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Abstrak

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan mengidentifikasi struktur senyawa metabolit sekunder ekstrak metanol kedelai hitam yang difermentasi. Fermentasi kedelai hitam dilakukan menggunakan jamur Rhizopus oligosporus (Ragi tempe) pada variasi waktu  2 dan 6 hari. Selanjutnya, dilakukan maserasi dengan pelarut metanol, sehingga diperoleh ekstrak metanol. Ekstrak metanol yang diperoleh selanjutnya dilakukan isolasi dengan teknik kromatografi, sehingga diperoleh senyawa murni. Identifikasi struktur dilakukan secara spektroskopi UV, IR, dan NMR. Hasil penelitian dapat diketahui struktur senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada kedelai hitam hasil fermentasi 2 hari diperoleh satu senyawa  genestin glukosida (isolat 1), sedangkan hasil fermentasi kedelai 6 hari diperoleh tiga senyawa yaitu soyasaponin (isolat 2), asam p-hidroksibenzoat (isolat 3) dan genestein (isolat 4). 

Kata kunci : kedelai hitam lokal; Glycin soja; senyawa metabolit sekunder
Pendahuluan

Kanker adalah proses pertumbuhan sel yang tidak terkontrol yang diikuti oleh invasi sel ke jaringan di sekitarnya serta penyebaran (metastasis) ke bagian tubuh lain. Sifat utama sel kanker adalah proliferasi terus menerus sehingga menyebabkan ketidakseimbangan antara sel hidup dengan sel mati (Parton et al, 2001). Menurut catatan WHO pada tahun 2000 hingga tahun 2010 kanker menempati urutan kedua sebagai penyebab kematian di dunia setelah penyakit jantung, dan diperkirakan akan mengalami peningkatan hingga pada tahun 2030 akan menempati urutan pertama. Tahun 2005 kanker membunuh sekitar 206.000 penderita di Indonesia, 135.000 diantaranya berusia di bawah 70 tahun. Oleh karena itu, diperlukan pengobatan yang tepat untuk meningkatkan kualitas hidup penderita kanker (Anonim, 2007-a). 

Pengobatan kanker pada umumnya didasarkan pada upaya pengambilan jaringan kanker atau dengan mematikan sel kanker dan meminimalkan efek pengobatan terhadap sel normal di sekitarnya. Saat ini pengambilan sel kanker yang paling utama adalah operasi, radioterapi dan kemoterapi, namun ketiga jenis pengobatan tersebut memiliki kekurangan. Operasi akan berhasil pada beberapa tumor yang telah berkembang, tetapi sulit mengobati pada stadium awal metastasis. Pengobatan dengan radiasi mampu membunuh tumor lokal namun radiasi juga akan membunuh sel normal di sekitarnya. Sebagian besar obat kemoterapi seperti taxol, 5-fluorourasil (5-FU) dan adriamisin memiliki target pada pembelahan sel (Boyer, 2005), tetapi kemoterapi ini bisa menyebabkan diare dan kerontokan rambut. Agen kemoterapi ini juga tidak efektif untuk sel yang mengalami mutasi p53. Sehingga perlu dikembangkan agen-agen baru untuk pengobatan kanker yang aman. 

