niasin, piridoksin, dan golongan vitamin B lainnya banyak
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terdapat didalamnya. Vitamin lain yang terkandung dalam jumlah banyak ialah
vitamin E dan K (Santoso, 2005).

2.2 Tinjauan Fermentasi
Fermentasi adalah suatu proses terjadinya perubahan kimia pada suatu
substrat organik melalui aktivitas enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme.

Proses pertumbuhan mikroba merupakan tahap awal proses fermentasi yang

dikendalikan terutama dalam pengembangan inokulum agar dapat diperoleh sel

yang hidup. Pengendalian dilakukan dengan pengaturan kondisi medium,
komposisi medium, suplai O,, dan agitasi. Bahkan jumlah mikroba dalam
fermentor juga harus dikendalikan sehingga tidak terjadi kompetisi dalam
penggunaan nutrisi. Nutrisi dan produk fermentasi juga perlu dikendalikan, sebab
jika berlebih nutrisi dan produk metabolit hasil fermentasi tersebut dapat
menyebabkan inhibisi dan represi. Pengendalian diperlukan karena pertumbuhan
biomassa dalam suatu medium fermentasi dipengaruhi banyak faktor baik

ekstraselular maupun faktor intraselular (Suprihatin, 2010).

Dalam proses fermentasi, mikroorganisme harus mempunyai 3 (tiga)
karakteristik penting yaitu:

1. mikroorganisme harus mampu tumbuh dengan cepat dalam suatu substrat dan
lingkungan yang cocok untuk memperbanyak diri.

2. mikroorganisme harus memiliki kemampuan untuk mengatur ketahanan
fisiologi dan memilki enzim-enzim esensial yang mudah dan banyak supaya
perubahan-perubahan kimia yang dikehendaki dapat terjadi.

3. kondisi lingkungan yang diperlukan bagi pertumbuhan harus sesuai supaya
produksi maksimum (Suprihatin, 2010).

Kedelai merupakan salah satu bahan yang dapat difermentasi untuk
menghasilkan suatu produk makanan. Salah satu produk fermentasi yang dapat

dimanfaatkan sebagai bahan makanan adalah tempe. Kedelai mengandung
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senyawa isoflavon glukosida dalam jumlah yang besar. Proses fermentasi pada
kedelai berperan dalam meningkatkan kandungan senyawa isoflavon dalam
bentuk aglikon. Proses peningkatan konsentrasi aglikon karena kegiatan mikroba
dapat meningkatkan bioavailabilitas isoflavon aglikon dalam tubuh manusia
(Haron et al., 2009). Bentuk aglikon yang terdapat dalam kedelai yaitu genistein,
daidzein dan glisitein yang memiliki aktifitas hambatan tirosinase yang lebih kuat
daripada bentuk glukosidanya (Chang, 2009).

2.3 Tinjauan Kapang

Kapang memiliki ukuran yang jauh lebih besar dan lebih kompleks
dibandingkan bakteri dan khamir. Beberapa jenis diantaranya tumbuh menyerupai
bulu atau rambut yang dikenal sebagai mycellium. Ujung-ujungnya berbentuk
menyerupai buah yang disebut konidia yang berisi spora. Pada umumnya, spora
pada konidia mempunyai warna yang berbeda-beda misalnya warna hijau tumbuh
pada roti busuk, oranye atau merah pada oncom, serta putih atau hitam dengan
miselium yang putih seperti kapas, tumbuh pada tempe (Suprapti, 2003).

Kapang terdiri dari suatu thallus (jamak = thalli) yang tersusun dari
filamen yang bercabang disebut hifa (tunggal = hypha, jamak = hyphae) (Fardiaz,
1992). Hifa yang terbentuk kadang-kadang bersifat multinukleat dengan diameter
2-10 um. Panjang hifa dipengaruhi oleh kondisi pertumbuhan. Jika tumbuh pada
permukaan medium, hifa berukuran sangat panjang, sedangkan jika tumbuh
dibawah permukaan (terendam) hifa akan terputus-putus sehingga ukurannya
lebih pendek tetapi bercabang-cabang (Suprihatin, 2010).

Pada umumnya kapang dapat menggunakan berbagai komponen
makanan, dari yang sederhana sampai kompleks. Kapang dapat memproduksi
enzim hidrolitik misalnya amilase, pektinase, proteinase dan lipase, oleh karena
itu dapat tumbuh pada makanan-makanan yang mengandung pati, pektin, protein

atau lipid. Semua kapang bersifat aerobik yaitu membutuhkan oksigen untuk
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pertumbuhannya. Kapang dapat tumbuh pada kisaran pH 2-8,5 tetapi biasanya
pertumbuhan akan lebih baik pada kondisi asam atau pH rendah. Kebanyakan
kapang bersifat mesofilik yaitu tumbuh pada suhu kamar. Suhu optimum
pertumbuhan kapang adalah sekitar 25-30°C, tetapi beberapa dapat tumbuh pada
suhu 35-37°C atau lebih tinggi misalnya Aspergillus spp. (Fardiaz, 1992).

Pertumbuhan kapang biasanya berjalan lambat bila dibandingkan dengan
pertumbuhan bakteri dan khamir. Oleh karena itu jika kondisi pertumbuhan
memungkinkan semua mikroorganisme untuk tumbuh, kapang bisa kalah dalam
kompetisi khamir dan bakteri. Tetapi sekali kapang dapat mulai tumbuh,
pertumbuhan yang ditandai dengan pembentukan miselium dapat berlangsung
cepat (Fardiaz, 1992).

Kapang banyak digunakan dalam fermentasi makanan maupun dalam
industri kimia. Dalam fermentasi makanan oleh kapang, enzim yang berperan
terutama adalah enzim amilolitik dan proteolitik, masing-masing untuk memecah
pati dan protein dalam substrat. Kapang yang biasanya digunakan dalam
fermentasi makanan adalah R. oligosporus atau R. oryzae untuk pembuatan tempe
dan oncom, A. oryzae untuk pembuatan kecap dan koji. Dalam industri, kapang
banyak digunakan untuk memproduksi berbagai asam, enzim dan antibiotik
misalnya A. niger untuk pembuatan asam sitrat, dan Penicillium chrysogenum

untuk pembuatan penisilin (Fardiaz, 1992).

2.4 Tinjauan tentang Rhizopus oligosporus

R. oligosporus mempunyai koloni abu-abu kecoklatan dengan tinggi 1
mm atau lebih. Sporangiofor tunggal atau dalam kelompok dengan dinding halus
atau agak sedikit kasar, dengan panjang lebih dari 1000 pum dan diameter 10-18
pm. Sporangia globosa yang pada saat masak berwarna hitam kecoklatan, dengan
diameter 100-180 um (Wipradnyadewi et al., 2004).
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Menurut Pitt dan Hocking (1985) R. oligosporus memiliki panjang
sporangiosfor pada media Malt Extract Agar (MEA) 150-400 pum lebih pendek
dari R. oryzae yaitu lebih dari 1500 um. R. oligosporus memiliki rhizoid yang
pendek, sporangium dengan diameter 80-120 pm dan pada saat 7 hari akan pecah
menyebabkan spora keluar kolumela dengan diameter 25-75 um. Morfologi jamur
Rhizopus spp. dapat dilihat pada (Gambar 2.3).

Menurut New Zealand Organisms Register (NZOR)
(http://www.nzor.org.) Klasifikasi dari  Rhizopus oligosporus adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Fungi

Phylum : Zygomycota
Subphylum  : Mucoromycotina
Order : Mucorales

Family : Mucoraceae

Genus : Rhizopus

Species : Rhizopus oligosporus

-Sporangiospora i
. sporangium

Sporangio-
fora

Gambar 2.3 Bentuk morfologi jamur Rhizopus spp.(Fardiaz, 1992)

Jenis kapang yang digunakan dalam fermentasi kedelai untuk

menghasilkan tempe berpengaruh terhadap kadar isoflavon tempe. Tempe yang
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dibuat dari kapang R. oryzae memiliki aglikon (genistein dan daidzein) lebih
rendah dibandingkan dengan tempe dari kapang R. oligosporus, tetapi sebaliknya
memiliki isoflavon glukosida (genistin dan daidzin) yang lebih tinggi. Hasil
penelitian Purwoko et al., (2001) menunjukkan bahwa tempe hasil fermentasi R.
oryzae menghasilkan isoflavon aglikon sekitar 300 pg/g, sedangkan tempe hasil
fermentasi R. oligosporus lebih tinggi, sekitar 2 kali, dibandingkan R. oryzae
(Purwoko, 2004).

2.5 Tinjauan tentang Isoflavon pada Kedelai

Isoflavon terdiri atas struktur dasar Cs-C3-Cg, Secara alami disintesa oleh
tumbuh-tumbuhan dan senyawa asam amino aromatik fenilalanin atau tirosin.
Biosintesa tersebut berlangsung secara bertahap dan melalui sederetan senyawa
antara yaitu asam sinamat, asam kumarat, kalkon, flavon dan isoflavon.
Berdasarkan biosintesa tersebut maka isoflavon digolongkan sebagai senyawa
metabolit sekunder (Hernawati, 2008).

Isoflavon termasuk dalam kelompok flavonoid (1,2-diarilpropan) dan
merupakan kelompok yang terbesar dalam kelompok tersebut. Meskipun
isoflavon merupakan salah satu metabolit sekunder, tetapi ternyata pada mikroba
seperti bakteri, algae, jamur dan lumut tidak mengandung isoflavon, karena
mikroba tersebut tidak mempunyai kemampuan untuk mensintesisnya. Namun
pada mikroba-mikroba tertentu mampu melakukan transformasi senyawa
isoflavon (Hernawati, 2008).

Tanaman kedelai mengandung senyawa isoflavon yang cukup tinggi.
Bagian tanaman kedelai yang mengandung senyawa isoflavon yang lebih tinggi
terdapat pada biji kedelai, khususnya pada bagian hipokotil (germ) yang akan
tumbuh menjadi tanaman. Sebagian lagi terdapat pada kotiledon yang akan
menjadi daun pertama dari tanaman (Anderson dan Garner, 1997).
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Kandungan isoflavon pada kedelai berkisar 2-4 mg/g kedelai. Senyawa
isoflavon tersebut pada umumnya berupa senyawa kompleks atau konjugasi
dengan senyawa ikatan glukosida sedangkan pada kedelai yang mengalami
fermentasi senyawa isoflavon yang lebih dominan adalah aglikon (Coward et al.,
1993). Selama proses pengolahan, baik melalui proses fermentasi maupun proses
non-fermentasi, senyawa isoflavon dapat mengalami transformasi, terutama
melalui proses hidrolisis, sehingga dapat diperoleh senyawa isoflavon bebas yang
disebut aglikon. Senyawa aglikon tersebut adalah genistein, glisitein dan daidzein
(Hernawati, 2008).

Kedelai dan olahan kedelai diketahui mengandung isoflavon. Isoflavon
dalam kedelai terdapat dalam 4 bentuk yaitu malonilglukosida, asetilglukosida,
glukosida, dan aglikon (bebas). Struktur isofalvon dalam kedelai dapat dilihat
pada (Gambar 2.4). Di antara keempat bentuk isoflavon, aktivitas antioksidatif
tertinggi ditunjukkan oleh isoflavon aglikon, terutama genistein (Esaki et al.,
1996). Isoflavon malonilglukosida dan asetilglukosida mudah terdeesterifikasi
menjadi isoflavon glukosida dengan perlakuan suhu tinggi (di atas 40°C) (Kudou
et al., 1991). Hidrolisis dengan asam atau enzim B-glukosidase dapat mengubah
isoflavon glukosida menjadi isoflavon aglikon dan glukosa (Purwoko et al.,
2001).

2.6 Tinjauan tentang Genistein

Genistein merupakan isoflavon utama yang terdapat pada kedelai.
Genistein disebut sebagai senyawa fitoestrogen yang artinya estrogen yang berasal
dari tanaman karena struktur dan fungsinya sama dengan estrogen pada manusia.
Konsentrasi isoflavon genistein dalam kedelai yaitu antara 0,2-1 mg/g. Genistein
tidak dibentuk oleh mikroorganisme tetapi berasal dari hidrolisis glukosida dalam
kedelai (Polkowski dan Mazurek, 2000).
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Genistein memiliki rumus molekul C35H1005 dengan berat molekul 270,
berwarna, berbentuk kristal, memiliki titik leleh 297-298°C, sukar larut dalam
asam asetat glasial dan air, larut dalam metanol dan etanol, sangat larut dalam
eter, etanol panas (Wu et al., 2010). Berwarna kuning ketika dilarutkan dalam
alkali dan menjadi berwarna merah tua ketika dilarutkan dalam etanolik berisi besi
klorida III (O’Neil, 2001 ).

