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RINGKASAN 

Indonesia adalah satu dari 10 negara dengan jumlah penderita diabetes terbesar yaitu 4,6% 
pada usia produktif  dan diperkirakan akan semakin tinggi dalam 20 tahun ke depan.  Sebanyak 
25% penderita diabetes menderita ulcer pada kaki dan 84% diantaranya berakhir pada amputasi. 
Ulcer kaki pada penderita diabetes seringkali berakhir dengan amputasi karena terjadinya proses 
penyembuhan luka yang dihambat. Produksi faktor pertumbuhan menurun pada penderita 
diabetes. Proses penyembuhan luka pada penderita diabetes menurun produksi VEGF, 
terhambatnya proses neovasculogenesis, turunnya jumlah eNOS yang berakibat menurunnya EPC 
yang bermigrasi ke area luka. 
 Genistein mempunyai aktivitas mempercepat penyembuh luka dengan mekanisme stress 
karena oksidasi, memodulasi ekspresi proinflamatori sitokin, meningkatkan angiogenesis pada 
luka, dan mencegah kenaikan aktivitas iNOS. Melalui mekanisme tersebut genistein berpotensi 
mempercepat penyembuhan luka diabetikum. Sebagai sumber genistein digunakan tempe. Tempe 
merupakan kedelai yang telah mengalami fermentasi. Fermentasi terbukti meningkatkan genistein 
kedelai. 
 Pada tahun pertama akan dilakukan optimasi proses ekstraksi terhadap genistein dan 
daidzein. Desain penelitian yang digunakan adalah Desain Faktorial 3 faktor 2 level. Faktor yang 
digunakan adalah lama ekstraksi, konsentrasi etanol dan rasio penyari-tempe. Penyari yang 
digunakan adalah etanol karena genistein dan daidzein, isoflavon terbanyak dalam tempe, larut 
dalam etanol.  

Hasil menunjukkan bahwa untuk genistein dan daidzein, waktu ekstraksi mempunyai efek 
paling signifikan disusul dengan kadar etanol.  Ukuran partikel tempe kering mempunyai efek 
negatif terhadap  kadar genistein dan daidzein yang terekstrak dari tempe. Kondisi optimum yang 
dapat digunakan untuk mengekstrak genistein dan daidzein dalam jumlah maksimal adalah kadar 
etanol 100%, ukuran partikel 0,6 mm dan waktu ekstraksi 270 menit. 

Luaran wajib yang telah dihasilkan tahun ini adalah HKI terdaftar yang berjudul “Metode 
Ekstraksi Isoflavon Aglikon Dari Kedelai Dan Produk Turunan Dari Kedelai Tersebut” dengan no 
pendaftaran paten PID201706447. Luaran tambahan adalah berupa publikasi ilmiah pada jurnal 
internasional bereputasi terindeks Scopus 1) Optimization of genistein and daidzein extraction 
from tempeh-fermented product of soybean (Glycine max (L.) Merr.) assisted by a validated RP-
HPLC method dalam tahap submitted pada “Journal of Pharmaceutical Sciences and Research”; 
2)  Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9) in Wound Healing of Diabetic Foot Ulcer: Molecular 
Target and Structure-based Drug Design dalam tahap review pada “Wound Medicine”. Presentasi 
oral pada seminar internasional telah dilaksanakan pada “Ma Chung International Conference on 
Chromatography” dengan judul makalah Analytical Method Validation and Determination of 
Daidzein and Genistein in Ethanolic Extract of Tempeh Using RP-HPLC. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

A. Latar belakang 

Diabetes adalah penyakit kronis dan apabila terjadi komplikasi dengan penyakit lain akan 

berakibat serius pada penderitanya. Indonesia adalah salah satu dari 10 negara dengan penderita 

diabetes terbesar yaitu 4,6% penderita pada usia produktif (Mihardja et al., 2014). Penderita 

diabetes mempunyai resiko menderita ulcer kaki sebesar 25% (Boulton et al., 2005; Cavanagh et 

al., 2005). Proses penyembuhan luka pada penderita diabetes memerlukan waktu yang lebih lama 

dibandingkan penderita sehat (Hamed et al., 2010). Akibat penyembuhan yang lama ini, 84% 

penderita ulcer kaki pada pasien diabetes menjalani amputasi (Brem and Tomic-Canic, 2007). 

Ketersediaan sediaan penyembuh luka bagi penderita diabetes sangat potensial 

dikembangkan. 

Pada penderita diabetes produksi beberapa faktor pertumbuhan pada proses penyembuhan 

luka menurun (Brem and Tomic-Canic, 2007) diantaranya Vascular Epythelial Growth Factor 

(VEGF) (Hamed et al., 2010),  respon angiogenesis (Galiano et al., 2004), makrofag (Maruyama 

et al., 2007), akumulasi kolagen, jumlah jaringan granulasi, penurunan migrasi dan proliferasi 

keratinosit dan firoblas (Brem and Tomic-Canic, 2007) serta keseimbangan antara extracellular 

matrix (ECM) dan remodellingnya oleh MMPs (Lobmann et al., 2002). Penurunan produksi faktor 

pertumbuhan tersebut menyebabkan proses penyembuhan luka pada penderita diabetes lebih 

lambat dibandingkan pada pasien normal (Brem and Tomic-Canic, 2007). 

Genistein, isoflavon kedelai, telah terbukti menurunkan stress karena oksidasi, memodulasi 

ekspresi proinflamatori sitokin (Park et al., 2011), meningkatkan angiogenesis pada luka, dan 

mencegah kenaikan aktivitas iNOS (Tie et al., 2013). Mekanisme genistein dalam proses 

penyembuhan luka tersebut terbukti mempercepat penyembuhan luka diabetikum (Eo et al., 2015). 

Genistein dalam ekstrak tempe sangat potensial dikembangkan sebagai sediaan penyembuh 

luka diabetikum. Sebagai sumber genistein digunakan tempe. Tempe merupakan kedelai yang 

telah mengalami fermentasi. Fermentasi terbukti meningkatkan genistein kedelai (Chaiyasut et al., 

2010; Hong et al., 2012). 

Penelitian mengenai “Sediaan penyembuh luka bagi penderita diabetes dengan bahan aktif 

ekstrak tempe” ini sesuai, sejalan dan mendukung Bidang Unggulan Universitas Sanata 
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Dharma yaitu Penyakit degeneratif dan bahan alam. Penelitian ini mengambil Topik 

Unggulan Universitas yaitu Pengembangan sediaan farmasi mengembangkan obat bahan 

alam untuk penyakit degenerative berbasis bukti ilmiah (database obat bahan alam 

Indonesia, pendekatan farmasi klinis dan komunitas). 

 

B. Permasalahan 

 Permasalahan yang diangkat dalam penelitian ini adalah penggunaan ekstrak tempe 

sebagai bahan aktif penyembuh luka diabetikum dan pengembangan sediaan penyembuh luka 

diabetikum. 

 

C. Tujuan Penelitian 

 Penelitian “Pengembangan sediaan penyembuh luka bagi penderita diabetes dengan bahan 

aktif ekstrak tempe” mempunyai tujuan khusus 

Tahun 1. 

1. Optimasi ekstraksi genistein sebagai senyawa yang paling banyak diketahui aktivitasnya dalam 

ekstrak tempe. 

2. Standardisasi ekstrak tempe sebagai bahan aktif sediaan penyembuh luka diabetikum 

Tahun 2. 

1. Menelusuri target molekuler ekstrak tempe dalam mempercepat proses penyembuhan luka 

diabetikum 

2. Menentukan kadar ekstrak tempe dalam mempercepat proses penyembuhan luka diabetikum 

Tahun 3. 

1. Memformulasi sediaan penyembuh luka diabetikum yang efektif, aman dan nyaman. 

 

D. Urgensi Penelitian 

 Indonesia adalah salah satu dari 10 negara dengan penderita diabetes terbesar yaitu 4,6% 

penderita pada usia produktif (Mihardja et al., 2014). Penderita diabetes mempunyai resiko 

menderita ulcer kaki sebesar 25% (Boulton et al., 2005; Cavanagh et al., 2005). Proses 

penyembuhan luka pada penderita diabetes memerlukan waktu yang lebih lama (Hamed et al., 

2010) sebagai akibat 84% penderita ulcer kaki pada pasien diabetes menjalani amputasi (Brem and 
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Tomic-Canic, 2007). Selama ini belum ada sediaan yang khusus digunakan untuk penyembuhan 

luka diabetikum. Pengembangan sediaan penyembuh luka bagi penderita diabetes sangat 

penting untuk dilakukan. 

 Genistein adalah bahan aktif dalam ekstrak tempe yang banyak diketahui mempunyai 

aktivitas biologis. Genistein telah banyak diteliti berpotensi mempercepat penyembuhan luka 

(Emmerson et al., 2010). Genistein telah terbukti menurunkan stress karena oksidasi, memodulasi 

ekspresi proinflamatori sitokin (Park et al., 2011), meningkatkan angiogenesis pada luka, dan 

mencegah kenaikan aktivitas iNOS (Tie et al., 2013). Luka pada penderita diabetes mengakibatkan 

stress oksidasi meningkat, kenaikan aktivitas iNOS dan menurunnya angiogenesis pada luka 

(Brem and Tomic-Canic, 2007), sehingga karena aktivitasnya genistein sangat potensial 

dikembangkan sebagai bahan aktif sediaan penyembuh luka diabetikum. 

 Kebaharuan yang diharapkan dari penelitian ini adalah penggunaan ekstrak tempe 

sebagai bahan aktif penyembuh luka diabetikum dan pengembangan sediaan penyembuh luka 

diabetikum berbahan aktif bahan alam. 