Akhir-akhir ini penggunaan bahan alami sebagai obat untuk mengendalikan kanker sangat diminati, karena bahan alami dianggap tidak memiliki efek samping yang membahayakan apabila dibandingkan dengan kemoterapi yang memiliki toksisitas dan efek samping tinggi. Penelitian dan penemuan senyawa alami sebagai obat antikanker telah banyak dilakukan. Demikian pula penelitian tentang penggunaan senyawa bahan alami sebagai terapi kombinasi yang bersifat kemopreventif juga telah berkembang. Salah satu bahan alami yang banyak dimanfaatkan sebagai bahan pencegah kanker payudara adalah isoflavon dari kedelai.
Isoflavon tergolong kelompok senyawa flavonoid, yang banyak ditemukan dalam buah–buahan, sayur-sayuran, dan biji-bijian. Beberapa bahan pangan yang telah dianalisis, diketahui kedelai menempati urutan pertama, mengandung senyawa isoflavon dan derivatnya. Isoflavon dan derivatnya merupakan senyawa yang diketahui berfungsi sebagai antioksidan, antitumor, antiosteroklerosis (Dixon RA, Steele CL , 1999; Yuan D, 2008). Kandungan isoflavon pada kedelai berkisar 2-4 mg/g kedelai. Senyawa isoflavon ini pada umumnya berupa senyawa kompleks atau konjugasi dengan senyawa gula melalui ikatan glukosida. Jenis senyawa isoflavon ini terutama adalah genistin, daidzin, dan glisitin. Bentuk senyawa demikian ini mempunyai aktivitas fisiologis kecil. Selama proses pengolahan, baik melalui proses fermentasi maupun proses non-fermentasi, senyawa isoflavon dapat mengalami transformasi, terutama melalui proses hidrolisa sehingga dapat diperoleh senyawa isoflavon bebas yang disebut aglikon yang lebih tinggi aktivitasnya. Senyawa aglikon tersebut adalah genistein, glisitein, dan daidzein. 

Hasil penelitian kedelai yang terfermentasi jamur Rhizopus oligosporus, seperti tempe menunjukkan kandungan isoflavon dan derivatnya yang lebih tinggi dari pada dalam biji kedelai (Ralston L, 2005). Kandungan isoflavon yang lebih tinggi tersebut diakibatkan oleh reaksi metabolisme secara an aerob jamur Rhizopus oligosporus yang dapat mengubah senyawa flavonoid menjadi isoflavonoid. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak metanol kedelai hitam terfermentasi 6 hari menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D secara in-vitro (Eddy S, Sri Atun, Retno A, 2009), sedangkan aktivitas sitotoksik terhadap sel Hela S3 dan Raji menunjukkan kedelai hitam terfermentasi 6 hari yang menunjukkan aktivitas sitotoksik tinggi (Sri Atun, 2010). Oleh karena itu penelitian tersebut perlu dilanjutkan untuk mengetahui aktivitas secara in vivo menggunakan tikus putih yang diinduksi menggunakan DMBA, serta optimasi pengembangan produk hasil fermentasi kedelai hitam melalui teknik formulasi yang sesuai standar. 

Isoflavon merupakan zat aktif dari kedelai yang memiliki berbagai aktivitas biologi yang berguna. Oleh karena itu para ahli berupaya untuk meningkatkan kandungan isoflavon dari kedelai melalui teknik fermentasi. Penelitian yang dilakukan oleh Ralston (2005) menunjukkan bahwa enzim-enzim yang dihasilkan oleh jamur Rhizopus oligosporus yang terdapat dalam ragi tempe  dapat mengubah senyawa flavanon menjadi isoflavon selama proses fermentasi, melalui reaksi yang terdapat pada gambar 1. 
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Proses fermentasi juga dapat menghidrolisis senyawa-senyawa flavon glikosida menjadi aglikonnya, yang menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi. Senyawa isoflavon merupakan salah satu komponen yang juga mengalami metabolisme. Senyawa isoflavon ini pada kedelai berbentuk senyawa konjugat dengan senyawa gula melalui ikatan -O- glikosidik. Selama proses fermentasi, ikatan -0- glikosidik terhidrolisa, sehingga dibebaskan senyawa gula dan isoflavon aglikon yang bebas. Senyawa isoflavon aglikon ini dapat mengalami transformasi lebih lanjut membentuk senyawa transforman baru.
Metode Penelitian
1. Subyek dan Obyek Penelitian


Subyek penelitian ini adalah kedelai hitam lokal dari daerah Bantul Yogyakarta. Obyek penelitian ini adalah senyawa metabolit sekunder dari kedelai hitam yang terfermentasi 2 hari dan 6 hari.
2. Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam percobaan ini antara lain :  

Alat :

