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ABSTRAK

Biji buah siwalan diketahui memiliki susunan isomer karbohidrat bernama f-pyranosil
yang dapat diidentikkan sebagai glukosamin. Glukosamin banyak diproduksi dari sumber he-
wani yang dapat memberikan efek samping bagi seseorang yang intolerant terhadap protein he-
wani, sehingga diperlukan pengembangan glukosamin nabati seperti biji buah siwalan. Produksi
glukosamin dapat ditingkatkan dengan menambahkan prekursor garam ammonium. Selain itu,
ekstraksi menggunakan pre-treatment Microwave Assisted Extraction (MAE) terbukti dapat menin-
gkatkan rendemen dan kualitas ekstrak. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menge-
tahui perlakuan terbaik dalam produksi glukosamin melalui pre-treatment MAE berdasarkan var-
iasi rasio bahan : prekursor dan lama waktu aplikasi MAE. Rancangan percobaan pada penelitian
ini adalah Rancangan Acak Kelompok dengan 2 faktor perlakuan yaitu rasio bahan : prekursor
NH,CI (b/v) 3 level (1:2; 1:3; dan 1:4) serta waktu aplikasi MAE 3 level (5 menit; 10 menit; dan 15
menit) dengan 2 kali ulangan. Perlakuan terbaik dari hasil ekstraksi glukosamin biji buah siwa-
lan terdapat pada perlakuan rasio bahan : prekursor NH,CI (1:2) dan waktu ekstraksi 10 menit
dimana ekstrak glukosamin terbaik memiliki kadar 380,33 ppm, pH 4,2, dan rendemen 13,69%

Kata kunci : Ammonium Klorida, Kadar Glukosamin, Prekursor NH,Cl, Waktu MAE

ABSTRACT

Siwalan seeds are known to have composition of carbohydrate isomers called p-pyranosil which can
be identified as glucosamine. Glucosamine is widely produced from animal sources which can provide side
effects for someone who intolerance to animal’s protein, so it is necessary to develop vegetable glucosamine
such as from siwalan seeds. Glucosamine production can be increased by adding ammonium salt precur-
sors. In addition, extraction using pre-treatment Microwave Assisted Extraction (MAE) was proven to
increase yield and quality of extract. Therefore, this study was intended to determine the best treatment for
glucosamine production from siwalan seeds through MAE pre-treatment based on variations of material
ratio: precursor and the length of MAE time. The experimental design in this study was a randomized block
design with 2 treatment factors, namely material ratio: precursor NH4Cl (b/v) 3 levels (1:2; 1:3; and 1:4)
and 3 levels of MAE time (5 minutes; 10 minutes; and 15 minutes) with 2 repetitions. The best treatment
of glucosamine extracts of a siwalan seeds was on treatment material ratio: precursor NH4Cl (b/v) (1:2)
and extraction time 10 minutes where the best extract level of glucosamine was 380.33 ppm, pH 4.2, and
yield 13.69%

Keywords : Ammonium Chloride, Glucosamine Content, Precursor NH4Cl, MAE Time
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PENDAHULUAN

Tanaman Siwalan merupakan salah
satu jenis dari palmae yang dapat tumbuh
di daerah kering dan pesisir. Di Indonesia,
tanaman siwalan terutama tumbuh di ba-
gian Timur Pulau Jawa, Madura, Bali, Nusa
Tenggara Barat, dan Nusa Tenggara Timur.
Di pulau Jawa dan Madura luas areal perse-
baran tanaman siwalan mencapai 15000 ha
(Karmawati et al., 2014). Tanaman siwalan
memiliki potensi yang cukup tinggi untuk
dikembangkan. Salah satu bagian tanaman
siwalan yang berpotensi tersebut yakni biji
buah siwalan. Biji buah siwalan memiliki
kandungan gula, gula reduksi, protein, min-
eral, fosfor, besi, vitamin C dan B1 (Rahmah
et al., 2016). Berdasarkan penelitian Keerthi
et al. (2009), ekstrak tepung biji buah siwa-
lan memiliki susunan isomer karbohidrat
yang bernama Tetraglycoside spirostane, yang
mengandung residu berupa tiga a-rhammnosyl
dan satu f-pyranosil. Sesuai dengan perband-
ingan spectra data, bahwasannya f-pyranosil
memiliki struktur yang dapat diidentikkan
dengan glukosamin (glucasaminosyl). Ber-
dasarkan penelitian Rahmah et al. (2016) di-
dapat kandungan glukosamin pada biji buah
siwalan sebesar 964 ppm menggunakan ek-
straksi dengan NH,Cl 1,59 M dan waktu per-
endaman 15 jam. Selain itu, penggunaan pre-
cursor Ammonium klorida 4,5 M dan lama
perendaman 12 jam pada suhu 70 °C meng-
hasilkan kadar glukosamin biji siwalan sebe-
sar 1418,5 ppm; pH sebesar 4,47; rendemen
sebesar 0,450%; dan Loss on Drying sebesar
0,242% (Hajar, 2016).

