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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan kandungan senyawa fenolik total dan
kandungan isoflavon genistein selama fermentasi tempe hari ke-0 - 9. Ekstrak isoflavon
diperoleh dengan metode maserasi dan fraksinasi. Kandungan total senyawa fenolik diukur
dengan metode Folin ciocalteau dan kandungan isoflavon genistein ditentukan dengan
menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi. Rendemen ekstrak isoflavon dan
kandungan total senyawa fenolik dianalisis menggunakan Rancangan Acak Kelompok
(RAK) dan purata antar perlakuan dibandingkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ)
dengan tingkat kebermaknaan 5 %. Kandungan senyawa fenolik total tertinggi selama
proses fermentasi tempe diperoleh pada lama fermentasi hari ke-4 sebesar
232,05 £ 7,71 pg/g, sedangkan kandungan isoflavon genistein tertinggi diperoleh pada
lama fermentasi tempe hari ke- 5 sebesar 100,48 ug/g. Penelitian ini menunjukkan proses
fermentasi tempe menyebabkan kandungan senyawa fenolik total dan produksi isoflavon
genistein bersifat fluktuatif.

Kata Kunci : genistein, senyawa fenolik, tempe, waktu fermentasi.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate total phenolic compounds and
isoflavone genistein contents during 0 - 9 days of fermentation time. Isoflavone extract
were obtained by maceration and fractionation. Total phenolic compounds were measured
by Folin ciocalteau method, meanwhile, the isoflavone genistein contents were analyzed
by a High Performance Liquid Chromatography. The yield of isoflavone extract and the
total phenolic compounds were analyzed using a randomized completely block design and
the mean between treatments was compared by the Honestly Significant Difference (HSD)
test using significance level of 5 %. The highest amount of total phenolic compounds
during the incubation time was obtained on 4 days of fermentation time, i.e., 232.05n +
7.71 ng/g, while the highest content of isoflavone genistein was obtained on 5 days of
fermentation time, i.e., 100.48 ug/g. This research showed that the fermentation process of
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tempe induces the total phenolic contents and the production of isoflavone genistein is
fluctuating.

Keywords: fenolic compounds, fermentation time, genistein, tempe.

PENDAHULUAN

Senyawa fenolik merupakan senyawa kimia yang diketahui memiliki berbagai
bioaktivitas. Senyawa fenolik meliputi fenol sederhana, asam fenolik, kumarin, flavonoid,
tanin, lignan, dan lignin (Kamboj et al., 2015). Senyawa-senyawa tersebut merupakan
senyawa metabolit sekunder yang terdapat secara melimpah pada tanaman. Senyawa
fenolik diketahui memiliki aktivitas biokimia seperti antioksidan, antimutagen, dan
antikanker (John et al., 2014).

Tempe merupakan salah satu makanan tradisional Indonesia yang terbuat dari
fermentasi kedelai dan diketahui memiliki berbagai manfaat seperti menurunkan kadar
kolesterol, mencegah osteoporosis, anti infeksi, mencegah jantung koroner, dan antikanker
(Meghwal and Sahu, 2015). Melihat berbagai bioaktivitas yang dihasilkan, penelitian
mengenai senyawa fenolik tempe semakin diminati.

Winarsi and Purwanto (2010) melaporkan bahwa kandungan total fenol dalam
ekstrak isoflavon kedelai adalah 135,6 pg/g, sedangkan pada ekstrak isoflavon tempe
terdapat kandungan total fenol sebesar 153,9 pg/g berat kering. Penelitian mengenai
senyawa fenolik dalam tempe masih terbatas pada tempe yang difermentasi selama 48 jam.
Adapun penelitian mengenai senyawa fenolik tempe yang difermentasi lebih dari 48 jam
belum pernah dilakukan.

Salah satu senyawa utama dari tempe kedelai adalah isoflavon genistein yang
berpotensi besar sebagai agen pencegah dan penghambat kanker (Atun, 2009). Lewidharti
et al. (2015) melaporkan bahwa kandungan genistein tempe hasil fermentasi 0 - 9 hari
menggunakan sampel kering bersifat fluktuatif dengan konsentrasi genistein tertinggi
didapatkan pada hari ke-4, 7, dan 9.

