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PENGARUH PENAMBAHAN GARAM NaCl PADA MEDIA
PERTUMBUHAN KECAMBAH KACANG HIJAU ( Phaseolus
aureus Roxb) TERHADAP AKUMULASI ISOFLAVON

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang pengaruh penharba
garam NaCl pada media pertumbuhan kecambah kacdag h
terhadap akumulasi isoflavon meliputi daidzein dgenistein.
Penelitian ini dilakukan dengan menumbuhkan kecamtalam
media agar-agar dengan variasi konsentrasi Na@ gi@ambahkan
(0-75 ppm) selama satu minggu dengan tujuan untekgetahui
konsentrasi NaCl optimum dalam memproduksi isoftavo
Kandungan isoflavon dalam kecambah diekstrak meamagn
pelarut metanol 80 % (v/v). Komponen-komponen daksmatrak
termasuk isoflavon dipisahkan menggunakan metoden&tografi
lapis tipis (KLT) dengan fase diam silika gel dassd gerak toluen :
dietil eter : asam asetat (10:10:2). Untuk analidé&dzein dan
genistein digunakan KLT-video densitometri dan smdéktometri
inframerah (IR). Hasil penelitian menunjukkan batsgaakin tinggi
konsentrasi NaCl maka akumulasi isoflavon yang phtlkan juga
semakin meningkat. Akumulasi isoflavon optimum p&dasentrasi
NaCl 45 ppm dengan kandungan daidzein sebesar 86/2% dan
genistein sebesar 39,50 ng/mg.

Kata kunci :garam NaCl, isoflavon, kecambah kacang hijau



THE EFFECT OF NaCl SALT ON ISOFLAVONE
ACCUMULATION IN GREEN GRAM SPROUT ( Phaseolus
aureus Roxb) GROWTH MEDIA

ABSTRACT

Research about the effect of NaCl salt on isoflavon
accumulation, especially daidzein and genisteigréen gram sprout
growth media has been conducted. Experiments warermed by
inducing NaCl at various concentrations (0-75 pporgprout growth
media of seaweed in order to determine optimum NaGtentration
in producing isoflavones. After one week seedliige total
isoflavones produced in sprout were extracted uS@o (v/v) of
methanol. Extracted compounds including isoflavonesre
separated using thin layer chromatography (TLChwitica gel as
stationary phase, and mixture of toluene : die#tiier : acetic acid
with volume ratio 10 : 10 : 2 as mobile phase. T@eo
densitometry and infra red (IR) spectrophotometswwsed for
further analysis of daidzein and genistein. Thelteshowed that the
concentration of NaCl in growth media influenced production of
isoflavones in sprout. The isoflavone accumulaiimecrease as the
NaCl concentration increased. The optimum produoctiof
isoflavones was obtained at 45 ppm NacCl salt, wathcentration of
daidzein and genistein was 36,25 ng/mg and 39,5(ma)g
respectively.

Key word : NaCl salt, isoflavone, green gram sprout
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Isoflavon merupakan salah satu senyawa aktif sébaga
fitoestrogen, dimana fitoestrogen merupakan estraglami yang
berasal dari tumbuh-tumbuhan, yang memiliki khass&perti
hormon estrogen (Biben, 1999). Isoflavon merupaatn kelompok
flavonoid yang mempunyai struktur kimia serupa dengstradiol
dan mempunyai aktivitas estrogenik yang potenskbb{nson,
1995). Kandungan senyawa flavonoid sendiri dalamartean sangat
rendah, yaitu 0,25% (Nakamura, dkk, 2001).

Menurut Iwan (2008) isoflavon merupakan sumberogsin
alami dan mempunyai gugus aktif daidzein, genistiein glisitein.
Senyawa isoflavon yang banyak diteliti berdasarkaktivitas
estrogennya yaitu daidzein dan genistein, keduamgampunyai
aktifitas estrogenik lemah, dan berfungsi sebag#i aksidan,
pengontrol pertumbuhan, anti inflamasi, anti tunsonti virus, anti
kolesterol dan sebagai penurun tekanan darah (&f@avsono,
2001).

Isoflavon secara alami dapat diperoleh dari tumalnu
sebagai hasil metabolisme sekunder. Sebagai mitaesunder,
isoflavon banyak terdapat pada tanaman khususnyangan
Leguminoceae (lwan, 2008). Kecambah kacang hijau termasuk
dalam famili leguminoceae sehingga secara kemotaksonominya
kecambah kacang hijau juga mengandung senyawavsoflyang
merupakan senyawa metabolit sekunder.

Metabolit sekunder merupakan hasil metabolisme yang
memiliki karakteristik khusus untuk setiap makhlbidup, gen,
spesies tertentu dan dibentuk melalui jalur yangiskls dari
metabolit primer. Metabolit sekunder dibentuk untakningkatkan
daya adaptasi dan meningkatkan pertahanan diradagh makhluk
hidup lain atau lingkungan yang mengancam hidupryerbert,
1995).

Lingkungan yang dapat mengancam kelangsungan Isigiaioi
tumbuhan ini salah satunya bisa disebabkan kardaaya garam
yang terdapat secara berlebih. Stres akibat gasmmasuk stres

1



nutrisi yang bisa mengancam kelangsungan hidup tw@aaman.
Stres ini terjadi dengan terdapatnya salinitas kteuisentrasi garam-
garam terlarut yang berlebihan dalam tanaman, yamgmnya
terjadi pada tanah salin. Bahkan meningkatnya kures garam
hingga tingkat konsentrasi tertentu dapat mengaibakematian
pada tanaman (Sipayung, 2003).

Tanah disekitar pantai tergolong tanah yang menshknitas
tinggi karena diakibatkan kandungan garam NaClgiingsaram
dapur (NaCl) merupakan garam yang dominan menemts&initas
tanah (Agus, 2006).

Konsentrasi garam NaCl yang lebih tinggi di dalammain akan
mengubah potensial osmosis dari sel, dengan megiial
pengangkutan air dan mineral-mineral yang dibutoht@aman,
seperti K dan C&'. lon N& menyebabkan kerusakan yang utama,
karena ion tersebut bersaing dan menggantikKayakg penting bagi
banyak aktivitas enzim dan sintesis protein (Ka2®)7). Menurut
Falah (2006) stres akibat kelebihan"an Cl dapat mempengaruhi
beberapa proses fisiologi dari mulai perkecambalsampai
pertumbuhan tanaman.

Perkecambahan merupakan tahap awal perkembasin
tumbuhan khususnya_tumbuhan berbijPerkecambahan diawali
dengan penyerapan aiari lingkungan sekitar biji, baik yang berasal
dari tanah, udara (dalam bentuk emlatiau uap air), maupun media
lainnya (Li, dkk, 2007). Tumbuhan muda yang baja sarkembang
dari tahap _embrionikdi dalam _biji dikenal sebagai kecamhah
Menurut Hidayat (1995) sebelum embrio menjadi kdzzmyang
mandiri, kecambah menggunakan makanan yang tersirdpkam
endosperm dari dalam selnya sendiri, sehingga Kealanmelatif
belum terkontaminasi.

Proses metabolisme pertumbuhan telah terjadi [sacd
perkecambahan dan pada umumnya metabolit sekunagah s
terbentuk pada tanaman dari nutrien-nutrien yargnbeercemari.
Akibat dari konsentrasi garam NaCl yang terdapdardajumlah
berlebih dapat mengganggu proses penyerapan ruotrteen yang
dibutuhkan oleh tanaman sehingga bisa menyebabdgadinya
perubahan gen-gen dan diekspresikannya senyawa batieta
sekunder. Oleh karena itu menarik untuk dikaji ejananakah




pengaruh penambahan garam NaCl pada media pertambuh
kecambah kacang hijau terhadap akumulasi isoflavon.

1.2 Perumusan M asalah

Berdasarkan latar belakang diatas maka dapat dakemu

permasalahan sebagai berikut :

1.