Produksi glukosamin pun mulai
dikembangkan dan menggunakan berbagai
macam bahan baku baik dari bahan hewani
maupun nabati. Glukosamin banyak diprod-
uksi sebagai prekusor obat untuk penyakit
tulang. Glukosamin banyak diproduksi dari
limbah cangkang crustceae dan antropoda,
dimana sebagian orang intolerant terhadap
produk yang berasal dari hewani. Bagi be-
berapa orang yang memiliki alergi terhadap
produk hewani akan merasakan efek samp-
ing berupa rasa mual, diare, susah perna-
fasan, gatal, bengkak, kram perut, sesak
nafas, kesemutan pada tangan, kaki, bibir,
ataupun kulit kepala (Jarti dan Trisno, 2017).
Oleh karena itu, diperlukan pengembangan
glukosamin yang berasal dari nabati seperti
biji buah siwalan.
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Ekstraksi biji buah siwalan ini meng-
gunakan pre-treatment metode microwave as-
sisted extraction. Metode ini memanfaatkan
radiasi gelombang mikro untuk memanas-
kan pelarut secara efektif sehingga dapat
menarik kandungan pada sampel kedalam
pearut (Deo et al., 2015). Metode MAE da-
pat membantu meningkatkan kadar ekstrak
dalam waktu ekstraksi dan rasio pelarut
yang lebih rendah dibanding dengan kon-
vensional (Langat et al., 2011). Terdapat be-
berapa faktor kritis yang mempengaruhi
ekstraksi glukosamin dengan gelombang
mikro yakni perbandingan antara rasio ba-
han dan pelarut serta lama ekstraksi. Secara
umum, semakin besar perbandingan rasio
bahan dan pelarut maka akan meningkat-
kan jumlah senyawa yang diekstrak (Winata
dan Yunianta, 2015). Meningkatnya waktu
ekstraksi juga akan meningkatkan senyawa
yang diekstrak (Mandal et al., 2007). Metode
ini diharapkan mampu menghasilkan gluko-
samin dengan kadar yang tinggi.

METODE

Bahan baku yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu biji buah siwalan ber-
warna putih, bening, dan tekstur tidak keras
yang diperoleh dari penjual yang berada di
kota Malang, Jawa Timur, dengan umur 3
minggu. Bahan pendukung yang digunakan
antara lain ammonium klorida, aquades (pH
=7), etanol 95%, dan glucosamine hidrochloride
SIGMA-ALDRICH standar, dan asam asetat
glasial.

Alat yang digunakan dalam penelitian
produksi glukosamin dari biji buah siwalan
meliputi microwave, pisau (stainless steel), tim-
bangan, oven (Heraeus), loyang, ayakan 60
mesh, erlenmeyer 50 ml (pyrex), kertas sar-
ing, neraca analitik (AND/Gr-200), labu ta-
kar (pyrex), dan hot plate and stirrer (Labinco).
Selain itu, peralatan yang digunakan pada
analisis penelitian meliputi tabung reaksi
(pyrex), spektrofotometer (Genesys 10 UV),
pH meter (Eutech Ecosa), pipet tetes, pipet
ukur, erlenmeyer 50 ml (pyrex), botol film
negatif, dan beaker glass (pyrex).

Rancangan Percobaan

Proses ekstraksi disusun mengguna-
kan Rancangan Acak Kelompok (RAK) den-
gan 2 faktor perlakuan dimana faktor perta-
ma menggunakan rasio bahan : pelarut (b/v)
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yang terdiri atas 3 level (1:2, 1:3, dan 1:4)) dan
faktor kedua yaitu lama waktu MAE terdiri
atas 3 level (5, 10, dan 15 menit). Masing-
masing perlakuan akan diulang sebanyak 2
kali sehingga didapatkan 18 satuan perco-
baan.

Pelaksanaan Penelitian

Adapun tahapan proses ekstraksi biji
pinang dimulai dari biji buah siwalan diku-
pas dan dicuci hingga bersih. Dihitung bobot
awal dari biji buah siwalan basah. Biji buah
siwalan tersebut dipotong menjadi ukuran
yang lebih kecil. Biji buah siwalan selan-
jutnya dihaluskan menggunakan blender.
Biji buah siwalan ditimbang 25 g sebanyak
18 kali sesuai dengan semua perlakuan. Biji
buah siwalan halus kemudian dimasukkan
pada beaker glass dan ditambahkan dengan
NH,Cl 4,5 M sesuai volume percobaan yakni
1:2;1:3; 1:4, serta diaduk secara merata (25 g
:50 ml; 25 g : 75 ml; dan 25 g : 100 ml). Beaker
glass tersebut kemudian dimasukkan dalam
microwave dengan daya 100 watt pada suhu
55 °C sesuai waktu rancangan penelitian yak-
ni 5 menit, 10 menit, dan 15 menit. Biji buah
siwalan halus tersebut kemudian direndam
aquades 100 ml selama 4 jam. Setelah itu, biji
buah siwalan halus dan filtrat siwalan dipi-
sahkan menggunakan kertas saring. Filtrat
siwalan kemudian dilakukan perhitungan
rendemen, analisis pH, dan analisis kadar
glukosamin untuk menentukan perlakuan
terbaik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar Glukosamin

