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ABSTRACT

STUDY OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF GALLIC ACID AND CATECHIN IN
FREE AND BOUND FORMS IN
CORN (Zea mays) STARCH

BY
WINDA VIDYANA

Corn starch modified by conjugation with phenolic compounds such as catechin and gallic
acid has the potential to enhance antioxidant activity. This study aimed to evaluate the
antioxidant activity of free and starch-bound forms of catechin and gallic acid using the Free
Radical Grafting (FRG) method. Antioxidant activity was assessed using DPPH, ABTS, and
TBARS (meat system) methods, and the results were expressed as IC50 values. The research
employed a completely randomized design with six treatments and four replications. The
results showed that phenolic conjugation improved antioxidant activity compared to free forms
and native starch. The best treatment was starch—gallic acid 2% with ICso values of 4.935 ppm
(DPPH), 6.129 ppm (TBARS), and 3.656 ppm (ABTS). These values were significantly lower
than those of the other treatments, indicating high radical scavenging effectiveness. The
increase in antioxidant activity is attributed to the phenolic aromatic groups capable of
donating hydrogen atoms to stabilize free radicals. Phenolic conjugation onto corn starch via
the FRG method resulted in promising antioxidant-rich materials for functional food
development.
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Pati jagung yang dimodifikasi melalui konjugasi dengan senyawa fenolik seperti katekin dan
asam galat berpotensi meningkatkan aktivitas antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi aktivitas antioksidan dari senyawa katekin dan asam galat dalam bentuk bebas
dan terkonjugasi dengan pati jagung menggunakan metode Free Radical Grafting (FRQ).
Penilaian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH, ABTS, dan TBARS (meat
system), yang hasilnya dinyatakan dalam nilai ICso. Penelitian menggunakan Rancangan Acak
Kelompok Lengkap (RAKL) nonfaktorial dengan enam perlakuan dan empat ulangan. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa konjugasi senyawa fenolik meningkatkan aktivitas antioksidan
dibandingkan bentuk bebas maupun pati murni. Perlakuan terbaik diperoleh pada pati—asam
galat 2% dengan nilai ICso masing-masing sebesar 4,935 ppm (DPPH), 6,129 ppm (TBARS),
dan 3,656 ppm (ABTS). Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan dengan bentuk bebas
maupun perlakuan lainnya, yang menunjukkan efektivitas tinggi dalam menangkap radikal
bebas. Mekanisme peningkatan aktivitas antioksidan ini berasal dari gugus aromatik fenol yang
mampu mendonorkan atom hidrogen kepada radikal bebas. Konjugasi fenolik pada pati jagung
melalui metode FRG menghasilkan bahan dengan potensi tinggi sebagai antioksidan alami
dalam pengembangan pangan fungsional.

Kata kunci: bioaktivitas, grafting, radikal bebas, oksidatif, polifenol



KAJIAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN ASAM GALAT DAN KATEKIN DALAM
BENTUK BEBAS DAN TERIKAT PADA
PATI JAGUNG (Zea mays)

Oleh

WINDA VIDYANA

Skripsi
Sebagai Salah Satu Syarat Untuk Mencapai Gelar
SARJANA TEKNOLOGI HASIL PERTANIAN
pada

Jurusan Teknologi Hasil Pertanian
Fakultas Pertanian Universitas Lampung

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



NLA
‘ \IrA $ L;\M}‘U"‘“
.1\ LRSIT. A5 [AMPUTG
HIVERSITA S | aapuns©

i VTR STy R&j NIV RS TR 5
UVERSI TS [ mr'\»\"N\'” POkOk Mahasmwa s 1814051065 "\f ARPUNGEN SR 5