Bagaimana pengaruh penambahan garam NaCl pada media
pertumbuhan kecambah kacang hijau terhadap akumulas
isoflavon?

Pada tingkat konsentrasi berapakah penambahan gsa&th
pada media pertumbuhan kecambah kacang hijau mampu
meningkatkan akumulasi isoflavon?

1.3 Batasan Masalah

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini adsédfagai

berikut :

1. Konsentrasi NaCl yang digunakan adalah 0, 15, 306@, dan
75 ppm.

2. Komponen isoflavon yang diamati adalah daidzein dan
genistein.

3. Kecambah yang digunakan sebagai sampel adalah kebam
yang telah berumur satu minggu.

1.4 Tujuan
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagekbe:

1. Mengetahui pengaruh penambahan garam NaCl patham
pertumbuhan kecambah kacang hijau terhadap akumulas
isoflavon.

2. Mengetahui tingkat konsentrasi penambahan g&fa@i pada
media pertumbuhan kecambah kacang hijau yang mampu
meningkatan akumulasi isoflavon.

1.5 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk g€amatan

lahan salin dan sebagai metode budidaya tanamaandabijau
dengan kandungan isoflavon yang tinggi.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kecambah Kacang Hijau

Kecambah sering digunakan sebagai bahan pardgm
digolongkan sebagai sayur-sayurakecambah biasanya dibagi
menjadi tiga bagian utama: radikulakar embrio), hipokotildan
kotiledon (daun lembaga). Bentuk kecambah diperolah setajah
diproses selama beberapa hari. Proses berkecangesimirfasi)
setelah satu hari germinasi akan dihasilkan kechmid@ngan
panjang sekitar 1 cm, setelah dua hari akan menehga, dan
dalam 3-5 hari akan tumbuh 5-7 cm (Tjioe, 2007).

Dalam dunia tumbuh-tumbuhan, tanaman kacang hijau
diklasifikasikan seperti berikut (Sumadi, 2004) :

Divisi : Spermatophyta
Sub-divisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Rosales

Famili : Papilionaceae
Genus Phaseolus

spesies Phaseol us aureus Roxb

Kecambah jenis apapun, baik seperti kecambah kduigang
kecambah kedelai, kecambah alfafa, maupun jensnkiegh lainnya
mengandung banyak sekali senyawa fitokimiawi yarangat
berkhasiat. Estrogen alami yang terdapat dalamnkieah dapat
berfungsi sama dengan estrogen sintetis, sehinggantbah dapat
mencegah osteoporosis, menambah kesuburan, dan uaemb
terhindar gangguan akibat menopause (Tjioe, 2007).

2.2 Pengar uh Garam NaCl Terhadap Proses M etabolit Sekunder

Stres garam merupakan salah-satu dari antara eeatukb
stres tanaman yaitu stres suhu, stres air, stoiasiastres bahan
kimia dan stres angin, tekanan, bunyi dan lainryes garam
termasuk stres bahan kimia yang meliputi garamyiaan gas,
herbisida, insektisida dan lain sebagainya (Harjdiam Sipayung,
2003).



Tanaman mengalami stres terhadap garam bila koasent
garam yang berlebih cukup tinggi sehingga menunun@tensial
air. Stres terhadap garam ini berbeda dengan mimegang tidak
begitu menekan potensial air (Lewit dalam Sipayu2@)3). Jika
konsentrasi garam di dalam tanah tinggi, pergerakaghari tanah ke
akar melambat. Jika konsentrasi garam pada tanaih knggi
dibandingkan dengan di dalam sel-sel akar, tanah alenyerap air
dari akar, dan tanaman akan layu dan mati. Ini pad@n prinsip
dasar bagaimana salinisasi mempengaruhi produkaiman (Fao,
2005). Selain itu pengaruh yang merusak dari ggrada tanaman
tidak hanya disebabkan oleh daya osmosis, tetgpi @leh sodium
(Na") dan klor (Cl) pada konsentrasi yang meracun tanaman. Garam
mempengaruhi pertumbuhan tanaman umumnya melataciean
yang diakibatkan penyerapan unsur penyusun garanarase
berlebihan, seperti sodium (Fao, 2005).

Kandungan garam total pada daerah yang sangatbsakisar
antara 55,3-78,4 mg/ml dan kandungan garam totda piaerah
dengan tingkat salinitas rendah berkisar antar&-499 mg/ml.
Nilai kadar salinitas tanah pada salah satu pep@itai provinsi
Jawa Barat berkisar 3658,26-6509,09 ppm. Tingk#hises ini
diperoleh berdasarkan jarak tanah dengan garisaipadimana
semakin jauh dari garis pantai terdapat kecenderummenurunan
nilai salinitas tanah (Delvian, 2006).

Toleransi terhadap salinitas adalah beragam desgekirum
yang luas diantara spesies tanaman mulai dari yeka hingga yang
cukup toleran. Tanaman tanggap terhadap hampir s@alameter
lingkungan menurut suatu pola umum ditunjukkan padenbar 2.1
(Salisbury, 1995).

Salinitas menekan proses pertumbuhan tanaman dexigkn
yang menghambat pembesaran dan pembelahan selkgrpdotein
serta penambahan biomass tanaman. Tanaman yanglamnstres
terhadap garam umumnya tidak menunjukkan respamndbakntuk
kerusakan langsung tetapi pertumbuhan yang tertdéamerubahan
secara perlahan (Sipayung, 2003).

Metabolit sekunder tak hanya berperan sebagai tsyéama
untuk adaptasi tanaman terhadap lingkungannya, majoga
merupakan sumber senyawa yang mempunyai aktifaemafikal
yang penting (Ramachandra Rao, 2002). Tanaman noeloksi
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metabolit sekunder sebagai mekanisme pertahananbapeukan
metabolit dapat diinduksi dengan salinitas garai@INd@bagai sinyal
picu. Garam NaCl pada tanah dalam jumlah yang lhéde akan
bersifat racun bagi tanaman dengan menekan nutaieg diserap.
Akar merupakan organ yang kontak secara langsungpae
lingkungan salin, oleh karena itu akar merupakatusstruktur dan
berfungsi pengambilan dan transfer ion (Shannork dklam
Onrizal, 2005).

zone zone toleransi zonekeracunan
ketahanan (penghambatan)

S —
unsur /

i optimum
non-esensial P

, ambang (kejenuhan)

y konsumsi berlebih

respons tanaman

unsur keracunan
esensial mematikan

dosis (taraf taktor)

Gambar 2.1 Grafik respon tanaman terhadap parameter lingkungan

Stres garam akibat akumulasi @&n ion Na didalam sel akan
berdampak berat dalam homeostasis dari ion sepéfti K*, NO;
yang sangat penting sebagai transpor nutrien dai@naman.
(Maathuis, 2006). lon CI terlibat proses pemecalzan pada
fotosintesis dan pengendalian tekanan osmosisstibayi, 1995).
Sedangkan ion Néaerlibat dalam proses fotosintesis dan pertukaran
kation khususnya dengan’ Ksaeni dalam Onrizal, 2005). Masalah
potensial bagi tanaman yang tumbuh dilahan bergadatah dalam
memperoleh K yang cukup (Salisbury, 1995). lon " Kyang
merupakan kofaktor dalam mensintesis pati, prateim pengaktifan
enzim akan bersaing dengan‘Naelalui saluran pengangkutari K
sehingga Nadapat terserap akar. Dalam jumlah berlebifi &lan
merusak tanaman (Karim, 2007).

Pada tanamandasyatis sabina efek dari salinitas akan
mempengaruhi transpor NK*-ATPase pada sistem pengangkutan
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nutrien (Piermarini, 2000). Pengaruh toksisitasagaNaCl pada
kacang hijau, dapat diamati antara lain pemendeledar,
meningkatnya kerusakan membran sel, meningkatnyakgdase
(POD) serta menurunnya katalase (CAT) seiring deng
meningkatnya konsentrasi garam (Panda, dkk, 2003).

