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ABSTRACT

THE EFFECT OF CORN STARCH MODIFICATION BY FREE
RADICAL GRAFTING (FRG) METHOD USING GALLIC ACID ON THE
INHIBITION OF A-AMILASE AND A-GLUKOSIDASE ENZYME
ACTIVITY

By

TITANIA DWI AMARTA PUTRI

Diabetes mellitus is a disease caused by metabolic disorders that occur in the
pancreas, characterised by hyperglycaemia. One alternative to control blood
glucose levels is to inhibit the performance of a-amylase and a-glucosidase
enzymes. The purpose of this study was to determine the effect of gallic acid
concentration and to determine the best gallic acid concentration conjugated to
corn starch using the Free Radical Grafting method on the inhibition of a-amylase
and o-glucosidase enzyme activity. This study consisted of the process of
conjugating corn starch and gallic acid with Free Radical Grafting and then testing
the total phenol and antioxidant activities. The research was arranged in a non-
factorial Randomized Completed Block Design (RCBD). The study used 5
treatments with the addition of gallic acid concentrations P1 (0%); P2 (0.5%); P3
(1%); P4 (1.5%) and P5 (2%) and 4 replicates. The grafting results were analysed
for total phenolics, inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzyme activities.
The data obtained were tested for data homogeneity, analysed for variance, and
then subjected to a further test of Least Significant Difference (LSD) at the 5%
level. The results showed that the best treatment was found at 2% gallic acid
concentration per weight of corn starch with a total phenol value of 62,97 ppm
(GAE), inhibition of a-amylase enzyme activity of 24.75 mg/dL and a-
glucosidase 96.59%.

Keywords: Gallic acid, free radical grafting, corn starch, a-amylase, a-
glucosidase.
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Diabetes melitus merupakan penyakit yang disebabkan oleh gangguan
metabolisme yang terjadi pada organ pankreas yang ditandai dengan
hiperglikemia. Salah satu alternatif untuk mengendalikan kadar glukosa darah
adalah dengan menghambat kinerja enzim a-amilase dan a-glukosidase. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui pengaruh konsentrasi asam galat serta
mengetahui konsentrasi asam galat terbaik yang dikonjugasikan pada pati jagung
menggunakan metode Free Radical Grafting terhadap penghambatan aktivitas
enzim o-amilase dan o-glukosidase. Penelitian ini terdiri dari, tahapan proses
konjugat pati jagung dan asam galat dengan Free Radical Grafting kemudian
dilakukan uji aktivitas total fenol dan antioksidan. Penelitian disusun dalam
Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) non faktorial. Penelitian
menggunakan 5 perlakuan dengan penambahan asam galat konsentrasi P1 (0%);
P2 (0,5%); P3 (1%); P4 (1,5%) dan P5 (2%) dan 4 ulangan. Hasil grafting
dianalisis total fenol, penghambatan aktivitas enzim o-amilase dan a-glukosidase.
Data yang diperoleh diuji kehomogenan data, dianalisis ragam, kemudian
dilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) taraf %5. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan terbaik terdapat pada konsentrasi asam galat 2%
per berat pati jagung dengan nilai total fenol 62,97 ppm (GAE), penghambatan
aktivitas enzim a-amilase 24.75 mg/dL dan a-glukosidase 96,59%.

Kata Kunci : Asam galat, free radical grafting, , pati jagung, o-amilase, o-
glukosidase
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit yang disebabkan oleh gangguan
metabolisme yang terjadi pada organ pankreas yang ditandai dengan peningkatan
gula darah atau sering disebut dengan kondisi hiperglikemia. Diabetes melitus
(DM) diklasifikasikan menjadi 4 antara lain diabetes tipe 1, diabetes tipe 2,
diabetes tipe spesifik, diabetes melitus gestational (ADA, 2014). Data
International Diabetes Federation (IDF) (2019) menyatakan bahwa jumlah
penderita diabetes di Indonesia diperkirakan mencapai 10,7 juta jiwa dengan
menempati urutan ke-7 tertinggi di dunia. Prevalensi diabetes melitus (DM)
diperkirakan terus mengalami peningkatan di seluruh dunia termasuk Indonesia.
Berdasarkan data riset kesehatan dasar (2018), penduduk Indonesia yang berusia
>15 tahun sebagai penderita diabetes melitus (DM) sebanyak 8,5%. Prevalensi
diabetes tertinggi yang terdiagnosis dokter terdapat di DKI Jakarta (3,4%), DI
Yogyakarta (3,1%), Kalimantan Timur (3,1%), dan Sulawesi Utara (3,0%).
Prevalensi diabetes melitus (DM) di seluruh dunia termasuk Indonesia

diperkirakan akan terus mengalami peningkatan.

Penyakit diabetes melitus (DM) memiliki hubungan yang erat dengan karbohidrat
yang dikonsumsi, khususnya pati yang tinggi dianggap menjadi salah satu faktor
resiko penting terjadinya diabetes melitus (DM). Pati akan dicerna dengan
bantuan enzim a-amilase dan a -glukosidase, lalu diserap dalam bentuk glukosa
yang akan meningkatkan kadar glukosa dalam darah (Febrinda dkk., 2013). Salah
satu alternatif pendekatan yang dapat dilakukan untuk mengendalikan kadar
glukosa darah adalah dengan menghambat kinerja enzim yang bertugas untuk

menghidrolisis karbohidrat menjadi gula sederhana (glukosa), yaitu enzim a-



amilase dan a-glukosidase (Sales et al., 2012). Penghambatan terhadap enzim
yang terlibat pada pencernaan pati di saluran pencernaan menjadi cara penting
untuk mengendalikan gula darah penderita diabetes melitus (DM) (Kalita et al.,
2018).