Hasil analisis sidik ragam (ANOVA)
menunjukkan bahwa faktor rasio bahan :
pelarut dan waktu ekstraksi memberikan
pengaruh signifikan terhadap kadar gluko-
samin. Uji lanjut DMRT menunjukkan bah-
wa masing-masing perlakuan pada kedua
faktor memberikan pengaruh yang signifi-
kan terhadap kadar glukosamin yang telah
dihasilkan. Gambar 1 menunjukkan kadar
glukosamin yang dihasilkan antara 72 ppm
sampai 380,33 ppm. Kadar glukosamin ter-
besar terdapat pada perlakuan rasio 1:2 dan
lama ekstraksi 10 menit. Rasio bahan : pelarut
sebesar 1:2 telah dapat membentuk senyawa
glukosamin secara optimal. Pada rasio terse-
but, jumlah ion NH, memiliki jumlah yang
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sebanding dengan gugus OH- yang akan
digantikan pada molekul glukosa. Namun,
semakin tinggi volume pelarut yang diberi-
kan maka jumlah mol pelarut semakin besar
dan jumlah ion NH, semakin banyak. Hal
ini memungkinkan terjadinya kondisi jenuh
sehingga ion NH, yang berikatan dengan
glukosa terlepas dan menyebabkan kadar
glukosamin yang dihasilkan pada rasio 1:3
dan 1:4 semakin menurun. Waktu ekstraksi
menggunakan metode microwave 10 menit
menghasilkan kadar tertinggi sebesar 380,33
ppm. Hal ini terjadi karena dengan waktu
ekstraksi 5 menit belum memberikan kesem-
patan ion NH, bereaksi sempurna dengan
glukosa pada biji buah siwalan. Akan tetapi
waktu ekstraksi dengan lama 15 menit akan
menyebabkan ikatan antara glukosa dan ion
NH, terlepas sehingga menurunkan kadar
glukosamin. Selain itu, waktu pemanasan
yang terlalu lama dapat mendegradasi sen-
yawa glukosamin yang dihasilkan. Hal ini
sejalan dengan penelitian Farida dan Nisa
(2015) tentang antosianin yang menunjukkan
bahwa dengan rasio 1:20 dan waktu ekstrak-
si dengan metode microwave selama 10 menit
menghasilkan kadar antosianin limbah ku-
lit manggis sebesar 177,56 ppm kemudian
menurun pada rasio 1:30, 1:40 dan waktu ek-
straksi 15 menit.

pH Ekstrak Glukosamin

Hasil perhitungan ANOVA menun-
jukkan bahwa masing-masing perlakuan
yaitu rasio bahan : pelarut dan waktu MAE
tidak memberikan pengaruh signifikan ter-
hadap pH yang dihasilkan. Hal ini diduga
jumlah ion H* yang ada pada larutan gluko-
samin jumlahnya sama. Hal ini sesuai dengan
penelitian Horn dan Walker (2009) bahwa
penambahan konsentrasi pelarut ammoni-
um klorida mempengaruhi pH glukosamin
dimana semakin banyak ion amina yang di-
hasilkan oleh garam ammonium maka nilai
pH dari ekstrak glukosamin akan meningkat.

Berdasarkan Gambar 2 diketahui bila
nilai rerata pH berkisar antara 4,2 sampai 4,9.
Prekursor garam ammonium yang berasal
dari asam kuat (ammonium sulfat dan am-
monium klorida), cenderung menghasilkan
ekstrak glukosamin dengan nilai pH yang
lebih rendah. Hal ini sesuai dengan pernyat-
aan Cargill Incorporated (2006) bahwa nilai
pH glukosamin standar kisaran 3-5. pH glu-
kosamin bersifat asam karena diduga pada
saat reaksi prototropic berlangsung pada
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Tabel 1. Penentuan perlakuan terbaik