Tumbuhan yang kekurangan substrat (karena kelaparan
kandungan pati atau gulanya rendah) yang semakiahpakan
mendorong protein direspirasikan (Salisbury, 199%yes garam
NaCl yang terjadi pada jagung dapat menyebabkdredaan respon
dalam menghasilkan protein (Zhu, dkk, 2005).

2.3 I soflavon

Isoflavon meliputi subklas flavonoid yang berbedecssa
struktural dari klas flavonoid yang lain karena mpemmyai cincin
fenil (cincin B) yang lebih banyak terikat pada igbs8 daripada
posisi 2 pada cincin heterosiklik (1,2-diarilpropansoflavon
berbeda dalam jumlah variasi struktural dan banyaksubtituen
isoprenoid (Mazur, 2000).

Struktur isoflavon mirip dengan hormon estrogen dan
mempunyai beberapa sifat fisiologis dari estrogemrgga disebut
dengan fitoestrogen (Widyarini, 2001). Struktur@egen mempunyai
kerangka dasar steroid sedangkan isoflavon adiabnoid, namun
adanya gugus 2 gugus —OH/hidroksil yang berjara0-11,5 A
pada intinya sama dengan inti estrogen, menyebalaldifitas
biologisnya mirip estradiol (Achadiat, 2003).

Isoflavon ini dapat bertindak sebagai antioksidangy dapat
digunakan untuk menetralkan efek yang berasalsgawyawa radikal
di dalam jaringan. Isoflavon juga telah ditemukaenmpunyai efek
antiangiogenik (ganjalan pembentukan pembuluh déeain) dan
dapat menghalangi pertumbuhan sel yang tak terkkadayang
berhubungan dengan sel kanker, dan hampir bissttkpa dengan
menghambat aktivitas unsur di dalam tubuh yang et@mgurvival
sel dan divisi sel (faktor pertumbuhan) (Wikiped807).

Struktur senyawa isoflavon beserta turunannya daipatjukkan
pada Gambar 2.2 (Mazur, 2000).
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Gambar 2.2 Struktur isoflavon beserta turunannya

Isoflavon berfungsi sebagai antiestrogen, anti@ksiddan
antikarsinogenik. Isoflavon dari golongan genisteéian daidzein
dinilai paling berperan untuk kesehatan (Adie daisté@wati, 2006).
Menurut Harbone (1987) isoflavon dalam penyebaranaglalah
tanpa warna, sering dalam akar, dan hanya terdafean satu suku
yaitu leguminoceae.

Berdasarkan biosintesisnya flavon/isoflavon digglam
sebagai senyawa metabolit sekunder. Pada umummeygawsa
metabolit sekunder disintesis oleh mikroba tertedtan tidak
merupakan kebutuhan fisiologis pokok dari mikraipasiendiri, baik
untuk pertumbuhan maupun untuk aktivitas kehidupankieskipun
tidak dibutuhkan untuk pertumbuhan, senyawa meitabekunder
dapat juga berfungsi sebagai nutrient darurat umteknpertahankan
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hidup. Keterbatasan nutrien dalam tanaman akan ngeaag
dihasilkannya enzim—enzim yang berperan untuk pemkan
metabolit sekunder dengan memanfaatkan metabalteprguna
mempertahankan kelangsungan hidup (Pawirohars60d,) 2
Isoflavon yang terdiri atas struktur dasar C6-C3-Gécara
alami disintesa oleh tumbuh-tumbuhan dari senyasamaamino
aromatik fenilalanin. Biosintesa ini berlangsungasa bertahap dan
melalui sederetan senyawa antara, yaitu asam sipaasam
kumarat, kalkon, dan flavon serta isoflavon (Pah@érmsono, 2001).
Menurut Yu et al (2005) biosintesis isoflavon terlihat pada
Gambar 2.3.
Fenilalanin
ferilalanin amonia liase ,].
Asam sinamat
sinamat 4-hdroksilase +
p-kumarat --- »---
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Gambar 2.3 Biosintesis Isoflavon



2.4 Metode | solas |soflavon
2.4.1 Ekstraks

Keberadaan kelas isoflavon ini dalam makanan hampir
semuanya sebagai campuran kompleks dari glikosataedternya.
Maka dari itu, analisis selalu memerlukan proseskstraksi yang
sesuai dan langkah pemisahan sebelum identifikasikdantifikasi.
Secara khusus pada pembentukan konjugat, isoflatelah
diekstraksi dari matriks makanan dengan pelaruarpehcer yang
panas seperti metanol dan asetonitril. Figalo (R082nyebutkan
bahwa pada ekstraksi isoflavon, hasil terbaik diledr dari ekstraksi
menggunakan metanol 80 % (v/v) dimana pelarut irdmpu
mengekstrak lebih banyak jumlah isoflavon yang ada.

Metode yang mudah untuk menganalisa isoflavon dailah
menghidrolisa konjugat dan mengamati aglikon yaagodntuk
(Mazur, 1998). Isoflavon ini biasanya stabil terdyacsam sehingga
untuk memutus ikatan glikosida tanpa memecah ciheterosiklis
dapat dilakukan hidrolisis asam. Hidrolisis dilakuk dengan
pemanasan pada penangas air pada suhdCl@zngan HCI 2 N
selama 2 jam atau lebih (Geissman, 1969).

2.5 Metode I dentifikas Senyawa | soflavon
2.5.1 Kromatogr afi Lapis Tipis (KL T)-video densitometri

Kromatografi lapis tipis digunakan untuk memantamkjuan
reaksi dan untuk mengidentifikasi komponen secpssik. Jarak
yang ditempuh pada plat adalah suatu cerminanitaslacampuran
suatu komponen. Peningkatan kepolaran pelarut rkdragkan
interaksi dari komponen campuran dalam fase didomh I&ecil,
dimana komponen campuran dalam fase gerak akarrb&rige atas
plat. Komponen campuran pada plat biasanya digkim di bawah
sinar ultraviolet (UV) karena senyawa aromatik yeap sinar UV
(Bresnick, 1996).

Pada kromatografi lapis tipis (KLT), cuplikan yarakan
dipisahkan ditotolakan pada lapisan tipis yang ingat akan
diabsopsi oleh zat penyerap dan selanjutnya dielesigan fasa
gerak. Pemisahan ini didasarkan pada sifat pagasitayawa. Untuk
senyawa yang mempunyai sifat hampir sama dengangemknya
akan terelusi terlebin dahulu dibandingkan senyawang

10



mempunyai sifat polaritas berbeda dengan fasa ggaak
(Sastrohamidjojo, 2007).

Parameter yang digunakan untuk menentukan derejak |
bercak pada kromatogram KLT adalah hargaBesarnya nilai R
setiap substansi spesifik tergantung dari sifak fisasing—masing
substansi terhadap fasa gerak (Shriner, 1980).

Densito lapis tipis Thin Layer Chromatoscanner)
merupakan suatu alat yang digunakan untuk menemtudda analit
pada plat KLT berdasarkan interaksinya dengan sadia
elektromagnetik. Prinsip analisa dari densito lajggs ini mirip
dengan spektrofotometri yaitu berdasarkan padaepr@bsorpsi-
refleksi Akan tetapi pada densitometri, analit patit KLT yang
diperiksa akan diradiasi dengan sinar UV. Jika palda tidak ada
noda, maka cahaya yang jatuh akan dipantulkan Kesdraa kuat,
tetapi jika cahaya yang jatuh mengenai noda daatussenyawa
maka sebagian cahaya akan diserap dan intensites/acajang
dipantulkan akan berbeda dengan intensitas sinatangla
(Imamkhasani, 1989).