Penghambatan aktivitas enzim dapat dilakukan dengan menggunakan senyawa
fenolik yang terdapat pada tanaman. Mcdougall et al. (2003) menunjukkan bahwa
senyawa fenolik dari beberapa tanaman mampu menghambat aktivitas enzim o-
amilase dan menghambat enzim o -glukosidase. Penelitian yang dilakukan oleh
Wahyuni (2020) telah membuktikan secara in vitro bahwa senyawa fenolik dari
beberapa tanaman mampu menghambat aktivitas enzim a-amilase. Sumber
senyawa fenolik terdapat pada beberapa jenis tanaman antara lain stroberi dan
rasberi (Mcdougall et al., 2003), daun gandaria (wahyuni, 2020), daun jambu biji
(Akila et al., 2018) dan daun teh (Nadiah et al., 2018). Huafu (2000)
menunjukkan bahwa teh hijau mengadung jumlah katekin tertinggi. Katekin yang
terkandung pada teh yaitu Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin
(EGC), Epicatechin gallate (ECG) dan Epigallocatechin gallate (EGCG).

Nadiah et al. (2018) memaparkan bahwa senyawa fenolik dari berbagai jenis daun
teh (hijau, oolong, dan hitam) memiliki aktivitas penghambatan enzim a-amilase
dan enzim a-glukosidase. Daun teh hijau mengandung jumlah katekin yang lebih
tinggi dari pada teh oolong dan daun teh hitam. Tetapi hanya gallokatekin galat
yang terdapat pada teh hitam. Penelitian yang dilakukan oleh Cirillo et al. (2012)
mengkonjugasikan pati dengan quarcetin menghasilkan antioksidan yang tinggi.
free radical grafting dapat digunakan untuk mengkonjugasikan senyawa fenolik
dan senyawa polisakarida. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui kemampuan pati jagung termodifikasi dengan metode free radical
grafting yang menggunakan asam galat dalam menghambat aktivitas enzim o-

amilase dan enzim a-glukosidase.



1.2. Tujuan Penilitian

Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi asam galat yang dikonjugasikan pada pati
jagung menggunakan metode Free Radical Grafting (FRG) terhadap aktivitas
enzim a-amilase dan a-glukosidase.

2. Mengetahui konsentrasi asam galat yang dapat dikonjugasikan pada pati
jagung dengan metode Free Radical Grafting (FRG) yang dapat
menghasilkan penghambatan tertinggi terhadap enzim a-amilase dan o-

glukosidase.

1.3. Kerangka Pemikiran

Senyawa fenol mampu menghambat aktivitas enzim a-amilase dan a-glukosidase
sehingga dapat mengendalikan hiperglikemia (Ademiluyi dan Oboh, 2013;
Najafian, 2015). Gugus hidroksil pada struktur fenol dapat membentuk ikatan
hidrogen dengan gugus OH yang ada pada sisi aktif asam amino enzim (Ng et al.,
2015). Selain itu, pati dan senyawa fenol dilaporkan mampu membentuk ikatan
kovalen melalui jembatan eter pada C4 karbohidrat dan jembatan H+. Kompleks
antara fenol dan pati tersebut mengakibatkan perubahan struktur molekul pati
sehingga tidak dikenali oleh enzim pencernaan (Deshpande et al., 1982; Griffiths,
1980). Oleh karena fenol menyebabkan perubahan struktur enzim ataupun pati,
maka semakin tinggi total fenol yang terkandung dalam bahan maka efek
penghambatan aktivitas enzim a-amilase dan o —glukosidase dalam memecah pati

menjadi glukosa pun semakin besar.

Penggunaan metode Free Radical Grafting (FRG) diduga dapat bekerja secara
efektif dengan senyawa fenolik sehingga dapat menghambat aktivitas enzim a-
amilase dan a-glukosidase. Cirillo et al. (2012) menggunakan metode Free
Radical Grafting (FRG) dalam mengkonjugasi pati jagung dengan quercetin
membentuk ikatan kovalen. Konjugasi pati jagung —quercetin memiliki beberapa
kelebihan yaitu sifat antioksidan yang tinggi, dapat menghambat terbentuknya

radikal bebas, serta memiliki potensi mencegah panyakit Alzheimer dan diabetes



(Cirillo et al., 2012). Penelitian ini diharapkan dapat mengkonjugasi asam galat ke
pati untuk menghasilkan pati yang dapat menghambat aktivitas enzim a-amilase

dan a-glukosidase sehingga dapat menurunkan daya cerna pati.

1.4. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Terdapat pengaruh konsentrasi asam galat dan pati jagung yang
dikonjugasikan menggunakan metode Free Radical Grafting (FRG)
terhadap penghambatan aktivitas enzim a-amilase dan a-glukosidase.