E. Rencana Target Tahunan 

Tabel 1. Rencana Target Tahunan 

No Jenis luaran 
Indikator Capaian 

TS TS+1 TS+2 
1. Publikasi ilmiah Internasional bereputasi - reviewed  

Nasional terakreditasi reviewed   
2. Pemakalah dalam temu 

ilmiah 
Internasional Sudah 

dilaksanakan 
Sudah 
dilaksanakan 

 

Nasional - - - 
3. HKI Paten sederhana - - terdaftar 
4. Teknologi tepat guna - - produk 
5. Buku Ajar - - draff 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Posisi Penelitian ini dalam Konteks Penelitian Luka Diabetikum 

Pasien diabetes dengan luka (ulcer) di kaki sebagian besar mengarah pada amputasi, hal 

tersebut terjadi disebabkan karena penderita sebagian besar menderita neuropati (Brem and Tomic-

Canic, 2007). Hampir semua proses penyembuhan luka pada penderita diabetes terganggu (Hamed 

et al., 2014).  Terjadi penurunan produksi faktor pertumbuhan diantaranya Vascular Epythelial 

Growth Factor (VEGF) (Hamed et al., 2010),  respon angiogenesis (Galiano et al., 2004), makrofag 

(Maruyama et al., 2007), akumulasi kolagen, jumlah jaringan granulasi, penurunan migrasi dan 

proliferasi keratinosit dan firoblas (Brem and Tomic-Canic, 2007), serta ketidakseimbangan antara 

extracellular matrix (ECM) dan remodellingnya oleh MMPs (Lobmann et al., 2002). Bahan alam 

yang dapat meningkatkan produksi faktor pertumbuhan di atas berpotensi digunakan sebagai 

bahan aktif sediaan penyembuh luka diabetikum. 

Penggunaan bahan alam sudah mulai digunakan dalam penyembuhan luka diabetikum 

(Radhakrishna et al., 2016). Flavonoid dan luteolin yang terkandung pada tanaman Marynia annua 

Lin (Lodhi and Singhai, 2013), sedangkan flavonoid dari tanaman Tephrosia purpurea Linn 

(Lodhi et al., 2013) terbukti mempercepat penyembuhan luka diabetikum dengan mekanisme 

menangkap radikal bebas (Lodhi and Singhai, 2013), menaikkan level protein dan enzim serta 

merangsang terjadinya angiogenesis (Lodhi et al., 2013). Notoginsenosida suatu saponin dari 

tanaman Panax notoginseng mempercepat penyembuhan luka diabetikum dengan mekanisme 

meningkatkan agregasi platelet, proliferasi fibroblast, meningkatkan angiogenesis dan 

memperingan inflamasi (Zhang et al., 2016). Ekstrak triterpenoid tanaman Centella asiatica 

diketahui meningkatkan epiteliasi, produksi kolagen, menurunkan MMPs dan menghambat 

produksi nitrit oksida sehingga dapat mempercepat penyembuhan luka diabetikum (Mahmood et 

al., 2016). Senyawa fenolik dari tanaman Catharanthus roseus L mempercepat penyembuhan luka 

diabetikum dengan mekanisme meningkatkan produksi kolagen dan antioksidan (Singh et al., 

2014). Bahan alam sangat potensial dikembangkan sebagai bahan aktif penyembuh luka 

diabetikum.  

Genistein, suatu isoflavon dari kedelai, telah diteliti kemampuannya sebagai penyembuh 

luka (Miyazaki et al., 2002). Aktivitas biologis genistein dalam proses penyembuhan luka 
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diantaranya mempunyai aktivitas anti-inflamasi melalui penghambatan COX-2 (Song et al., 2003), 

menekan pelepasan interleukin 1- (Sutrisno et al., 2014), memperbaiki enzim anti-oksidan 

(Valsecchi et al., 2011), merangsang pelepasan asam hialuronat yang merupakan bahan baku 

penting dalam proses regenerasi kulit (Miyazaki et al., 2002), dan menurunkan stress oksidasi 

(Park et al., 2011). Genistein mempercepat proses penyembuhan luka diabetikum karena 

kemampuannya dalam menurunkan stress oksidasi (Park et al., 2011), meningkatkan angiogenesis, 

dan mencegah kenaikan aktivitas iNOS (Tie et al., 2013). Genistein, kandungan aktif ekstrak 

tempe, sangat potensial dikembangkan sebagai bahan aktif sediaan penyembuh luka 

diabetikum. 

Kebaharuan dalam penelitian ini adalah pembuatan sediaan penyembuh luka 

diabetikum dengan bahan aktif ekstrak tempe (bahan alam). 

 

B. Mekanisme molekuler penyembuhan luka diabetikum 

 Proses penyembuhan pada penderita diabetes berbeda dengan pasien normal (Falanga, 

2005), termasuk tidak berfungsinya respon inflamasi, penurunan formasi granulasi jaringan dan 

terganggunya angiogenesis (Cianfarani et al., 2006). Fibroblast yang diisolasi dari luka diabetikum 

menunjukkan penurunan respon proliferatif terhadap faktor pertumbuhan (Loots et al., 2002) 

diantaranya TGF1 (Hasan et al., 1997), platelet-derived growth factor, dan sitokin lain (Stanley 

et al., 1997). Abnormalitas seluler lain yang muncul pada penderita diabetes diantaranya makrofag 

pada penderita diabetes memperlihatkan penurunan TNF-α, interleukin 1 dan VEGF (Zykova et 

al., 2000). Aktivasi berlebihan dari beberapa MMPs diantaranya MMP-9 dapat menggangu 

migrasi sel dan menyebabkan pecahnya beberapa matriks protein dan faktor pertumbuhan yang 

diperlukan dalam proses penyembuhan luka (Signorelli et al., 2005). Senyawa-senyawa yang dapat 

meningkatkan respon inflamasi, menaikkan formasi granulasi jaringan dan meningkatkan 

angiogenesis pada penderita diabetes akan dapat mempercepat proses penyembuhan luka 

diabetikum. 

 

C. Genistein, bahan aktif dalam ekstrak tempe 

Tempe adalah kedelai yang terfermentasi. Sebagai sumber genistein dipilih tempe karena 

fermentasi terbukti meningkatkan jumlah genistein pada kedelai (Chaiyasut et al., 2010; Hong et 
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al., 2012). Genistein merupakan salah satu isoflavon utama kedelai (Rostagno et al., 2007). 

Kelarutan isoflavon dipengaruhi oleh pH. Pada pH 4 – 6 kelarutan isoflavon lebih rendah 

dibandingkan kelarutannya pada pH 7 (Barbosa et al., 2006). Kelarutan genistein pada media air 

adalah 3 x 10-6 M (Stancanelli et al., 2007). Log P, ukuran hidrofobisitas senyawa, genistein 

mempunyai Log P sebesar 2,09 (Nakada et al., 2009).  

Degradasi senyawa isoflavon dipengaruhi oleh pH lingkungan (Chadha et al., 2011) dan 

panas (Stintzing et al., 2006). Genistein stabil pada kondisi netral, dan tidak stabil baik pada 

kondisi asam maupun basa (Chadha et al., 2011). Genistein pada suhu 150 C pH 3 akan 

terdegradasi sempurna selama 7 setelah pemanasan. Sedangkan pada kondisi netral baik genistein 

masih stabil selama 7 jam (Stintzing et al., 2006).  

 

D. Sediaan Penyembuh Luka 

 Sediaan penyembuh luka terbuka harus steril (Moynihan and Crean, 2009). Sediaan 

penyembuh luka hendaknya lembab (Okan et al., 2007), mengabsorpsi dan menghilangkan 

eksudat, mengisolasi panas, mencegah kontaminasi, menyediakan lingkungan yang kondusif 

untuk membangun pertahanan alami tubuh (Mallefet and Dweck, 2008). Keuntungan lingkungan 

yang lembab adalah mencegah dehidrasi dan kematian sel, mempercepat angiogenesis, 

meningkatkan pecahnya jaringan yang mati dan fibrin (Field and Kerstein, 1994). 

Bahan penutup luka yang bersifat oklusif dapat meminimalkan jaringan nekrosis dengan 

mencegah pengeringan, membantu menghilangkan jaringan mati (debridement), dan membentuk 

barier melawan organisme patogen dari luar sehingga meminimalkan inflamasi yang terjadi (Davis 

et al., 1990). Penggunaan bahan yang lebih bisa menahan lembab akan meningkatkan lingkungan 

yang lebih suportif dibandingkan bahan yang tidak mampu menahan lembab (Eaglstein et al., 

1988). Bahan yang mampu menahan lembab berhubungan dengan menurunnya infeksi, pasien 

lebih nyaman dan mengurangi kejadian bekas luka (Campton-Johnston and Wilson, 2001).  

 

E. Peta Jalan Penelitian 

Penelitian yang diusulkan berdasar pada penelitian terdahulu pengusul yang 

mengembangkan sediaan hidrogel penyembuh luka dengan bahan aktif ekstrak etanol daun 

binahong (Yuliani and Istyastono, 2012; Yuliani, 2012; Yuliani et al., 2012). Pengusul juga terlibat 
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aktif dalam penelitian penemuan senyawa obat untuk anti-inflamasi, baik yang terkait sistem imun 

via jalur reseptor histamin (Istyastono et al., 2011a, 2011b; Lim et al., 2010, 2009; Sirci et al., 

2012; Smits et al., 2010; Wijtmans et al., 2011) maupun non imun via jalur COX (Istyastono, 2012; 

Radifar et al., 2013; Yuniarti et al., 2012, 2011). Pada saat ini pengusul juga sedang mengerjakan 

penelitian dengan judul “Sediaan Hidrogel ekstrak etanol daun binahong (Anredera cordifolia 

(Ten) Steenis) sebagai sediaan scarless wound healing dengan adisi inhibitor siklooksigenase-2 

celecoxib” menggunakan dana Hibah Bersaing Dikti. Kombinasi pengetahuan dan pengalaman 

pengusul di bidang formulasi sediaan hidrogel penyembuh luka dan bidang penemuan obat anti-

inflamasi akan sangat bermanfaat pada pelaksanaan penelitian yang diusulkan. 