R;0 o)

Ry

OH

Senyawa R, R, R
Daidzein H H H
Glisitein H OCH;, H
Genistein OH H H
Daidzin H H Glu
Glisitin H OCH;, Glu
Genistin OH H Glu
Asetildaidzin H H Glu-COCHj;
Asetilglisitin H OCH;, Glu-COCHj;
Asetilgenistin OH H Glu-COCHj,
Malonildaidzin H H Glu-COCH,COOH

Malonil glisitin H OCHj,
Malonilgenistin OH H

Glu-COCH,COOH
Glu-COCH,COOH

Gambar 2.4 Struktur kimia isoflavon kedelai (Yuan et al., 2006)

2.7 Pengaruh Fermentasi terhadap Profil Isoflavon

Peningkatan jumlah isoflavon dapat terjadi karena adanya pengaruh dari
fermentasi. Proses fermentasi terjadi akibat dari aksi enzim mikroorganisme.
Salah satu enzim yang berperan dalam proses transformasi tersebut adalah B-

glukosidase (Punjaisee et al., 2011).
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B-glukosidase merupakan enzim yang berperan utama dalam
metabolisme karbohidrat. Ha et al., (1992) dan Coward et al., (1993) menyatakan
bahwa biotransformasi isoflavon glukosida (daidzin dan genistin) menjadi
isoflavon aglikon (daidzein dan genistein) merupakan akibat dari kerja enzim j-
glukosidase (Gambar 2.5). Enzim f-glukosidase dihasilkan Rhizopus spp.
(Purwako et al, 2001). Menurut Barz et al., (1990), enzim B-glukosidase bekerja
optimum pada suhu 45°C dan pH 7,5. Aktivitas enzim pB-glukosidase R.
oligosporus lebih besar dibandingkan R. oryzae dan R. stolonifer (Purwoko,
2004).

Genistin Genistein

Gambar 2.5 Biotransformasi genistin menjadi genistein oleh enzim B-glukosidase
(Pandit et al., 2011)

Menurut Purwoko (2004) selama 4 hari fermentasi, aktivitas enzim f-
glukosidase R. oligosporus mampu menambah jumlah isoflavon aglikon sebesar
552,17-678,23 ug/g. Penambahan isoflavon aglikon tertinggi terjadi pada
fermentasi antara 2 sampai 3 hari yaitu 268,01-284,77 ug/g. Hal tersebut karena
pada fermentasi tersebut nilai pH tempe adalah 6,9-7,3. Nilai pH tersebut
mendekati kondisi pH optimum enzim B-glukosidase yaitu 7,5 (Barz et al., 1990).
Penambahan isoflavon aglikon terendah terjadi pada fermentasi antara 3 sampai 4
hari yaitu 70,59-97,50 ug/g. Pada fermentasi tersebut R. oligosporus melakukan
sporulasi, sehingga aktivitas enzim B-glukosidase menurun (Purwoko et al.,
2001).
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2.8 Melanogenesis

Melanin adalah pigmen hitam/coklat yang ditemukan di organisme hidup
mulai dari fungi, tanaman, dan mamalia. Melanin memiliki fungsi yang berbeda
pada tiap organisme misalnya, pada invertebrata melanin adalah bagian dari
sistem imun dan pada mamalia melanin adalah penentu utama warna kulit, rambut
dan mata (Zecca et al., 2001).

Melanin adalah turunan indole DOPA (dihidroksi fenilalanin) yang
dibentuk dalam melanosom melalui beberapa tahapan oksidasi. Berdasarkan atas
warna akhir dari sintesis melanin, berat molekul dan derajat kelarutannya, dikenal
dua tipe melanin yaitu melanin dengan ciri berwarna hitam atau coklat, sukar larut
dan berat molekulnya tinggi disebut eumelanin. Sementara melanin yang
berwarna kuning kemerahan, mudah larut dan berat molekul lebih rendah disebut
feomelanin (Bandem, 2013).

Melanogenesis atau proses pembentukan melanin terjadi di melanosit
yang terdapat pada epidermis. Melanogenesis dimulai dengan hidroksilasi asam
amino tirosinase oleh enzim tirosinase menjadi L-DOPA. L-DOPA berfungsi
sebagai co-faktor dalam proses oksidasi berikutnya dan sebagai substrat enzim
tirosinase. L-DOPA diokdidasi menjadi dopakuinon, kemudian dopakuinon
dikonversi menjadi dopakrom kemudian dikonversi oleh enzim tirosinase menjadi
DHI (5,6-dihidroksiindol) atau dikatalisis oleh enzim dopakrom taumerase atau
TRP2 menjadi DHICA (5,6-dihydroxy-indole-2-carboxylic acid). DHI kemudian
di konversi menjadi melanin DHI yang berwarna hitam, tidak larut dan
mempunyai berat molekul tinggi, sedangkan DHICA dikonversi menjadi melanin
DHICA yang berwarna coklat dan mempunyai berat molekul sedang (Bandem,
2013). Dopakuinon juga dapat berikatan dengan glutation atau sistein membentuk
sisteinil DOPA yang berwarna kuning kemerahan dan mempunyai berat molekul

ringan yang disebut feomelanin (Bandem, 2013).
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Melanin memainkan peran penting dalam melindungi kulit manusia dari
efek berbahaya radiasi UV matahari namun, akumulasi abnormal melanin dapat
menyebabkan perbedaan secara spesifik pada tiap bagian kulit dimana terdapat
kulit yang banyak mengandung melanin dan tidak terdapat melanin (Chang,
2009).

Tirosinase merupakan enzim yang berperan dalam sintesis melanin.
Tirosinase disebut juga polifenol oksidase yang memiliki gugus ion logam
tembaga (Cu?*) dan berat molekul sebesar 113.000 dalton (Warrington dan
Saville, 1999). Sisi aktif dari tirosinase mengandung dua atom tembaga dan enzim
dapat berubah menjadi tiga bentuk yaitu deoksi-tirosinase, oksi-tirosinase dan
met-tirosinase (Christopher dan Riley, 2010). Tirosinase merupakan enzim utama
dalam sintesis melanin karena mempunyai kemampuan mengkatalis tiga reaksi
yang berbeda seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.6. Tirosinase mengkatalis
reaksi L-tirosin menjadi L-DOPA, oksidasi L-DOPA menjadi dopakuinon dan
oksidasi DHI (5,6-dihidroksiindol) menjadi indol-5,6 kuinon yang selanjutnya
membenuk melanin (Park dan Yaar, 2012).

Eumelanogenesis Pheomelanogenesis

’QA(COOH R S HO. cooH
—_—
HO NH, HO N,
NH,

Tyrosine . .
= Glutathione or Cysteine

/ Dopaquinone H?N‘jCOOH

Hom l Cysteinyldopa
Dopa l/
HO COOH

HO
HO N~ “cooH |
o 3

Shefe COOH

Leukodopachrome

Dopachrome HBTA

l}TYR \L
\LTRPZ
ODj Pheomelanin
H N COOH o
]

DHICA
|

™ \2 —

Eumelanin Mixed-melanin

Gambar 2.6 Jalur Biosintesis Melanin (Chang, 2009)
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2.9 Tinjauan tentang Enzim

Enzim adalah protein yang mengkatalis reaksi-reaksi biokimia. Enzim
biasanya terdapat dalam sel dengan konsentrasi yang sangat rendah, dimana enzim
tersebut dapat meningkatkan laju reaksi biokimia yang terjadi di dalam tubuh.
Enzim tersebut akan merubah suatu susunan molekul menjadi susunan lain yang
lebih sederhana berupa produk, bereaksi secara spesifik dan bekerja seperti kunci
dan gembok, artinya suatu aktivitas enzim hanya bereaksi terhadap susunan
molekul tertentu. Aktivitas kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti
inhibitor, aktivator, kofaktor, koenzim, suhu, pH, konsentrasi dari substrat
(Kuchel dan Ralston, 2006).

Enzim adalah protein yang berfungsi sebagai katalisator, mempercepat
reaksi kimia di dalam sistem biologi. Enzim dalam mempercepat reaksi berikatan
dengan substrat dan membentuk kompleks enzim substrat sehingga terjadi
perubahan substrat menjadi produk (Sari, 2007).

Substrat berikatan dengan enzim pada tempat pengikatan spesifik yang
dikenal sebagai tempat katalitik. Tempat katalitik ini merupakan bagian khusus
dari molekul enzim yang berfungsi untuk mengenali, mengikat dan mengolah
substrat secara spesifik (Sari, 2007). Dari 20 jenis asam amino yang dapat
membentuk struktur molekul enzim, hanya beberapa yang sering didapat berulang
kali menyusun tempat katalitik. Asam amino tersebut adalah serin, aspartat,
histidin, sistein, lisin, arginin, glutamat, tirosin. Diantara asam amino tersebut,
serin merupakan yang paling sering didapati menyusun tempat katalitik struktur

molekul enzim (Satyanarayana, 2002).

2.9.1 Mekanisme Kerja Ikatan Enzim
Enzim berikatan dengan substrat dibedakan menjadi beberapa model

yaitu:
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a. Model kunci-anak kunci dan tempat katalitik Fischer

Usaha pertama untuk menerangkan enzim dengan substrat yang demikian
spesifik dilakukan oleh Emil Fischer, seorang pakar biokimia enzimologi dengan
gagasan model kunci-anak kunci. Menurut model ini, ketika substrat bertemu
dengan enzim mungkin saja terjadi benturan dengan bagian tertentu dari molekul
enzim yang strukturnya sedemikian rupa, sehingga dapat diduduki secara pas oleh
substrat dan terbentuklah kompleks enzim-substrat atau lebih dikenal sebagai
kompleks ES (Gambar 2.7). Kompleks ini penting karena merupakan prasyarat
untuk berlangsungnya proses katalisis yang berujung kepada pembentukan produk
(Murray et al., 2000 ; Sadikin, 2002).

Substrat

j -

Sisi Aktif —

Kompleks ES

Enzim

Gambar 2.7 Model kunci-anak kunci Fischer (Sari, 2007)

b. Substrat menimbulkan perubahan konformasi dalam enzim.

Suatu ciri yang kurang menguntungkan pada model Fischer adalah
kekakuan (rigiditas) yang diwujudkan pada tempat katalitik. Model yang lebih
umum adalah model induced fit dari Koshland. Dalam model ini substrat
menimbulkan atau menginduksi suatu perubahan bentuk dalam enzim (Gambar
2.8) (Murray et al., 2000).

Substrat

Kompleks ES

Enzim

Gambar 2.8 Model induced fit Koshland (Sari, 2007)
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2.9.2 Hambatan enzim

Inhibitor atau penghambatan suatu enzim adalah suatu senyawa atau zat
yang dapat menghalangi aktivitas kerja enzim tersebut. Berdasarkan sifat
kestabilan penghambatan, penghambatan enzim dapat dibedakan atas
penghambatan irreversible (stabil) dan reversible (tak stabil) (Sumardjo, 2009).
Penghambatan irreversible adalah golongan yang bereaksi dengan merusak suatu
gugus fungsional pada molekul enzim yang penting bagi aktivitas katalitik
sehingga enzim tersebut tidak dapat kembali ke bentuk semula. Penghambatan
reversible adalah penghambatan enzim yang dapat balik, yang dapat digolongkan
menjadi dua jenis yaitu penghambatan yang bersaing (kompetitif) dan
penghambatan tidak bersaing (non-kompetitif) (Suhara, 2008).

Zat penghambat yang bersaingan itu mempunyai struktur mirip dengan
struktur molekul substrat. Suatu penghambatan kompetitif berlomba dengan
substrat untuk berikatan dengan sisi aktif enzim (Gambar 2.9) (Suhara, 2008).

E+S <> ES <> E + P (produk)

E+S+1 —> El +S (enzim inaktif)

cnei S pleks en;im
at (aktif)

. _ Kompleks enzim
inhibitor + enzim . inhibitor (inaktif)

substrat

Gambar 2.9 Aktivitas inhibitor kompetitif enzim (Suhara, 2008)
Zat penghambatan tidak bersaingan (non-kompetitif) dapat menempel
pada enzim, pada sisi regulasi enzim sehingga mengubah konformasi molekul

enzim yang menyebabkan inaktifasi enzim (Gambar 2.10) (Suhara, 2008).
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Enzim
+ enzim + inhibitor —_— + inaktif

Gambar 2.10 Aktivitas inhibitor non-kompetitif enzim (Suhara, 2008).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan dalam penelitian ini termasuk jenis
penelitian True Experimental Laboratories yang bertujuan untuk mengetahui
perbedaan kandungan isoflavon genistein dan perbedaan aktivitas hambatan
tirosinase pada esktrak etanol biji kedelai non-fermentasi dan kedelai yang

difermentasi oleh R. oligosporus pada hari ke-2, 3 dan 4.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fitokimia dan Mikrobiologi
bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember mulai bulan Maret
2015 sampai bulan Juli 2015.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini menggunakan rancangan Post Test Only
Control Grup Design yaitu suatu rancangan penelitian dimana tidak diadakan
pretest, karena kasus-kasus telah dirandomisasi baik pada kelompok eksperimen
maupun kelompok kontrol. Kelompok-kelompok tersebut dianggap sama sebelum
dilakukan perlakuan (Notoatmojo, 2005). Secara skematis rancangan tersebut

digambarkan pada Gambar 3.1.
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Kedelai

Kadar genistein
Aktivitas
hambatan
tirosinase

Non-fermentasi )
Kedelai non-
rd ; Z
fermentasi
Kedelai -
; terfermentasi
Fermentasi

Gambar 3.1 Rancangan penelitian

3.3.1 Rancangan Operasional

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap sebagai berikut:

I

® o ©

Pengumpulan biji kedelai (Glycine max) varietas Baluran.