2. Terdapat konsentrasi asam galat terbaik yang dapat dikonjugasikan pada
pati jagung menggunakan metode Free Radical Grafting (FRG) yang
menghasilkan penghambatan tertinggi terhadap enzim a-amilase dan a-

glukosidase.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Pati Jagung

Pati merupakan homopolimer glukosa dengan ikatan a-glikosidik, yang banyak
terdapat pada tumbuhan terutama pada biji-bijian, umbi-umbian. Sumber pati
utama di Indonesia diperoleh dari jagung, kentang, tapioka, sagu, gandum, dan
lain-lain. Berbagai macam pati tidak sama sifatnya, tergantung dari panjang rantai
atom karbonnya, serta lurus atau bercabang. Secara alami pati merupakan butiran-
butiran kecil yang sering disebut granula. Pati adalah karbohidrat kompleks yang
tidak larut dalam air, berwujud bubuk putih, tawar dan tidak berbau. Pati tersusun
paling sedikit oleh tiga komponen utama yaitu amilosa, amilopektin dan material
antara seperti, protein dan lemak. Pati mengandung 15 — 30% amilosa, 70 — 85%
amilopektin dan 5 — 10% material antara. Amilosa adalah polimer glukosa yang
berantai lurus yang terikat dengan ikatan a-(1,4) sedangkan amilopektin adalah
polimer glukosa yang bercabang dengan ikatan a-(1,4) dan ikatan a-(1,6) sebagai
titik percabangannya (Koswara, 2006). Struktur rantai linier dari molekul amilosa
dapat dilihat pada Gambar 1 dan struktur molekul amilopektin dapat dilihat pada
Gambar 2.
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Gambar 1. Struktur rantai linier dari molekul amilosa.
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Gambar 2. Struktur molekul amilopektin

Menurut Xu et al. (2013) menyatakan bahwa dua varietas pati jaguung yang di
peroleh dari pertanian Southern States dan Pionee memiliki kandungan amilosa
masing masing sebesar 19,9% dan 26,9%. Pada penelitian lain kandungan amilosa
dari varietas pati jagung yang berbeda berkisar antara 16,9% dan 21,3% (Sandhu
et al., 2007). Pati jagung memiliki keunggulan nilai glikemik sebesar 50-90. Nilai
indeks glikemik pati jagung tergolong lebih rendah dibandingkan indeks glikemik
pada beras sebesar 120. Jagung dan produk olahannya sangat dianjurkan bagi
penderita diabetes melitus. Pati memiliki perbedaan bentuk dan ukuran granula

tergantung pada jenis tanamannya Pati umumnya tersusun dari 25% amilosa dan



75% amilopektin. Amilosa merupakan polimer berbentuk panjang dan lurus dan
sedikit cabang (kurang dari 1%) dengan berat molekul 500.000 g/mol

Modifikasi pati adalah cara mengubah struktur dan mempengaruhi ikatan
hidrogen dengan cara terkontrol untuk meningkatkan dan memperluas
kegunaannya. Pati diberi perlakuan tertentu dengan tujuan menghasilkan sifat
yang lebih baik untuk memperbaiki sifat sebelumnya atau untuk merubah sifat
sebelumnya. Perlakuan ini dapat mencakup penggunaan panas, alkali, asam atau
bahan kimia lainnya yang akan menghasilkan gugus kimia baru, perubahan

bentuk, ukuran serta struktur molekul pati (Koswara, 2006).

Pati alami memiliki kekurangan yang sering menghambat dalam proses
pengolahannya. Pati alami memiliki beberapa kekurangan seperti sifat fungsional
swelling volume dan solubility yang rendah dan rentan mengalami retrogradasi
dan stabilitas yang rendah (Subroto, 2021). Modifikasi pati diharapkan dapat
memperbaiki sifat fisik, kimia dan fungsional dari pati alami. Salah satu cara
modifikasi pati secara fisik yang dapat dilakukan untuk mengubah sifat-sifat pati

adalah dengan metode Free Radical Grafting (FRG).

2.2. Asam Galat

Asam galat (3, 4, 5-trihydroxybenzoic acid) adalah senyawa fenolik antioksidan
yang diektrak dari tanaman yang bukan tergolong dalam flavonoid, khususnya
tanaman teh hijau (Lu et al., 2006), yang secara luas digunakan dalam makanan,
obat-obatan, dan kosmetik. Asam galat merupakan salah satu senyawa aktif yang
banyak digunakan dalam bidang medis. Senyawa ini terdapat sebagai metabolit
sekunder pada tanaman (Vazirian et al., 2011). Asam galat dalam tanaman
terdapat pada konsentrasi yang kecil. Senyawa polifenol alami pada tumbuhan
banyak ditemukan dalam kulit buah (Juniadi, 2018), daun teh (Nadiah et al.,
2018), anggur, daun jambu biji, dan buah-buahan (Hala, 2020).

Asam galat merupakan salah satu senyawa fenol yang memiliki aktifitas

antijamur, antivirus, memiliki kemampuan sitotoksik melawan sel kanker tanpa



merusak sel tubuh lainnya. Asam galat memiliki kemampuan sebagai agen
antioksidan lebih kuat dibanding trolox, suatu analog dari vitamin E yang larut
dalam air. Asam galat termasuk dalam golongan antioksidan alami yang sering
digunakan sebagai pengawet makanan. Asam galat sering dijadikan sebagai acuan
dalam banyak penelitian terkait dengan penetapan kandungan fenolik total sebagai

ekivalen kandungan fenolik total bahan yang diuji.