· Evaporator Buchi Rotavapor R-114
· Peralatan gelas

· Spektrum ultraviolet (UV) Varian Cary 100 Conc
· Spektrum inframerah (IR) FTIR ONE Perkin Elmer
· Spektrum 1H dan 13C NMR direkam dengan JEOL JNM A-500 yang dioperasikan pada 500 MHz (1H) dan 125,65 MHz (13C) dengan menggunakan puncak residu dan pelarut terdeuterasi sebagai standar. 
· Spektrum massa resolusi tinggi dengan teknik tembakan atom cepat (HRFABMS) diperoleh dari spektrometer VG Autospec (8000 V).
· Evaporator Buchi Rotavapor R-114
· Kromatografi cair vakum (kcv) untuk fraksinasi dilakukan dengan silika gel Merck 60 GF254, 
· Kromatografi gravitasi (kkg) dilakukan dengan silika gel 60 (35–70 mesh)
· Kromatografi kolom tekan (kkt) menggunakan silika gel 60 (230–400 mesh
· Kromatografi sentrifugal sistem radial (kromatotron) dilakukan dengan silika gel Merck PF254  (0,5; 1; dan 2 mm), 
· Analisis kromatografi lapis tipis (klt) menggunakan plat Si-gel Merck 60 F254 0,25 mm.
Bahan :

· Kedelai hitam lokal

· Ragi tempe

· Pelarut yang digunakan antara lain metanol, aseton, n-heksan, etil asetat, metilen klorida, kloroform dengan kualitas teknis dan p.a. 

3. Prosedur  penelitian

a. Fermentasi kedelai pada berbagai waktu


10 Kg kedelai lokal direndam dalam air panas, dihilangkan kulit arinya, dicuci sampai bersih, direbus, dan dibiarkan menjadi dingin. Selanjutnya ditambahkan ragi tempe sebanyak 2% dicampur hingga rata. Kedelai yang telah dicampur dengan ragi tempe selanjutnya dibagi menjadi 2 kelompok dan masing-masing difermentasikan dalam waktu 2 dan 6 hari. Setiap selang waktu tersebut kedelai terfermentasi dihancurkan dan diekstrak menggunakan metanol, dikeringkan pada tekanan rendah.  

b. Isolasi kandungan senyawa isoflavon dan derivatnya dari kedelai terfermentasi

Isolasi senyawa kimia dari kedelai terfermentasi dilakukan dengan cara maserasi secara tuntas dengan pelarut metanol pada suhu kamar selama 3 x 24 jam. Ekstrak yang diperoleh dipekatkan pada tekanan rendah dan selanjutnya dipartisi berturut-turut menggunakan pelarut n-heksan, kloroform, dan etil asetat. Pemisahan dan pemurnian senyawa kimia yang terdapat pada masing-masing fraksi dilakukan dengan teknik kromatografi, seperti kromatografi vakum cair (kvc), kromatografi kolom gravitasi (kg), kromatografi kolom tekan (kkt), dan kromatografi sentrifugal (kromatotron), serta kristalisasi untuk senyawa-senyawa yang dapat membentuk kristal. Identifikasi dan elusidasi struktur dilakukan berdasarkan cara yang lazim, dimulai dengan uji kemurnian dengan analisis kromatografi lapis tipis menggunakan beberapa eluen dengan kepolaran berbeda, penentuan titik leleh, dan putaran optik, serta analisis spektrum UV, IR, 1H NMR, 13C NMR, dan MS.

Hasil Penelitian 
1. Fermentasi kedelai hitam pada berbagai variasi waktu


Kedelai hitam lokal yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 10 Kg dibeli dari pasar tradisional di daerah Bantul. Kedelai hitam selanjutnya dilakukan perendaman selama 24 jam, perebusan selama 2 jam, dan perendaman kembali sambil dihilangkan kulit arinya, dan dicuci sampai bersih. Selanjutnya kedelai yang sudah terkelupas semua kulit arinya di rebus sampai masak dan didinginkan. Setelah dingin selanjutnya ditambahkan ragi tempe sebanyak kurang lebih 2%, serta dibungkus menggunakan daun pisang dan difermentasikan dalam waktu  2 dan 6 hari. Hasil dari proses fermentasi kedelai dapat dilihat pada gambar 2.
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2. Hasil ekstraksi kedelai hitam terfermentasi pada berbagai variasi waktu