Pola pembentukan genistein selama masa fermentasi tersebut menarik untuk diteliti
lebih lanjut. Isoflavon relatif rentan terhadap panas tinggi sehingga diduga isoflavon dapat
mengalami kerusakan atau terdekomposisi pada saat pengeringan sampel (Utari et al.,
2010). Penelitian mengenai kandungan isoflavon genistein tempe hasil fermentasi 0 - 9
hari umumnya masih menggunakan sampel yang telah dikeringkan, sedangkan penggunaan
sampel segar (yang tidak dikeringkan) belum pernah dilakukan.
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Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan kandungan senyawa fenolik total dan
produksi isoflavon genistein dari ekstrak tempe yang difermentasi selama 0 - 9 hari. Hasil
dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai lama
fermentasi tempe kedelai yang tepat untuk memperoleh kandungan senyawa fenolik total

dan produksi isoflavon genistein tertinggi sehingga didapatkan bioaktivitas yang maksimal.

METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel tempe yang diambil dari
pengrajin tempe “X” di Bugel, Salatiga, Jawa Tengah. Senyawa standar yang digunakan
adalah genistein dan asam galat. Senyawa standar yang digunakan memiliki kemurnian
> 98 % (Sigma Chemical Co., Amerika Serikat). Bahan kimia yang digunakan antara lain :
metanol, kloroform, n-heksana, reagen Folin-Ciocalteau, dan Na,CO3. Semua bahan kimia
yang digunakan memiliki derajat pro analisa (E-Merck, Germany).

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitis dengan
ketelitian 0,0001 g (OHAUS PA214), neraca dengan ketelitian 0,01 g (OHAUS TAJ602),
Moisture Analyzer (OHAUS MB 25), Spektrofotometer UV-VIS (Optizen), High
Performance Liquid Chromatography (Knauer Smartline 5000, smartline pump 1000,
smartline UV Detector 2500), dan Rotary Evaporator (BUCHI R-114).

Pengukuran kadar air

Pengukuran kadar air dilakukan dengan cara sebanyak kurang lebih 1,00 g sampel
dimasukkan ke dalam alat moisture analyzer. Kadar air sampel dihitung sebagai prosentase
air yang terhilang saat proses pemanasan sampel.

Ekstraksi Isoflavon Aglikon (Lewidharti et al. (2015) yang dimodifikasi)

Sampel tempe yang digunakan adalah hasil fermentasi hari ke-0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
dan 9. Sebanyak 150 g tempe dipotong kecil-kecil kemudian dimaserasi dalam metanol
80 % selama 9 jam. Setelah disaring, filtrat dievaporasi hingga menjadi ekstrak pekat.
Tahap selanjutnya ekstrak dipartisi dengan n-heksana (1:2, v/v) untuk menghilangkan
lemak. Fase aqueous dipartisi kembali menggunakan kloroform (1:1, v/v). Fraksi
kloroform kemudian dievaporasi kembali. Ekstrak pekat dari fraksi kloroform yang

diperoleh ditimbang kemudian dihitung rendemen ekstrak dengan persamaan (1) :

. Barat Ekstraok
% Rendemen : x 100094

(Berat Sampsl—(Berat Sampel x % Kadar dir))
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Analisis Kandungan Senyawa Fenolik Total Metode Folin-Ciocalteu (Hosu et al.
(2014) yang dimodifikasi)

Sebanyak 1,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 0,2 M ditambahkan kedalam 0,3 mL
ekstrak sampel. Campuran didiamkan selama 5 menit. Setelah itu campuran ditambahkan
1,2 mL Na,COsz 0,7M kemudian diinkubasikan pada suhu ruang dalam tempat gelap
selama 120 menit.

Absorbansi sampel diukur menggunakan Spektrofotometer UV-VIS pada panjang
gelombang 745 nm. Kurva baku untuk penentuan kandungan senyawa fenolik total dibuat
menggunakan asam galat pada rentang konsentrasi 0 - 100 pg/mL. Kandungan senyawa
fenolik total diukur sebagai mg Gallic Acid Equivalent (GAE)/g sampel.

Analisis Kandungan Isoflavon Genistein (Lewidharti et al. (2015) yang dimodifikasi)

Identifikasi isoflavon dengan menggunakan metode HPLC dilakukan dengan
pengkondisian instrumen HPLC dan pembuatan larutan sampel. Larutan sampel dibuat
dengan melarutkan ekstrak dalam metanol 10 mL. Sebanyak 20 pL sampel diinjeksikan ke
dalam HPLC setelah pengkondisian HPLC selesai. Kromatogram HPLC dianalisis dengan
menggunakan pembanding kromatogram Isoflavon genistein standar.