INVERSITAS pAMPUNG

DVERNITAS { Anqpl) \megtamSiudl" J ‘ T TeknolongasﬂPertanlan NOVERSIEYg

.l\'l",ﬂ.‘dTm“ AMPUNN

UVERSTRAG T 4y s NG

,.\\v!-!{ﬁ,,“\r AP
WNERSST LS LANPUNG
IVERSTTH

IVERSIT 4

SEAMPUN
VERCTY .,
AIVERSTTA S 1 angil
kil :
WERSTT
VE§
VER
[
|4
v 3 i

VER STAg LARPUNG
WNERS /TG et
DERSITA S | i

HNERY 7 o LA A0

H>lip, H’AS LANMPOG \4~( A

W&’ AS LAMPAING
“ AS uwﬂ

Fakultas A ':Pertanian'"' S TAMPRG A EappunG

S LANPUDY

NIP. 19680409 199303 1 002 NIP 19680807 199303 1 002

(VRS IAL
¢ *‘H\\m NG ! AR .
um\tkq,, ol N\”\sm JIVE

%
iy e -\-
SpL G na. :
ahasiswa («\Vinda(()l g
) n AT d. ,( AP .
[

EONTAMPUINRS o
\\|\FR\”\ l\il’\[\ i LN ‘l\\ll,‘

Langplnts FANM NG

N ANV S, g Pt 4
IVERSIT 5 ] e T \ T‘NI AMPLME ‘

NV ER ST 5 \\;J!’h”“[

VERS Iy s ,\\w,wc,' 3

BRI ANIHUNG
CIVERS G VRS :
.,/“ e h.shy ST AR L x/\«\[

AnMpIPG
ENVER ST

EAMPONGS = S L AMING

ST ANTUING

{0 1T
B : 5 LA XeCY
NI HTTA G i AN ‘,\1‘.‘ 5
r RS .
N Stk e U.J 1 3_\ l-&&

S Langpue
\A

TPLUNG

RV ST T s
URIVERSITAS A
ONIVERSITA

M
5 l/\i\_:g'

\ Ve u.sm

Dr. Ir. Subeki, M. Sl., M.Sec. Dr. Ir. Tanto Pratondo Utomo, M. St,

URINEIS v A% J LS Fonan A gy ARIBLINGE
MIVERSHY 01 At FAAST A NG BRI K Lyt vl );‘?‘\" Ly “ml\('.
NV TAS S Aiiieh £ | 5 G ,‘.v_';v'.‘],l,;l/ Frage X !1\“‘\”‘\'\\"’11"‘!'\' ]

UNIVERSI (o l s UV REN e s Sy ok NSO ey WINPESTLA G ,MM.,;g
NIV Lm""f"‘-l,z'w-i C R HYERST Y P I s AVERS T4

UNINTRR T e LV J &
LAMINEZ \
UNTVERS i1 ¢ e .-KetuaJunwanTeknolonggxlrenanian g,

T H5T75 VIS P ]
UYL R*"Iqﬂyamm el o b RS A} AT i ST
WMINBRSI ¢ s gt A0 ALY
¢ “N]H'“'“ASLNL

EAMEING
o VIS ERS] ey

MY
onivifis e,
INIRY 4] b5

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

LAMPUT TAST
JIVERSITA, p\]ﬂ : A
LM UN“ ERSITAg u“p\'ﬂﬁ
BIAY LRB]TASLA?\{P‘-MG ¥
T 7t UNIV ERS‘!T“‘ LAMPUNG
NIVERSTTA S | ANPUN NIV FR\”‘ ; NG UNIVERSI TG pinG
; AN NG \ ) i
Nl\i-&\n,‘smw,\mul T R \“‘: G UNIVERSI g ) o
4]\[1?5”\5“\ MU (4 lx\l\lk\u\\, T )Le
T UNIVE R\Iquf AMPUNG AMPUR
~NIVERST UNIVERS (] 1874 MIUNG
UNIVERS Ty ¢ s

wx\mvr%, T

AS LAMPURG
LANT UNWERS)p, 15 FAnEna
NWVERSITAS |y gpund A

NG

Vi h
NIVERSITAS ) AmpinS. ¥ INIVERSIAS Lampin©

S G
A ¥ sl J\\&. LAMPUSNG
’ YRV ERS g G R M.SI.,M.SC.
NIVERSTTAS ) avpnNO Ketua S LAMPUN -Dl'-_ ubeln, J

g UNIV u\
UNIVE R'\IT-\,\ LANEBUNG
: UNIVERS)y

LAMPUNG

NIVERS(T45 ) vipunG

d NIVERS T BAS Lan(is
NIVERSTIAS 1 gy G Y Tas

NIVERS /7 UNIVERS 7,

; . ‘:\ Sk ""\ F. 1IN

“IleS’(‘SL\\1P“\l‘ ‘\l\rl:'z\‘”. Ry o UNIVERSTS
H'\“'\L’\‘\IP\“‘(‘ ho =L EAS A MU