 

Gambar 1. Peta jalan penelitian yang diusulkan. Keterangan: 2015-2016 merupakan penelitian 
yang sedang dikerjakan saat ini dengan skema Hibah Bersaing dan penelitian yang 
diusulkan melalui proposal ini 
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BAB 3. METODOLOGI 

 

A. Alat dan Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini berupa: (i) Ekstrak tempe; (ii) Genistein 

(Sigma-Aldrich); dan (iii) bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian formulasi hidrogel dan 

optimasi formula hidrogel penyembuh luka berbahan aktif ekstrak etanol daun binahong (Yuliani 

and Istyastono, 2012; Yuliani, 2012; Yuliani et al., 2012) meliputi: etanol, methanol, carbopol, 

sodium karboksimetilselulosa (Na-CMC), kalsium alginat (Ca-alginat), gliserol, sodium benzoat, 

kalium sorbat, formalin dengan kualitas setidaknya pharmaceutical grade. Penelitian ini 

menggunakan hewan uji berupa tikus; (iv) bahan untuk analisis seperti methanol HPLC grade (E-

Merck), kolom HPLC (Shimadzu); (v) bahan penelusuran mekanisme molekuler seperti PBS, 

EDTA, kit MMP9 menurut Cianfarani et al., (2006) dan Galkowska et al., (2006). Peralatan yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah: (i) Alat-alat gelas lazim di Laboratorium Kimia Analisis, 

Laboratorium Teknologi Farmasi dan Laboratorium Farmakologi-Toksikologi; (ii) High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC; LC-10AD Shimadzu); dan (iii) peralatan ELISA 

dan peralatan uji imunohistokimia.  

 

B. Cara Penelitian 

 Penelitian ini menggunakan desain faktorial pada tahun pertama dan ketiga sedangkan pada 

tahun kedua merupakan penelitian eksperimental murni. 

Tahun 1 

 Pada tahun pertama dilakukan optimasi ekstraksi tempe sehingga didapatkan ekstrak tempe 

dengan kandungan genistein yang tinggi. Optimasi ekstraksi genistein tempe ini dilakukan 

menggunakan desain faktorial 3 faktor 2 level. Faktor (variabel bebas) yang diteliti dalam 

penelitian ini adalah lama ekstraksi (level rendah 2 jam dan level tinggi 4 jam), suhu ekstraksi 

(level rendah 50⁰C dan level tinggi 70⁰C) dan rasio penyari-tempe (level rendah 4:1 dan level 

tinggi 10:1). Penyari yang digunakan adalah etanol 95%. Respon (variabel tergantung) dalam 

penelitian ini adalah kadar genistein ekstrak tempe. Setelah didapat kondisi optimal, maka ekstrak 

yang didapat distandardisasi dengan parameter kadar genistein dalam ekstrak tempe dan berat jenis 

ekstrak tempe. Indikator capaian pada tahun pertama adalah didapatkannya kondisi optimum 
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ekstraksi genistein ekstrak tempe meliputi lama ekstraksi, suhu ekstrasi dan rasio penyari-tempe. 

Indikator yang lain adalah kadar genistein dan berat jenis ekstrak tempe. Luaran yang diharapkan 

dalam penelitian tahap ini adalah artikel dalam jurnal nasional terakreditasi “Majalah Obat 

Tradisional”.  

Tahun 2 

Pada tahun kedua dilakukan penentuan kadar ekstrak tempe dalam sediaan yang 

mempercepat penyembuhan luka diabetikum dan penelusuran mekanisme molekuler ekstrak 

tempe dalam mempercepat penyembuhan luka diabetikum. Penentuan kadar ekstrak tempe dalam 

sediaan dilakukan dengan metode eksisi. Sebelum digunakan untuk uji penyembuhan luka, tikus 

diberi injeksi aloksan dengan dosis 250 mg/kgBB, kemudian tikus tersebut dicek kadar gula 

darahnya. Tikus dengan kadar gula darah puasa > 8 mmol/L digunakan sebagai tikus diabetes. 

Lima kelompok tikus terinduksi aloksan (diabetes) dengan perlakukan 1) pembawa; 2) 2,5% 

ekstrak tempe dalam pembawa; 3) 5% ekstrak tempe dalam pmbawa; 4) 10% ekstrak tempe dalam 

pembawa dan 5) tanpa perlakuan ditambah dengan 5 kelompok tikus normal dengan perlakuan 

yang sama sebagai kelompok kontrol. Parameter yang diukur adalah kecepatan penyembuhan luka 

dari masing-masing kelompok (Teoh et al., 2009). 

Uji mekanisme molekuler diwakili oleh salah satu target protein yang terlibat dalam 

perlambatan pembentukan jaringan baru yang berasosiasi dengan penyembuhan luka. Protein ini 

adalah enzim Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9) yang bekerja dengan menghidrolisis ikatan 

peptida protein pada pembentukan jaringan baru sehingga menghambat penyembuhan luka  

Apabila enzim ini dihambat, maka proses pembentukan jaringan baru pasca luka akan berjalan 

normal. Penelitian sebelumnya telah melaporkan beberapa senyawa flavonoid dan turunannya 

yang aktif menghambat kinerja MMP9 dengan IC50 < 100 M di antaranya luteolin (Ji et al., 2009), 

xanthohumol (Philips et al., 2010) dan biflavonoid biacacetin (Nanjan et al., 2015). Pada 

prinsipnya, percobaan dilakukan dengan mereaksikan enzim MMP9 dengan ekstrak tempe yang 

diuji sebagai inhibitor MMP9 pada konsentrasi yang dianggap tertinggi (contoh 250 g/mL) dalam 

larutan buffer Tris-HCl pH 7.5. Campuran tersebut direaksikan dalam pelat sumur-96 sambil 

diinkubasi pada suhu dan waktu tertentu mengacu pada pustaka (Nicolotti et al., 2012). 

Selanjutnya, campuran ditambahkan substrat (dalam hal ini peptida yang mengandung fluorofor), 

diinkubasi kembali pada suhu dan waktu sesuai pustaka. Campuran reaksi kemudian dibaca 

emisinya menggunakan fluorescence microlate reader dan dibandingkan dengan kontrol negatif 
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(tanpa ekstrak tempe). Perbedaan antara bacaan kontrol negatif dan perlakuan dibagi bacaan 

kontrol negatif lalu dikalikan 100% didefinisikan sebagai persen hambatan ekstrak tempe terhadap 

MMP9. Apabila hambatannya > 50%, perhitungan IC50 bisa dilakukan dengan membuat satu seri 

konsentrasi ekstrak tempe dan diuji dengan prosedur yang sama.  

Indikator  dalam penelitian ini adalah 1) ditemukannya kadar ekstrak tempe yang dapat 

mempercepat penyembuhan luka diabetikum dan 2) ditemukannya mekanisme molekuler ekstrak 

tempe dalam mempercepat penyembuhan luka diabetikum. Luaran yang diharapkan adalah 

publikasi artikel pada jurnal internasional bereputasi “Journal of Pharmaceutical Science and 

Research”. 

Tahun 3 

 Penelitian tahun ke-3 akan dilakukan optimasi formula sediaan penyembuh luka 

diabetikum. Penelitian menggunakan desain faktorial dengan 3 faktor 2 level. Faktor yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah carbopol (level rendah 0,5% dan level tinggi 1,25%), Na-

CMC (level rendah 0,75% dan level tinggi 1,5%), dan Ca-alginat (level rendah 1% dan level tinggi 

2%). Respon yang diharapkan dari penelitian ini adalah daya sebar, daya lekat, viskositas, 

kecepatan pelepasan obat dari sediaan dan stabilitas sediaan menurut ICH guideline. Setelah 

didapatkan formula optimum maka formula optimum tersebut diuji kembali ke tikus terinduksi 

aloksan (diabetes) untuk melihat kemampuan dari sediaan menghantarkan bahan aktifnya. 

Indikator yang diharapkan dari penelitian tahun ke-3 adalah formula optimum sediaan 

penyembuh luka diabetikum yang aman, efektif dan nyaman. Sedangkan luaran yang diharapkan 

pada tahun ke-3 ini adalah paten sederhana (HKI) dan draff buku ajar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Diagram Alir Penelitian, uraian detail terdapat pada Bab 3 Subbab B. 

Tahun 1:Optimasi 
ekstraksi tempe 
dengan desain 
Faktorial (waktu, 
suhu, rasio penyari); 
standardisasi ekstrak 

Tahun 2:Penelusuran 
mekanisme molekuler 
ekstrak tempe dalam 
mempercepat 
penyembuhan luka 
(MMP9 assay); 
optimasi konsentrasi 
ekstrak tempe dalam 
sediaan 

Tahun 3:Optimasi 
formula sediaan 
penyembuh luka 
diabetikum dengan 
desain faktorial 
(Carbopol, Na-CMC, 
Ca-alginat) terhadap 
sifat fisis, stabilitas 
dan efektifitas 

Formula optimal 
sediaan penyembuh 

luka diabetikum 
berbahan aktif 
ekstrak tempe 
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BAB 4. HASIL SEMENTARA 

 

Tujuan dari penelitian di tahun pertama ini adalah mempelajari dan mengoptimasi factor-

faktor yang berpengaruh terhadap ekstraksi genistein dan daidzein dari tempe. Faktor-faktor yang 

dipelajari adalah konsentrasi etanol, ukuran partikel dan waktu ekstraksi. Etanol dipilih sebagai 

pelarut karena pertimbangan keamanan, lebih murah dan tidak berbahya dibandingkan pelarut lain.  

Ketiga faktor tersebut dioptimasi menggunakan desain faktorial penuh 23. Desain tersebut 

menghasilkan 8 eksperimen, setiap eksperimen dilakukan replikasi sebanyak 3 kali dan data 

konsentrasi genistein dan daidzein digunakan untuk analisis statistika desain factorial. Hasil 

percobaan tersaji pada tabel 2.  

Tabel 2. Rencana desain factorial 23 dan hasil nilai kadar genistein dan daidzein.  