Preparasi sampel kedelai non-fermentasi

Preparasi sampel kedelai yang difermentasi oleh R. oligosporus
Ekstraksi simplisia kedelai dengan pelarut etanol 70%.

Preparasi suspensi spora R. oligosporus yang mengandung 10° spora/ml.

f. Penetapan kadar isoflavon genistein ekstrak etanol kedelai non-fermentasi

dan kedelai terfermentasi dengan menggunakan metode KLT-densitometri

g. Uji aktivitas hambatan enzim tirosinase ekstrak etanol kedelai non-

fermentasi dan terfermentasi secara in vitro.

3.3.2 Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini dijelaskan sebagai berikut:

a. Kedelai yang digunakan diperoleh dari Desa Pontang, Kecamatan Ambulu

Kabupaten Jember dengan varietas Baluran.

b. Sebelum diekstraksi dilakukan penghilangan lemak (defatting) yang

terkandung dalam kedelai dengan pelarut n-heksana.
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c. Ekstraksi merupakan proses pengambilan senyawa isoflavon dalam kedelai
dengan menggunakan pelarut etanol 70% menggunakan metode
ultrasonikasi.

d. Kadar isoflavon aglikon dalam ekstrak dianalisis dengan menggunakan
metode KLT Densitometri dengan genistein sebagai standar.

e. Pengujian aktivitas hambatan enzim tirosinase dilakukan menggunakan

metode spektrofotometri Elisa reader.

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah perlakuan fermentasi kedelai

menggunakan R. oligosporus dan lama waktu fermentasi.

3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar isoflavon genistein dan
aktivitas hambatan tirosinase pada kedelai non-fermentasi dan kedelai yang

difermentasi oleh R. oligosporus.

3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah lama perendaman kedelai,
pembuatan suspensi inokulum R. oligosporus, waktu dan suhu inkubasi
fermentasi, cara ekstraksi kedelai, cara penetapan kadar genistein dan cara uji

aktivitas hambatan tirosinase.
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3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas,
pisau, neraca analitik, blender, oven (Memmert), rotary evaporator (Heildoph),
mikropipet (Soccorex), blue tip, white tip, jarum ose, lampu spirtus,
hemasitometer (Neubauer Improved), vortex (Barnstead Thermolyne), mikroskop
(Olympus BX53), sentrifuge (Hermle), ultrasonikator (Elmasonic), soxhlet,
densitometer (TLC-Scanner 3 Camag), autoklaf (ALP), Laminair Air Flow (LAF)
(Airtech), lempeng KLT silika gel GFzs4 (Merck), TLC chamber (Camag), pipa
kapiler, microwell plate, elisa reader (PIx800), pH meter (Elmetron), alumunium
foil.

3.5.2 Bahan Penelitian

Kedelai (Glycine max) varietas Baluran, isolat R. oligosporus (diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas MIPA Universitas Jember), etanol
teknis 70%, standar genistein (Tocris Bioscience), substrat L-tirosine (Sigma
Aldrich), enzim tirosinase (Sigma Aldrich), Potato Dextrose Agar (BD difco),
akuabides steril, metanol p.a., tween 80, toluen, etil asetat, aseton, asam format,
dapar fosfat pH 6,5, akuades dan kertas saring.

3.6  Prosedur Penelitian
3.6.1 Preparasi Kedelai Non-fermentasi

Sebanyak 500 gram kedelai dicuci kemudian direndam dalam 3 liter
akuades (1:6) selama 12 jam. Kulit ari kedelai dihilangkan dan kedelai disterilisasi
dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit lalu
didinginkan. Setelah dingin kedelai diiris tipis kemudian dikeringkan

menggunakan oven suhu 60°C. Simplisia kedelai dihaluskan dan diayak
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menggunakan ayakan mesh 80. Serbuk yang diperoleh ditimbang untuk proses
selanjutnya (Cheng et al., 2013).

3.6.2 Peremajaan Isolat R. oligosporus

Isolat R. oligosporus terlebih dahulu diremajakan dengan mengambil
sebanyak dua ose R. oligosporus dari tabung ke dalam media miring potato
dextrose agar (PDA) kemudian diinkubasi selama 3 hari pada suhu kamar (£
30°C) (Lee et al., 2008).

3.6.3 Pembuatan Suspensi Spora R. oligosporus

Suspensi spora dibuat dengan cara mencuci miselia dari peremajaan
isolat 3.6.2 dengan 10 ml akuades steril yang mengandung 0,1% Tween 80.
Proses pemanenan dilakukan dengan menggunakan ose steril dan diresuspensi
dengan mikropipet (Cheng et al., 2013). Dari hasil resuspensi diambil 1 ml
dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril dan ditambahkan akuades steril
sebanyak 9 ml sehingga diperoleh seri pengenceran 10° Suspensi tersebut

divortex agar homogen untuk digunakan pada proses selanjutnya.

3.6.4 Perhitungan Kepadatan Spora

Kepadatan spora hasil pengenceran 10% dari R. oligosporus dihitung
dengan menggunakan alat hemasitometer. Suspensi yang akan digunakan sebagai
inokulum kedelai yaitu suspensi yang mengandung kepadatan sebesar 10°
spora/ml (Cheng et al., 2013).

Untuk menghitung spora dengan hemasitometer dilakukan dengan
menggunakan kamar hitung eritrosit Improved Neubauer. Langkah-langkah

perhitungan menggunakan hemasitometer adalah sebagai berikut:
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a. Suspensi spora yang telah divortex diteteskan sebanyak satu tetes pada bidang
hitung hemasitometer yang sudah ditutup dengan cover glass melalui tepi
kamar hitung.

b. Perhitungan spora dilakukan di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x .
Spora yang dihitung terletak pada kotak hitung (1+2+3+4+5). Perhitungan
spora hanya dilakukan pada daerah yang ditunjukkan pada Gambar 3.2 (a).

c. Perhitungan spora dilakukan dengan cara seperti pada Gambar 3.2 (b) yaitu
dari kiri kekanan dan di bawahnya dimulai dari kanan ke Kiri.

d. Jumlah spora yang diperoleh dihitung dengan menggunakan rumus berikut:

x
N = 103
t (mm)x d x 1 (mm?) 8

Keterangan:

N :Jumlah spora/ml

X : Jumlah spora yang dihitung (1+2+3+4+5)

I - Luas kotak hitung (0,04 x 5 = 0,2 mm?)

t : Kedalaman bidang hitung ( 0,1 mm)

10° : Volume suspensi yang diambil (1 mI=10° mm°)
(Modifikasi dari Tim QC APH Golongan jamur, 2009)

£)
A

Imm

1( - )2

- 1mm

—'{ l‘— 0.25 mm —»{ f«— 0.20 mm
Gambar 3.2 Kamar hitung hemasitometer Improved Neubauer (Hansen, 2000)
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Gambar 3.3 Cara menghitung spora dengan menggunakan hemasitometer (a) Alur
perhitungan spora (b) cara perhitungan spora (e menunjukkan spora yang dihitung, o
menunjukkan spora yang tidak dihitung) (Tim QC APH Golongan Jamur, 2009)

Bila suspensi spora yang didapatkan memiliki kepadatan lebih dari 1x10° spora

/ml, maka dapat dilakukan pengenceran dengan rumus:

N1.V1= N2.V2
Keterangan :
N1 : konsentrasi larutan stok (spora/ml)
V1 :volume larutan stok (ml)
N2 : konsentrasi larutan yang diinginkan (spora/ml)

V2 :volume larutan yang diinginkan (ml)

3.6.5 Preparasi Kedelai Fermentasi

Sebanyak 500 gram kedelai dicuci kemudian direndam dalam 3 liter
akuades (1:6) selama 12 jam. Kulit ari kedelai dihilangkan dan kedelai disterilisasi
dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit lalu didinginkan. Setelah
dingin, 100 gram kedelai matang diinokulasi degan 1 ml suspensi spora yang
memiliki kepadatan (10° spora/ml). Setelah dicampur, kedelai dibungkus dengan
kertas saring dan diinkubasi pada suhu 30°C (Cheng et al., 2013). Fermentasi

dilakukan selama 2, 3 dan 4 hari. Setelah terbentuk tempe yang ditandai dengan
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tumbuhnya miselia, tempe diiris tipis kemudian dikeringkan dengan
menggunakan oven suhu 60°C. Simplisia tempe dihaluskan dan diayak
menggunakan mesh 80. Serbuk yang diperoleh ditimbang untuk proses

selanjutnya (Cheng et al., 2013).

3.6.6 Proses Penghilangan Lemak (defatting)

Penghilangan lemak kedelai dilakukan dengan menggunakan metode
soxhlet. Serbuk kedelai non-fermentasi dan serbuk tempe dibungkus dengan
kertas saring masing-masing sebanyak 40 gram kemudian dimasukkan kedalam
tabung ekstraktor dari soxhlet. Pelarut yang digunakan adalah n-heksana sebanyak
200 ml (1:5). Proses soxhletasi dilakukan selama 3 jam, serbuk kedelai yang telah
dihilangkan lemaknya dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan ditimbang

untuk proses selanjutnya (Hui et al., 2005).

3.6.7 Pembuatan Ekstrak Kedelai

Serbuk bebas lemak diekstraksi menggunakan metode sonikasi dengan
pelarut etanol 70% selama 1 jam. Serbuk kedelai bebas lemak ditimbang
kemudian dimasukkan kedalam beaker glass dan ditambahkan dengan pelarut
etanol 70% dengan perbandingan 1:4, kemudian ditutup dengan alumunium foil.
Proses ekstraksi tersebut dilakukan sebanyak tiga kali dengan menggunakan
pelarut yang baru. Campuran kedelai dengan etanol 70% disentrifuse dengan
kecepatan 2600 rpm selama 10 menit. Filtrat dipindahkan ke beaker glass lain dan
residu diresuspensi yang diperoleh dipekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental (Luthria et al., 2007 dengan

modifikasi).
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3.6.8 Penetapan Kadar Isoflavon Genistein
Penentuan kadar isoflavon aglikon genistein dalam ekstrak kedelai
dilakukan dengan menggunakan metode KLT Densitometri (Sari, 2015).
a. Membuat Standar Uji
Membuat larutan standar induk genistein dengan cara menimbang 5,193

mg serbuk standar genistein kemudian dilarutkan dalam metanol p.a sehingga
diperoleh konsentrasi 519,3 pg/ml. Larutan induk diencerkan sehingga diperoleh
larutan standar dengan konsentrasi 5,193; 15,579; 31,158; 62,316; 103,86 dan
124,632 pg/ml. Perhitungan pembuatan standar uji dapat dilihat pada lampiran
AA.
b. Membuat Sampel Uji

Ekstrak kental ditimbang sebanyak 125 mg kemudian dilarutkan dalam
metanol p.a sehingga diperoleh konsentrasi sebesar 25.000 pg/ml.
c¢. Kondisi Analisis

Fase diam yang digunakan adalah lempeng kromatografi lapis tipis (KLT)
silika gel GF,s4 dan sebagai fase gerak digunakan toluen — etil asetat — aseton —
asam format (20:4:2:1). Perhitungan komposisi fase gerak dapat dilihat pada
lampiran A.6. Penotolan dilakukan dengan menggunakan pipa kapiler dengan
volume masing-masing standar 2 pl dan volume sampel sebanyak 6 pl. Noda yang
terbentuk diamati dibawah lampu UV 254 nm dan untuk selanjutnya discanning

dengan menggunakan densitometer pada panjang gelombang 266 nm.