Kondisi operasional instrumentasi meliputi fase diam menggunakan Euroshper RP
C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) Knauer GmBH-Jerman dan fase gerak menggunakan
campuran metanol : asam asetat 0,1N (48:52, v/v). Kecepatan alir yang digunakan yaitu
1,2 mL/min dengan volume injeksi sebesar 20 uL dan menggunakan detektor UV 254 nm.
Analisis kuantitatif genistein dilakukan dengan menghitung luas area kromatogram. Kadar
genistein dalam tempe ditentukan berdasarkan persamaan garis kurva standar antara
konsentrasi genistein (ug/g sampel) terhadap area kromatogram.

Analisis Data (Sumantri, 1991)

Data rendemen ekstrak isoflavon dan senyawa fenolik total dianalisis menggunakan
rancangan acak kelompok (RAK) dengan 9 perlakuan dan 3 kali ulangan. Sebagai variasi
perlakuan berupa lama fermentasi tempe yaitu O, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, dan 9 hari, dengan
pengelompokan berdasarkan waktu analisis. Pengujian antar rataan perlakuan dilakukan

dengan menggunakan Uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan tingkat kebermaknaan 5 %.

PEMBAHASAN

Hasil purata rendemen ekstrak isoflavon, purata kandungan senyawa fenolik total
dan kandungan isoflavon genistein selama proses fermentasi tempe 0 - 9 hari disajikan
pada Tabel 1.
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Tabel 1. Purata Rendemen Ekstrak Isoflavon (%, b/b + SE), Purata Kandungan Senyawa
Fenolik Total (ng/g sampel kering) dan Kandungan Isoflavon Genistein (pg/g)
selama Proses Fermentasi Tempe.

Lama Rendemen Ekstrak ~ Kandungan Senyawa  Isoflavon Genistein
Fermentasi (%, b/b + SE) Fenolik Total (ug/g) (ng/g)
0 0,32+0,24° 204,94+ 4,96°¢ 130,26
2 0,16 +0,11° 85,43+ 4,81° 56,93
3 0,16 +0,11° 101,97 + 7,85 31,94
4 0,20 +0,14° 232,05+ 7,711 96,04
5 0,38+0,112 115,79+ 7,96 ¢ 100,48
6 0,36 +0,16° 79,38 £ 7,98 74,45
7 0,44+0,37% 63,59 + 4,24° 26,86
8 0,49 +0,37 % 41,44+782° 19,21
9 1,01+0,31° 77,88 5,19 26,02
Keterangan :

* SE = Simpangan Baku Taksiran.

* Hasil telah diuji Beda Nyata Jujur (BNJ) 5 % dengan W; = 0,571 dan W, = 16,121.

* Angka yang diikuti huruf yang tidak sama menunjukkan perbedaan nyata antar perlakuan
sedangkan angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak adanya perbedaan
nyata antar perlakuan.

Rendemen Ekstrak Isoflavon

Tabel 1 menunjukkan bahwa rendemen ekstrak isoflavon hari ke-O hingga hari
ke-6 relatif sama, lalu mulai hari ke-7 hingga hari ke-8 rendemen isoflavon cenderung
meningkat. Rendemen ekstrak isoflavon mengalami peningkatan pada hari ke-9. Hasil
penelitian ini tidak sejalan dengan penelitian Lewidharti et al. (2015) yang melaporkan
bahwa rendemen ekstrak isoflavon dalam tempe dengan lama fermentasi 0 - 9 hari dengan
sampel yang dikeringkan pada suhu 40 - 50 °C, bersifat fluktuatif dengan kandungan
tertinggi diperoleh pada hari ke-6.

Rendemen ekstrak isoflavon dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain
varietas kedelai, tahap kematangan kedelai, iklim dan suhu tempat tumbuh kedelai, cara
bertanam, dan prosedur pemeriksaan isoflavon (Wang and Murphy, 1994). Selain itu,
perbedaan yang terjadi juga disebabkan karena adanya perbedaan perlakuan sampel
dimana pada penelitian ini menggunakan sampel tempe segar.