Run Level factor desain faktorial Genistein 
(mg% ) 

Daidzein 
(mg%) X1 X2 X3 

1 1 1 -1 7,26 4,27 
2 1 -1 1 25,12 18,84 
3 1 1 -1 7,66 4,46 
4 -1 -1 1 11,93 9,25 
5 -1 1 -1 11,04 11,17 
6 1 -1 1 25,04 18,44 
7 1 -1 -1 12,13 10,29 
8 -1 1 1 11,15 9,98 
9 -1 1 1 10,46 9,98 

10 1 -1 -1 14,53 10,52 
11 1 -1 1 27,92 21,38 
12 1 1 1 14,92 11,29 
13 -1 -1 -1 8,66 7,43 
14 -1 1 -1 11,34 11,35 
15 -1 -1 1 12,36 10,67 
16 -1 -1 -1 8,67 7,47 
17 -1 -1 -1 9,97 7,94 
18 -1 -1 1 12,62 9,2 
19 1 1 1 14,91 11,26 
20 -1 1 1 10,22 9,75 
21 -1 1 -1 10,92 11,1 
22 1 -1 -1 14,49 10,4 
23 1 1 -1 7,02 4,16 
24 1 1 1 14,33 11,84 

 

Efek konsentrasi etanol, ukuran partikel dan waktu ekstrasi terhadap kadar genistein. 
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Model persamaan dibuat dengan mengaplikasikan analisis multiple regresi pada data 

percobaan kadar genistein. Hasilnya seperti pada persamaan di bawah ini:  

Y = 13.11 + 2.33X1 – 2.18X2 + 2.80X3 – 2.25 X1X2 + 2.13 X1X3 – 1.07 X2X3 (1) 

Hasil analisis varian (ANOVA) menunjukkan bahwa model valid. Model mempunyai 

nilai-F 161,98 dan R-kuadrat 0,9828. Nilai Adj R-kuadrat akan merevisi Nilai R-kuadrat dari 

ukuran sampel dan jumlah item. Nilai Adj R-kuadrat 0,9767 merupakan nilai yang tinggi dan 

sangat mendukung signifikansi model. Validasi internal dilakukan dengan validasi leave-one-out. 

Hasil validasi adalah nilai Pred R-kuafrat 0,9657. Hal ini mempunyai makna tidak terdapat outlier 

data. Analisis regresi menghasilkan probabilitas signifikan dari nilai F (p <0,0001) dari model 

untuk memperkirakan konsentrasi genistein yang diekstrak dari tempe. Pada tingkat signifikansi 

5%, variabel independen yang signifikan dalam model ekstraksi genistein adalah intercept (p 

<0,0001), X1 (p <0,0001), X2 (p <0,0001), X3 (p <0,0001), X1X2 (p < 0.0001), X1X3 (p 

<0,0001), dan X2X3 (p <0,0001). Dari ketiga faktor tersebut, waktu ekstraksi ternyata memiliki 

efek paling tinggi terhadap konsentrasi genistein yang diekstraksi dari tempe yang ditunjukkan 

dengan nilai koefisien tertinggi (2,80) diikuti oleh konsentrasi etanol (2,33) sedangkan ukuran 

partikel tempe kering memiliki efek negatif. Interaksi konsentrasi etanol dan waktu ekstraksi juga 

menunjukkan efek positif yang signifikan terhadap konsentrasi genistein. Waktu ekstraksi 

menunjukkan efek positif (2,80) pada ekstraksi genistein. Ini menyiratkan bahwa meningkatnya 

waktu ekstraksi akan meningkatkan genistein yang diekstraksi dari tempe. Ukuran partikel tempe 

kering menunjukkan efek negatif (-2,18) pada ekstraksi genistein. Artinya, menurunkan ukuran 

partikel akan meningkatkan genistein yang diekstraksi dari tempe. 

  
 

(a) (b) (c) 
Gambar 3. Respon permukaan efek factor pada konsentrasi genistein yang diekstraksi dari 

tempe 
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Plot tiga dimensi (plot kontur) yang mewakili pengaruh konsentrasi etanol, ukuran partikel tempe 

kering dan waktu ekstraksi dihasilkan oleh persamaan (2) dan disajikan pada Gambar 3. Plot 

dihasilkan oleh masing-masing pasangan factor, dan faktor ketiga dibuat tetap pada nilai yang 

menghasilkan respon tertinggi. Gambar 3a menunjukkan pengaruh ukuran partikel tempe kering 

dan konsentrasi etanol. Pada level rendah konsentrasi etanol, penurunan ukuran partikel tidak 

merubah secara signifikan konsentrasi genistein. Sebaliknya, pada level tinggi konsentrasi etanol, 

mengurangi ukuran partikel akan meningkatkan konsentrasi genistein. Begitu pula dengan efek 

ukuran partikel, peningkatan konsentrasi etanol akan meningkatkan konsentrasi genistein pada 

level ukuran partikel yang rendah. Respon maksimum dicapai pada konsentrasi etanol 100% dan 

ukuran partikel 0,6 mm. Pengaruh waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol ditunjukkan pada 

Gambar 3b. Pada level tinggi kedua faktor tersebut, peningkatan level faktor akan meningkatkan 

konsentrasi genistein yang diekstrak dari tempe kering. Konsentrasi genistein maksimum 

diperoleh pada konsentrasi etanol pada 100% dan waktu ekstraksi 270 menit. Gambar 3c 

menunjukkan pengaruh waktu ekstraksi dan ukuran partikel tempe kering. Pada tingkat tinggi 

waktu ekstraksi, mengurangi ukuran partikel akan secara signifikan meningkatkan konsentrasi 

genistein. Mengurangi ukuran partikel akan meningkatkan area kontak antara partikel padat dan 

pelarut. Ini akan meningkatkan nilai koefisien difusi genistein. Konsentrasi maksimum genistein 

adalah 26,03 mg% yang mencapai konsentrasi etanol 100%, ukuran partikel 0,6 mm dan waktu 

ekstraksi 270 menit. 

Efek konsentrasi etanol, ukuran partikel dan waktu ekstrasi terhadap kadar daidzein. 

Model persamaan dibuat dengan mengaplikasikan analisis multiple regresi pada data 

percobaan kadar genistein. Hasilnya seperti pada persamaan di bawah ini:  

 Y = 10,52 + 0.91 X1 – 1.30 X2 + 2.14 X3 – 2.25X1X2 + 1.94 X1X3 – 0,67 X2X3 (2) 

Hasil ANOVA untuk ekstraksi daidzein dari tempe kering menunjukkan bahwa modelnya 

valid. Nilai F 143.76 menyiratkan bahwa modelnya signifikan. R-kuadrat dari model adalah 

0,9807. Pred R-kuadrat 0,9615 dan Adj R-squared 0,9738 karena selisihnya kurang dari 0,2 maka 

hal ini menunjukkan bahwa model valid. Validitas internal dilakukan dengan leave-one-out cross 

validation. Hasilnya tinggi dari Pred R-kuadrat sebesar 0,9615. Ini menunjukkan bahwa tidak ada 

data outlier dari konsentrasi daidzein pada proses ekstraksi. Analisis regresi yang dihasilkan dari 
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model ini menunjukkan probabilitas nilai F (p <0,0001) yang signifikan untuk memperkirakan 

konsentrasi daidzein yang diambil dari tempe. Variabel independen yang signifikan pada tingkat 

signifikansi 5% adalah intercept (p <0,0001), X1 (p <0,0001), X2 (p <0,0001), X3 (p <0,0001), 

X1X2 (p <0,0001), X1X3 (p <0,0001), dan X2X3 (p <0,0001). Waktu ekstraksi ternyata memiliki 

pengaruh paling tinggi terhadap proses ekstraksi daidzein dari tempe yang diikuti dengan 

konsentrasi etanol. Waktu ekstraksi memiliki nilai positif (2,14), artinya peningkatan waktu 

ekstraksi akan meningkatkan konsentrasi daidzein. Di sisi lain, ukuran partikel tempe kering 

memiliki nilai negatif (-1,30), artinya penurunan ukuran partikel akan meningkatkan konsentrasi 

daidzein. Interaksi antara konsentrasi etanol dan waktu ekstraksi memiliki nilai positif juga. 

  
 

(a) (b) (c) 
Gambar 4. Respon permukaan efek factor pada konsentrasi daidzein yang diekstraksi dari 

tempe 

Gambar 4 menyajikan plot kontur tiga dimensi untuk pengaruh konsentrasi etanol, ukuran 

partikel tempe kering dan waktu ekstraksi pada konsentrasi daidzein yang diambil dari tempe 

kering. Plot kontur dikembangkan dengan persamaan (2). Plot diproduksi oleh masing-masing 

pasangan faktor, dan faktor ketiga diambil dalam respon tertinggi konsentrasi daidzein. Gambar 

4a menunjukkan pengaruh konsentrasi etanol dan ukuran partikel tempe kering. Pada konsentrasi 

etanol level rendah, memperkecil ukuran partikel tidak meningkatkan konsentrasi daidzein yang 

diekstraksi dari tempe kering, namun pada level tinggi konsentrasi etanol, mengurangi ukuran 

partikel akan meningkatkan konsentrasi daidzein secara signifikan. Pengaruh konsentrasi etanol 

memiliki nilai positif 0,91, meningkatkan konsentrasi etanol akan meningkatkan konsentrasi 

daidzein. Di sisi lain, pada level ukuran partikel yang rendah, meningkatkan konsentrasi etanol 

akan meningkatkan konsentrasi daidzein secara signifikan. Efek waktu ekstraksi dan konsentrasi 

etanol ditunjukkan pada Gambar 4b. Kedua faktor tersebut secara signifikan mempengaruhi 

konsentrasi daidzein pada level tinggi faktor. Meningkatkan waktu ekstraksi dan konsentrasi 
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etanol akan meningkatkan konsentrasi daidzein. Pada level rendah kedua faktor tersebut, 

konsentrasi daidzein tidak meningkat secara signifikan. Gambar 2c mengilustrasikan efek waktu 

ekstraksi dan ukuran partikel ekstrak kering pada konsentrasi daidzein. Pada tingkat rendah dan 

tingkat tinggi ukuran partikel (0,6 dan 1,2 mm masing-masing) meningkatkan waktu ekstraksi 

secara signifikan akan meningkatkan konsentrasi daidzein. Konsentrasi maksimum daidzein 

dicapai pada konsentrasi etanol 100%, ukuran partikel 0,6 mm dan waktu ekstraksi 270 menit yang 

menghasilkan tempe 19,42 mg% daidzein / tempe kering. 