Perbandingan Lama Derajat kerapatan Luas Kerapatan Keterangan
rasio bahan: MAE
pelarut (menit) Kadar Rendemen pH L1 L2 Lmaks
1:2 5 0,1893 0,1892 0,8842 0,434 0,083 0,203
1:3 0,2594 0,2593 08750 0,444 0,071 0,185
1:4 0,1762 0,1760 0,8571 0,499 0,089 0,206
1:2 10 1 1 1 0,081 0,006 0,000 Terbaik
1:3 10 0,7020 0,7020 0,9767 0,248 0,020 0,075
1:4 10 0,3953 0,3952 0,8936 0,445 0,060 0,151
1:2 15 0,3427 0,3426 09545 0,413 0,060 0,164
1:3 15 0,2901 0,2900 09130 0414 0,065 0,178
1:4 15 0,2594 0,2593 0,8660 0,477 0,075 0,185
Tabel 2. Parameter perlakuan terbaik
No. Parameter Nilai
1 Kadar glukosamin 380,33 ppm
2 pH 4,2
3 Rendemen 13,69%
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Gambear 1. Rerata kadar glukosamin biji buah siwalan
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Gambar 3. Rerata rendemen glukosamin biji buah siwalan
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pembentukan glukosamin, dihasilkan ion
H* yang berasal dari pemecahan ion ammo-
nium. pH glukosamin dapat dipengaruhi
pH bahan baku buah siwalan sebesar 6,7-6,9
(Alamelumangai et al., 2014; Jamkhande et al.,
2016; A Surapsari, 2019)

Rendemen Glukosamin

Berdasarkan uji ANOVA menunjuk-
kan bahwa faktor rasio bahan : pelarut dan
waktu MAE memberikan pengaruh signifi-
kan terhadap rendemen glukosamin. Uji
lanjut DMRT menunjukkan bahwa masing-
masing perlakuan pada kedua faktor mem-
berikan pengaruh signifikan terhadap kadar
glukosamin. Berdasarkan Gambar 3 rerata
rendemen glukosamin berkisar antara 2,59 %
sampai 13,69%. Rendemen tertinggi dihasil-
kan dari perlakuan rasio 1:2 dan waktu ek-
straksi 10 menit. Rasio bahan: pelarut semak-
in besar menyebabkan penurunan rendemen
ekstrak. Hal ini sesuai dengan kadar gluko-
samin yang dihasilkan, dimana peningkatan
konsentrasi menyebabkan kondisi rawan
pada saat pre-treatment MAE. Hal ini dika-
renakan peningkatan jumlah ion H* dan CI-
pada saat pre-treatment MAE sehingga meng-
ganggu proses pengikatan ion NH, dengan
glukosa membentuk glukosamin. Hal terse-
but mengakibatkan penurunan rendemen
glukosamin yang signifikan.

Peningkatan waktu MAE hingga 10
menit menyebabkan peningkatan rendemen,
namun rendemen mengalami penurunan
ketika waktu pre-treatment MAE dilanjutkan
hingga 15 menit. Hal ini terjadi karena den-
gan waktu ekstraksi 5 menit belum memberi-
kan kesempatan ion NH, bereaksi sempurna
dengan glukosa pada biji buah siwalan. Akan
tetapi waktu ekstraksi dengan lama 15 menit
akan menyebabkan ikatan antara glukosa
dan ion NH, terlepas sehingga menurunkan
rendemen glukosamin. Hal ini sesuai dengan
penelitian Magdalena dan Kusnadi (2015)
bahwa rasio 1:45 menghasilkan rendemen
ekstrak kasar daun gambir sebesar 78,18 %.

Perlakuan terbaik

Penentuan perlakuan terbaik ini di-
lakukan menggunakan metode Multiple
Atributte yakni membangun data rata-rata
hasil setiap pengujian. Adapun hasil penen-
tuan terbaik dapat dilihat pada Tabel 1. Ber-
dasarkan Tabel 1 diketahui bila perlakuan
terbaik diperoleh pada perlakuan dengan
rasio bahan : pelarut (1:2) dan lama waktu
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MAE 10 menit, hal ini ditunjukkan dengan
nilai L1, L2, dan Lmaks yang memiliki nilai
paling minimum dari 9 perlakuan tersebut.
Nilai L1, L2, Lmaks berturut-turut yaitu
0,081; 0,006; 0,000. Parameter perlakuan ter-
baik disajikan pada Tabel 2.

SIMPULAN

Rasio bahan: pelarut dan waktu ek-
straksi memiliki pengaruh yang signifikan
terhadap kadar dan rendemen glukosamin,
tetapi tidak memiliki pengaruh yang signifi-
kan terhadap pH glukosamin. Perbandingan
rasio dan waktu pre-treatment ekstraksi yang
sesuai untuk menghasilkan glukosamin
dengan kualitas terbaik adalah rasio bahan
: pelarut (1:2) dan waktu ekstraksi 10 menit
dengan rincian parameter kadar glukosamin
380,33 ppm, pH 4,2 dan rendemen 13,69%.
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