Densitometri merupakan metode analisis instrumenpsaig
berdasarkan interaksi radiasi elektromagnetik dengaalit yang
merupakan noda KLT. Densitometer akan mengubah ryaag
dibacanya menjadi kromatogram yang terdiri darieté@r puncak.
Letak noda sesuai dengan jarak tempuh noda dagi tatgu luas
puncak sebanding dengan kadar analit pada nodabgsgngkutan
(Mulja dan Suharman, 1995).

Untuk mengenal identitas senyawa maka digunakarmnacu
senyawa standar. Kesamaanwarna dan spektrum absorbansi noda
senyawa dengan noda acuan senyawa standar yaraj pdma plat
KLT dapat mendukung analisa kualitatif. Adapun
spektrofotodensitogram yang diperoleh mennjukkansgategrasi
yang sebanding dengan kandungan senyawa pada Amassngg
noda yang diukur sehingga dapat digunakan untuksarkuantitatif
(Mulja, M, dalam Mulja, dkk, 2005).

2.5.2 Spektrofotometri Inframerah (IR)

Spektroskopi inframerah merupakan spektroskopi agibr
Vibrasi yang dimaksud adalah serapan "fundamentaiig timbul
akibat eksitasi dari tingkatan yang lebih rendgtognd state) ke
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tingkatan energi tereksitasi yang terendah. Peragguspektroskopi
inframerah pada bidang kimia organik ini menggunattaerah 650-
4000 cnt. Ikatan-ikatan yang berbeda (C-C, C=C, C-O, O-H{N
mempunyai serapan yang berbeda pula dan ikatam dalelekul

organik ini dapat dideteksi dengan mengidentifikdigkuensi-

frekuensi karakteristiknya sebagai pita seraparandakpektrum
inframerah (Sastrohamidjojo, 1992).

Dua molekul yang berbeda strukturnya tidak akan pugryai
bentuk serapan inframerah atau spektrum inframgeaty tepat
sama. Dengan membandingkan spektra inframeratddarsenyawa
yang diperkirakan identik, maka dapat dinyatakahwaa kedua
senyawa tersebut identik atau tidak, pelacakanbiaga disebut
dikenal dengan bentuk "sidik jari” dari dua spektrunframerah.
Jika puncak spektrum inframerah kedua senyawa tspat maka
dua senyawa tersebut adalah identik (Sastrohamjdi®p2).

Puspita (2003) telah mengidentifikasi flavonoid ggumakan
spektrofotometri IR dan didapatkan pola-pola semap®H pada
daerah 3500-3400 ¢mC-O pada 1100-1000 ¢ dan serapan
asimetris dan simetris C=0 aromatis pada 1600-£400

Serapan gugus-gugus karbonil pada senyawa-senyawa
flavonoid umumnya sangat khas, terutama pada ogogss
karbonil yang terkonjugasi dengan ikatan karbor&artak jenuh.
Frekuensi vibrasi rentangan karbonil dari bebersgsnyawa
flavonoid tercantum pada Tabel 2.1 (Geissman, 1969)

Tabel 2.1 Frekuensi rentangan karbonil C=0 flavonoid

Senyawa flavonoid Frek (cm-1)
Flavon 1649
3-hidroksiflavon 1615
5-hidroksiflavon 1652
7-hidroksiflavon 1625
Flavanon
5-hidroksiflavanon 1648
5,7,3',4'-tetrahidroksiflavanon 1620
5,7,3',4'-tetrametoksiflavanon 1680
3,5,7,3',4'-pentahidroksiflavanon 1627
3,5,7,3',4'-pentametoksiflavanon 1640
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BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di jalan Danau Toba E9 no aw&ajar
Malang dan Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kirfiakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitaswijaya
Malang mulai bulan Maret sampai Mei 2008.

3.2 Bahan dan Alat Penélitian
3.2.1 Bahan Penéelitian
a. Bahan sampel

Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian iailahd
kecambah kacang hijau yang diperoleh dari perkeaharb
menggunakan media agar di jalan Danau Toba E9 nBawbjajar
Malang.
b. Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini @daaram
NaCl pro analisis (p.a), larutan standar daidzeam @enistein,
metanol teknis dan pro analisis (p.a), etil asetl&his, HCI 2 N
dalam MeOH, akuades, gas Noluen, dietil eter, asam asetat, dan
Uap NH;.

3.2.2 Alat Penéelitian

Alat yang diperlukan dalam penelitian ini adalaliob@elas,
gelas ukur 10 mL, beaker glass 250 mL, labu ukum25dan 50
mL, pengaduk gelas, pipet volume 10 mL, pipet ukrdan 2 mL,
botol semprot, pipet tetes, botol sampel, kertasnga neraca
analitik, nampan media kecambah, vorteks, oven,umpénk,
ultrasonik cleaner merek Bronson, bejana pengemlmdaigsilica gel
60 F54, merek merck, pipa kapiler 2 pL dan 5 pL, lampu 284 nm,
software TLSee, kamera digital merek sony DSC W3&\dan
FTIR-8400S merek SHIMADZU.

3.3 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian dari penelitian ini adalah sablerikut :
1. Preparsi larutan perlakuan NacCl
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2. Preparasi media kecambah (agar)
a. Media kecambah tanpa penambahan NaCl (medieokont
b. Media kecambah dengan penambahan NaCl
3. Perkecambahan biji kacang hijau
4. Pemanenan kecambah kacang hijau
5. Preparasi Sampel
6. Analisis komponen isoflavon
a.Analisis dengan kromatografi lapis tipis (KLT)-vioe
densitometer
b. Analisis dengan spektrofotometer IR
7. Analisis data

3.4 CaraKerjaPendlitian
3.4.1Preparas Larutan Perlakuan NaCl

Larutan perlakuan NaCl dibuat dengan melakukan
penimbangan sebanyak 0,015; 0,030; 0,045; 0,060 0jars g.
Serbuk NaCl yang telah ditimbang dilarutkan dal&umeales masing-
masing sebanyak 1 L.

3.4.2 Preparasi Media Kecambah (agar)
a. Media kecambah tanpa penambahan NaCl (media kontrol)
Ditimbang agar-agar kering dengan berat 7 g daendam
dalam air 0,5 L selama 1 hari. Agar-agar yang temgembang
ditambah air sebanyak 0,5 L dan dipanaskan hinggadih.
Setelah mendidih larutan dituang dalam tempat yeladp disediakan
dan didiamkan sampai mengeras selama semalam.
b. Media kecambah dengan penambahan NaCl
Ditimbang agar-agar kering dengan berat 7 g daendam
dalam larutan garam NaCl 0,5 L selama 1 hari. Agmr yang telah
mengembang ditambah larutan garam NaCl sebanyal. Gjan
dipanaskan hingga mendidih. Setelah mendidih larudguang
dalam tempat yang telah disediakan dan didiamkanpaamengeras
selama semalam.

3.4.3 Perkecambahan Biji Kacang Kijau

Diatas setiap media berukuran panjang 30 cm dar b cm
yang telah disiapkan sebelumnya, diletakkan bijcake hijau
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dengan jarak 2,5 cm dengan penyinaran lampu TL 26 merek
philips selama satu minggu.

3.4.4 Pemanenan K ecambah Kacang Hijau

Pemanenan dilakukan setelah pertumbuhan kecambah
sempurna yaitu memiliki akar, batang, dan tumbuhtegan kedua
dengan umur sekitar satu minggu. Setelah sempw®e@ambah
diambil dan dimasukan dalam kantong plastik yandakuberlabel
sesuai dengan konsentrasi.