Kondisi optimal proses ekstraksi genistein dan daidzein tempe  

Gambar 3 menunjukkan bahwa konsentrasi genistein maksimum dicapai pada konsentrasi etanol 

100%, ukuran partikel 0,6 mm dan waktu ekstraksi 270 menit. Di sisi lain, Gambar 4 menunjukkan 

bahwa konsentrasi daidzein maksimum dihasilkan pada konsentrasi etanol 100%, ukuran partikel 

0,6 mm dan waktu ekstraksi 270 menit. Baik genistein dan daidzein memiliki kondisi yang sama 

untuk mencapai konsentrasi tertinggi yang diekstrak dari tempe kering. Gambar 5 menunjukkan 

overlay plot kontur genistein dan ekstraksi daidzein yang dikembangkan dengan persamaan (2) 

dan (3). 

 

Gambar 5. Overlay plot dari plot kontur genistein dan daidzein. Waktu ekstraksi dijaga 
270 menit 

Gambar 5 menunjukkan bahwa proses ekstraksi akan menghasilkan 20 mg% genistein jika 
konsentrasi etanolnya lebih dari 87% dan ukuran partikel kurang dari 0,9 mm pada saat waktu 
ekstraksi 270 menit. Daidzein 15 mg% dapat dicapai dengan proses ekstraksi pada konsentrasi 
etanol lebih dari 85% dan ukuran partikel kurang dari 0,93 mm pada saat waktu ekstraksi 270 
menit. Daerah kuning mewakili kondisi proses ekstraksi yang menghasilkan genistein minimal 20 
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mg% tempe kering dan minimal 15 mg% daidzein tempe kering. Ini disebut kondisi optimal untuk 
ekstraksi genistein dan daidzein dari tempe. 

 

 

BAB 5. KESIMPULAN SEMENTARA 

 

Model ekstraksi genistein dan daidzein mempunyai probabilitas nilai F (p <0,0001) yang 

signifikan untuk memprediksi genistein dan daidzein yang diambil dari tempe kering. Validasi 

internal dilakukan dengan cara leave-one-out dan menghasilkan Pred R-squared yang tinggi untuk 

genistein dan daidzein masing masing 0,9657 dan 0,9615. Kondisi ekstraksi optimal dicapai pada 

konsentrasi etanol 100%, ukuran partikel 0,6 mm dan waktu ekstraksi 270 menit. Ini menghasilkan 

26,03 mg% genistein dan 19,42 mg% daidzein yang diekstrak dari tempe kering. 

 

BAB 6. RENCANA SELANJUTNYA 

 

Rencana selanjutnya yang akan dilakukan adalah 

1. Melakukan standardisasi proses ekstraksi genistein dan daidzein dari tempeh 
2. Menuliskan draft paten proses ekstrasi genistein dan daidzein dari tempe 
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METODE EKSTRAKSI ISOFLAVON AGLIKON DARI KEDELAI 

DAN PRODUK TURUNAN DARI KEDELAI TERSEBUT 

 

Bidang Teknik Invensi 

Invensi ini berhubungan dengan suatu metode 5	

ekstraksi isoflavon aglikon, yaitu genistein, daidzein 

dan glisitein dari kedelai dan produk turunan dari 

kedelai tersebut yang telah mengalami fermentasi 

(misalnya, tempe). 

 10	

Latar Belakang Invensi 

 Kedelai adalah bahan makanan yang paling banyak 

diteliti. Data epidemiologi menyatakan bahwa 

mengkonsumsi kedelai akan menurunkan angka kejadian 

penyakit-penyakit kronis. Makanan dari kedelai banyak 15	

dikonsumsi oleh masyarakat dari Asia termasuk 

diantaranya Cina, Jepang dan juga Indonesia. Angka 

kejadian penyakit kronis seperti penyakit jantung dan 

kanker yang cukup rendah dihubungkan dengan kebiasaan 

mengkonsumsi makanan yang berasal dari kedelai (Kang et 20	

al, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2010, 

58, 8119 – 8133). 

Kedelai merupakan tanaman yang banyak mengandung 

isoflavon. Isoflavon mempunyai banyak sekali manfaat 

bagi kesehatan. Isoflavon kedelai dapat berikatan dengan 25	

reseptor estrogen sehingga dapat digunakan sebagai 

terapi alternatif dalam terapi yang berhubungan dengan 

kondisi hormon seperti kanker, gejala menopause, 

penyakit kardiovaskuler dan osteoporosis. Isoflavon 

kedelai mempunyai efek menurunkan kadar kolesterol. 30	

Studi epidemiologi menyatakan konsumsi kedelai yang 

rutin akan menurunkan resiko terkena kanker prostat, 

kanker payudara dan kanker kolon serta memperbaiki 

memori otak (Yuliani et al, Oriental Journal of 
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Chemistry, 2016, 32 (3), 1619-1624). Isoflavon juga 

berperan dalam penyembuhan luka diabetes dan mempunyai 

efek anti-inflamasi (Miyazaki et al, Skin Pharmacology 

and Applied Skin Physiology, 2002, 15, 175 -183) 

Isoflavon adalah flavonoid utama yang ditemukan 5	

dalam biji kedelai. Isoflavon dibagi dalam 4 golongan 

besar yaitu aglikon, glukosida, malonilglukosida dan 

asetilglukosida. Tiga isoflavon aglikon yang banyak 

terkandung dalam kedelai adalah genistein, daidzein dan 

glisitein. Ketiga isoflavon aglikon inilah yang banyak 10	

mempunyai aktivitas biologi seperti tersebut di atas. 

Jumlah isoflavon dalam kedelai dan produk makanan 

turunan dari kedelai tersebut banyak dipengaruhi oleh 

genotipe tanaman, budidaya tanaman kedelai, pemanenan, 

penanganan pasca panen, penyimpanan, cuaca, pengolahan 15	

kedelai dan kondisi proses ekstraksi (Lakshmi et al, 

Separation Science and Technology, 2013, 46, 166 -174). 

Proses fermentasi seperti yang dilakukan pada tempe akan 

meningkatkan kadar isoflavon aglikon dalam bahan (Hong 

et al, Asian Journal of Animal and Veterinary Advances, 20	

2012, 7 (6), 502 – 511) 

Invensi sebelumnya yang pernah ada terkait invensi 

ini adalah US Paten no 5.702.752 oleh Eric T. Gugger dan 

Daniel G. Duepen mengenai pemisahan isoflavon dengan 

menggunakan pemanasan, proses selanjutnya dilakukan 25	

ultrafiltrasi dan kemudian didinginkan sehingga fraksi 

isoflavon mengkristal. United State Paten No 5.679.806 

oleh Bo Lin Zheng dkk mengenai isolasi isoflavon, 

fraksinasi berdasar jenis isoflavon dan menghidrolisis 

isoflavon glikosida menjadi isoflavon aglikonnya. United 30	

State Patent No 6.228.993 B1 oleh Konwinski dkk mengenai 

proses ekstraksi mulai dari defatisasi menggunakan 

heksan, ekstraksi dengan etanol dan proses pasteurisasi 

sehingga kandungan isoflavon produk menjadi 8 kali 
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semula. Paten US 2001/0003781 A1 oleh Thomas A Dobbins 

mengenai proses ekstraksi mulai dari defatisasi 

menggunakan heksan, ekstraksi dengan etanol, penyesuaian 

pH dan temperature sehingga kandungan isoflavon produk 

bisa mencapai 40%. 5	

Invensi ini mengusulkan suatu proses ekstraksi 

isoflavon aglikon (genistein, daidzein dan glisitein) 

menggunakan teknik maserasi terhadap kedelai dan produk 

turunan dari kedelai tersebut (tempe) dengan melewati 

proses defatisasi menggunakan petroleum eter sehingga 10	

menghasilkan ekstrak kedelai terstandar genistein dan 

daidzein. 

 

Uraian Singkat Invensi 

Tujuan dari invensi ini adalah mengekstraksi 15	

isoflavon aglikon genistein dengan jumlah maksimum.

 Tujuan selanjutnya dari invensi ini adalah 

mengekstraksi isoflavon aglikon daidzein dengan jumlah 

maksimum. 

Tujuan selanjutnya dari invensi ini adalah 20	

menghasilkan ekstrak kedelai dan turunan dari kedelai 

tersebut terstandar genistein dan daidzein. 

Tujuan-tujuan tersebut di atas diselesaikan oleh 

invensi ini yang menyediakan suatu proses ekstraksi 

isoflavon aglikon terstandar genistein dan daidzein. 25	

Proses didahului dengan fermentasi kedelai menggunakan 

ragi Rhizopus sp. Ekstraksi/isolasi didahului dengan 

menghancurkan kedelai atau produk turunan dari kedelai 

tersebut menjadi kecil. Kedelai atau turunan dari 

kedelai tersebut yang telah hancur kemudian didefatisasi 30	

dengan menggunakan petroleum eter. Serbuk kedelai atau 

turunan dari kedelai tersebut dipisahkan dari petroleum 

eter dan dikeringkan. Serbuk hasil defatisasi yang telah 

kering dihaluskan kembali sampai ukuran tertentu 
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kemudian dimaserasi menggunakan etanol dengan kadar 

tertentu selama waktu tertentu. Maserat yang dihasilkan 

dikentalkan dengan rotary evaporator. Maserat kental 

kemudiaan diekstraksi kembali dengan metode ekstraksi 

liquid-liquid menggunakan etil asetat dan air. Fraksi 5	

etil asetat dikeringkan sehingga membentuk ekstrak 

kering yang kaya akan isoflavon aglikon. Ekstrak yang 

telah kering kemudian ditetapkan kadar genistein dan 

daidzein di dalamnya menggunakan kromatografi cair 

kinerja tinggi. 10	

 

Uraian Lengkap Invensi 

Seperti telah diuraikan pada latar belakang, telah ada 

beberapa invensi mengenai isolasi isoflavon dari 

kedelai. Invensi-invensi tersebut melakukan isolasi 15	

dengan menggunakan maserasi yang disertai pemanasan pada 

suhu tertentu setelah sebelumnya dilakukan defatisasi 

dengan heksan. Untuk meningkatkan kandungan isoflavon 

aglikon dilakukan dengan hidrolisis isoflavon glikosida. 

Dan terakhir dilakukan pendinginan untuk mengkristalkan 20	

isoflavon aglikon. 