Kedelai hitam yang telah difermentasikan pada berbagai variasi waktu tersebut selanjutnya masing-masing digiling dan ditambahkan pelarut metanol, direndam selama 24 jam, filtrat dipisahkan dengan disaring, serta di remaserasi kembali dengan pelarut metanol. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan dan dipekatkan menggunakan evaporator vakum, sehingga diperoleh ekstrak kental. Hasil ekstrak metanol kental dari masing-masing kedelai terdapat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil ekstraksi secara maserasi dengan pelarut metanol kedelai hitam

	No
	Sampel
	Berat sampel (g)
	Berat ekstrak (g)
	Rendemen (%)

	1
	Kedelai terfermentasi 2 hari 
	1623,14
	165,85
	0,1022

	2
	Kedelai terfermentasi 6 hari 
	1444,55
	239,16
	0,1656


3. Isolasi senyawa dalam ekstrak metanol kedelai hitam terfermentasi 2 hari (tempe) 

   Ekstrak metanol pekat kedelai terfermentasi 2 hari (160 g) dilarutkan dalam metanol dan dipartisi dengan menambahkan n-heksan (2 x 100 ml) dan dipisahkan dengan corong pisah, sehingga diperoleh fraksi n-heksan. Fraksi terlarut dalam metanol selanjutnya dipartisi kembali dengan menambahkan etil asetat (2 x 200 ml), sehingga diperoleh fraksi etil asetat  dan fraksi terlarut dalam metanol. Masing-masing fraksi setelah dipekatkan diperoleh fraksi n-heksan (0,65 g), fraksi etil asetat (23,4 g), dan fraksi terlarut dalam metanol (66,54 g). Fraksi etil asetat (20 g) selanjutnya dipisahkan senyawanya secara kromatografi gravitasi dengan menggunakan kolom diameter ukuran 2,5 Cm, adsorben silica gel (200 mesh), tinggi 15 Cm eluen n-heksan-etil asetat (6:4). Kromatogram yang diperoleh seperti terdapat pada Gambar 9. Dari data kromatogram tersebut menunjukkan ada satu noda yang sudah terpisah, namun kromatografi gravitasi ini masih terus dilanjutkan untuk memisahkan senyawa lainnya. Fraksi yang menunjukkan satu noda selanjutnya dikumpulkan dan dipekatkan sebanyak 35 mg disebut senyawa isolat 1.

4.  Isolasi senyawa dalam ekstrak metanol kedelai hitam terfermentasi 6 hari 


Ekstrak metanol kedelai hitam terfermentasi 6 hari sebanyak 100 g difraksinasi sebanyak dua kali dengan metode  kromatografi vakum cair (KVC) dengan eluen campuran n-heksan : etil asetat dengan perbandingan 10: 0; 9 : 1; 8 : 2; 6 : 4; 4 : 6; dan 0 : 10, masing-masing dengan volume 2 x 200 ml campuran). Selanjutnya masing-masing fraksi yang diperoleh dikumpulkan dan dilakukan analisis kromatografi lapis tipis, serta dielusi dengan eluen kloroform-metanol (8 : 2). Dari hasil KVC tersebut selanjutnya fraksi-fraksi yang menunjukkan pola senyawa dan Rf yang sama di kelompokkan menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok 1 (1-3), kelompok 2 (4-5), dan kelompok 3 (6-8). Pemisahan lebih lanjut secara kromatografi gravitasi terhadap fraksi kelompok 2 diperoleh senyawa isolat 2 (F8.1), dan  kelompok 3 diperoleh senyawa isolat 3 dan 4. 