3.4.5 Preparas Sampsl

Kecambah yang telah dipanen kemudian dikeringkdanda
oven pada suhu 60 °C hingga didapatkan berat kor{selama 1
minggu) dan ditimbang kembali dalam keadaan kerifecambah
kering yang telah ditimbang ditumbuk hingga halbstbuk diambil
sebanyak 2 g, kemudian diekstrak dengan maseragi ygengacu
pada metode yang dilakukan Pangastuti (2002). Masdilakukan
dengan menambahkan 10 mL metanol 80 % (v/v) padaukou
kecambah. Setelah disaring, residu dimaserasi Kent@agan
perlakuan yang sama sebanyak 3 kali. Kemudian,| leksitrak
dipekatkan dengan rotary evaporator hingga volumémyang lebih
10 mL, setelah itu ditambahkan dua hingga tigast&i€l dalam
metanol untuk dihidrolis. Selanjutnya, hidrolis&kdtraksi cair-cair
dengan menggunakan etil asetat : air (1:1) 10 rblarsgak tiga kali
dan diambil fasa organiknya lalu ditambahkan dengégSQO,
anhidrat untuk menghilangkan air yang mungkin mdsitinggal
dalam fasa organiknya. Hasil dari ekstraksi cair-ga kemudian
dipekatkan dengan rotary evaporator hingga volurmémyang lebih
3 mL dan dilanjutkan menggunakan gas MNngga didapatkan
ekstrak pekat. Ekstrak pekat ini kemudian ditimbdag dilarutkan
dengan 1mL metanol p.a.

3.4.6 Analisis Komponen | soflavon
a. Analisis dengan kromatografi lapis tipis (KLT)-video
densitometer
Ekstrak kecambah kacang hijdianalisis dengan metode KLT,
dengan fase diam, plat silika gel 6&erukuran panjang 20 cm,
lebar 10 cm dan fase gerak, toluen : dietil esgam asetat (10:10:2)
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(dalam pengerjaan Wijayanti, 2008). Ekstrak sandgetolkan 4 pL
disamping senyawa standar daidzein dan genisteiy yizlah
ditotolkan sebanyak 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 pehigyga
didapatkan kadar 50, 100, 150, 200, 250, 300, 3%0boda dan
dielusi dengan fase geraknya sejauh 8 cm. Plat Kafg telah
kering lalu diuapi dengan uap Nidan noda-noda yang dihasilkan
lalu diamati dengan menggunakan lampu UV 254 nm disekam
menggunakan kamera digital merek sony DSC-W35/\\ska jarak
+ 25-30 cm. Setelah itu, dianalisis menggunakaewidensitometer
yaitu gambar hasil rekaman kromatogram diolah menagkan
program software TLSee dengan pengatdiraa band 10+10 untuk
membuat densitogramnya sehingga didapatkan nildués area, %
areanya. Dari nilai tersebut, kemudian dibuat peesa regresi
linier antara luas area dengan konsentrasi, deregaasi mendekati
satu (R1). Persamaan regresi linier sebagai persamaan 3.1.
y = ax (3.1)

b. Analisis dengan spektrofotometer IR

Kromatogram disinari menggunakan lampu UV 254 npot-s
spot yang timbul dan menunjukkan kesamaardéhgan senyawa
standar daidzein dan genistein dikerok, kemudigarmdpur dengan
pelet KBr dan dibuat spektrum IRnya pada daerat0-&&D cm
dengan pengaturan number of scan 20 dan resolytor0.
Selanjutnya dilakukan uji perbandingan spektrum psdnterhadap
standar dengan program algoritma ‘Difference 1. h\Réive'.
Dengan software FTIR 8400S dengan rentang ku@8as1000.

3.4.7 Analiss Data

Analisis data dengan KLT-video densitometer dikeu
dengan membandingkan nilai;, Rlimana R dari masing-masing
standar daidzein dan genistein digunakan untuk goeiibgan R
masing-masing sampel. Nilai; Brang sama menandakan adanya
senyawa yang sama dikarenakan nilab&sifat spesifik untuk satu
senyawa pada kondisi tertentu. Perbandingan njlamiRligunakan
untuk analisis kualitatif. Sedangkan luas area kdkan untuk
membuat kurva standar hubungan luas area dan Koasiethari data
luas area masing-masing standar daidzein dan genistan dicari
persamaan regresi liniernya. Selanjutnya luas argek masing-
masing puncak kromatogram sampel di interpolasiap&drva

16



standar sehingga dapat dihitung konsentrasi konmmpodalam
sampel. Perhitungan konsentrasi isoflavon ini didgam untuk
analisis kuantitatif.

Analisis data dengan spektrofotometer IR dapatkdkan
dengan melihat pola serapan dan puncak yang akigpada standar
maupun sampel. Selain itu juga dapat digunakankumenentukan
tingkat kemiripan spektra isolat yang diduga seryaaidzein dan
genistein pada sampel terhadap spektra standarzedaiddan
genistein.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Kecambah kacang hijau diperoleh dari penanamarkddjang
hijau pada media agar-agar sampai tumbuhnya aldand, dan
daun kedua (x satu minggu). Gambar kecambah kauigag dapat
dilihat pada Lampiran 3.

Kecambah yang diperoleh dikeringkan dalam oven aeng
suhu 60 °C dengan tujuan untuk menghilangkan aga juntuk
menjaga struktur dari senyawa yang di inginkan agdak
terdegradasi. Proses pengeringan ini dilakukan gaindidapatkan
berat konstan (1 minggu) dan ditimbang kembali mMaleadaan
kering. Berat kering yang konstan menandakan babkelaruh
kandungan air didalamnya telah teruapkan.

Kecambah yang telah kering dihaluskan dengan maldar
siap untuk dilakukan proses ekstraksi.

4.2 Ekstraksi Sampel

Untuk memperoleh bahan analisis dilakukan ekstr@kbadap
sampel dengan maserasi menggunakan metanol 80v)o Dalam
proses maserasi akan terjadi akan terjadi pemecdimaliing dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara didiandiluar sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasan terlarut
dalam metanol. Dipilihnya pelarut ini dikarenakanfiavon bersifat
polar dan diharapkan terekstrak dalam bentuk ghlews/a. Pelarut
metanol 80 % (v/v) digunakan mengacu pada penelifang
dilakukan oleh Figallo (2002) yang menyatakan balpstarut ini
mampu mengekstrak relatif lebih banyak isoflavopese daidzein
dan genistein dalam kedelai daripada pelarut kepegi asetonitril.

Mengingat bahwa daidzein dan genistein masih tedkagan
gula maka dilakukan hidrolisis asam menggunakan H@iuk
memutus ikatan glikosida pada bentuk glikosidalasoin sehingga
diperoleh dalam bentuk aglikonnya. Pembentukarkaglini akan
memudahkan untuk melakukan analisisnya karena atasaoflavon
yang digunakan adalah aglikon daidzein dan genistBeaksi
pemutusan gula oleh hidrolisis asam (Gambar 4.1).
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Gambar 4.1 Mekanisme pemutusan glukosa oleh hidrolisis asam

Metode hidolisis asam ini seperti yang dilakukans@aan
(1969) yang menyatakan bahwa isoflavon stabil tlapaasam
sehingga untuk memutus ikatan glikosida tanpa malmezncin
heterosiklis dapat dilakukan hidrolisis asam. Hidre ini dilakukan
dengan merefluks sampel dengan tujuan supaya reialkslisis oleh
asam berjalan lebih sempurna karena adanya enargispdapat
meningkatkan aktivitas asam. Selama refluks terjpeliubahan
warna dari hijau bening menjadi warna hijau pekat.
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4.3 Analisis Komponen | soflavon dengan Kromatogr afi Lapis

Tipis (KL T)-video Densitometer

Dalam penelitian ini untuk memisahkan daidzein dan

genistein dalam sampel menggunakan eluen mengaddgusi
Wijayanti (2008) dengan komposisi toluen : dietére: asam asetat
(10:10:2) dimana hasil yang diperoleh menunjukkahvwa daidzein
dan genistein dapat terpisah dengan baik denganRaiyang relatif
jauh.

KLT mengunakan standar tunggal daidzein dan geniatguk
memastikan nilai Rdaidzein dan genistein. Tetapi karena sampel
senyawanya dalam bentuk campuran maka dalam peneliti
dibandingkan dengan standar yang dicampur. DarelTali dapat
diketahui bahwa nilai Rdari standar tunggal maupun campuran
tidak berbeda signifikan sehingga antara daidzemgenistein tidak
mempengaruhi interaksi sehingga tidak mempengafukinya.