Struktur asam galat memiliki gugus fungsi —OH yang mampu bereaksi dengan
radikal bebas sehingga menghindari proses oksidasi lebih lanjut. Gugus fungsi
dalam struktur asam galat yang bertanggung jawab memberikan aktivitas
antioksidan adalah 3 gugus hidroksil. Menurut Marino et al. (2014), asam galat
mampu bereaksi dengan radikal bebas peroksi dan hidroperoksi yang terbentuk
dari reaksi oksidasi. Radikal asam galat yang terbentuk distabilkan melalui
interaksi dua ikatan hidrogen pada posisi ortho (Badhani et al., 2015). Struktur
asam galat dapat dilihat pada Gambar 3.

HO 0

HO OH

OH

Gambar 3. Struktur Kimia Asam Galat

Senyawa fenolik merupakan terbesar metabolit sekunder pada tanaman. Senyawa
fenolik secara umum memiliki bekterisidal, anti septik, antioksidan, dan
sebagainya (pengelly, 2006). Senyawa fenolik dapat bertindak sebagai antioksidan
untuk mencegah penyakit jantung, mengurangi peradangan, menurunkan kanker
dan diabetes. Antioksidan bermanfaat untuk mencegah terjadinya stress oksidatif
yang dapat menghambat pertumbuhan panyakit seperti diabetes (Sriyadi, 2012),

kanker, stroke dan jantung koroner. Asam galat memiliki khasiat utamanya sebagai



antioksidan. Ekuivalen asam galat merupakan acuan umum untuk mengukur jumlah

senyawa golongan fenolik yang terdapat dalam suatu sampel atau bahan.

2.3. Free Radical Grafting (FRG)

Free Radical Grafting (FRG) adalah salah satu metode untuk menghasilkan
konjugasi antara polisakarida dan senyawa fenolik dengan menggunakan sistem
inisiator redoks. Konjugat polisakarida-polifenol disintesis menggunakan
pasangan redoks, asam askorbat dan H,O, yaitu suatu bahan biokompatibel yang
larut dalam air (Curcio et al., 2009). Pasangan redoks asam askorbat dan H,O,
bereaksi membentuk askorbat dan radikal hidroksil, kemudian radikal hidroksil
menyerang atom-H pada rantai samping molekul polisakarida sehingga
terbentuknya polisakarida makro-radikal, yang selanjutnya bereaksi dengan gugus
cincin pada polifenol untuk membentuk ikatan kovalen. Secara spesifik, bahwa
radikal hidroksil yang dihasilkan oleh interaksi antara komponen pasangan
redoks, dapat menyerang atom-H pada rantai samping R-metilena (CH,) atau

gugus hidroksil (OH) dari gugus hidroksimetilen polisakarida.

Menurut Curcio et al. (2009) Kelebihan dari metode Free Radical Grafting (FRG)
ialah reaksi berlangsung dengan cepat, ramah lingkungan, tanpa penggunaan
pelarut organik dan tidak menghasilkan produk samping berupa senyawa toksik.
Curcio et al. (2009) menggunakan metode Free Radical Grafting (FRG) dalam
mengkonjugasikan pati jagung dengan quercetin membentuk ikatan kovalen
sehingga dihasilkan senyawa yang memiliki beberapa kelebihan yaitu antioksidan
yang tinggi, meghambat terbentuknya radikal bebas, serta memiliki potensi
mencegah penyakit diabetes. Proses konjugasi pati dengan asam galat dapat
dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Proses konjugasi pati dengan asam galat (Queiroz et al., 2019).

Queiroz et al. (2019) melakukan penelitian yaitu menggonjugasikan dextran
dengan asam galat, dengan bantuan H,O, dan asam askorbat akan bereaksi
membentuk radikal hidroksil, kemudian radikal hidroksil menyerang atom-H pada
rantai samping molekul polisakarida sehingga terbentuk polisakarida
makroradikal. Selajutnya akan berikatan dengan gugus aktif pada asam galat.

Sehingga terbentuk konjugat dextran.

2.4. Diabetes Melitus

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit dimana tubuh penderita tidak dapat
mengendalikan tingkat glukosa dalam darah. Penyakit ini disebabkan oleh
gangguan metabolisme yang terjadi pada organ pankreas yang ditandai dengan
peningkatan gula darah, kekurangan insulin menghambat glukosa dalam darah
yang masuk dalam sel, sehingga kadar glukosa dalam pembuluh darah mengalami
peningkatan atau sering disebut dengan kondisi hiperglikemia (ADA, 2014).
Hiperglikemia terjadi karena gangguan sekresi dan aktivitas insulin atau
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keduanya. Penderita DM tipe 2 memiliki kadar gula darah puasa >126 mg/dL dan
kadar gula darah sewaktu dan setelah 2 jam makan > 200 mg/dL.

Diabetes melitus (DM) dibagi menjadi dua tipe yaitu diabetes tipe | dan diabetes
tipe 11. DM tipe | didefinisikan sebagai tipe diabetes yang bergantung pada insulin
atau Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM), sedangkan DM tipe Il
didefinisikan sebagai diabetes yang tidak bergantung pada insulin atau Non
Insulin Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM). Penderita diabetes melitus (DM)
tipe I mengalami kerusakan sel  pankreas yang menghasilkan insulin, akibatnya
sel-sel B pankreas tidak dapat mensekresikan insulin atau hanya dapat
mensekresikan insulin dalam jumlah sedikit. Kerusakan pada sel-sel B pankreas
disebabkan oleh peradangan pada pankreas. Akibat sel-sel B pankreas tidak dapat
membentuk insulin atau insulin hanya ada dalam jumlah sedikit maka penderita
diabetes tipe I ini selalu bergantung pada insulin. Pengobatan DM tipe | dilakukan

dengan pemberian insulin kepada penderita (Purwatresna, 2012).