5. Identifikasi struktur senyawa hasil isolasi

    a. Senyawa isolat 1


Senyawa isolat 1 hasil isolasi dari ekstrak metanol kedelai hitam terfermentasi 2 hari berupa padatan kekuningan.Spektrum UV senyawa isolat 1 menunjukkan panjang gelombang maksimum pada 378 dan 498 nm, yang mengindikasikan adanya gugus fenol yang terkonjugasi. Spektrum IR dalam Kbr menunjukkan serapan pada daerah 3414 (OH ); 2927 (CH alifatik); 1651 (C=O); 1615-1481 (C=C aromatik); dan 1204 (C-O eter); Spektrum 1H NMR menunjukkan sinyal pada 13,04 (1H,s); δ 8,16 (1H,s); 7,45 (2H,d, 8,6 Hz); 6,90 (2H,d, 8,6); 6,41 (1H,d, 2,0 Hz); 6,28 (1H, d, 2,0 Hz); serta sederetan sinyal pada daerah 2,05-5,62 yang mengindikasikan adanya proton dari glukosida. Data spektrum 1H NMR tersebut menunjukkan puncak yang identik dengan genestein yang telah ditemukan sebelumnya, kecuali adanya proton glukosida pada daerah 2,0 -5,62, sehingga diperkirakan struktur senyawa isolat 1 adalah genestein tetapi memiliki substituent glukosa. Perkiraan struktur senyawa isolat 1 adalah seperti tercantum dalam Gambar 3.



b. Senyawa isolat 2


Senyawa isolat 2 diperoleh dari hasil isolasi ekstrak metanol kedelai terfermentasi 6 hari berupa cairan kental berwarna kuning tua. Senyawa ini mempunyai data spektroskopi UV pada pada panjang gelombang maksimum 243 nm; IR menunjukkan serapan pada 2926 (CH alifatik); 2854 (CH alifatik); 1461 (CH alkena alifatik); 1246 (C-O eter) cm-1; Spektrum 1H NMR menunjukkan beberapa sinyal di daerah alifatik yaitu pada δ 0,9 (36 H; s, 12 CH3); 1,6 (24 H, d, 12 CH2); 2,3 (24 H, d, 12 CH2); 2,85 (12H, CH dan CH2); 3,6 (6H, s, 2CH3); dan 5,35 (3 H, OH alifatik) ppm, proton glukosida  pada daerah (3,54; 3,82; 4,06; 4,12; 5,35 ppm). Sedangkan spektrum 13C NMR menunjukkan sederetan sinyal pada δ 14,3; 23,2; 23,3; 25,6; 26,2; 27,8; 29,5; 30,1; 30,3; 32,2; 32,6; 34,2; 50,1; 51,0; 64,0; 66,0; 72,0; 128,7; 128,8; 130,7; 130,8; 174,7. Dari data spektroskopi UV, IR, 1H dan 13C NMR senyawa isolate 2 adalah triterpen golongan oleanan yang mengandung glukosa. Dari data spektroskopi UV, IR, 1H dan 13C NMR senyawa isolat 2 adalah triterpen golongan oleanan yang mengandung glukosida, senyawa ini mempunyai data geseran kimia yang mirip dengan soyasaponin yang telah ditemukan oleh Hosny M dan Rosazza (1999)  dengan struktur sebagai berikut :



d. Senyawa isolat 3


Senyawa isolat 3 berupa Kristal putih. Data spektroskopi UV menunjukkan panjang gelombang maksimum pada 239,5 dan 280 nm, yang mengindikasikan adanya gugus fenol. Spektrum IR dalam pellet KBr menunjukkan serapan di derah 3445 (OH); 3114 (CH aromatik); 2937 (CH alifatik); 1737 (C=O asam); 1670-1419 (C=C aromatik; dan 1236 (C-O eter) cm-1. Spektrum 1H NMR menunjukkan beberapa sinyal di daerah aromatik yaitu pada δ 5,45 (2H, d, 8,6 Hz); 7,38 (2H, d, 8,6 Hz) ppm yang menunjukkan dua pasang proton aromatik kopling orto, mengindikasikan adanya unit 1,4-disubstitusibenzena. Serapan yang lainnya adalah pada δ 11,0 (2H, br s) ppm yang ditimbulkan oleh proton dari gugus karboksilat dan proton gugus fenol. Spektrum 13C NMR menunjukkan sederetan sinyal pada δ 164,3 ppm (C gugus karboksilat); δ 151,5 ppm (2C kuarterner aromatik); δ 141,1 ppm (2 CH aromatik); δ 100,2 (2 CH aromatik). Selain data spektroskopi tersebut senyawa isolate 3 juga dilengkapi dengan data spektroskopi dua dimensi HMQC; HMBC; dan COSY, sehingga struktur senyawa isolate 3 dapat teridentifikasi secara menyakinkan, yaitu p-hidroksibenzoat. Struktur senyawa isolate 3 dan posisi geseran kimia proton dan karbonnya dapat dilihat pada gambar 5. 