 

Invensi ini mengajarkan suatu proses ekstraksi/isolasi 

isoflavon aglikon dari kedelai dan produk turunan dari 

kedelai tersebut (tempe). Tahap-tahapnya mencakup proses 25	

penyiapan dan fermentasi kedelai, proses defatisasi 

menggunakan petroleum eter dan mengeringkannya kembali, 

proses maserasi menggunakan etanol, proses pemekatan 

kandungan isoflavon aglikon yang dilakukan dengan cara 

fraksinasi menggunakan etil asetat. Standardisasi 30	

kandungan produk dilakukan dengan menggunakan metode 

kromatografi Cair Kinerja Tinggi. 
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Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai mencakup 

beberapa tahap sebagai berikut. 

 

Pertama adalah tahap penyiapan bahan baku dari kedelai. 

Kedelai diolah terlebih dahulu dengan mencucinya 5	

menggunakan air. Kedelai kemudian direndam dalam air 

selama 12 – 18 jam supaya melunak dan dapat dilepaskan 

kulitnya dengan mudah. Kedelai yang telah dikelupas 

kulitnya kemudian direbus. Kedelai kemudian ditiriskan 

dan diangin-anginkan sampai dingin. Kedelai yang telah 10	

dingin kemudian dicampur dengan ragi. Ragi yang 

digunakan adalah ragi tempe yang mengandung Rhizopus sp. 

 

Kedelai yang telah dicampur dengan ragi kemudian 

dimasukkan ke dalam plastik. Kedelai yang telah dicampur 15	

ragi Rhizopus sp didiamkan selama tiga hari hingga jamur 

Rhizopus memenuhi kedelai sehingga terbentuk bahan baku. 

Fungsi dari penambahan ragi Rhizopus ke dalam kedelai 

adalah untuk meningkatkan kandungan isoflavon aglikon, 

baik genistein, daidzein maupun glisitein. 20	

 

Tahap selanjutnya adalah pembentukan bahan baku kering 

dari bahan baku. Bahan baku berupa kedelai yang telah 

dipenuhi dengan jamur Rhizopus sp dipotong kecil-kecil. 

Bahan baku tersebut dikeringkan pada suhu 50⁰ C selama 25	

minimal 24 jam dengan menggunakan oven. Bahan baku 

tersebut selanjutnya dikeluarkan dari oven sehingga 

menjadi bahan baku kering. Kondisi bahan baku kering 

yang benar-benar kering ditandai dengan mudah 

dihancurkannya bahan baku kering tersebut apabila 30	

diremas dengan menggunakan tangan. 

 

Selanjutnya adalah tahap pembentukan bahan baku partikel 

dari bahan baku kering dengan cara mengecilkan ukuran 
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bahan baku kering tersebut menjadi kurang dari sama 

dengan 0,6 mm. Bahan baku kering berupa tempe yang telah 

kering kemudian dikecilkan ukuran partikelnya 

menggunakan blender. Setelah diblender, bahan baku 

kering tersebut diayak hingga ukuran maksimal 0,6 mm. 5	

Langkah ini dilakukan berulang-ulang sampai semua bahan 

baku yang diblender mencapai ukuran 0,6 mm sehingga 

menjadi bahan baku partikel. Disukai semakin kecil 

ukuran bahan baku partikel akan semakin baik karena 

permukaan bahan baku partikel yang kontak dengan pelarut 10	

semakin besar. 

 

Selanjutnya adalah tahap pembentukan bahan baku ter-

defatisasi dari bahan baku partikel melalui proses 

defatisasi bahan baku partikel tersebut menggunakan 15	

petroleum eter. Rasio bahan baku partikel berupa serbuk 

tempe dan petroleum eter yang digunakan adalah 1:2, 

dimana untuk setiap 100 gram bahan baku partikel 

dibutuhkan kurang lebih 200 mL petroleum eter. Bahan 

baku partikel yang telah ditambah dengan petroleum eter 20	

diletakkan pada shaker yang diatur dengan kecepatan 155 

rpm selama 24 jam. 

 

Duapuluh empat jam kemudian, pisahkan petroleum eter 

dari bahan baku partikel. Bahan baku partikel kemudian 25	

dikeringkan menggunakan oven pada suhu 50⁰ C selama 

minimal 24 jam sampai bahan baku partikel tersebut 

menjadi kering membentuk bahan baku ter-defatisasi. 

Bahan baku ter-defatisasi yang dihasilkan sudah tidak 

mengandung lemak lagi sehingga memudahkan dalam 30	

melakukan ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai. 

 

Tahap selanjutnya adalah pembentukan bahan baku ter-

maserasi dari bahan baku ter-defatisasi melalui proses 
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maserasi bahan baku ter-defatisasi tersebut menggunakan 

petroleum eter. 

 

Bahan baku ter-defatisasi berupa serbuk kering tempe 

yang telah mengalami defatisasi tersebut diekstraksi 5	

menggunakan metode ekstraksi solid-liquid yaitu metode 

maserasi menggunakan pelarut etanol. Rasio bahan baku 

ter-defatisasi dan etanol yang digunakan dalam minimal 

1:3, yang berarti untuk 100 g bahan baku terdefatisasi 

dibutuhkan minimal 300 mL etanol. Semakin banyak etanol 10	

yang dipergunakan akan semakin banyak isoflavon aglikon 

yang tersari ke dalam pelarut etanol. Maserasi dilakukan 

selama 4,5 – 6 jam pada shaker yang diatur pada 

kecepatan putar 155 rpm pada suhu ruangan sehingga 

terbentuk bahan baku ter-maserasi. 15	

 

Lebih lanjut adalah tahap pembentukan larutan kental 

dari bahan baku ter-maserasi melalui proses pemisahan 

bahan baku ter-maserasi tersebut dari petroleum eter, 

pengeringan bahan baku ter-maserasi tersebut dengan 20	

menggunakan oven pada suhu 50⁰	 C selama 24 jam, 

pengekstraksian bahan baku ter-maserasi dengan metode 

maserasi dengan cara mengadukkan selama 4,5 – 6 jam 

bahan baku ter-maserasi tersebut dengan pelarut etanol 

dengan perbandingan bahan baku ter-maserasi dan pelarut 25	

etanol sekurang-kurangnya satu banding tiga menggunakan 

shaker pada putaran 155 rpm, dan penguapan pelarut 

etanol dari bahan baku ter-maserasi tersebut hingga 90% 

menggunakan rotary evaporator dengan tekanan 175 mbar, 

sehingga terbentuk larutan kental. 30	

 

Selanjutnya tahap pembentukan ekstrak kental dari 

larutan kental dengan cara menguapkan larutan kental 

tersebut dengan oven pada suhu 50⁰	C sampai kental. 
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Lebih lanjut adalah tahap pembentukan fraksi etil asetat 

dari ekstrak kental dengan cara fraksinasi ekstrak 

kental tersebut menggunakan metode ekstraksi liquid-

liquid menggunakan pelarut etil asetat dengan 5	

perbandingan ekstrak kental dan pelarut etil asetat satu 

berbanding limabelas. 

 

Ekstrak kental tersebut difraksinasi untuk meningkatkan 

kadar isoflavon aglikon. Fraksinasi dilakukan dengan 10	

metode ekstraksi liquid-liquid menggunakan etil asetat 

dan air. Satu bagian ekstrak kental ditambah dengan 

masing-masing 15 bagian etil asetat dan air, hal ini 

berarti untuk setiap 1 gram ekstrak kental ditambah 15 

mL etil asetat dan 15 mL air. Setelah ditambah dengan 15	

etil asetat dan air, campuran kemudian dikocok-kocok dan 

bagian etil asetat dikumpulkan sehingga membentuk fraksi 

etil asetat.  

 

Terakhir adalah tahap pembentukan ekstrak kering dari 20	

fraksi etil asetat dengan cara menguapkan fraksi etil 

asetat tersebut pada oven dengan suhu 50⁰ C. 
 

Sementara metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe 

mencakup beberapa tahap sebagai berikut. 25	

 

Yang pertama adalah tahap pembentukan bahan baku kering 

kedua dari tempe. Tempe tersebut dikeringkan pada suhu 

50⁰ C selama minimal 24 jam dengan menggunakan oven. 

Tempe tersebut selanjutnya dikeluarkan dari oven 30	

sehingga menjadi bahan baku kering kedua. Kondisi bahan 

baku kering kedua yang benar-benar kering ditandai 

dengan mudah dihancurkannya bahan baku kering kedua 

tersebut apabila diremas dengan menggunakan tangan. 



9	
	

 

Selanjutnya adalah tahap pembentukan bahan baku partikel 

kedua dari bahan baku kering kedua dengan cara 

mengecilkan ukuran bahan baku kering kedua  tersebut 

menjadi kurang dari sama dengan 0,6 mm. Bahan baku 5	

kering kedua berupa tempe yang telah kering kemudian 

dikecilkan ukuran partikelnya menggunakan blender. 

Setelah diblender, bahan baku kering kedua tersebut 

diayak hingga ukuran maksimal 0,6 mm. Langkah ini 

dilakukan berulang-ulang sampai semua bahan baku kering 10	

kedua yang diblender mencapai ukuran 0,6 mm sehingga 

menjadi bahan baku partikel kedua. Disukai semakin kecil 

ukuran bahan baku partikel kedua akan semakin baik 

karena permukaan bahan baku partikel kedua yang kontak 

dengan pelarut semakin besar. 15	

 

Selanjutnya adalah tahap pembentukan bahan baku ter-

defatisasi kedua dari bahan baku partikel kedua melalui 

proses defatisasi bahan baku partikel kedua tersebut 

menggunakan petroleum eter. Rasio bahan baku partikel 20	

kedua berupa serbuk tempe dan petroleum eter yang 

digunakan adalah 1:2, dimana untuk setiap 100 gram bahan 

baku partikel kedua dibutuhkan kurang lebih 200 mL 

petroleum eter. Bahan baku partikel kedua yang telah 

ditambah dengan petroleum eter diletakkan pada shaker 25	

yang diatur dengan kecepatan 155 rpm selama 24 jam. 