Tabel 4.1 Nilai R¢ dari standar tunggal daidzein, genistein dan
standar campuran daidzein dan genistein

Sampel Noda Ry
Standar Daidzein| 0,41
Tunggal Genistein| 0,59
Standar Daidzein | 0,39
Campuran | Genistein| 0,58

Hasil elusi ekstrak kecambah berbagai variasi kunasi yang
ditotolkan disamping senyawa standar isoflavon rgangkan eluen
toluen : dietil eter : asam asetat (10 : 10 : Zr(BGar 4.2).

Video densitometer dapat digunakan untuk segalaamac
kromatogram yang telah direkam, dengan cara menmigish
sampel dengan standar yang digunakan akan lebihper&oat
dugaan senyawa sampel sama dengan senyawa standaetaiui
densitogram yang dihasilkan. Video densitometernake@erubah
noda yang dibaca menjadi kromatogram dengan letala rakan
sesuai dengan jarak tempuh noda dan luas puncakdialy dengan
kadar analit pada noda tersebut, sehingga tiap yerttatelah dibaca
video densitometer dapat diketahui nilai Ban luas areanya
(Gambar 4.3).
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Gambar 4.2 Kromatogram ekstrak kecambah kacang hijau
Keterangan : Konsentrasi NaCl yang digunakan pad#sl dari
kiri ke kanan adalah 0-15-30-45-60-75 ppm dengan
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Gambar 4.3 Model rekaman densitogram
Keterangan : Densitogram merupakan standar daiddeim
genistein dengan konsentrasi 350 ng/mg. Puncak
pertama pada®,4 adalah daidzein dengan luas
area 0,33 dan puncak kedua pad@® /B8 adalah
genistein dengan luas area 0,72
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Dari Gambar 4.3 dapat dilihat adanya kesamaan mpadia
sampel dengan noda pada standar daidzein danaienigitu pada
sampel R 0,39 dan 0,59 dengan: RBtandar daidzein 0,39 dan
genistein 0,58. Nilai Rdari masing-masing standar daidzein dan
genistein beserta sampel disajikan pada Lampirdefilasarkan R
yang sama dengan daidzein dan genistein maka meikanc
dugaan bahwa noda-noda tersebut analog dengarast@esarnya
nilai Ry setiap substansi spesifik tergantung dari sifat-sfisik
masing-masing substansi terhadap fasa gerak ($hrit@80),
sehingga pada pengembang yang sama dan dalam ikondis
pengelusian yang sama, nilaidtiatu substansi adalah sama. Dengan
membandingkan nilai Rnoda ekstrak sampel dengan noda standar
merupakan analisis kualitatif yang dilakukan.

Untuk memperkuat dugaan tersebut maka noda-nodg yan
memiliki nilai Rr sama dengan standar dikerok lalu dianalisis
menggunakan IR.

4.3.1 Pengaruh Garam NaCl Pada Kecambah Kacang Hijau
Terhadap Kandungan | soflavon

Produksi metabolit sekunder dalam tanaman dapandgruhi
oleh faktor eksternal dan faktor internal. Fakiternal berupa sifat
gen yang dimiliki oleh tanaman untuk memproduksitahbelit
sekunder. Faktor eksternal berupa kondisi lingkangang dapat
memicu terbentuknya metabolit sekunder sepertngitas cahaya,
luka, serangan patogen, suhu, ataupun juga bisaediakan kondisi
stres terhadap tanaman. Perubahan fisik sepedr léaun, tinggi
kecambah, dan panjang akar kecambah pada penamii#@in
berbagai variasi konsentrasi tidak menunjukkan lpsnan fisik yang
signifikan hal ini bisa disebabkan kadar garam yadibgrikan belum
mencapai tahap yang toksis sehingga belum mematMangacu
pada Gambar 2.1 maka penambahan garam NaCl padaiaic
kacang hijau masih dalam daerah toleransi suatantan, dimana
fisik tanaman dapat dilihat pada Gambar 4.4.

Perubahan fisik yang tidak signifikan ini akan nmgkiatkan
akumulasi isoflavon yang dihasilkan, yaitu padagpeimahan garam
NaCl dengan konsentrasi 15, 30, 45 ppm. Konseniasidan Cl
yang besar, terutama Nakan masuk ke dalam sel melalui*id-
ATPase yang ada dimembran. Setelah masuk ke dalaNesakan
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mempengaruhi kinerja dari enzim yang salah satuagalah
perosidase. Menurut Ying, dkk (2006) untuk bertatian cekaman
lingkungan, tanaman akan meningkatkan adaptasidii sel yaitu
dengan meningkatnya peroksidase, dimana peroksidasepakan
salah satu enzim penting yang lekat hubungannyagagen
pertumbuhan tanaman. Peroksidase merupakan enzig peka
terhadap perubahan lingkungan. Menurut Sukmaning(@606)
peroksidase meningkat akan menyebabkan OH ter@sitomenjadi
O.,H yang menyebabkan peroksidasi asam lemak tak jgamnida
(PUFA) menjadi PUFA hidroperoksida (PUFA-OOH). Dimaa
PUFA-OOH akan diubah secara enzimatik ataupun nanvatik
menjadi oksiplipin yang berperan dalam induksi e&spgen yang
terlibat dalam biosintesis metabolit sekunder. ISaatu gen yang
terekspresi adalah gen yang dibutuhkan dalam trigasskenilalanin
amonia liase (PAL). Mengacu Gambar 2.3 fenilalzammonia liase
merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi pemutaisemmia pada
fenilalanin menjadi asam sinamat, sehingga meningkaaktivitas
PAL akan meningkatkan akumulasi isoflavon yangndésis.

Gambar 4.4 Kecambah kacang hijau dengan berbagai macam
variasi konsentrasi
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Densitogram dari sampel yang diberi perlakuan Nkl 0-75
ppm tercantum pada Lampiran 4. Dimana luas aréaldimizein dan
genistein yang diperoleh dari masing-masing pedaldi interpolasi
terhadap luas puncak standar yang bersesuaian umgnkentukan
kadar masing-masing perlakuan. Perhitungan kandumnigadzein
dan genistein pada sampel disajikan pada LampirafaBdungan
daidzein dan genistein yang diperoleh pada samjpsngaruhi
adanya variasi konsentrasi NaCl pada media agamardi pada
perhitungannya konsentrasi 45 ppm merupakan ko@seaptimum
dari kenaikan kandungan daidzein dan genistein ydihgsilkan,
dengan mengakumulasi daidzein sebesar 36,25 ngdmgehistein
sebesar 39,50 ng/mg (Gambar 4.5). Pada konseimtird$aCl yang
terserap dalam kecambah dapat menginduksi enzimegang
berperan dalam sintesis isoflavon secara maksimum

45
40
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—+— DATDZEIN
—&— GENISTEIN

25
20
15

10

kadarisoflavon (ng/mg)

0

0 20 60 80

[Na (fl(i ppm
Gambar 4.5 Grafik pengaruh penambahan garam NaCl pada
kecambah kacang hijau terhadap kandungan isoflavon

Pada penambahan NaCl 60 ppm dan 75 ppm terjadiyngaru
akumulasi isoflavon, hal ini dikarenakan konsertida” dan CI
yang sangat besar, terutama’N&an mempengaruhi penyerapan
nutrisi oleh akar, seperti €adan K. lon K" sangat penting untuk
aktivasi enzim-enzim, seperti pada sintesa pirwan translasi
protein akan bersaing dengan *Ndikarenakan kesamaan ion
monovalen antara Nadan K, sehingga kelebihan Naakan
cenderung menggantikan *K Menurut Vilardell, dkk (1994)
menyatakan bahwa stres yang diakibatkan tinggiaiaiss pada
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suatu spesies dapat membuat suatu spesies tensebgekspresikan
perubahan gen dan menghasilkan polipeptida barbin@gm Na
yang masuk kedalam sel secara berlebih diduga mesiidesa
polipeptida baru yang bersifat inhibitor dalam egn$ isoflavon.