3.6.9 Uji Aktivitas Hambatan Tirosinase

Pengujian aktivitas hambatan tirosinase dilakukan berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Batubara et al., (2010) dengan modifikasi.
a. Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 6,5

Menimbang KH,PO, sebanyak 1,361 gram kemudian dilarutkan dalam

aquades sampai dengan volume 50 ml, sehingga diperoleh larutan KH,;PO,


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

33

dengan konsentrasi 0,2 M. Menimbang NaOH sebanyak 400 mg dilarutkan dalam
akuades sampai volume 50 ml sehingga diperolen larutan NaOH dengan
konsentrasi 0,2 N. Larutan dapar fosfat dibuat dengan cara menambahkan 50 ml
KH,PO, dengan 12,6 ml NaOH lalu diencerkan dengan akuades sehingga
diperoleh volume 200 ml. pH dicek dengan menggunakan pH meter bila perlu
dilakukan adjust dengan penambahan HCI dan NaOH sampai diperoleh pH
sebesar 6,5.
b. Pembuatan Larutan Substrat L-Tirosin

Menimbang L-tirosin sebanyak 4,53 mg, kemudian dilarutkan kedalam 25
ml dapar fosfat pH 6,5 sehingga diperoleh konsentrasi L-tirosin sebesar 1 mM.
c. Pembuatan Larutan Enzim Tirosinase

Mushroom tyrosinase 50 KU dilarutkan dalam dapar fosfat pH 6,5 sebanyak
10 ml. Larutan dibagi menjadi 2 masing-masing vial sebanyak 5 ml. Masing-
masing vial dilarutkan dengan menambahkan larutan dapar fosfat sampai 10 ml
sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 25 KU. Larutan kemudian
diencerkan kembali sampai diperoleh konsentrasi sebesar 2,5 KU dan kemudian
disimpan di dalam freezer sampai digunakan untuk proses selanjutnya.
d. Pembuatan Sampel uji

Ekstrak kental ditimbang sebanyak 20 mg kemudian dilarutkan dalam 1 mi
DMSO, lalu ditambahkan dapar fosfat pH 6,5 sampai dengan 5 ml, sehingga
diperoleh konsentrasi 4000 pg/ml. Selanjutnya dilakukan pengenceran sehingga
diperoleh konsentrasi 100, 200, 300, 400 dan 500 pg/ml.
e. Pembuatan Standar Uji Genistein

Larutan standar genistein digunakan sebagai kontrol positif dibuat dengan
cara menimbang 5,193 mg standar genistein kemudian dilarutkan dalam 10 ml
metanol p.a sehingga diperoleh konsentrasi baku induk 519,3pg/ml. Larutan induk
diencerkan sehingga diperoleh larutan standar dengan konsentrasi 41,544; 62,316;
83,088; 124,632 dan 145,404 pg/ml. Perhitungan pembuatan standar uji dapat
dilihat pada lampiran A.10.
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f. Pengujian Aktivitas Hambatan Tirosinase

Pengujian aktivitas hambatan tirosinase dilakukan dengan memipet 70 pl
ekstrak dimasukkan ke dalam microwell plate, kemudian ditambahkan 40 pl
enzim tirosinase (250 unit/ml dalam dapar fosfat pH 6,5). Inkubasi campuran
larutan selama 5 menit pada suhu kamar. Kemudian ditambahkan 110 pl substrat
(1 mM L-tirosin) dan diinkubasi kembali selama 80 menit pada suhu kamar.
Warna yang dihasilkan diukur absorbansinya dengan menggunakan Elisa reader
pada panjang gelombang 478 nm untuk menentukan persen inhibisi dan nilai
konsentrasi hambat 50% (ICsp). Persen hambatan dihitung dengan cara
membandingkan serapan sampel sebelum penambahan ekstrak (A) dengan setelah

penambahan ekstrak (B):

Hambatan (%) = AA%Bx 100 %.

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh diolah dengan melihat uji normalitas dan uji varians
yang digunakan sebagai syarat uji analisis varian satu arah ANOVA untuk melihat
perbedaan rata-rata kadar genistein dan aktivitas hambatan tirosinase dari dua atau
lebih kelompok. Jika tidak memenuhi syarat, maka diupayakan untuk melakukan
transformasi data supaya distribusi menjadi normal dan varians menjadi sama.
Jika, pada uji ANOVA menghasilkan nilai p < 0,05, maka dilanjutkan dengan
melakukan analisis Post Hoc LSD (Dahlan, 2011).
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3.8.1 Pembuatan Ekstrak Kedelai Non-fermentasi dan Terfermentasi

Kedelai

Direndam dengan akuades (1:6) 12 jam

Kulit ari dihilangkan dan

disterilisasi dengan autoklaf suhu
121°C selama 15 menit, didinginkan

Rhizopus oligosporus

Kedelai matang

Diremajakan pada
agar miring PDA
selama 3 hari

R. oligosporus
dipanen dan
diencerkan

Kedelai non-fermentasi

Inokulum suspensi
spora 10° spora/ml

Tempe

Dikeringkan dan dihaluskan

Defatting dengan n-heksana
menggunakan metode soxhlet

Diekstraksi dengan metode
sonikasi dengan pelarut etanol
70% selama 1 jam dan dipekatkan

dengan rotary evaporator

Ekstrak kental kedelai non-fermentasi dan tempe

Gambar 3.4 Skema alur pembuatan ekstrak kedelai non-fermentasi dan kedelai

fermentasi
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3.8.2 Penetapan Kadar Genistein dan Uji Aktivitas Hambatan Tirosinase

Preparasi larutan standar dan sampel

Penetapan kadar genistein dalam
ekstrak dengan KLT-densitometri

Pengujian hambatan tirosinase dengan
Elisa reader

l

l

Kadar genistein dalam masing-masing
ekstrak (% b/b)

Penentuan 1Csq ekstrak kedelai non-
fermentasi dan fermentasi

Analisis data statistik

Gambar 3.5 Skema alur penelitian penetapan kadar genistein dan uji aktivitas

hambatan tirosinase
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Kedelai Fermentasi dengan Rhizopus oligosporus

Pembuatan tempe dimulai dengan merendam kedelai dalam air. Perendaman
bertujuan agar kedelai dapat menyerap air sebanyak mungkin, sehingga
membuatnya lebih lunak dan memudahkan proses pengupasan kulit. Proses
sterilisasi dengan autoklaf diperlukan untuk memastikan bahwa kedelai dalam
keadaan matang dan steril (Utari et al., 2010). Karakteristik kedelai yang
difermentasi dengan menggunakan R. oligosporus tersaji pada Tabel 4.1 dan
Gambar 4.1.

Tabel 4.1 Karakteristik kedelai fermentasi dengan R. oligosporus

Waktu
fermentasi  Warna miselia Aroma Penampilan
(hari)
Kedelai ditumbuhi oleh miselia jamur
2 Putih Khastempe  yang belum merata dan Kkurang
kompak.
Khas tempe, Kedelai ditumbuhi miselia jamur
3 Putih keabu-  sedikit seperti kapas berwarna putih keabu-
abuan berbau abuan yang merata dan berbentuk
amoniak kompak
_ Berba Kedelgi ditumbuhi miseli_a jamur
4 Putih keabu- - seperti kapas berwarna putih keabu-
amoniak,
abuan ik abuan yang merata dan berbentuk

kompak.

Pertumbuhan kapang terlihat dengan terbentuknya miselia yang terdapat
pada permukaan biji kedelai yang semakin lebat seiring dengan bertambahnya
waktu fermentasi. Semakin lama waktu fermentasi menyebabkan perubahan
warna miselia kapang yang semula berwarna putih menjadi berwarna putih keabu-
abuan akibat tumbuhnya spora disertai dengan bau amoniak yang berasal dari
proses degradasi protein dan asam amino (Purwoko, 2004). Pembusukan tempe

terjadi ketika protein yang terkandung dalam tempe mengalami reaksi deaminasi.
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Deaminasi merupakan suatu reaksi kimia yang melepaskan gugus amina dari
asam amino pada tempe. Gugus amina ini akan terkonversi menjadi amonia yang

menyebabkan tempe berbau busuk (Anindya et al., 2014).

Hari ke-2 Hari ke-3 Hari ke-4

Gambar 4.1 Karakteristik kedelai yang difermentasi dengan R. oligosporus

4.2 Ekstraksi Isoflavon Kedelai Non-fermentasi dan Kedelai Fermentasi

Hasil rendemen masing-masing sampel tersaji pada Tabel 4.2. Perhitungan
rendemen ekstrak dapat dilihat pada lampiran A.3. Besarnya rendemen
menunjukkan banyaknya jumlah senyawa yang terekstrak selama proses ekstraksi.
Perbedaan rendemen ekstrak dipengaruhi oleh banyaknya jumlah senyawa yang
terdapat di dalam ekstrak.

Tabel 4.2 Hasil rendemen ekstrak

Waktu fermentasi Rendemen Ekstrak (% b/b)
Hari ke-0 14,30
Hari ke-2 15,62
Hari ke-3 16,92
Hari ke-4 16,79

Ekstraksi isoflavon dilakukan dengan cara sonikasi menggunakan pelarut
etanol 70%. Etanol 70% diketahui mampu mengekstrak isoflavon secara optimal
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(Kudou et al., 1991). Menurut Rostagno et al., (2004) adanya air 30-40% pada
pelarut ekstraksi menyebabkan peningkatan jumlah isoflavon. Hal ini dikarenakan
polifenol dengan gugus hidroksi bersifat hidrofilik dan sebagian besar larut dalam
hidroalkoholid. Selain itu, etanol 70% memiliki harga yang relatif lebih murah,
toksisitas yang rendah dan lebih kompatibel pada lingkungan daripada metanol
(Rostagno et al., 2004). Sonikasi merupakan cara ekstraksi senyawa organik yang
mudah dan membutuhkan waktu yang relatif lebih singkat. Menurut Lutria et al.,
(2007) ekstraksi kedelai dengan menggunakan metode sonikasi memberikan hasil
total isoflavon yang optimum dibandingkan dengan metode soxhlet, shaker,

vortex dan stirring.

4.3 Penetapan Kadar Genistein

Preparasi sampel dilakukan dengan menimbang masing-masing ekstrak
sebanyak + 125 mg dengan tiga kali pengulangan. Persamaan kurva diperoleh
menggunakan standar genistein dengan konsentrasi 5,193 pg/ml, 15,579 ug/ml,
31,158 pg/ml, 62,316 ug/ml dan 124,632 ug/ml. Hubungan massa genistein (ng)
dengan area ditunjukkan pada Gambar 4.2.

8000 -+
7000 -

6000 - y =29,263x + 77,048
5000 - r=0,999

4000 -

Area

3000 -
2000 -
1000 -

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Massa (ng)

Gambar 4.2 Kurva baku standar genistein
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Berdasarkan Gambar 4.2 diketahui persamaan kurva baku : y = 29,263x +
77,048 dengan nilai r= 0,999, V4= 1,802% dan Xp= 9,624 ng. Persamaan tersebut
telah memenuhi persyaratan linieritas dengan nilai r mendekati + 1 dan secara
statistik r hitung lebih besar dari r tabel (0,999 > 0,878) (Suliyanto, 2012), Vo <
2% dan Xp < nilai konsentrasi terkecil yang digunakan (Indrayanto dan
Yuwono,2003)

Penetapan kadar isoflavon dalam sampel ekstrak etanol 70% kedelai non-
fermentasi dan terfermentasi dengan R. oligosporus dilakukan dengan
menggunakan metode KLT-densitometri. Gambar 4.3 menunjukkan noda dari
genistein yang dilihat di bawah sinar UV-254 nm.

Gambar 4.3 Hasil eluasi lempeng KLT ekstrak etanol 70% kedelai non-fermentasi dan
terfermentasi dengan R. oligosporus yang diamati di bawah sinar UV 254
nm untuk noda standar genistein (s), noda sampel kedelai fermentasi hari ke-
2 (a), noda sampel kedelai fermentasi hari ke-3 (b), noda sampel kedelai
non-fermentasi (c), noda sampel kedelai fermentasi hari ke-4 (d).Noda
genistein (x), noda daidzein (y).
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Pada sampel kedelai non-fermentasi dan kedelai fermentasi menunjukkan
adanya dua noda yang teredam. Noda dari genistein pada sampel menunjukkan
nilai Rf yang hampir sama dengan noda dari standar genistein (Rf 0,35) yang
ditunjukkan dengan huruf “a” Noda pada huruf “b” menunjukkan adanya senyawa
lain dalam ekstrak yang kemungkinan merupakan noda dari daidzein (Rf 0,22).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yuan et al., (2006), nilai Rf dari
daidzein lebih kecil dibandingkan dengan genistein yaitu sekitar 0,25. Noda yang
terdapat pada penelitian memiliki nilai Rf yang hampir sama dengan daidzein.

Uji identitas dan kemurnian dilakukan untuk memastikan bahwa di dalam
sampel mengandung genistein. Uji identitas digunakan untuk mengetahui ada atau
tidaknya genistein dalam masing-masing ekstrak dan uji kemurnian digunakan
untuk mengetahui kemurnian genistein yang terdapat pada standar maupun
sampel. Spektra genistein dari uji identitas dan kemurnian dapat dilihat pada
Gambar 4.4.

1000 o s L 100,0

T
200.0 250.0 3000 [nm] 400.0

Gambar 4.4 Spektra uji identitas dan kemurnian genistein dalam standar dan sampel

- Spektra standar genistein (Rf 0,36) Spektra kedelai fermentasi hari ke-3 (Rf 0,35)
Spektra kedelai non-fermentasi (Rf 0,35) Spektra kedelai fermentasi hari ke-4 (Rf 0,36)

-Spektra kedelai fermentasi hari ke-2 (Rf 0,35)
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Kemurnian genistein dalam sampel dilihat berdasarkan nilai r(s,m) dan
r(m,e). Nilai r (s,m) menunjukkan korelasi antara spektra yang diambil pada posisi
awal/start (s) puncak dengan spektra pada puncak/maximum (m). Nilai r(m,e)
menunjukkan korelasi antara spektra yang diambil pada posisi puncak (m) dengan
spektra pada posisi akhir/end (e). Suatu analit dikatakan memiliki kemurnian jika
nilai r(s;m) dan nilai r(m,e) pada uji menghasilkan nilai lebih dari 0,99
(Indrayanto dan Yuwono, 2003). Data pada Tabel 4.3 menunjukkan nilai korelasi
spektra genistein lebih dari 0,99. Hal ini menunjukkan bahwa analit dalam sampel
dan standar adalah murni. Uji identitas ditentukan dengan cara membandingkan
nilai r (s,s) dengan nilai r (s,a). Nilai r (s,5) menunjukkan korelasi spektra antara
dua track standar, sedangkan nilai r (s,a) menunjukkan korelasi antara track
standar dan track sampel. Analit di dalam sampel dikatakan identik dengan
standar bila korelasinya lebih dari 0,99 (Indrayanto dan Yuwono, 2003). Tabel 4.3
dapat dilihat bahwa nilai korelasi spektra yang didapatkan pada penelitian ini
lebih dari 0,99. Sehingga analit dalam sampel identik dengan standar genistein.