Penderita diabetes melitus (DM) tipe 1l tidak mengalami kerusakan sel-sel 3
pankreas tetapi insulin yang disekresikan jumlahnya menurun. Penurunan tersebut
disertai defisiensi insulin hingga resistensi insulin. DM tipe Il umumnya
disebabkan oleh obesitas atau kelebihan berat badan. Pengobatan DM tipe |1
dilakukan dengan pengaturan pola makan dan olahraga, namun dapat pula diobati
dengan obat-obat antidiabetes. DM tipe 2 inilah yang banyak diderita oleh
masyarakat (Jafar, 2009).

Menurut Waspadji (2009), pengelolaan diabetes melitus (DM) dapat dilakukan
dalam jangka pendek ataupun jangka panjang. Pengelolaan jangka pendek
bertujuan untuk menghilangkan keluhan atau gejala DM dan mempertahankan
rasa nyaman dan sehat. Pengelolaan jangka panjang bertujuan untuk mencegah
penyakit baik makroangiopati/pembuluh darah besar (jantung),
mikroangiopati/pembuluh darah kecil (ginjal dan retina mata), maupun
neuropati/sistem saraf perifer dengan tujuan akhir menurunkan morbiditas dan

mortalitas DM.
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2.5. Enzim a-Amilase dan a-Glukosidase

Enzim a-amilase adalah endoenzim yang bekerja dengan menghidroslisis pati
pada ikatan a-1,4 glukosidik menjadi monosakarida dan disakarida. Enzim a-
amilase akan memutus ikatan a-1,4 bagian dalam molekul baik pada amilosa
maupun pada amilopektin. Enzim a-amilase bersifat stabil pada kisaran pH antara
5,5-8,0. Kerja enzim a-amilase pada molekul amilosa meliputi dua tahap. Pertama,
degradasi amilosa menjadi maltotriosa yang terjadi secara cepat. Tahap kedua
terjadi pembentukan glukosa dan maltosa sebagai hasil akhir. Proses ini
berlangsung dengan sangat lambat. Hidrolisa enzim a-amilase pada molekul
amilopektin akan menghasilkan glukosa, maltosa, dan a-limit dekstrin (Winarno,
1989).

Enzim a-glukosidase (EC 3.2.1.20) adalah enzim yang mengkatalisasi pemecahan
ikatan 1,4 a-glikosida pada ujung non pereduksi dari maltooligosakarida dengan
melepas a -D-glukosa. Enzim ini juga dapat menghidrolisis secara lambat ikatan
1,6-a-Dglukosidik sehingga dapat melanjutkan kerja a amilase, yaitu
menghidrolisis lanjut a-limit dekstrin menjadi glukosa (Berdanier et al., 2006).
Enzim a-glukosidase termasuk kedalam kelompok enzim eksoamilase (Reddy et
al., 2005). Enzim a-glukosidase merupakan enzim yang mengkatalisis proses
akhir pencernaan karbohidrat pada proses pencernaan dengan hasil akhir berupa
glukosa. Glukosa yang dihasilkan selanjutnya akan diabsorpsi pada lumen usus
halus dan masuk kedalam sirkulasi darah sehingga dapat meningkatkan kadar
glukosa darah (Luo et al., 2012).

Pati adalah karbohidrat yang merupakan polimer glukosa yang terdiri atas amilosa
dan amilopektin yang memiliki karakteristik yang berbeda. Pati akan dicerna oleh
bantuan enzim didalam mulut dan usus menjadi gula sederhana yang kemudian
akan diserap kedalam tubuh dan meningkatkan kadar gula darah. Berdasarkan
mekanisme hidrolisis enzimatis, hanya amilosa yang dapat dihidrolisis oleh enzim
a-amilase dengan memotong ikatan 1,4-glikosidik, sedangkan amilopektin dapat
dihidrolisis oleh enzim a-glukosidase untuk memutus rantai cabangnya yaitu
ikatan 1,6-glikosidik (Wijaya dkk., 2012).
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2.6. Penghambatan Enzim a-Amilase dan a-Glukosidase

Enzim adalah biomolekul berupa protein ysng berperan sebagai katalis atau
senyawa yang dapat mempercepat proses reaksi tanpa habis bereaksi
(Wirahadikusuma, 1989). Kinerja enzim dapat dihambat oleh inhibitor.

Molekul awal yang disebut substrat akan dipercepat proses perubahannya oleh
enzim menjadi molekul lain yang disebut produk. Kinerja dari enzim ini dapat
dihambat oleh inhibitor. Cara kerja inhibitor (penghambat) adalah dengan
menyerang sisi aktif enzim sehingga enzim tidak dapat berikatan dengan substrat
sehingga fungsi kataliknya terganggu (Winarno, 1989).

Penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase merupakan salah satu cara
pengobatan penderita diabetes melitus untuk menurunkan kadar glukosa darah.
Inhibitor a-amilase dan a-glukosidase adalah salah satu agen antidiabetic yang
bekerja dengan cara menghambat kerja enzim a-amilase dan a-glukosidase.
Dengan adanya penghambatan enzim a-amilase dan enzim a-glukosidase akan
berpengaruh terhadap metabolisme didalam saluran pencernaan antara lain
mengganggu atau memperlambat pemecahan karbohidrat sehingga akan
mengurangi ketersediaan kalori atau mempengaruhi sistem glukosa-insulin
(Judgje et al., 2006). Penghambatan terhadap enzim ini menyebabkan
penghambatan absorbsi gukosa sehingga menurunkan keadaan hiperglikemia
setelah makan. Hal ini merupakan sebuah pendekatan terapeutik bagi
hiperglikemia postprandial. Inhibitor a-amilase dan a-glukosidase merupakan
obat antidiabetes oral yang digunakan untuk mengobati diabetes melitus tipe |1
(Sarjono, 2010).

Salah satu penghambatan aktivitas enzim pencernaan adalah senyawa fenolik
yang banyak terdapat pada tanaman (Wahyuntari, 2011). Senyawa fenolik ini
mampu membentuk senyawa kompleks dengan pati. Kompleks antara fenol dan
pati mengakibatkan perubahan struktur molekul pati sehingga tidak dikenali oleh
enzim pencernaan. Hal ini menyebabkan pati tidak dapat dihidrolisis oleh enzim

pencernaan karena sisi aktif enzim tidak dapat mengenali substratnya yaitu



senyawa kompleks yang berbentuk dari pati dan senyawa fenolik (Deshpande,
1982; Griffiths, 1980).
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I11. BAHAN DAN METODE

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian dan
Laboratorium Analisis Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian,
Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Oktober 2021 sampai dengan Desember 2021.

3.2. Alat dan Bahan

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah Pati Jagung (Sigma-
Alderich), Asam galat (Sigma), H,O, food grade (Merck), asam askorbat (Sigma-
Alderich), aquades dan Fe,S0O,.7H,0 (5mM) dan bahan-bahan kimia yang
digunakan untuk analisis antara lain enzim a-amilase (Sigma, EC 3.2.1.1), enzim
a-glukosidase (Sigma, EC 3.2.1.20), buffer fosfat, starch soluble (Merck),
Na,CO3 2%, reagen DNS (Sigma), HCI, NaOH, kalium natrium tartat tetrahidrat
(Merck), dan substrat PNPG (p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosyde), reagen folin

ciocalteu.

Alat yang digunakan adalah neraca analitik, Erlenmeyer, mikropipet, pipet tip,
magnetic stirer, penjepit, karet gelang, sterofoam, ember, gelas ukur, beaker
glass, labu ukur, tabung dialysis D9527-100ft, vortex (H-VM-400), Erlenmayer
shaker, alumunium foil, penangas air, corong, stopwatch, loyang, Oven, tabung
sentrifuge, sentrifuge (Plc Series), Kuvet, spektrofotometer UV-Vis (Inesa), water

bath, pH meter, glukotest, dan strip test.
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3.3. Metode

Penelitian disusun dalam Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) non-
faktorial dengan 5 perlakuan dan empat kali ulangan. Pada penelitian ini terdapat
lima perlakuan pati-asam galat yang terdiri dari Pati-asam galat 0%. Pati-asam
galat 0,5%, pati-asam galat 1%, pati-asam galat 1,5%, dan pati-asam galat 2%.

Formulasi pati jagung dan asam galat dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Formula pati jagung dan asam galat

Formula Konsentrasi Berat Pati Berat Asam Metode
Asam Galat Jagung Galat (gram) FRG
(terhadap berat (gram)
pati)
P1 0% 25 0 Ya
P2 0,% 25 0,125 Ya
P3 1% 25 0,25 Ya
P4 1,5% 25 0,375 Ya
P5 2% 25 0,5 Ya
PM - 25 - Tidak
Keterangan : P1 : Penambahan asam galat konsentrasi 0% terhadap berat pati
jagung
P2 : Penambahan asam galat konsentrasi 0,5% terhadap berat pati
jagung
P3 : Penambahan asam galat konsentrasi 1% terhadap berat pati
jagung
P4 : Penambahan asam galat konsentrasi 1,5% terhadap berat pati
jagung
P5 : Penambahan asam galat konsentrasi 2% terhadap berat pati
jagung
PM : Pati jagung tanpa penambahan asam galat dan perlakuan
grafting

Kehomogenan data diuji dengan uji Barlett dan kemenambahan data diuji dengan
uji Tuckey. Data dianalisis dengan sidik ragam untuk mendapatkan penduga
ragam galat dan uji signifikan untuk mengetahui pengaruh perlakuan. Untuk
mengetahui perbedaan antar perlakuan data dianalisis lebih lanjut menggunakan
uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5%.
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3.4. Pelaksanaan Penelitian
3.4.1. Pembuatan Senyawa Radikal

Persiapan awal pembuatan senyawa radikal dengan larutan H,O, yang
mengandung asam askorbat dengan mengikuti metode yang digunakan Cirillo et
al. (2012) yang dimodifikasi. Larutan H,O, food grade, Fe,SQO,, aquades, dan
asam askorbat dimasukkan kedalam beaker glass, kemudian diaduk hingga larut.
Diagram alir proses pembuatan larutan H,O, yang mengandung asam askorbat
dan Fe,SO, dapat dilihat pada Gambar 5.