Semakin besar konsentrasi NaCl yang diberikan naddam
mendorong semakin banyak polipeptida baru yang sdizm,
dengan meningkatnya polipeptida ini akan menururgdeumulasi
isoflavon yang akan disintesis.

4.4 Analisis Komponen | soflavon dengan Spektrofotometer IR

Untuk mendukung datasRahwa pada zona {Ryang sama
diduga berasal dari senyawa yang sama, maka digonakalisis
FTIR dengan membandingkan spektra standar dengdtramoda-
noda Ryang sama.

Pola spektrofotometri IR yang cukup khas untuk sy
flavonoid adalah serapan karbonilnya. Serapan kdrkilavonoid
teramati pada bilangan gelombang yang lebih rendafipada
kemunculan serapan aril keton normal pada 1715 @@eissman
dan Crout, 1969), sehingga serapan C=0 pada stasofiavon
yakni daidzein dan genistein dengan silica terlgpakia daerah
1648,06-1641cm sedangkan serapan C=0 pada standar isoflavon
yakni daidzein dan genistein tanpa silica terlefmida daerah
1688,67-1649 cth Perbedaan bilangan gelombang yang semakin
besar dengan mendekati daerah 1700 @mh menandakan bahwa
standar daidzein dan genistein benar menunjukkanyadserapan
C=0. Spektrum dari senyawa isoflavon standar daidz#an
genistein dapat dilihat pada Lampiran 5. Mengaadapéabel 2.1
maka bilangan gelombang C=0 dari daidzein dan gEniberbeda
dengan flavon ataupun flavanon. Hal ini bisa dibkba karena
perbedaan struktur dari isoflavon dimana cinciny@-terikat pada
posisi 3 dari cincin A, sedangkan flavon ataupawdhon cincin B-
nya terikat pada posisi 2 dari cincin A.

Pola serapan isolat; ®,39 dan isolat R0,59 disajikan pada
Lampiran 5. Untuk senyawa isoflavon, serapan yaalng khas
adalah C=0. Bilangan gelombang C=0 dari isolaDR9 dan R
0,59 dan standar dapat dilihat pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Bilangan gelombang C=0O dari standar isoflavon dan
isolat R 0,39 dan R0,59

Bilangan Gelombang

SEURNA C=0 (cm™)

Standar daidzein dengan silica 1641,31
tanpa silica 1649,02

Standar genistein dengan silica 1648,06
tanpa silica 1688,67

Isolat R 0,39 1632,63
Isolat R 0,59 1634,56

Berdasarkan data diatas dapat diketahui bahwat i&pl8,39
relatif mendekati bilangan gelombang C=0 dari daiitizsedangkan
isolat R 0,59 bilangan gelombang C=0O relatif mendekati dari
genistein.

Dari uji perbandingan spektrum sampel dengan statlezein
dan genistein yang disajikan pada Lampiran 5.3pditkan bahwa
spektrum sampel {R0,39 jika dibandingkan dengan spektrum
daidzein didapatkan ‘score quality’ 958, sedangiaektrum sampel
R: 0,59 dengan spektrum genistein diperoleh ‘scoralityu 957.
Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa nod@, 30 berasal dari
daidzein, sedangkan R 0,59  berasal dari genistein.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Penambahan garam NaCl pada kecambah kacangyhaijg
diberikan pada media agar mempengaruhi akumulafaven
daidzein dan genistein. Semakin tinggi konsentia<t| yang
diberikan maka akumulasi isoflavon yang didapatiama
akan meningkat.

2. Penambahan garam NaCl optimum pada konse#dtsagpm
dengan mengakumulasi kandungan daidzein sebesab 36,
ng/mg dan genistein sebesar 39,50 ng/mg.

5.2 Saran

Mengingat bahwa tingginya garam pada suatu spekipat
menghasilkan polipeptida baru maka perlu dipelaiebih lanjut
untuk mengetahui peranan garam NaCl dalam biosnpedipeptida
baru yang mempengaruhi kerja enzim dalam prosesintésis
isoflavon.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 SkemaKerja
L.1.1 Proses Pertumbuhan Kecambah

Agar-agar

A 4

- direndam dalam larutan garam |_ direndam dalam z

JL NaCl 15, 30, 45, 60, 75 py il

Media perlakua Media kontra

- diletakkan biji kacanq hije
\4

Kecambal

- dipanen setelah umur satu minggu

A 4

Sampel
Kecambah
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L.1.2 Identifikasi Isoflavon

Sampel Kecamb:

l- dihaluska

Serbuk Kecamb:e

- dimaserasi menggunakan metanol 80 % (v/v)
- disaring

Ampas

34

'

Ekstral

- dipekatkan hingga + 10 mL
v- dihidrolisis

Hidrolisai

- diekstrak menggunakan etil
asetat : air (1::

A 4

v

'

Lapisan Ali

Lapisan Organik

- ditambah MgS®@anhidrat
- disaring
v dipekatkan dengan gas,

Ekstiak peka

- diencerkan dengan metanol p.a

- dianalisis dengan KLT-video
densitometri

- dianalisis dengan

v Spektrofotometri IR

Data : 1. Densitogram
2. R
3. Luas area
4. % area
5. Spektrum IR




Lampiran 2 Perhitungan dan Pembuatan Larutan
L.2.1 Pembuatan Larutan HCI 2 M
BJ HCI pekat 01,19 g/mL
BM HCI pekat : 36,5 g/mol
Kadar HCl pekat  : 37 % (b/b)
maka, konsentrasi HCI pekat adalah

[HCI] = Ex kadar(%)><M
BM 1L

_1,19g/mL
36,5g/mol
= 12,063 mol/L
=12,063 M
Untuk membuat larutan HCI 2 M dalam metanol makakdkan
pengenceran dengan rumus :
Vl X Ml = V2 X M2
V1x12,063 M= 100 mLx2 M
Vi = 200/12,063
V: = 16,580 mL
Dipipet 16,6 mL HCI 37 %, dimasukkan dalam labunk90 mL
yang sudah diisi metanol seperempat bagian kemuligacerkan
sampai 100 mL.

X 0,37X ___1000mL

L.2.2 Pembuatan Larutan media agar
Variasi [NaCl] = 15, 30, 45, 60, 75 ppm
Volume =1L
maka, NaCl yang dibutuhkan adalah :
Xmg=Y ppmx L
Dimana : X = NaCl yang harus ditimbang
Y = ppm NaCl yang diinginkan

Y (ppm) | X (9)
15 0,015
30 0,030
45 0,045
60 0,060
75 0,075
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Lampiran 3 | dentifikas kacang hijau

TN DEPARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

FAKULTAS MIPA JURUSAN BIOLOGI

LABORATORIUM TAKSONOMI & STRUKTUR PERKEMBANGAN TUMBUHAN
JI. Veteran Telp. (0341) 575840, 575841, 575842 Pes. 313 Fax. (0341) 554402 Malong 65145

25 NOV 2008

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI “ =i

Nomeor : 0010 /J10.1.28./takso.Ident/04/2008

Ketua Laboratorium Taksonomi dan Struktur Perkembangan Tumbuhan
Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang, dengan ini
menerangkan bahwa specimen tanaman yang dibawa oleh:

Nama : FAESAL TRI PUTRA
NIM : 0410923016
Fak./Jurusan : MIPA-Kimia

Institusi : Universitas Brawijaya

Berdasarkan pada deskripsi dan buku “Flora of Java” karangan C.A.
BACKER (1968) diidentifikasi sebagai : (Jiid 1 : Halaman 572,438)

1. Familia/Suku : FABACEAE
Sub Famili : PAPILONACEAE
Marga : Phaseolus
Spesies : Phaseolus aureus Roxb.

( Phaseolus radiatus L. forma aureus (Roxb.) Hara)
( Phaseolus mungo L. sensu Savi)

Demikian, Surat Keterangan Identifikasi ini dibuat untuk dipergunakan
seperiunya.