Tabel 4.3 Data korelasi spektra uji kemurnian dan identitas

r(s,m) r(m.e) Kemurnian r(s,s) r(s,a) Identitas
Standar genistein 0,998049 0,999730 Murni 0,993291 0,999576 N/A
Sampel : 0997435 0999530  Mumi  0,995896  0,998354 identik
non-fermentasi
W 0996407 0999494  Murni  0,995896  0,997276 identik
Fermentasi hari ke-2
Samggly 0998100 0999507  Murni  0,995896  0,999003 identik
Fermentasi hari ke-3
Sampel 0996831 0099566  Murni  0,995896  0,998107 identik

fermentasi hari ke-4

Hasil penetapan kadar genistein dalam sampel kedelai non-fermentasi dan

kedelai terfermentasi dengan R. oligosporus dapat dilihat pada Gambar 4.5.

Peningkatan kadar genistein kedelai terfermentasi dengan R. oligosporus hari ke-
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2, 3 dan 4 dibandingkan dengan kedelai non-fermentasi berturut-turut sebesar
10,086; 12,759; dan 12,096 kali. Perhitungan kadar genistein dapat dilihat pada
lampiran A.7. Nilai RSD masing-masing sampel penetapan kadar telah memenubhi
persyaratan untuk konsentrasi aktual analit 0,001 % yaitu 7,3%, 0,01% yaitu 5,3%
dan 0,1% yaitu 3,7% (Huber, 2007).

Data hasil penetapan kadar selanjutnya diuji statistik untuk mengetahui
adanya perbedaan bermakna tiap sampel. Hasil uji normalitas dan homogenitas
menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dan homogen (p>0,05).
Berdasarkan uji ANOVA diperoleh nilai signifikansi 0,00 (p<0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa paling tidak terdapat dua kelompok yang memiliki
perbedaan bermakna kadar genistein terhadap pengaruh fermentasi. Uji post hoc
LSD dilakukan untuk menunjukkan kelompok mana yang memiliki perbedaan
secara bermakna. Hasil uji post hoc LSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
kadar genistein yang signifikan (p<0,05) data dapat dilihat pada lampiran C1.

0,14 -~ C d
0,12147 + 1,39x10°
012 0,11515 + 4,22x10°3
’ b L il L
) 0,09602 + 5,28x10 :::
3 017 e *ee
S 44
£ 0,08 994
g 444
€ 0,06 - 44
5 b 444
(1]
T 0,04 - r 94
2 a L &
LAl
0,02 1 0,00952 + 4,93x10% L& a
LAl
N 22t
0 s ol
Hari ke-0 Hari ke-2 Harike-3 Harike-4

Waktu fermentasi (hari)

Gambar 4.5 Diagram batang menunjukkan kadar genistein di waktu fermentasi yang
berbeda. Data yang disajikan berupa nilai rata-rata kadar genistein £ SD (%
b/b) (n=3 untuk masing-masing sampel). Perbedaan notasi huruf
menunjukkan perbedaan yang signifikan (LSD, p<0,05).
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Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Yunindarwati, (2015)
pada kedelai non-fermentasi varietas Baluran didapatkan kadar isoflavon genistein
sebesar 0,0045% b/b. Hasil tersebut berbeda dari hasil penelitian ini, pada
penelitian ini kadar kedelai non-fermentasi varietas Baluran memiliki kadar
isoflavon sebesar 0,0095% b/b. Tinggi rendahnya kisaran hasil hasil isoflavon
disebabkan karena berbagai faktor seperti iklim, suhu, tempat tumbuh kedelai,
waktu pemanenan, kondisi tanah dan cara bertanam (Wang dan Murphy, 1994).

Kadar isoflavon dalam kedelai bervariasi tergantung pada berbagai faktor
yaitu varietas, kualitias fisik biji, masa tanam dan lokasi penanaman. Perbedaan
varietas kedelai akan menghasilkan kadar isoflavon yang berbeda, hal ini
dipengaruhi oleh genotip dari masing-masing varietas. Biji kedelai yang
berukuran besar dan kompak memiliki kandungan isoflavon yang lebih besar
daripada biji kedelai kecil dan tidak kompak. Masa tanam yang menghasilkan
kadar isoflavon tinggi adalah saat ditanam pada awal musim kemarau. Lokasi
penanaman Yyaitu ditanam di dataran tinggi dan rendah menunjukkan adanya
perbedaan kadar isoflavon, hal tersebut juga dipengaruhi oleh kondisi lingkungan
seperti suhu, nutrisi tanah dan lain sebagainya (Teekachunhatean et al., 2013).

Berdasarkan Gambar 4.5 dapat dilihat bahwa penambahan isoflavon
tertinggi terjadi pada fermentasi antara 2 sampai 3 hari. Namun pada fermentasi
hari ke-4 kadar genistein mengalami penurunan dibandingkan dengan kedelai
terfermentasi hari ke-3. Menurut Barz et al., (1990) Rhizopus spp. mampu
melakukan transformasi genistein menjadi bentuk yang lain. Senyawa isoflavon
aglikon daidzein dan genistein dapat mengalami transformasi lebih lanjut
membentuk senyawa baru, vyaitu faktor-2 (6,7,4’-trihidroksi isoflavon)
(Pawiroharsono, 1995).

Faktor-2 (6,7,4’-trihidroksi isoflavon) adalah hasil biokonversi isoflavon
aglikon selama proses fermentasi. Enzim yang berperan dalam proses biokonversi

ini adalah enzim [-glikosidase, terutama yang berasal dari R. oligosporus
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(Kusumaningsih et al., 2006). Menurut Rudiretna (1991) mekanisme terjadinya

biokonversi daidzein dan genistein menjadi faktor-2 diduga diawali dari konversi

genistein menjadi daidzein yang selanjutnya diikuti konversi daidzein menjadi

faktor-2 (Gambar 4.6). Terbentuknya faktor-2 dapat dimulai dengan dua cara

yaitu hidroksilasi gugus Cg dari senyawa daidzein atau dimetilasi gugus Cg dari

senyawa glisitein (Ariani, 1997). Menurut Klus et al., (1993) biosintesis faktor-2

(6,7,4’-trihidroksi isoflavon) dihasilkan melalui dimetilasi glisitein oleh bakteri

Brevibactericum epidermis dan Micrococcus luteus atau melalui hidroksilasi

daidzein. M. Luteus dan B. epidermis merupakan salah satu mikroba kontaminan

selama fermentasi tempe dan berpotensi membentuk faktor-2. Faktor-2

merupakan senyawa yang hanya terdapat pada tempe dan tidak terdapat pada

kedelai (Pawiroharsono, 1995). Selain itu menurut Chang et al., (2014) selama

proses fermentasi dengan R. oligosporus isoflavon aglikon genistein mengalami

transformasi membentuk hidroksi genistein.

OH
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Dehidroksilasi I \CL
G—
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Gambar 4.6 Reaksi biokonversi daidzein dan genistein menjadi faktor-2
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Menurut Purwoko (2004) selama 4 hari fermentasi aktivitas enzim [-

glukosidase R.oligosporus mampu menambah jumlah isoflavon aglikon yaitu

sebesar 552,17-678,23 ug/g. Adanya perbedaan kadar isoflavon aglikon dengan

penelitian ini kemungkinan disebabkan oleh perbedaan jenis varietas kapang yang

digunakan untuk fermentasi dan varietas kedelai yang digunakan. Penelitian yang
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dilakukan Cheng et al., (2013) menyatakan bahwa kedelai yang difermentasi
selama 6 hari menggunakan jenis kapang yang berbeda menunjukkan penambahan
isoflavon aglikon genistein yang berbeda pula yaitu kedelai hitam yang
difermentasi oleh R. oryzae sebesar 244,4 ug/g, R. oligosporus NTU-5 sebesar
424,3 ug/g dan R.oligosporus BCRC 31996 sebesar 502,2 ug/g.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Yunindarwati (2015) pada
kedelai dengan varietas Baluran yang difermentasi menggunakan Aspergillus
oryzae menunjukkan bahwa terjadi peningkatan isoflavon aglikon yang berbeda
dengan hasil penelitian ini. Pada fermentasi hari kedua dan keempat menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan kadar isoflavon genistein yang bermakna antara kedelai
varietas Baluran yang difermentasi oleh A. oryzae dan R. oligosporus. Namun,
pada hari ketiga kadar isoflavon aglikon genistein menunjukkan perbedaan yang
tidak bermakna. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan suhu optimum dari kapang
yang berbeda. R. oligosporus dapat tumbuh cepat pada suhu 30-37°C (Hesseltine
et al., 1963). A .oryzae memiliki suhu optimum 32-36 °C (Barbesgaard et al.,
1992). Karena suhu pertumbuhan R. oligosporus lebih mendekati suhu inkubasi
dibandingkan A. oryzae, maka kemungkinan periode lag phase R. oligosporus
lebih cepat dibandingkan A. oryzae. Oleh karena itu, pada awal fermentasi
biotransformasi isoflavon R. oligosporus lebih besar. Menurut Lee dan Chou
(2006) aktivitas transformasi isoflavon glukosida menjadi aglikon selama
fermentasi oleh Rhizopus spp. lebih kuat daripada A. oryzae.

Pada fermentasi hari ketiga pertumbuhan A. oryzae sudah menyamai R.
oligosporus. Pada saat itu enzim P-glukosidase A. oryzae bekerja lebih baik
dibandingkan R. oligosporus, karena menurut Barz et al., (1990), enzim f-
glukosidase bekerja optimum pada suhu 45°C dan pH 7,5. Namun, pada hari
keempat kedelai yang difermentasi oleh A. oryzae mengalami penurunan kadar
yang signifikan dibandingkan dengan kedelai yang difermentasi oleh R.
oligosporus. Hal ini menunjukkan bahwa kedelai yang difermentasi dengan
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menggunakan R. oligosporus lebih baik dalam mempertahankan kadar isoflavon
aglikon genistein. Penelitian yang dilakukan oleh Sari (2015) menunjukkan bahwa
tempe yang ada di pasaran menunjukkan kadar genistein yang lebih tinggi yaitu
0,245% b/b.

Perbedaan kadar genistein pada kedelai terfermentasi pada hari yang
berbeda disebabkan oleh aktivitas dari enzim B-glukosidase yang dihasilkan oleh
kapang R. oligosporus selama fermentasi. Enzim [-glukosidase melakukan
biotransformasi isoflavon glukosida (daidzin dan genistin) menjadi isoflavon
aglikon (daidzein dan genistein) (Ha et al., 1992 dan Coward et al., 1993).
Produksi enzim B-glukosidase meningkat sejalan dengan pertumbuhan sel pada
fase logaritmik karena berhubungan dengan metabolisme primer dalam sel.
Selanjutnya telah terjadi penurunan aktivitas enzim B-glukosidase seiring dengan
tercapainya fase stasioner yang sudah menunjukkan terjadinya kekurangan nutrisi
yang mendukung pertumbuhan sel (Setyaningsih et al., 2006).

4.4  Uji Aktivitas Hambatan Tirosinase

Tirosinase merupakan enzim utama yang berperan dalam sintesis melanin
karena mempunyai kemampuan mengkatalis tiga reaksi yang berbeda yakni
mengkatalis L-tirosin menjadi L-DOPA, oksidasi L-DOPA menjadi dopakuinon
dan oksidasi DHI (5,6-dihidroksiindol) menjadi indol-5,6 kuinon yang selanjutnya
membentuk melanin (Park, 2012). Untuk memperoleh hasil inhibisi yang efektif,
karakterisasi kerja enzim seperti pH, suhu dan waktu inkubasi harus diperhatikan
karena kerja enzim sangat spesifik, sehingga perubahan sedikit saja pada kondisi
kerjanya, akan mempengaruhi aktivitas enzim.

Suhu ruangan yang digunakan untuk inkubasi dikendalikan pada suhu 26° +
2°C hal ini dikarenakan suhu yang optimum berdasarkan metode analisis
tirosinase menggunakan spektrofotometri yang dilakukan Boyer (1993) adalah 25-

30 °C. Larutan dapar yang digunakan adalah dapar fosfat pH 6,5. pH optimum
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reaksi katalisis tirosinase menurut Boyer (1993) berada pada kisaran 6,5-7,0.
Waktu inkubasi dilakukan selama 80 menit sesuai dengan hasil optimasi yang
dilakukan oleh Dewi (2015).

Reaksi antara substrat L-tirosin dengan tirosinase menghasilkan produk
dopakrom. Pada penelitian ini, pembentukan produk (dopakrom) oleh reaksi
tirosin-tirosinase ditandai dengan terbentuknya warna coklat. Penentuan intensitas
warna coklat dilakukan dengan metode spektrofotometer. Serapan yang diperoleh
(absorbansi) digunakan untuk mengetahui seberapa besar aktivitas ekstrak kedelai
terfermentasi dan non-fermentasi dalam menginhibisi reaksi tirosin-tirosinase.