 

Duapuluh empat jam kemudian, pisahkan petroleum eter 

dari bahan baku partikel kedua. Bahan baku partikel 

kedua kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 30	

50⁰ C selama minimal 24 jam sampai bahan baku partikel 
kedua tersebut menjadi kering membentuk bahan baku ter-

defatisasi kedua. Bahan baku ter-defatisasi kedua yang 

dihasilkan sudah tidak mengandung lemak lagi sehingga 
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memudahkan dalam melakukan ekstraksi isoflavon aglikon 

dari tempe. 

 

Tahap selanjutnya adalah pembentukan bahan baku ter-

maserasi kedua dari bahan baku ter-defatisasi kedua 5	

melalui proses maserasi bahan baku ter-defatisasi kedua 

tersebut menggunakan petroleum eter. 

 

Bahan baku ter-defatisasi kedua berupa serbuk kering 

tempe yang telah mengalami defatisasi tersebut 10	

diekstraksi menggunakan metode ekstraksi solid-liquid 

yaitu metode maserasi menggunakan pelarut etanol. Rasio 

bahan baku ter-defatisasi kedua dan etanol yang 

digunakan dalam minimal 1:3, yang berarti untuk 100 g 

bahan baku terdefatisasi kedua dibutuhkan minimal 300 mL 15	

etanol. Semakin banyak etanol yang dipergunakan akan 

semakin banyak isoflavon aglikon yang tersari ke dalam 

pelarut etanol. Maserasi dilakukan selama 4,5 – 6 jam 

pada shaker yang diatur pada kecepatan putar 155 rpm 

pada suhu ruangan sehingga terbentuk bahan baku ter-20	

maserasi kedua. 

 

Lebih lanjut adalah tahap pembentukan larutan kental 

kedua dari bahan baku ter-maserasi kedua melalui proses 

pemisahan bahan baku ter-maserasi kedua tersebut dari 25	

petroleum eter, pengeringan bahan baku ter-maserasi 

kedua tersebut dengan menggunakan oven pada suhu 50⁰	 C 

selama 24 jam, pengekstraksian bahan baku ter-maserasi 

kedua dengan metode maserasi dengan cara mengadukkan 

selama 4,5 – 6 jam bahan baku ter-maserasi kedua 30	

tersebut dengan pelarut etanol dengan perbandingan bahan 

baku ter-maserasi kedua dan pelarut etanol sekurang-

kurangnya satu banding tiga menggunakan shaker pada 

putaran 155 rpm, dan penguapan pelarut etanol dari bahan 
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baku ter-maserasi kedua tersebut hingga 90% menggunakan 

rotary evaporator dengan tekanan 175 mbar, sehingga 

terbentuk larutan kental kedua. 

 

Selanjutnya tahap pembentukan ekstrak kental kedua dari 5	

larutan kental kedua dengan cara menguapkan larutan 

kental kedua tersebut dengan oven pada suhu 50⁰	 C sampai 

kental. 

 

Lebih lanjut adalah tahap pembentukan fraksi etil asetat 10	

kedua dari ekstrak kental kedua dengan cara fraksinasi 

ekstrak kental kedua tersebut menggunakan metode 

ekstraksi liquid-liquid menggunakan pelarut etil asetat 

dengan perbandingan ekstrak kental kedua dan pelarut 

etil asetat satu berbanding limabelas. 15	

 

Ekstrak kental kedua tersebut difraksinasi untuk 

meningkatkan kadar isoflavon aglikon. Fraksinasi 

dilakukan dengan metode ekstraksi liquid-liquid 

menggunakan etil asetat dan air. Satu bagian ekstrak 20	

kental kedua ditambah dengan masing-masing 15 bagian 

etil asetat dan air, hal ini berarti untuk setiap 1 gam 

ekstrak kental kedua ditambah 15 mL etil asetat dan 15 

mL air. Setelah ditambah dengan etil asetat dan air, 

campuran kemudian dikocok-kocok dan bagian etil asetat 25	

dikumpulkan sehingga membentuk fraksi etil asetat kedua.  

 

Terakhir adalah tahap pembentukan ekstrak kering kedua 

dari fraksi etil asetat kedua dengan cara menguapkan 

fraksi etil asetat kedua tersebut pada oven dengan suhu 30	

50⁰ C. 
 

Standardisasi produk yang dilakukan adalah dengan cara 

menetapkan kadar genistein dan daidzein dalam ekstrak 
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kering pertama (kedelai) maupun ekstrak kering kedua 

(tempe). Penetapan kadar dilakukan dengan kromatografi 

cair kinerja tinggi. Kolom yang digunakan adalah kolom 

C18, fase gerak metanol:air (70:30) dan kecepatan alir 

0,6 ml/menit. Detektor yang digunakan adalah UV 261 nm.  5	

 

Ekstrak kering pertama (kedelai) maupun ekstrak kering 

kedua (tempe) yang dihasilkan merupakan serbuk kering 

dengan warna kuning muda, kadar air < 5%, kadar 

genistein tidak kurang dari 175 mg% dan kadar daidzein 10	

tidak kurang dari 125 mg%. Ekstrak kering pertama 

(kedelai) maupun ekstrak kering kedua (tempe) ini siap 

diformulasikan lebih lanjut menjadi produk lain dengan 

kandungan isoflavon aglikon yang terstandar. 

 15	

Penjelasan tersebut diatas dimaksudkan sebagai 

ilustrasi terhadap perwujudan yang disukai dari invensi 

ini. Beberapa modifikasi dapat dilakukan tanpa 

meninggalkan semangat dari invensi ini, dimana 

perwujudannya tercakup dalam klaim-klaim berikut ini. 20	

 

 

 

 

 25	

 

 

 

 

 30	
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Klaim 

1. Suatu metode ekstraksi isoflavon aglikon dari 

kedelai yang mencakup: 

~ penyiapan bahan baku dari kedelai melalui proses 

pencucian dan perendaman kedelai tersebut dalam 5	

wadah berisi air bersih selama 12 – 18 jam, 

pemasakan kedelai tersebut, fermentasi kedelai 

tersebut dengan ragi Rhizopus sp, dan mendiamkan 

kedelai tersebut selama 3 hari; 

~ pembentukan bahan baku kering dari bahan baku 10	

dengan cara memasukkan bahan baku tersebut ke 

dalam oven pada suhu 50⁰ C selama 24 jam; 
~  pembentukan bahan baku partikel dari bahan baku 

kering dengan mengecilkan ukuran bahan baku kering 

tersebut menjadi kurang dari sama dengan 0,6 mm 15	

dengan cara di-blender; 

~ pembentukan bahan baku ter-defatisasi dari bahan 

baku partikel melalui proses defatisasi bahan baku 

partikel tersebut menggunakan petroleum eter 

dengan perbandingan bahan baku partikel dan 20	

petroleum eter sebesar satu banding dua; 

~ pembentukan bahan baku ter-maserasi dari bahan 

baku ter-defatisasi melalui proses maserasi bahan 

baku ter-defatisasi tersebut menggunakan petroleum 

eter selama 24 jam dengan meletakkan bahan baku 25	

ter-defatisasi tersebut di atas shaker yang diatur 

pada putaran 155 rpm; 

~ pembentukan larutan kental dari bahan baku ter-

maserasi melalui proses: 

~ pemisahan bahan baku ter-maserasi tersebut 30	

dari petroleum eter; 

~ pengeringan bahan baku ter-maserasi 

tersebut dengan menggunakan oven pada suhu 

50⁰	C selama 24 jam; 
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~ pengekstraksian bahan baku ter-maserasi 

dengan metode maserasi dengan cara 

mengadukkan selama 4,5 – 6 jam bahan baku 

ter-maserasi tersebut dengan pelarut etanol 

dengan perbandingan bahan baku ter-maserasi 5	

dan pelarut etanol sekurang-kurangnya satu 

banding tiga menggunakan shaker pada 

putaran 155 rpm; 

~ penguapan pelarut etanol dari bahan baku 

ter-maserasi tersebut hingga 90% 10	

menggunakan rotary evaporator dengan 

tekanan 175 mbar; 

 

~ pembentukan ekstrak kental dari larutan kental 

dengan cara menguapkan larutan kental tersebut 15	

dengan oven pada suhu 50⁰	C sampai kental; 

 

~ pembentukan fraksi etil asetat dari ekstrak kental 

dengan cara fraksinasi ekstrak kental tersebut 

menggunakan metode ekstraksi liquid-liquid 20	

menggunakan pelarut etil asetat dan air dengan 

perbandingan ekstrak kental terhadap pelarut etil 

asetat dan air satu berbanding limabelas; dan 

 

~ pembentukan ekstrak kering dari fraksi etil asetat 25	

dengan cara menguapkan fraksi etil asetat tersebut 

pada oven dengan suhu 50⁰ C. 
 

2. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 30	

tersebut mempunyai warna kuning. 
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3. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 

tersebut mempunyai kadar air < 5%. 

 

4. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 5	

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 

tersebut mengandung sedikitnya 175 mg% genistein. 

 

5. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 10	

tersebut mengandung sedikitnya 125 mg% daidzein. 