Kandungan Senyawa Fenolik Total

Kandungan senyawa fenolik total pada sampel ditentukan oleh kemampuan sampel
untuk mereduksi reagen Folin-Ciocelteau yang mengandung senyawa asam fosfomolibdat-
fosfotungstat yang berwarna kuning menjadi senyawa kompleks baru yang berwarna biru.
Metode ini efektif untuk mendeteksi semua senyawa golongan fenolik yang terkandung

dalam sampel (Prior et al., 2005).
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Tabel 1 menunjukkan bahwa purata kandungan senyawa fenolik total tempe selama
fermentasi bersifat fluktuatif. Diawali dengan hari ke-O dimana sampel berupa kedelai
yang telah dimasak dan diberi ragi memiliki kandungan senyawa fenolik total sebesar
204,94 £ 4,96 pg/g. Selanjutnya terjadi penurunan dan peningkatan kadar senyawa fenolik
selama proses fermentasi berlangsung. Purata kandungan senyawa fenolik total tempe
selama proses fermentasi sampai dengan terjadi pembusukan pada hari ke-9 dapat dilihat
pada Gambar 1.

300.00
250.00
200.00
150.00

100.00 =7

50.00 >

0.00 -

0 2 3 4 5 6 7 8 9

Lama Fermentasi(Hari)
# Kandungan Senyawa Fenolik Total (pg/g) & Kandungan Isoflavon Genistein (ug/g)

Gambar 1. Histogram purata kandungan senyawa fenolik total dan kandungan isoflavon
genistein selama proses fermentasi tempe.

Berdasarkan Gambar 1 dapat terlihat pola kandungan senyawa fenolik total tempe
selama masa fermentasi bersifat fluktuatif. Kandungan senyawa fenolik total tertinggi
diperolen pada lama fermentasi hari ke-4 sebesar 232,05 = 7,71 pg/g, sedangkan
kandungan senyawa fenolik total terendah diperoleh pada lama fermentasi hari ke-8
sebesar 41,44 + 7,82 ug/g.

Fluktuasi nyata yang terlihat pada pola konsentrasi senyawa fenolik total selama
masa fermentasi tempe diduga karena adanya senyawa-senyawa yang mengalami
transformasi. Pada proses transformasi tersebut konsentrasi senyawa fenolik total tempe
akan mengalami penurunan. Saat senyawa baru yang terbentuk merupakan golongan
fenolik maka konsentrasi fenolik kembali mengalami peningkatan seperti terlihat pada pola
konsentrasi senyawa fenolik total lama fermentasi hari ke-2 — 4. Salah satu senyawa
fenolik yang diduga dapat mengalami transformasi selama masa fermentasi adalah

genistein dan daidzein (Agustina, 2005).
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Kandungan Isoflavon Genistein

Tabel 1 juga menunjukkan bahwa kandungan isoflavon genistein hari ke-0 dimana
sampel berupa kedelai yang telah dimasak dan diberi ragi memiliki kandungan genistein
sebesar 130,26 pg/g kemudian mengalami penurunan dan peningkatan selama masa
fermentasi. Produksi genistein selama proses fermentasi dari hari ke-0 — 9 mengalami
fluktuasi. Genistein tertinggi diperoleh pada fermentasi hari ke-5, selanjutnya terus
mengalami penurunan, hingga pada hari ke-9 mulai meningkat lagi nhamun pada saat itu
tempe sudah benar-benar busuk.

Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa selama proses fermentasi tempe kandungan
isoflavon genistein bersifat fluktuatif. Peningkatan kandungan isoflavon genistein pada
lama fermentasi tempe hari ke-4 dan 5 diduga karena terjadinya perubahan isoflavon
terikat (genistin) menjadi isoflavon aglikon (genistein). Reaksi hidrolisis genistin menjadi

genistein disajikan pada Gambar 2.
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Genistin Genistein Glukosa

Gambar 2. Reaksi hidrolisis genistin menjadi genistein (Ariani, 2003).

Selama proses fermentasi berlangsung, kandungan isoflavon genistein mengalami
beberapa kali fluktuasi dimana jumlah genistein yang sudah terbentuk kemudian
mengalami penurunan. Penurunan kandungan genistein terlihat pada lama fermentasi
tempe hari ke-2 - 3 dan hari ke-6 - 8. Hal ini dapat terjadi karena genistein yang telah
terbentuk mengalami biokonversi menjadi senyawa baru yang disebut 6,7,4 trihidroksi
isoflavon.