Fe,SO,
0,00014qg

Askorbat
0,59 Asam

Aquades
100mL

Diaduk didalam beaker glass hingga homogen

Larutan H,O, yang
mengandung asam
askorbat dan Fe,SO,

Gambar 5. Proses pembuatan senyawa sumber radikal
Cirillo et al. (2012) dengan modifikasi.

3.4.2. Persiapan Sintesis konjugat pati-asam galat (PG)

Persiapan sintesis konjugat pati-asam galat dilakukan mengikuti metode yang
digunakan Cirillo et al. (2012) dengan sedikit modifikasi. Pati jagung (25 g)
dilarutkan dalam beaker glass 25 ml dengan ditambahkan 100ml aquades ysng
mengandung 1,35 mL H,0,, 0,0014 gram Fe,SO, dan 0,5 gram asam askorbat.
kemudian didiamkan selama 10 menit. Setelah 10 menit, asam galat ditambahkan
ke dalam campuran tersebut dengan jumlah yang berbeda dengan perbandingan

molar rasio pati asam galat masing-masing 0,5%; 1%; 1,5%; dan 2%. Kemudian
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campuran diaduk menggunakan Erlenmeyer shaker pada suhu 25°C selama 24
jam dengan kecepatan 200 rpm. Senyawa hasil reaksi yang diperoleh selanjutnya
dimasukkan ke dalam tabung dialysis (MWCD : 14.000) dan direndam didalam
wadah yang berisi aquades di magnetic stirer pada suhu 20°C selama 48 jam.
Pergantian aquades dilakukan setiap 24 jam. Larutan yang diperoleh selanjutnya
disentrifugasi selama 5 menit. Endapan pati dikeringkan dengan pengering oven
pada suhu 40°C. Diagram alir proses pembuatan konjugat pati-asam galat dengan
metode Free Radical Grafting (FRG) dapat dilihat pada Gambar 6 berikut.
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Pati Jagung
25 gram

Larutan H,0O, yang
mengandung asam Larutan H,0, dan pati
askorbat dan Fe;SO, dicampuran dalam Erlenmeyer
100mL \|/

Campuran disi}npan selama 10
menit pada suhu 25°C

v

Asam galat ditambahan sesuai dengan perlakuan konsentrasi

v

V

v
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0% Asam
galat

0,5% Asam
galat

1% Asam
galat

1,5% Asam
galat

2% Asam
galat

v
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Masing-masing Campuran disimpan pada Erlenmeyer
shaker selama 24jam pada suhu 25°C

!

Campuran dipindahkan kedalam
tabuna Dialysis

\A

Perendaman tabung dialysis dengan magnetic
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Gambar 6. Persiapan sintesis konjugat pati-asam galat menggunakan metode Free
Radical Grafting (FRG).
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3.5. Pengamatan

Pada penelitian ini dilakukan pengamatan terhadap total fenol, penghambatan

aktivitas enzim a-amilase dan penghambatan aktivitas enzim a-glukosidase

3.5.1. Pengujian Total Fenol

Pengujian total fenol yang dilakukan pada penelitian ini adalah dengan metode
Ismail et al. (2012). Tahapan yang dilakukan pada analisis total fenol diawali
dengan menyiapkan konjugat pati-asam galat (sampel) sebanyak 0,2 mL ditambah
dengan 0,2 mL aquades dan 0,2 mL reagen folin ciocalteu, dan kemudian divortex
selama 1 menit. Setelah itu, campuran ditambahkan dengan 4 mL larutan natrium
karbonat (Na,CO3) 2% dan divorteks kembali selama satu menit lalu didiamkan
dalam ruang gelap pada suhu kamar selama 30 menit. Selanjutnya, absorbansi

dibaca pada panjang gelombang 760 nm.

Hasilnya diplotkan terhadap kurva standar asam galat dengan menggunakan
persamaan regresi linier. Hubungan antara konsentrasi asam galat dinyatakan
sebagai sumbu x dan besarnya absorbansi hasil reaksi asam galat dengan pereaksi
Folin-Ciocalteu dinyatakan sebagai sumbu y. Pembuatan kurva standar fenol
dibuat dengan cara menimbang 10 mg bubuk asam galat kemudian dilarutkan
dalam 100 mL aquades. Selanjutnya, dibuat seri pengenceran 0 ppm, 0,5 ppm, 1
ppm, 1,5 ppm, dan 2 ppm, lalu dilakukan perlakuan seperti sampel. Hasil yang

diperoleh diplotkan pada kurva standar, yaitu :

y=ax+c

Keterangan :

y = Absorbansi sampel

x = Konsentrasi ekuivalen asam galat
a = Gradien

¢ = Intersef
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3.5.2. Pengujian Penghambatan Enzim a-Amilase Pengujian penghambatan
aktivitas enzim a-amilase menggunakan metode Thalapaneni et al.
(2008).

a. Persiapan reagen

Larutan pati 1% (Sampel)

Substrat yang digunakan berupa pati 1%. Pati 1% dibuat dari 0,1 g pati dilarutkan
dengan 10 mL aquades, kemudian dipanaskan dalam air mendidih

selama 15 menit, lalu dibiarkan hingga dingin.