Hasil pengujian hambatan tirosinase dinyatakan dalam ICsq. 1Cso merupakan
konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50 persen
aktivitas tirosinase. Untuk menentukan nilai ICso dibuat kurva hubungan antara
konsentrasi inhibitor (ekstrak kedelai non-fermentasi dan terfermentasi) terhadap
persen inhibisi. Data yang diperoleh ditunjukkan pada Gambar 4.7. Perhitungan
nilai I1Csy dapat dilihat pada lampiran B. Besarnya nilai 1Csq tersebut, diperoleh
dengan memasukkan nilai 50% aktivitas hambatan dalam persamaan regresi.
Gambar 4.7 menunjukkan bahwa terjadi peningkatan aktivitas penghambatan
tirosinase selama proses fermentasi. Aktivitas penghambatan reaksi tirosin-
tirosinase tertinggi dengan nilai 1Csy terendah dihasilkan oleh sampel kedelai
fermentasi hari ke-3 yakni pada konsentrasi 183,946 + 2,11 ug/ml. Jika
dibandingkan dengan nilai ICs standar genistein sebagai kontrol positif, aktivitas
penghambatan tirosinase dari masing-masing ekstrak lebih rendah. Menurut
Chang et al., (2005), aktivitas hambatan tirosinase tidak hanya ditentukan oleh
senyawa genistein, namun juga berasal dari senyawa isoflavon aglikon lain yaitu

daidzein dan glisitein, maupun isoflavon glukosida.
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Gambar 4.7 Diagram batang menunjukkan nilai 1Cs, kedelai yang difermentasi pada
hari yang berbeda. Data ICs, aktivitas hambatan tirosinase kelompok
standar genistein (1); sampel non-fermentasi (2); fermentasi H2 (3);
fermentasi H3 (4); fermentasi H4 (5). Data yang disajikan dalam bentuk
rata-rata 1Csg £ SD (ug/ml) (n=3). Perbedaan notasi huruf menunjukkan
perbedaan yang signifikan (LSD, p <0,05)

Data uji statistik menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dan
homogen, sehingga dilanjutkan dengan uji ANOVA yang menunjukkan nilai
signifikansi 0,00 (p <0,05). Hal ini menunjukkan bahwa paling tidak terdapat dua
kelompok yang memiliki perbedaan aktivitas penghambatan tirosinase yang
bermakna. Berdasarkan uji post hoc LSD didapatkan bahwa terdapat perbedaan
aktivitas hambatan tirosinase yang bermakan (p <0,05) data dapat dilihat pada
lampiran C2.

Isoflavon aglikon memiliki aktivitas penghambatan tirosinase yang lebih
baik daripada senyawa glukosida. Hal ini disebabkan adanya gugus OH pada
cincin benzena pada isoflavon aglikon, sedangkan pada isoflavon glukosida
terdapat konjugat gula pada cincin benzena (Chang et al., 2007). Gugus OH pada
cincin benzena dapat mengkhelat logam Cu®* pada sisi aktif enzim tirosinase,

sehingga kerja dari enzim tirosinase dapat terhambat (Kim et al., 2006).
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Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Yunindarwati (2015) nilai I1Cs
terkecil terdapat pada kedelai yang difermentasi dengan A. oryzae pada hari ketiga
yaitu 180,153 pg/ml. Hal ini sama dengan penelitian ini yang menunjukkan pada
hari ketiga kedelai yang difermentasi dengan R. oligosporus memiliki nilai 1Cs
yang paling kecil. Pada fermentasi hari ketiga nilai 1Csy kedelai yang difermentasi
dengan R. oligosporus dan A. oryzae tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan, sehingga dapat disimpulkan bahwa keduanya baik untuk digunakan.
Pada penelitian yang dilakukan oleh Sari (2015) menunjukkan bahwa tempe yang
beredar di pasaran memiliki nilai ICsy yang kecil yaitu 55,420 ug/ml. Hal ini
kemungkinan dikarenakan pada tempe yang beredar di pasaran menggunakan
kombinasi kapang Rhizopus spp. sehingga isoflavon aglikon yang dihasilkan
jumlahnya lebih besar daripada kedelai yang difermentasi dengan biakan tunggal.
Oleh karena itu, perlu ditelusuri kembali jenis kombinasi kapang yang optimal
sehingga aktivitas hambatan tirosinase dapat meningkat. Pada penelitian ini belum
dilakukan penelitian mengenai kinetika dari kerja enzim dan mekanisme jenis

inhibisi enzim, sehingga dibutuhkan penelitian lebih lanjut.
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BAB 5. PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Kedelai yang difermentasi dengan kapang R. oligosporus pada hari ke-2,3
dan 4 dapat meningkatkan kadar isoflavon aglikon genistein. Semakin lama
waktu fermentasi jumlah isoflavon aglikon mengalami peningkatan dan
mengalami penurunan pada hari keempat. Kadar genistein + SD kedelai non
fermentasi dan terfermentasi hari ke-2, 3 dan 4 berturut-turut sebesar
0,00952 + 0,00049; 0,09602 + 0,00053; 0,12147 + 0,0014; 0,11515 +
0,00425 % (b/b).

2. Fermentasi kedelai menggunakan R. oligosporus dapat meningkatkan
aktivitas hambatan tirosinase yang ditunjukkan dengan nilai ICsy. Kadar
isoflavon aglikon genistein sebanding dengan peningkatan dan penurunan
aktivitas hambatan tirosinase. Nilai ICso £ SD kedelain non-fermentasi dan
kedelai fermentasi hari ke-2, 3 dan 4 berturut-turut sebesar 288,718 + 4,333;
223,400 + 1,004; 183,946 + 2,110; 196,49 £ 4,868 pg/ml.

5.2 Saran
Saran yang dapat disampaikan pada penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai fermentasi kedelai
menggunakan kombinasi kapang, untuk mengetahui pengaruh kombinasi
kapang terhadap kadar genistein dan aktivitas hambatan tirosinase.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui jenis inhibisi yang
terjadi pada reaksi tirosin-tirosinase dan menentukan tetapan Michaelis-
Menten (Kwy).
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LAMPIRAN

A. Perhitungan
1. Perhitungan kepadatan suspensi spora R.oligosporus

Jumlah spora pada kotak hitung 1 =6
Jumlah spora pada kotak hitung 2 =3
Jumlah spora pada kotak hitung 3 =7
Jumlah spora pada kotak hitung 4 =5
Jumlah spora pada kotak hitung 5 =7
Rata-rata jumlahspora = 5,6 spora

Perhitungan kepadatan spora/ml (S)
B 5,6
T 0,1x0,2x0,2
S=14x10°

S x 103

2. Pengenceran suspensi spora
N1.V1=N2.V2
1,4 x10%.10 ml = 10°.V2
V2 = 14ml akuades yang ditambahkan, maka akuades yang ditambahkan
sebesar 4 ml.

3. Perhitungan rendemen ekstrak
Volume etanol 70% yang dibutuhkan = 600 ml
a. Kedelai non-fermentasi
Bobot serbuk kering = 50 gram
Ekstrak kental = 7,152 gram

7,152 gram

Rendemen yang diperoleh = ===

x 100% = 14,30 gram

b. Kedelai fermentasi hari ke-2

Bobot serbuk kering = 54,12 gram
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Ekstrak kental = 8,453 gram

8,453 gram

Rendemen yang diperoleh = x 100% = 15,62 %

54,12 gram

c. Kedelai fermentasi hari ke-3
Bobot serbuk kering = 52,62 gram
Ekstrak kental = 8,955 gram

8,955 gram

Rendemen yang diperoleh = x 100% = 16,92 %

52,92 gram

d. Kedelai fermentasi hari ke-4
Bobot serbuk kering = 50,54 gram
Ekstrak kental = 8,486 gram

8,486 gram

Rendemen yang diperoleh = 50,54 gram

x 100% = 16,79 %

4. Pembuatan larutan baku standar genistein
a. Larutan Baku Induk

Ditimbang 5,193 mg genistein dilarutkan dalam 10 ml metanol p.a.

5,193 mg
10 ml

Jadi diperoleh larutan standar baku induk 519,3 ppm

x 1000 pg/ml = 519,3 pg/ml

b. Pembuatan larutan baku

i. Larutan baku kosentrasi 5,193 ppm

0,1 ml
10 mi x 519,3 ug/ml = 5,193 pg/ml
ii. Larutan baku konsentrasi 15,579 ppm
0,3ml
] x 519,3 ng/ml = 15,579 ng/ml
iii. Larutan baku konsentrasi 31,158 ppm
0,6 ml

10 x 519,3 ug/ml = 31,158 pg/ml

61
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Iv. Larutan baku konsentrasi 62,316 ppm

1mi 311,5 [ =62316 l
sl * 5 pg/ml = 62,316 ug/m

v. Larutan baku konsentrasi 103, 86 ppm

ml
10 mi x 519,3 png/ml = 103,86 pg/ml

vi.Larutan baku konsentrasi 124,632 ppm

2ml
Sl x 311,58 ng/ml = 124,632 pg/ml

vii.Larutan baku konsentrasi 311,5 ppm

3ml 5193 I =311,58 I
sl ~ 3ug/ml= ,58 ug/m

5. Pembuatan larutan sampel

a. Penimbangan sampel

62

Replikasi Non-fermentasi Fermentasi Fern_1entasi Fermentasi
hari ke-2 hari ke-3 hari ke-4
1 125,2 125,2 125,2 128,3
2 125,6 125 125,5 128
3 125 125 125,1 1247

b. Sampel kedelai non fermentasi
i.Replikasi 1

125,2 mg

5ml
ii. Replikasi 2
125,6 mg

5ml
iii. Replikasi 3

x 1000 pg/ml = 25040 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25120 pg/ml

125 mg
5ml

c. Sampel kedelai fermentasi hari ke-2
I.Replikasi 1

125,2mg
5ml

x 1000 pg/ml = 25000 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25040 pg/ml
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. Replikasi 2

125 mg
5ml

iii. Replikasi 3

125 mg
5ml

d. Sampel kedelai fermentasi hari ke-3

i.Replikasi 1

125,2mg
5ml

ii. Replikasi 2

125,5mg
5ml

iii. Replikasi 3

125,1mg
5ml

e. Sampel kedelai fermentasi hari ke-4

i.Replikasi 1

126,6 mg
5ml

ii. Replikasi 2

125 mg
5ml

iii. Replikasi 3

125,3mg
5ml

x 1000 pg/ml = 25000 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25000pg /ml

x 1000 pg/ml = 25040 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25100 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25020 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25320 pug/ml

x 1000 pg/ml = 25000 pg/ml

x 1000 pg/ml = 25060 pg/ml

6. Pembuatan fase gerak
a. Fase gerak = Toluen : Etil asetat : Aseton : Asam format (20:4:2:1)
(Yuan et al., 2006) dibuat sebanyak 20 ml.
b. Perhitungan komposisi masing- masing fase gerak

Toluen = g x20ml = 15 ml

Etil asetat = 2“—7 x20ml = 3 ml
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Aseton = 22—7 x20ml = 1,5ml

Asam format = % x 20ml = 0,74 ml

7. Penetapan kadar

a. Standar dalam penetapan kadar

64

Rf Massa (ng) Area
Standar 5,193 ppm 0,37 10,39 431,86
Standar 15,579 ppm 0,36 31,16 979,03
Standar 31,158 ppm 0,36 62,32 1892,49
Standar 62,316 ppm 0,36 124,63 3656,24
Standar 124,632 ppm 0,35 249,26 7406,09
Persamaan regresi y = 77,169 + 29,262X
r= 0,999
VxO0 value = 1,802
Xp value = 9,624
b. Sampel dalam penetapan kadar
. Massa Genistein
Sampel Replikasi Rf Area (ng/spot)
1 0,35 801,52 24,75
Non-fermentasi 2 0,35 790,72 24,39
3 0,35 732,34 22,39
Fermentasi hari 1 0,35 4323,49 145,12
ke-2 2 0,35 4287,87 143,90
3 0,35 4271,07 143,32
Fermentasi hari 1 0,35 5377,98 181,15
ke-3 2 0,35 5501,16 185,36
3 0,35 5381,92 181,29
Fermentasi hari 1 0,35 5459,84 183,95
Ke-4 2 0,35 5068,13 170,56
3 0,36 5109,28 171,97
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c. Perhitungan Kadar
I. Sampel non-fermentasi
Replikasi 1

24,75 ng
10 pl

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 ul = 0,012375 mg

Penimbangan ekstrak = 125,2 mg

massa genistein

o b/ = :

% /b massa ekstrak '
_0012375mg 009 = 00098842 %
© 1252myg ¥ T 0

Replikasi 2

24,39ng
10 wl

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 pl = 0,012195 mg

Penimbangan ekstrak = 125,6 mg

% b/ _ massa genistein 100%
® /b~ “massa ekstrak J ’

012198 mg 100% = 0,0097094 %
T T 1256mg T °
Replikasi 3
Massa genistein dalam 5 ml = 221’3"”’;‘9 x 5000 pl = 0,011195 mg