 

6. Suatu metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe 

yang mencakup: 

~ pembentukan bahan baku kering kedua dari tempe 15	

dengan cara memasukkan tempe tersebut ke dalam 

oven pada suhu 50⁰ C selama 24 jam; 
~  pembentukan bahan baku partikel kedua dari bahan 

baku kering kedua dengan mengecilkan ukuran bahan 

baku kering kedua tersebut menjadi kurang dari 20	

sama dengan 0,6 mm dengan cara di-blender; 

~ pembentukan bahan baku ter-defatisasi kedua dari 

bahan baku partikel kedua melalui proses 

defatisasi bahan baku partikel kedua tersebut 

menggunakan petroleum eter dengan perbandingan 25	

bahan baku partikel kedua dan petroleum eter 

sebesar satu banding dua; 

~ pembentukan bahan baku ter-maserasi kedua dari 

bahan baku ter-defatisasi kedua melalui proses 

maserasi bahan baku ter-defatisasi tersebut 30	

menggunakan petroleum eter selama 24 jam dengan 

meletakkan bahan baku ter-defatisasi kedua 

tersebut di atas shaker yang diatur pada putaran 

155 rpm; 
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~ pembentukan larutan kental kedua dari bahan baku 

ter-maserasi kedua melalui proses: 

~ pemisahan bahan baku ter-maserasi kedua 

tersebut dari petroleum eter; 

~ pengeringan bahan baku ter-maserasi kedua 5	

tersebut dengan menggunakan oven pada suhu 

50⁰	C selama 24 jam; 

~ pengekstraksian bahan baku ter-maserasi 

kedua dengan metode maserasi dengan cara 

mengadukkan selama 4,5 – 6 jam bahan baku 10	

ter-maserasi kedua tersebut dengan pelarut 

etanol dengan perbandingan bahan baku ter-

maserasi kedua dan pelarut etanol sekurang-

kurangnya satu banding tiga menggunakan 

shaker pada putaran 155 rpm; 15	

~ penguapan pelarut etanol dari bahan baku 

ter-maserasi kedua tersebut hingga 90% 

menggunakan rotary evaporator dengan 

tekanan 175 mbar; 

 20	

~ pembentukan ekstrak kental kedua dari larutan 

kental kedua dengan cara menguapkan larutan kental 

kedua tersebut dengan oven pada suhu 50⁰	 C sampai 

kental; 

 25	

~ pembentukan fraksi etil asetat kedua dari ekstrak 

kental kedua dengan cara fraksinasi ekstrak kental 

kedua tersebut menggunakan metode ekstraksi 

liquid-liquid dengan menggunakan pelarut etil 

asetat dan air dengan perbandingan ekstrak kental 30	

terhadap pelarut etil asetat dan air satu 

berbanding limabelas; dan 
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~ pembentukan ekstrak kering kedua dari fraksi etil 

asetat kedua dengan cara menguapkan fraksi etil 

asetat kedua tersebut pada oven dengan suhu 50⁰ C. 
 

7. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 5	

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mempunyai warna kuning. 

 

8. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 10	

tersebut mempunyai kadar air < 5%. 

 

9. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mengandung sedikitnya 175 mg% genistein. 15	

 

10. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mengandung sedikitnya 125 mg% daidzein. 

 20	

 

 

 

 

 25	

 

 

 

 

 30	
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Abstrak 

METODE EKSTRAKSI ISOFLAVON AGLIKON DARI KEDELAI 

DAN PRODUK TURUNAN DARI KEDELAI TERSEBUT 

 

Invensi ini menyediakan suatu metode ekstraksi isoflavon 5	

aglikon terstandar genistein dan daidzein. Dimulai 

dengan proses fermentasi kedelai menggunakan ragi 

Rhizopus sp. Selanjutnya menghancurkan kedelai atau 

produk turunan dari kedelai tersebut menjadi kecil yang 

kemudian didefatisasi dengan menggunakan petroleum eter, 10	

dan selanjutnya dikeringkan. Serbuk hasil defatisasi 

dihaluskan kembali sampai ukuran tertentu kemudian 

dimaserasi menggunakan etanol dengan kadar tertentu 

selama waktu tertentu sehingga menghasilkan maserat 

kental yang kemudian diekstraksi kembali dengan metode 15	

ekstraksi liquid-liquid menggunakan etil asetat dan air. 

Fraksi etil asetat dikeringkan sehingga membentuk 

ekstrak kering yang kaya akan isoflavon aglikon. 

 

 20	
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Klaim 
1. Suatu metode ekstraksi isoflavon aglikon dari 

kedelai yang mencakup: 

~ penyiapan bahan baku dari kedelai melalui proses 

pencucian dan perendaman kedelai tersebut dalam 5	

wadah berisi air bersih selama 12 – 18 jam, 

pemasakan kedelai tersebut, fermentasi kedelai 

tersebut dengan ragi Rhizopus sp, dan mendiamkan 

kedelai tersebut selama 3 hari; 

~ pembentukan bahan baku kering dari bahan baku 10	

dengan cara memasukkan bahan baku tersebut ke 

dalam oven pada suhu 50⁰ C selama 24 jam; 
~  pembentukan bahan baku partikel dari bahan baku 

kering dengan mengecilkan ukuran bahan baku kering 

tersebut menjadi kurang dari sama dengan 0,6 mm 15	

dengan cara di-blender; 

~ pembentukan bahan baku ter-defatisasi dari bahan 

baku partikel melalui proses defatisasi bahan baku 

partikel tersebut menggunakan petroleum eter 

dengan perbandingan bahan baku partikel dan 20	

petroleum eter sebesar satu banding dua; 

~ pembentukan bahan baku ter-maserasi dari bahan 

baku ter-defatisasi melalui proses maserasi bahan 

baku ter-defatisasi tersebut menggunakan petroleum 

eter selama 24 jam dengan meletakkan bahan baku 25	

ter-defatisasi tersebut di atas shaker yang diatur 

pada putaran 155 rpm; 

~ pembentukan larutan kental dari bahan baku ter-

maserasi melalui proses: 

~ pemisahan bahan baku ter-maserasi tersebut 30	

dari petroleum eter; 

~ pengeringan bahan baku ter-maserasi 

tersebut dengan menggunakan oven pada suhu 

50⁰	C selama 24 jam; 
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~ pengekstraksian bahan baku ter-maserasi 

dengan metode maserasi dengan cara 

mengadukkan selama 4,5 – 6 jam bahan baku 

ter-maserasi tersebut dengan pelarut etanol 

dengan perbandingan bahan baku ter-maserasi 5	

dan pelarut etanol sekurang-kurangnya satu 

banding tiga menggunakan shaker pada 

putaran 155 rpm; 

~ penguapan pelarut etanol dari bahan baku 

ter-maserasi tersebut hingga 90% 10	

menggunakan rotary evaporator dengan 

tekanan 175 mbar; 

 

~ pembentukan ekstrak kental dari larutan kental 

dengan cara menguapkan larutan kental tersebut 15	

dengan oven pada suhu 50⁰	C sampai kental; 

 

~ pembentukan fraksi etil asetat dari ekstrak kental 

dengan cara fraksinasi ekstrak kental tersebut 

menggunakan metode ekstraksi liquid-liquid 20	

menggunakan pelarut etil asetat dan air dengan 

perbandingan ekstrak kental terhadap pelarut etil 

asetat dan air satu berbanding limabelas; dan 

 

~ pembentukan ekstrak kering dari fraksi etil asetat 25	

dengan cara menguapkan fraksi etil asetat tersebut 

pada oven dengan suhu 50⁰ C. 
 

2. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 30	

tersebut mempunyai warna kuning. 
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3. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 

tersebut mempunyai kadar air < 5%. 

 

4. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 5	

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 

tersebut mengandung sedikitnya 175 mg% genistein. 

 

5. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari kedelai yang 

sesuai dengan Klaim 1, dimana ekstrak kering 10	

tersebut mengandung sedikitnya 125 mg% daidzein. 
 

6. Suatu metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe 

yang mencakup: 

~ pembentukan bahan baku kering kedua dari tempe 15	

dengan cara memasukkan tempe tersebut ke dalam 

oven pada suhu 50⁰ C selama 24 jam; 
~  pembentukan bahan baku partikel kedua dari bahan 

baku kering kedua dengan mengecilkan ukuran bahan 

baku kering kedua tersebut menjadi kurang dari 20	

sama dengan 0,6 mm dengan cara di-blender; 

~ pembentukan bahan baku ter-defatisasi kedua dari 

bahan baku partikel kedua melalui proses 

defatisasi bahan baku partikel kedua tersebut 

menggunakan petroleum eter dengan perbandingan 25	

bahan baku partikel kedua dan petroleum eter 

sebesar satu banding dua; 

~ pembentukan bahan baku ter-maserasi kedua dari 

bahan baku ter-defatisasi kedua melalui proses 

maserasi bahan baku ter-defatisasi tersebut 30	

menggunakan petroleum eter selama 24 jam dengan 

meletakkan bahan baku ter-defatisasi kedua 

tersebut di atas shaker yang diatur pada putaran 

155 rpm; 
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~ pembentukan larutan kental kedua dari bahan baku 

ter-maserasi kedua melalui proses: 

~ pemisahan bahan baku ter-maserasi kedua 

tersebut dari petroleum eter; 

~ pengeringan bahan baku ter-maserasi kedua 5	

tersebut dengan menggunakan oven pada suhu 

50⁰	C selama 24 jam; 

~ pengekstraksian bahan baku ter-maserasi 

kedua dengan metode maserasi dengan cara 

mengadukkan selama 4,5 – 6 jam bahan baku 10	

ter-maserasi kedua tersebut dengan pelarut 

etanol dengan perbandingan bahan baku ter-

maserasi kedua dan pelarut etanol sekurang-

kurangnya satu banding tiga menggunakan 

shaker pada putaran 155 rpm; 15	

~ penguapan pelarut etanol dari bahan baku 

ter-maserasi kedua tersebut hingga 90% 

menggunakan rotary evaporator dengan 

tekanan 175 mbar; 

 20	

~ pembentukan ekstrak kental kedua dari larutan 

kental kedua dengan cara menguapkan larutan kental 

kedua tersebut dengan oven pada suhu 50⁰	 C sampai 

kental; 

 25	

~ pembentukan fraksi etil asetat kedua dari ekstrak 

kental kedua dengan cara fraksinasi ekstrak kental 

kedua tersebut menggunakan metode ekstraksi 

liquid-liquid dengan menggunakan pelarut etil 

asetat dan air dengan perbandingan ekstrak kental 30	

terhadap pelarut etil asetat dan air satu 

berbanding limabelas; dan 
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~ pembentukan ekstrak kering kedua dari fraksi etil 

asetat kedua dengan cara menguapkan fraksi etil 

asetat kedua tersebut pada oven dengan suhu 50⁰ C. 
 

7. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 5	

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mempunyai warna kuning. 

 

8. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 10	

tersebut mempunyai kadar air < 5%. 

 

9. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mengandung sedikitnya 175 mg% genistein. 15	

 

10. Metode ekstraksi isoflavon aglikon dari tempe yang 

sesuai dengan Klaim 6, dimana ekstrak kering kedua 

tersebut mengandung sedikitnya 125 mg% daidzein. 
 20	

 
 
 

 
 25	

 

 

 

 

 30	

 

 