Larutan enzim a-amilase 0,5 mg/mL
Enzim a-amilase sebanyak 1g dilarutkan dalam 10 mL buffer fosfat 0,02 M,

lalu dihomogenkan dengan menggunakan stirer.

b. Pengujian penghambatan enzim a-amilase

Larutan konjugat pati-asam galat (sampel) sebanyak 500 p dimasukkan ke dalam
500 pl larutan enzim a-amilase selanjutkan divortex lalu diuji menggunakan
glukotest pada waktu 0 menit dan 60 menit. Strip glukosa dimasukkan ke
glukometer kemudian sampel diteteskan pada zona sampel dengan perlahan
sampai terdengar bunyi klik setelah itu hasil akan muncul pada layar dalam waktu
5 detik, hasil yang muncul kemudian dicatat dan strip dilepaskan dari alat. Secara
otomatis layar akan menunjukkan nilai kadar gula darah. Selain itu, disiapkan satu
tabung reaksi yang akan digunakan sebagai kontrol yang berisi aquades. Lalu
ditambahkan 500 pl larutan enzim a-amilase selanjutkan divorteks lalu diuji
menggunakan glukotest pada waktu 0 menit dan 60 menit. Hasil dibaca dengan
mg/dL.

Peningkatan kadar glukosa setelah inkubasi 60
menit (mg/dL) = No—N;

Keterangan :
N; = nilai kadar gula darah 0 menit (mg/dL)
N.= nilai kadar gula darah 60 menit (mg/dL)



22

Prinsip pemeriksaan pada metode ini adalah strip test diletakkan pada alat, pada
saat sampel diteteskan pada zona reaksi test strip, katalisator glukosa akan
mereduksi glukosa dalam sampel. Intensitas dari elektron yang terbentuk dalam

alat strip setara dengan konsentrasi glukosa dalam sampel (Firgiansyah, 2016).

3.5.3. Pengujian Penghambatan Enzim a-Glukosidase

Pengujian penghambatan aktivitas a-glukosidase ditentukan dengan menggunakan
metode Dewi et al. (2007) yang telah dimodifikasi. Modifikasi yang dilakukan
berupa perubahan volume sampel konjugat pati-asam galat yang digunakan pada

pengujian penghambatan enzim a-glukosidase, yaitu dari 5 pL. menjadi 10 pL.

a. Persiapan reagen

Larutan substrat PNPG (p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosyde) 20 mM
Substrat PNPG (p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosyde) sebanyak 120,6 mg
dilarutkan dalam 20 mL aquades, kemudian dihomogenkan menggunakan stirer.

Larutan enzim a-glukosidase 0,075 U/mL

Enzim a-glukosidase 19,3 U/mg ditimbang sebanyak 0,9 mg, lalu dilarutkan
dalam 10 mL buffer kalium fosfat 0,1 M (pH 7), kemudian dihomogenkan
menggunakan stirer sehingga diperoleh larutan enzim a-glukosidase 1,737 U/mL.
Selanjutnya, larutan enzim a-glukosidase 1,737 U/mL diambil sebanyak 430 pL,
lalu dilarutkan dalam 10 mL buffer kalium fosfat 0,1 M (pH 7) sehingga diperoleh
larutan enzim a-glukosidase 0,075 U/mL.

b. Pengujian penghambatan enzim a-glukosidase

Larutan konjugat pati-asam galat sebanyak 10 uL. ditambahkan campuran reaksi
yang terdiri dari 250 pL PNPG (p-nitrophenyl-a-D-glucopyranosyde) 20 mM, 495
pL buffer fosfat 100 mM (pH 7). Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37°C selama
5 menit, dan reaksi dimulai dengan menambahkan 250 pL a-glukosidase (0,075
unit). Setelah itu, diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 15 menit. Setelah
inkubasi kedua, reaksi dihentikan dengan menambahkan 2 mL Na,CO3 0,1 M,
lalu absorbansinya dibaca dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 400

nm. Selain itu, disiapkan satu tabung reaksi yang akan digunakan sebagai kontrol
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yang berisi aquades. Lalu ditambahkan 250 uLL PNPG 20 mM, 495 uL buffer
fosfat 100 mM (pH 7). Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit,
kemudian ditambahkan 250 pL a-glukosidase. Setelah itu, diinkubasi kembali
pada suhu 37°C selama 15 menit. Setelah inkubasi kedua, reaksi dihentikan
dengan menambahkan 2 mL Na,CO3 0,1 M, lalu absorbansinya dibaca dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 400 nm. Persentase penghambatan

aktivitas a-glukosidase dihitung melalui rumus :

% Penghambatan = [(% ) ] x 100%

Keterangan :
A= Absorbansi larutan sampel

A,= Absorbansi kontrol (tanpa sampel)



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan kesimpulan sebagai berikut :

1. Asam galat yang di konjugasikan dengan pati jagung dengan metode Free
Radical Grafting (FRG) berpengaruh terhadap penghambatan enzim a-amilase
dan a-glukosidase.

2. Konsentrasi asam galat 2% per berat pati jagung menghasilkan total fenol
62,97 ppm GAE, penghambatan aktivitas enzim a-amilase 24.75 mg/dL dan
a-glukosidase 96,59%.

5.2. Saran

Saran dalam penelitian ini adalah perlu dilakukan uji lanjut secara in-vivo dalam
membuktikan bahwa konjugat pati-asam galat dapat menghambat aktivitas enzim
a-amilase dan a-glukosidase sehingga dapat digunakan untuk membantu penderita
diabetes melitus mengatasi hiperglikemia enzim a-amilase dan enzim a-

glukosidase.
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