Penimbangan ekstrak = 125 mg

% b/ _ massa genistein 100%
*"/b = “massa ekstrak 0

_ 0,011195mg

100% = 0
125 mg x 100% = 0,0089560 %

0,0098842 + 0,0097094 + 0,0089560
%b/b = 3 =0,0095165 %
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Standar Deviasi (SD)

66

B \/(0,0098842 —0,0095165)2 + (0,0097094 — 0,0095165)2 + (0,008956 — 0,0095165)2
- 3—1

= 0,00049324

RSD = —2_ ¥ 100 %
=~ %o
_0,00049324

=, 0 = 0
0,0095165 x 100 % = 5,183 %

. Sampel fermentasi hari ke-2

Replikasi 1

145,12ng
6 pul

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 pl = 0,12093 mg

Penimbangan ekstrak = 125,2 mg

massa genistein

b/ — 1009

/o /b massa ekstrak 3 &
_012093mg 000k = 0,096592 %
~ 1252mg * » (

Replikasi 2

143,9ng

Massa genistein dalam 5 ml = = 5

x 5000 ul = 0,11991 mg

Penimbangan ekstrak = 125 mg

massa genistein

b/ — 1009
L /b massa ekstrak - g
0,11991 mg
=—— x100% = 0,095933 %
125 mg

Replikasi 3

143,22 ng

Massa genistein dalam 5 ml = "

x 5000 pul = 0,11943 mg

Penimbangan ekstrak = 125 mg

% b/ _ massa genistein 100%
*"/b = “massa ekstrak 0
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0,11943 mg
=——— x100% = 0,095547 %
125m
0,096592 + 0,095933 + 0,095547
%b/b = = 0,096024 %

3

Standar Deviasi (SD)

67

B \/(0,096592 —0,096024)2 + (0,095933 — 0,096024)2 + (0,095547 — 0,096024)2
” 3-1

= 0,00052841

RSD = —2 1100 %
= %b/b °

_0,00052841

_ 0,00052841 . 0
0.096024 * 100% = 055029 %

Sampel fermentasi hari ke-3
Replikasi 1

Massa genistein dalam 5 ml = % x 5000 pl = 0,15096 mg

Penimbangan ekstrak = 125,2 mg

massa genistein

0, b = ’

% /b massa ekstrak &'
_0,15096 mg 100% = 0,12057 %
~1252mg i )y 0

Replikasi 2

185,36ng
6 ul

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 ul = 0,15447 mg

Penimbangan ekstrak = 125,5 mg

massa genistein

b/ — 198

% /b massa ekstrak e
_ 0,15447 mg 100% = 0,12308 %
~ 125,5mg r _ 0

Replikasi 3

181,29ng
6 ul

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 pl = 0,15107mg
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Penimbangan ekstrak = 125,1 mg

% b/ _ massa genistein 100%
®'b ~ “massa ekstrak - 0
_ 0,15107 mg

125,1mg

x100% = 0,12076 %

0,12057 + 0,12308 + 0,12076
%b/b = 3 =0,12147 %

Standar Deviasi (SD)

68

h \/(0,12057 —0,12147)% + (0,12308 — 0,12147)? + (0,12076 — 0,12147)?

3—-1
==0,0013975

RSD = SD 100 %
~ %b/b " 3

_0,0013975

0y — 0
012147 x 100 % = 1,1505 %

Sampel fermentasi hari ke-4
Replikasi 1

Massa genistein dalam 5 ml = % x 5000 pl = 0,15329 mg

Penimbangan ekstrak = 128,3 mg

massa genistein

opnb/ — 0
- /b massa ekstrak 23 L0020
_ 045329 mg 1006 = 011948 %
~ 1283 mg ¥ N 0
Replikasi 2

170,56 ng

Massa genistein dalam 5 ml = x 5000 pl = 0,14213 mg

Penimbangan ekstrak = 128 mg

% b/ _ massa genistein 100%
® /b~ “massa ekstrak x ?
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~0,14213mg

0 = 0
28 x100% = 0,11104 %

Replikasi 3

171,97 ng
6 ul

Massa genistein dalam 5 ml =

Penimbangan ekstrak = 124,7 mg

massa genistein

%b/, = 1009
e /b massa ekstrak x &
_014331mg 000 = 011492 %
T T1247mg F T °
0,11948 + 0,11104 + 0,11492
%b/b = . =0,11515%

Standar Deviasi (SD)

x 5000 pul = 0,14331 mg

69

_ \/(0,11948 —0,11515)2 + (0,11104 — 0,11515)2 + (0,11492 — 0,11515)2
a 3-1

==0,0042232

RSD = —2_ 100
=~ %bp

_0,0042232

0 = 0
011515 x100 % = 3,67 %

8. Pembuatan dapar fosfat pH 6,5

=  Pembuatan KH,PO, 0,2 M
massa (g) 1000
X

Mr v
_ massa (g) 1000
136,09 © 250

Massa = 6,8045 gram

= Pembuatan NaOH 0,2 M

massa (g) 1000
X xe
Mr v
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_ massa (g) 1000 1
-7 40 Ym0 7

Massa = 0,4 gram

= Dapar fosfat pH 6,5 sebanyak 500 ml dibuat dengan cara

o

10.

menambahkan 125 ml KH,PO, 0,2 M dan 31,5 ml NaOH 0,2 N,
kemudian ditambahkan akuades hingga 500 ml dan dilakukan

penambahan basa hingga diperoleh pH 6,5.

Pembuatan substrat L-tirosin 1 mM

massa (g) 1000
Mr x v
massa (g) 1000
181,19 © 25

Massa = 4,53 mg

1mM =

Pembuatan standar genistein uji aktivitas hambatan tirosinase

Pembuatan larutan standar induk genistein 519,3 ppm:

5,193 mg
10 ml

Pembuatan larutan standar uji:

x 1000 pg/ml = 519,3 pg/ml

Larutan standar genistein 41,544 ppm

H0uL 51,3 ug/ml = 41,544 g /m
500 * °1% ng/ml = 41,544 pg/m
Larutan standar genistein 62,316 ppm
OOML . 19,3 ug/ml = 62,316 ug/ml
500 © >t ng/ml = 62,316 ug/m
Larutan standar genistein 83,088 ppm
S0 519,3 1 = 83,088 l
500 * °1% ng/ml = 83,088 ng/m
Larutan standar genistein 103,86 ppm
100 pl

1 =1
500 ul x 519,3 ng/ml 03,86 ng/ml
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=  Larutan standar genistein 124,632 ppm

120ul
500 ul

x 519,3 pg/ml = 124,632 pg/ml

= Larutan standar genistein 145,404 ppm

140 ul
500 ul

x 519,3 pg/ml = 145,404 pg/ml

11. Pembuatan sampel uji aktivitas hambatan tirosinase

Penimbangan sampel

Sampel Replikasi Penimbangan (mg)

1 20,3
20,6
20,4
20,3
20,1
20,3
21
20,1
21
20,5
20
20,5

Non-fermentasi

Fermentasi hari ke-2

Fermentasi hari ke-3

Fermentasi hari ke-4

WNNPFPWNPEFPFWDNPEFEWDN

Contoh perhitungan:

Pembuatan larutan sampel induk

20,3 mg
5ml

Pembuatan larutan sampel uji:

x 1000 pg/ml = 4060 pg/ml

e Larutan sampel 101,5 ppm

10 ul
400 ul

x 4060 pg/ml = 101,5 pg/ml

e Larutan sampel 203 ppm

20 pl
400 ul

x 4060 pg/ml = 203 png/ml

e Larutan sampel 304,5 ppm
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30 ul
400 !

e Larutan sampel 406 ppm

40 pl
400 !

e Larutan sampel 507,5 ppm

50 pul
400 !

B. Data Hasil Penelitian

x 4060 pg/ml = 304,5 pg/ml

x 4060 pg/ml = 406 ug/ml

x 4060 pg/ml = 507,5 pg/ml

Hasil Uji Aktivitas Hambatan Tirosinase

Contoh perhitungan:

Kontrol negatif

72

Al Ags Anit
0,052 0,4 0,348
0,055 0,395 0,34
0,052 0,396 0,344
Rata-rata 0,344
Sampel/Standar
Replikasi 1
Konsentrasi = * * Hambatan 1Cs
(ng/ml) A Aug A tirosinase
41,544 0,065 0,369 0,314 8,721 %
62,316 0,065 0,349 0,294 14,535 % 133115
83,088 0,056 0,309 0,253 26,453 % ’
103,86 0,055 0,275 0,22 36,047 % ug/ml
124,632 0,062 0,248 0,186 45,930 %
145,404 0,056 0,206 0,15 56,395 %

*):  Ax= absorbansi plate kosong

Ay7g = absorbansi sampel/standar pada panjang gelombang 478 nm

Anit = Anit - Ax
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Hambatan tirosinase = Ahit kontrol negatif— Ahit sampel/standar

Ahit kontrol negatif

_ 0,344-0,314
0,344

=8,721 %
Persamaan Yy =0,4706x — 12,644
50 =0,4706x — 12,644
x =133,115 > ICsy

x 100 %

x 100 %

73
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Kontrol negatif

Standar Genistein

74

A Asg Anit
0,052 0,4 0,348
0,055 0,395 0,34
0,052 0,396 0,344
Rata-rata 0,344
Replikasi 1
Konsentrasi * - * Hambatan I1Cs
(ng/ml) Ak Aarg A tirosinase
41,544 0,065 0,369 0,314 8,721 %
62,316 0,055 0,349 0,294 14,535 %
83,088 0,056 0,309 0,253 26,453 % 133,115
103,86 0,055 0,275 0,22 36,047 % ug/mi
124,632 0,062 0,248 0,186 45,930 %
145,404 0,056 0,206 0,15 56,395 %
Replikasi 2
Konsentrasi * - * Hambatan ICs
(ng/ml) Ak Aarg A tirosinase
41,544 0,055 0,37 0,315 8,430 %
62,316 0,062 0,358 0,296 13,953 %
83,088 0,06 0,312 0,252 26,744 % 131,920
103,86 0,062 0,279 0,217 36,919 % ug/ml
124,632 0,063 0,247 0,184 46,512 %
145,404 0,056 0,205 0,149 56,686 %
Replikasi 3
Konsentrasi * * * Hambatan 1Cs
(ng/ml) A Aus A tirosinase
41,544 0,065 0,371 0,314 8,139 %
62,316 0,058 0,355 0,294 13,663 % 132524
83,088 0,061 0,314 0,253 26,453 % ’
103,86 0,056 0,275 0,22 36,337 % ug/ml
124,632 0,055 0,238 0,186 46,802 %
145,404 0,058 0,209 0,15 56,105 %

ICsp rata-rata = 132,519
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SD =0,596
RSD =0,451 %
Replikasi 1
<%0 y = 0,4706x - 12,644
< 50 1 R?=0,995
@ 40 - r=0,997
£
530 - .
E 20 =—¢—Seriesl
£ 10 - — Linear (Series1)
e}
E 0 T 1
(1]
b 0 100 200
Konsentrasi (ug/ml)
Replikasi 2
60 -
< y =0,4802x - 13,348
e - R? = 0,994
(2]
S 40 1 r=0,996
g %0 Series1
= =§—Series
= 20 1
g 10 - ——Linear (Seriesl)
Qo
E o0 . .
= 0 100 200
Konsentrasi (ng/ml)
Replikasi 3
__60 -
X 50 y =0,4802x - 13,638
o R%=0,9939
£ 40 - r=0,997
(7]
© 30
[= =¢=—"Seriesl
£ 20 -
§ 10 - —Linear (Seriesl)
g 0 T 1
T
0 100 200

Konsentrasi (ug/ml)
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Kontrol negatif

Sampel Non-fermentasi

76

Al A At
0,056 0,413 0,357
0,058 0,434 0,376
0,058 0,417 0,359
Rata-rata 0,364
Replikasi 1
Konsentrasi * A * Hambatan ICso
(ng/ml) Ak Aarg A tirosinase
101,5 0,051 0,268 0,217 40,384 %
203 0,059 0,258 0,199 45,329 % 293719
304,5 0,056 0,227 0,171 53,022 % }ml
406 0,059 0,22 0,161 55,769 % hg
507,5 0,061 0,214 0,153 57,967 %
Replikasi 2
Konsentrasi * . * Hambatan I1Cs
(ng/ml) Ax Aarg A tirosinase
103 0,059 0,273 0,214 41,208 %
206 0,056 0,254 0,198 45,604% 287 166
309 0,056 0,226 0,17 53,297% }ml
412 0,057 0,217 0,16 56,044 % g
515 0,059 0,21 0,151 58,791%
Replikasi 3
Konsentrasi * * * Hambatan ICxo
(ng/ml) Ax Aare At tirosinase
102 0,053 0,267 0,214 41,208 %
204 0,056 0,255 0,199 45,329 % 285 270
306 0,057 0,226 0,169 53,571 % }ml
408 0,062 0,222 0,16 56,044 % hg
510 0,061 0,212 0,151 58,516 %