e. Identifikasi senyawa isolat 4


Senyawa isolat 4 berupa padatan berwarna kuning muda, menunjukkan data UV pada panjang gelombang maksimum 240,5 dan 348,0 nm karakteristik untuk senyawa golongan isoflavon; IR menunjukkan serapan pada 3100 (OH); 2925 (CH alifatik); 1713 (C=O);1632-1461 (cincin benzena); 1278 (C-O eter) cm-1; Spektrum 1H NMR menunjukkan beberapa sinyal di daerah aromatik yaitu pada δ 8,16 (1H,s); 7,45 (2H,d, 8,6 Hz); 6,90 (2H,d, 8,6); 6,41 (1H,d, 2,0 Hz); 6,28 (1H, d, 2,0 Hz) ppm. Dari data spektroskopi tersebut menunjukkan bahwa senyawa isolat 4 adalah genestein dengan struktur sebagai berikut :


Pembahasan

Fermentasi kedelai hitam dalam waktu 2 hari menunjukkan hasil fermentasi berupa tempe yang sudah jadi, sedangkan waktu fermentasi 6 hari menunjukkan sudah berupa tempe busuk. Selama proses fermentasi terjadi proses perubahan senyawa-senyawa metabolit sekunder, antara lain hidrolisis senyawa glukosida maupun senyawa polifenol komplek menjadi senyawa yang lebih sederhana. Hal ini juga terjadi dalam penelitian ini karena hasil isolasi dari kedelai fermentasi 2 hari diperoleh genestin glukosida (isolat 1), namun setelah fermentasi 6 hari yang dapat diisolasi adalah genestin (isolat 4). Demikian juga adanya senyawa p-hidroksibenzoat (isolat 3) pada kedelai terfermentasi 6 hari menunjukkan adanya reaksi hidrolisis dari senyawa polifenol membentuk senyawa fenol sederhana.
Kesimpulan


Struktur senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada kedelai hitam hasil fermentasi 2 diperoleh satu senyawa  genestin glukosida (isolat 1), sedangkan hasil fermentasi kedelai 6 hari diperoleh tiga senyawa yaitu soyasaponin (isolat 2), asam p-hidroksibenzoat (isolat 3) dan genestein (isolat 4).
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Gambar 1. Reaksi metabolisme pembentukan isoflavon  dalam kedelai


( Keterangan : CHI = chalcone isomerases; IFS= isoflavon synthases; 


	           FNS = flavones synthases; F3H = flavanone 3-hydroxylase)
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      (a) Kedelai hitam				(b) Kedelai siap difermentasi
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        (c)  Hasil fermentasi 2 hari       	(d) Hasil fermentasi 6 hari

















Gambar 2. Kedelai hitam (a); kedelai siap difermentasi (b); Hasil fermentasi 


	      kedelai pada variasi  2  (c) dan 6 hari (d)
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Gambar 3.  Perkiraan struktur senyawa isolat 1 
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R = 3 unit glukosa


Gambar 4.   Struktur soyasaponin
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Gambar 5. Struktur asam p-hidroksibenzoat dan posisi δ proton dan karbonnya
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Gambar  6.  Struktur senyawa isolat  4 dan posisi geseran protonnya
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