Menurut Agustina (2005), selama proses fermentasi juga terjadi biokonversi
genistein menjadi daidzein, yang selanjutnya diikuti dengan konversi daidzein menjadi
6,7,4 trihidroksi isoflavon. Reaksi biokonversi genistein-daidzein-6,7,4 trihidroksi
isoflavon disajikan pada Gambar 3.

Kandungan isoflavon tertinggi didapatkan pada hari ke-0 dan 5. Berdasarkan

kromatogram HPLC hari ke-0 dan 5 seperti yang disajikan pada Gambar 4 terlihat bahwa
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terdapat beberapa senyawa lain yang terdeteksi. Dua senyawa yang mendominasi dalam
kromatogram tersebut yaitu genistein dan senyawa X.

HO
Dehidroksilasi
enzimatis
|
HO. = ‘,fom[ HO
S, -
i
‘ Hidroksilasi HO
0 o enzimatis
OH
Daidzein Faktor-2

Gambar 3. Reaksi biokonversi genistein-daidzein-6,7,4 trihidroksi isoflavon
(Agustina, 2005)
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Gambar 4. Kromatogram isoflavon (A) hari ke-0 (B) hari ke-5. X : senyawa X dengan tR :
18,117 — 18,933 menit dan Y : genistein dengan tR : 31,767 — 33,533 menit.

Berdasarkan Gambar 5 dapat terlihat bahwa rasio luas area senyawa X dan
genistein mengalami fluktuasi. Rasio luas area senyawa x dan genistein tertinggi diperoleh
pada hari ke-6 dan hari ke-9. Hal ini menunjukkan bahwa pada hari ke-6 dan ke-9,

senyawa X mengalami peningkatan dan genistein mengalami penurunan. Rasio luas area
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senyawa X dan genistein membuktikan bahwa pada saat tertentu dapat terjadi transformasi
antara senyawa isoflavon sehingga konsentrasi genistein selama masa fermentasi
mengalami fluktuasi.

Pola pembentukan genistein yang fluktuatif pada penelitian ini sesuai dengan
penelitian Lewidharti et al. (2015) yang melaporkan bahwa kandungan genistein hasil
fermentasi 0 - 9 hari dengan sampel yang dikeringkan pada suhu 40 — 50 °C bersifat
fluktuatif. Namun demikian terdapat perbedaan pokok antara penelitian ini dengan
penelitian Lewidharti et al. (2015) yaitu pada penelitian ini digunakan sampel tempe segar
sedangkan pada penelitian Lewidharti et al. (2015) menggunakan sampel yang telah
dikeringkan. Hal ini diduga menyebabkan kandungan genistein tertinggi selama masa
fermentasi mengalami pergeseran dimana pada penelitian ini diperoleh kandungan
genistein tertinggi yaitu pada hari ke-5 sebesar 100,48 pg/g. Adapun pada hasil penelitian
Lewidharti et al. (2015) menunjukkan bahwa kandungan tertinggi yaitu pada hari ke-9
sebesar 324,27ug/g. Selain perbedaan perlakuan sampel, kandungan isoflavon pada
kacang-kacangan juga dapat dipengaruhi oleh varietas, waktu panen, dan lokasi (Nakajima
et al., 2005).

1.6 ~
14 4
12 4

1 4

0.8 -
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0.4 -
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0
0 2 3 4 5 6 7 8 9

Lama Fermentasi(Hari)
Gambar 5. Histogram rasio luas area senyawa X dan genistein terhadap lama fermentasi.

RasioLuas Area

KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa
kandungan senyawa fenolik total dan produksi isoflavon genistein selama masa fermentasi

tempe menggunakan sampel tempe segar bersifat fluktuatif. Kandungan senyawa fenolik
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total tertinggi diperoleh pada lama fermentasi hari ke 4 sebesar 232,05 = 7,71 nug/g,
sedangkan kandungan senyawa fenolik total terendah diperoleh pada lama fermentasi hari
ke-8 sebesar 41,44 + 7,82 ng/g. Kandungan genistein tertinggi diperoleh pada lama
fermentasi tempe hari ke-5 sebesar 100,48 pg/g dan kandungan genistein terendah

diperoleh pada lama fermentasi tempe hari ke-8 yaitu 19,21 ug/g.
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