1Cs rata-rata

= 288,703
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SD = 4,433

RSD =1,535%
Replikasi 1
__ 70 -
J
£ 60 |
(]
® 50 -
Y y = 0,0449x + 36,812
o 2
£ 8 R? =0,9499
= 'Y r=0,975
8 20 -
3
E 10 n
fI“ 0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 2
__70 -
= e
(]
& 50 -
£
v -
g 40 y = 0,0441x + 37,336
F 30 - R?=0,96
: 7
£ 20 A r=0,979
2 ]
2 10
fI“ O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)
Replikasi 3
__70 -
£ 60 1
(]
@ 50 - /
£
8 40 - y = 0,0444x + 37,334
£ 30 - R?=0,9489
E 20 - r=O,974
2
2 10 -
£ O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsentrasi (ug/ml)
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Kontrol negatif

78

A Agg Anit
0,056 0,413 0,357
0,068 0,434 0,376
0,058 0,417 0,359
Rata-rata 0,364
Replikasi 1
Konsentrasi * * * Hambatan ICxg
(ng/ml) Ax Aare At tirosinase
101,5 0,054 0,256 0,202 44 505 %
203 0,065 0,238 0,183 49,725 % 204 418
304,5 0,055 0,222 0,167 54,121 % }ml
406 0055 0211 0,156 57,143 % Mg
507,5 0,057 0,209 0,152 58,241 %
Replikasi 2
Konsentrasi * * - Hambatan 1Cs
(ng/ml) A Aag A tirosinase
100,5 0,05 0,251 0,201 44,780 %
201 0,054 0,239 0,185 49,175 % 223 371
301,5 0,056 0,222 0,166 54,395 % }ml
402 0057 0,215 0,158 56,593 % Mg
502,5 0,061 0,211 0,15 58,791 %
Replikasi 3
Konsentrasi * - * Hambatan I1Cs0
(ng/ml) A Aarg A tirosinase
101,5 0,066 0,257 0,201 44,780 %
203 0,057 0,24 0,183 49,725 % 222 411
304,5 0,056 0,223 0,167 54,121 % }ml
406 0,061 0,218 0,157 56,868 % oY
507,5 0,061 0,213 0,152 58,242 %

ICsq rata-rata = 222,400

SD =1,004

RSD = 0,449 %
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Hambatan Tirosinase (%) Hambatan Tirosinase (%)

Hambatan Tirosinase (%)

70
60
50
40
30
20
10

70
60
50
40
30
20
10

70
60
50
40
30
20
10

Replikasi 1

y =0,0344x + 42,28
R?=0,9476
r=0,973

100 200 300 400 500 600

Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 2

y=0,0353x +42,115
R2=0,9641
r=0,982

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 3

'—_—'__g,,,_o———*

y =0,0336x + 42,527
R2=0,9539
r=0,977

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)
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Kontrol negatif

80

A Agg Anit
0,056 0,413 0,357
0,058 0,434 0,376
0,058 0,417 0,359
Rata-rata 0,364
Replikasi 1
Konsentrasi * * * Hambatan ICxg
(ng/ml) Ax Aare At tirosinase
105 0,063 0,245 0,192 47,252 %
210 0,063 0,231 0,178 51,099 % 181515
315 0,063 0,219 0,166 54,395 % }ml
420 0,056 0,208 0,152 58,242 % hg
525 0,058 0,2 0,142 60,989 %
Replikasi 2
Konsentrasi * * - Hambatan 1Cs
(ng/ml) A Aag A tirosinase
103 0,063 0,246 0,193 46,978 %
206 0,063 0,235 0,182 50,00 % 185308
309 0,063 0,216 0,163 55,219 % }ml
412 0,061 0,211 0,150 58,791% hg
515 0,058 0,203 0,145 60,165%
Replikasi 3
Konsentrasi * - * Hambatan ICso
(ng/ml) A Aarg A tirosinase
105 0,054 0,247 0,193 46,978%
210 0,054 0,232 0,178 51,099 % 185.014
315 0,054 0,22 0,166 54,396 % }ml
420 0,063 0,204 0,151 58,516 % hg
525 0,061 0,202 0,141 61,263 %

ICsg rata-rata = 183,946

SD =2,110

RSD =1,147%
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Hambatan Tirosinase (%) Hambatan Tirosinase (%)

Hambatan Tirosinase (%)

70
60
50
40
30
20
10

70
60
50
40
30
20
10

Replikasi 1

y = 0,033x + 44,01
R%=0,9972
r=0,998

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 2

«———*”"gg’*——_‘

y =0,0341x + 43,681
R?=0,9699
r=0,985

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ng/ml)

Replikasi 3

y =0,0343x + 43,654
R?=0,9961
r=0,998

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ng/ml)

81


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Kontrol negatif
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A Agg Anit
0,056 0,413 0,357
0,068 0,434 0,376
0,058 0,417 0,359
Rata-rata 0,364
Replikasi 1
Konsentrasi * * * Hambatan ICxg
(ng/ml) Ax Aare At tirosinase
102,5 0,054 0,25 0,196 46,154%
205 0,065 0,232 0,177 51,374% 195776
307,5 0,065 0,226 0,171 53,022% }ml
410 0059 021 0,151 58,516 % Mg
512,5 0,059 0,203 0,144 60,439%
Replikasi 2
Konsentrasi * * - Hambatan 1Cs
(ng/ml) A Aag A tirosinase
100 0,05 0,248 0,198 45,604%
20 0,054 0,232 0,178 51,099 % 201.676
300 0,056 0,228 0,172 52,747% }ml
400 0059 0211 0,152 58,241% hg
500 0,056 0,204 0,148 59,341%
Replikasi 3
Konsentrasi * - * Hambatan I1Cs0
(ng/ml) A Aarg A tirosinase
102,5 0,066 0,251 0,195 46,429%
205 0,057 0,235 0,178 51,099% 192018
307,5 0,056 0,225 0,169 53,571 % }ml
410 0,061 0,213 0,152 58,241% Hg
512,5 0,059 0,205 0,146 59,890 %

ICs rata-rata = 196,490

SD = 4,868

RSD =2,478 %
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Hambatan tirosinase (%)

Hambatan Tirosinase (%)

Hambatan tirosinase (%)

70
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Replikasi 1

/‘ﬂ/

y =0,0348x + 43,187
R?2=0,9719
r=0,986

100 200 300 400 500 600

Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 2

./"/

y =0,0346x + 43,022
R*=0,9569
r=0,978

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 3

r”"—__‘—"‘——_*

y =0,033x + 43,764
R? =0,9756
r=0,988

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi (ug/ml)
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C. Analisis Data

1. Hasil Analisis Kadar Genistein

Tests of Normality

Sampel Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic [ df Sig. Statistic df Sig.
Kadar_genistein  non_fermentasi ,319 3. ,885 3 ,340
fermentasi_2 ,235 3. ,978 3 714
fermentasi_3 ,361 3. ,806 3 ,130
fermentasi_4 ,188 3. ,998 3 ,911
a. Lilliefors Significance Correction
Data memiliki sebaran yang normal (p>0,05)
Test of Homogeneity of Variances
Kadar _genistein
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,991 3 8 ,096
Data bersifat homogen (p>0,05)
ANOVA
Kadar_genistein
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,024 3 ,008 1586,819 ,000
Within Groups ,000 8 ,000
Total ,024 11

Terdapat paling tidak dua kelompok memiliki perbedaan kadar genistein yang
signifikan (p< 0,05)
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Kadar_genistein
LSD

Post Hoc

Multiple Comparisons

85

(1) Sampel (J) Sampel Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-J) | Std. Error | Sig. | Lower Bound | Upper Bound
non_fermentasi  fermentasi_2 -,086507413" | ,001839855 | ,000 -,09075013| -,08226470
fermentasi_3 -,111956170* ,001839855 | ,000 -,11619888 -,10771346
fermentasi_4 -,105630807 | ,001839855 | ,000 -,10987352| -,10138809
fermentasi_2 non_fermentasi ,086507413" | ,001839855 | ,000 ,08226470 ,09075013
fermentasi_3 -,025448757" | ,001839855 | ,000 -,02969147| -,02120604
fermentasi_4 -,019123394" | ,001839855 [ ,000 -,02336611 | -,01488068
fermentasi_3 non_fermentasi ,111956170* ,001839855 ( ,000 ,10771346 ,11619888
fermentasi_2 ,025448757 | ,001839855 | ,000 ,02120604 ,02969147
fermentasi_4 ,006325363" | ,001839855 | ,009 ,00208265 ,01056808
fermentasi_4 non_fermentasi ,105630807 | ,001839855 | ,000 ,10138809 ,10987352
fermentasi_2 ,019123394 | ,001839855 | ,000 ,01488068 ,02336611
fermentasi_3 -,006325363" | ,001839855 [ ,009 -,01056808 | -,00208265

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Sampel kedelai non-fermentasi dan fermentasi hari ke-2, 3, dan 4 menunjukkan

perbedaan kadar genistein yang signifikan (p< 0,05).
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2. Hasil Analisis Data Uji Aktivitas Hambatan Tirosinase
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Sampel Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IC50 standar_genistein .176 3 1.000 3 .988
non_fermentasi .304 3 .908 3 412
fermentasi_2 .378 3 .768 3 .039
fermentasi_3 .360 3 .808 3 133
fermentasi_4 .225 3 .984 3 757
a. Lilliefors Significance Correction
Data memiliki sebaran yang normal (p>0,05)
Test of Homogeneity of Variances
IC50
Levene Statistic dfl df2 Sig.
3.084 4 10 .068
Data bersifat homogen (p>0,05)
ANOVA
IC50
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 39386.303 4 9846.576 995.066 .000
Within Groups 98.954 10 9.895
Total 39485.257 14

Terdapat paling tidak dua kelompok memiliki perbedaan I1Csg yang signifikan

(p<0,05)



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

87

Post Hoc
Multiple Comparisons
IC50
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I Sampel (J) Sampel (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
standar_genistein non_fermentasi -1.56198667E2’| 2.56844968E0 .000| -1.6192153E2| -1.5047580E2
fermentasi_2 -9.12136667E1’| 2.56844968E0 .000 -96.9365292| -85.4908041
fermentasi_3 -5.14260000E1’| 2.56844968E0 .000( -57.1488625| -45.7031375
fermentasi_4 -6.39703333E1’| 2.56844968E0 .000[ -69.6931959| -58.2474708
non_fermentasi standar_genistein 1.56198667E2’| 2.56844968E0 .000| 150.4758041| 161.9215292
fermentasi_2 64.98500000 | 2.56844968E0 .000] 59.2621375| 70.7078625
fermentasi_3 1.04772667E2’| 2.56844968E0 .000] 99.0498041| 110.4955292
fermentasi_4 92.22833333'| 2.56844968E0 .000[ 86.5054708| 97.9511959
fermentasi_2 standar_genistein 91.21366667 | 2.56844968E0 .000[ 85.4908041| 96.9365292
non_fermentasi -6.49850000E1"| 2.56844968E0 .000f -70.7078625| -59.2621375
fermentasi_3 39.78766667 | 2.56844968E0 .000 34.0648041 45.5105292
fermentasi_4 27.24333333| 2.56844968E0 .000[ 21.5204708| 32.9661959
fermentasi_3 standar_genistein 51.42600000 | 2.56844968E0 .000] 45.7031375| 57.1488625
non_fermentasi -1.04772667E2’| 2.56844968E0 .000| -1.1049553E2| -99.0498041
fermentasi_2 -3.97876667E1"| 2.56844968E0 .000f -45.5105292| -34.0648041
fermentasi_4 -1.25443333E1’| 2.56844968E0 .001| -18.2671959 -6.8214708
fermentasi_4 standar_genistein 63.97033333| 2.56844968E0 .000[ 58.2474708| 69.6931959
non_fermentasi -9.22283333E1’| 2.56844968E0 .000[ -97.9511959| -86.5054708
fermentasi_2 -2.72433333E1’| 2.56844968E0 .000[ -32.9661959| -21.5204708
fermentasi_3 12.54433333’| 2.56844968E0 .001 6.8214708 18.2671959

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Sampel kedelai non-fermentasi dan fermentasi hari ke-2, 3, dan 4 menunjukkan perbedaan

ICsp yang signifikan (p< 0,05).
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D. Gambar Hasil Penelitian

Isolat Rhizopus oligosporus Kedelai sebelum di autoklaf

Proses defatting Filtrat ekstraksi dengan sonikasi
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Proses eluasi KLT Kompleks warna dopakrom

E. Sertifikat Kedelai Baluran
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F.

Surat Keterangan Identifikasi R. oligosporus

KEMENTRIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAI?
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN
JURUSAN BIOLOGI
Jalan Kalimantan III No. 23 FMIPA, Universitas Jember, Jawa
Timur 68123

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI

Berdasarkan hasil pengamatan pada jamur yang digunakan di Laboratorium Mikrobiologi,
Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Jember oleh:

Nama/NIM  : Sekar Risti Praharini

Jur/Fak/PT  : Fakultas Farmasi, Universitas Jember

Maka dapat disampaikan hasilnya bahwa jamur tersebut adalah:
Rhizopus oligosporus

Demikian mudah-mudahan bermanfaat.

Jember, 30 Januari 2015

Ka, Laboratorium

—

Drs. Rudju Winarso, M. Kes
NIP. 1960081612989021001

90


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