RODLIYATI AZRIANINGSIH, PhD
NIP. 1321126 050
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Lampiran 4 Densitogram
L.4.1 Standar isoflavon
L.4.1.1 Standar tunggal daidzein dan genistein

Woun 4
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2
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L Bf
daidzein genistein

Gambar L .4.1.1 Densitogram standar tunggal daidzein dan genistein

L.4.1.2 Standar campuran daidzein dan genistein
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Gambar L.4.1.2 Densitogram standar campuran daidzein dan
genistein
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L.4.2. Sampel
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Gambar L .4.2 Densitogram sampel




L.5 Spektrum inframerah (IR)
L.5.1 Standar isoflavon

L.5.1.1 Daidzein
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Gambar L.5.1.1 Spektrum |

R standar daidzein dengan silica

Tabel L.5.1.1 Serapan dari standar daidzein dengan silica

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3481,27
Cc=0 1641,31
C=C (aromatik) 1600-1450
Si-O 1110-1000
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Gambar L.5.1.2 Spektrum IR standar daidzein tanpa silica

Tabel L.5.1.2 Serapan dari standar daidzein tanpa silica

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3370,37
C=0 1649,02
C=C (aromatik) 1600-1450
C-H 2949,06
C-0-C 1025,10




L.5.1.2 Genistein
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Gambar L.5.1.3 Spektrum IR standar genistein dengan silica

Tabel L.5.1.3 Serapan dari standar genistein dengan silica

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3469,70
C=0 1648,08
C=C (aromatik) 1600-1450
C-H 2866,38
Si-O 1110-1000
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Gambar L.5.1.4 Spektrum IR standar genistein tanpa silica

Tabel L.5.1.4 Serapan dari standar genistein tanpa silica

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3359,77
C=0 1688,67
C=C (aromatik) 1600-1450
C-H 294221
C-0-C 1026,06




L.5

.2 Sampel

L.5.2.1 Isolat R0,39
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Gambar L.5.2.1 Spektrum IR sampel isolat B,39

Tabel L.5.2.1 Serapan dari isolat;R,39

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3467,77
C=0 1632,63
C=C (aromatik) 1600-1450
C-H 2929,67
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L.5.2.2 Isolat R0O,59
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Gambar L.5.2.2 Spektrum IR sampel isolat B,59

Tabel L.5.2.2 Serapan dari isolat;R,59

Bilangan Gelombang
Serapan (cm™)
OH 3466,81
C=0 1634,56
C=C (aromatik) 1600-1450
C-H 2932,56
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L.5.3 Uji perbandingan spektrum sampel dengan staisdflavon
L.5.3.1 Perbandingan dengan standar daidzein
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1 958 1- Daidzein | Standart Daid zein; DESCRIPTIO |

Gambar L.5.3.1 Perbandingan spektrum sampel isolat (R39
dengan standar daidzein
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L.5.3.2 Perbandingan dengan standar genistein
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Gambar L.5.3.2 Perbandingan spektrum
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Lampiran 6 Nilai R; dan Luasarea
L.6.1 Standar Isoflavon

Tabel L.6.1 Nilai R; dan luas area standar isoflavon menggunakan
pelarut toluen : dietil eter : asam asetat (10 : 2D

Berat Standar R¢ L.Area
(ng) Daidzein | Genistein | Daidzein | Genistein
50 0,39 0,57 0,02 0,12
100 0,39 0,57 0,05 0,21
150 0,39 0,58 0,08 0,33
200 0,40 0,58 0,16 0,41
250 0,39 0,58 0,21 0,61
300 0,39 0,58 0,25 0,68
350 0,40 0,58 0,33 0,72
L.6.2 Sampel

Tabel L.6.2 Nilai Ry dan luas area sampel dengan berbagai variasi
konsentrasi NaCl menggunakan pelarut toluen :ldieti
eter : asam asetat (10:10: 2)

Daidzein Genistein

[NaCl] Rs Luasarea R; Luasarea

(ppm) | 1 | 1l | Il | I

0 0,37 0,41 0,13| 0,06]| 0,59| 0,60| 0,26| 0,28

15 0,39/ 0,38 0,16| 0,17| 0,61| 0,60| 0,41| 0,37

30 0,38/ 0,39| 0,23| 0,21| 0,59| 0,60| 0,57| 0,54

45 0,39 0,37 0,25| 0,24| 0,59| 0,60| 0,68| 0,61

60 0,39 0,39| 0,16| 0,15| 0,60| 0,60| 0,28| 0,38

75 0,38/ 0,38] 0,21] 0,11] 0,59| 0,59| 0,42| 0,25

49



Lampiran 7 Kurva Standar Daidzein dan Genistein

Serel LuasArea | LuasArea
Standar e e
Genistein Daidzein
(ng)
50 0,12 0,02
100 0,21 0,05
200 0,41 0,16
350 0,72 0,33
0.35
0.30 -
= 025
-5
=0.20 -
2015 y=0,001x- 0,045
E .1 | R*=0.994
’ r=10.997
0.05 -
0.00 . . ; .
0 100 200 300 400
Berat Standar (ng)
Gambar L.7.1 Kurva standar daidzein
0.80 -
0.70 -
0.60 -
£ 0.50 -
z 0.40 - y=0,002x+0,013
=030 - R*=0,999
0.20 ~ r=10.999
0.10 -
0.00
0 100 Berat sz‘c?l(i)(lal' (ng) 300 400

Gambar L.7.2 Kurva standar genistein
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Lampiran 8 Perhitungan Kadar |soflavon

[noda](x):yT'b(ng)

Vekstrak X [nOda]
Kadar Isoflavon = totolan
Wsampel
Dimana :
V ekstrak = volume ekstrak = 1 mL = 1000 L
Votolan = volume penotolan ekstrak pada plat KLT = 4 pL

[noda] = kadar noda didapatkan dari persamaansie@eg)
Wsampel = berat sampel (mg)

L.8.1 Daidzein
Pers regresi y = 0,001x — 0,045

Tabel L.8.1 Perhitungan kadar daidzein dalam sampel

Rata- Kadar
[NaCl] x (ng) rata (ng/mg) R(ﬁt;-nr]zt)a
| 1 (ng) | 1
0 175 105 140 21,88 13,13 17,50

15 205 215 210 25,63 26,88 26,25

30 275 255 265 34,38 31,88 33,13

45 295 285 290 | 36,88 | 35,63 36,25

60 205 195 200 25,63 24,38 25,00

75 255 155 205 31,86 19,38 25,63
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L.8.2 Genistein
Pers regresi y = 0,002x + 0,013

Tabel L.8.2 Perhitungan kadar genistein dalam sampel

Rata- Kadar Rata-
[NaCl] x(ng) rata (ng/mg) rata
| 1 (ng) | 1l | (ng/mg)

0 123,50| 133,50 128,50 1544 16,69 16,06
15 198,50, 178,50 188,50 24,81 22,81 23,56
30 278,50 263,50 271,00 34,81 3294 33,88
45 333,50 | 298,50 | 316,00 | 41,69 | 37,31 | 39,50
60 133,50, 183,50 158,50 16,69 22,94 1981
75 203,50 118,50 161,00 2544 1481 20,13

45 - m DAIDZEIN B GENISTEIN
E;. 40 -
= 30
g
g 25
= 20
=]
= 15 A
=10 -
= =
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0 -

0 15 30 45 60 75
[NaCl] ppm

Gambar L.8.1 Bagan pengaruh penambahan garam NaCl terhadap
kenaikkan isoflavon
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