INTNERS 1 o i
SITAS | aMpUNG o ASTLAMPL
IVERSIT i G L"'\VI\F'{\["I:V AMPLING
TS T AMpuNG S

tNIVER® \\"‘H._“’N»
i3 NG Se : AMPA
LAMT UNIVERS /74

UNIVERSTT

VERSITA
IVERSI7 1S 1 AMPUNC

NIVERS)7 1S LAMDL NG

L
NI FRQH g LAM['U"O

INVERS T ':“.»l.\']iP.Sl);\S e
LY WITAS VPG A4 l".\lFl.’

\u*\’l\‘l-'l'h'”-’l.s

ANIVE RQH“];“ AMPUNG
UNIVERSITAS 11yt
‘"\”VLRM"‘\'*’L/\\'fmr.\'(i
\i:..l\’i-l{.\‘“.“l‘ b A

S LGN RS
\Nl\H's”"‘«"I,*._\.zm.x\(‘! :

'ERS WNIVERSET
UNIVERSTY, S} TN 3 Agyl
i TNIVE

ERSIE As | \MPL\C‘

ONIVE R\II‘AS LAMPUNG U

.\{ AMP! ﬂ\VfKMTA\s ;
N‘VER‘S‘H:’I.\'};A
UNINERSTF Wi,‘,\w\m(‘: A4 ; ;

LNV “h”"\[ MRS

LMVIPLEN

WNIVERSITa0, 1L

GNIVERS (s 4 S

NWVERSITAS

VERSITA o
13 LANPUNG

\q\fl RSITAS L“‘ (mol \‘ﬂl\:

AMPLING

:[\‘r."“(,\‘

LANA ¥ v
% 7 UNIVARSITAS LAMpPUNS *-U;‘\
g UNIVE RSI7% o e \ y 18 é 3
NIVERSIZAG | un O il 1S L AN PRSI Y- il Tf\SLJ\L{[’UMG \EN“
TINLY ) A 51 1 .
IVERSI; AS «-qill'\"' 2 L 7Py UNGE .{\l(‘qu‘muﬁg_ |
IVERSIT UYL Ms S LavNG i R\!F\Smhmuﬁé“ v
SIVEASITAR | anpUN Pengu,]l T e ]
: y o= o ’ CANT \MPUNG ‘\.‘N\
VERSITA e e it > ManaE 1PL VERSIT g M
ESITAS fAMPY ‘BukanPembmﬂ)mg Prof. Dr. Dra. UNWVERSIT(¢) s (UM S Lavp N
NIV [.i\"\'l(/\:;, AMPUN VER Vi I sty 3 OB RS”ASLAMP‘J*&* NV
‘ N : N Y LAAMPUNG
o "“’H\‘p\‘i" G NIVER Ay ERSIZ VTR \\\\FRSNASL\MM u 4
et g NIVERS) 15 e UNEN ESMITAG NG ] |}
IVERSIZAS | sprunG - - A4S LAmmt ) VEL Fipciiron UNIVE "Q'T‘"“CAMP(’X‘G “
ey ; o UNIVERS) T 2 IS L "‘”"\H‘t"“ J i
NIVERSITAS | pppprnd - Dekan Fakuhas UNIVERSITAS | A viprina WY B TS LAnpUn Gy g\w
IVERSIT L\(‘ ¢ S LAMPURE ‘ ‘ \\""L"MTA?LAMPUN‘
S LAwP NIVERSI e e s : I : NIVERSITA's AwpgNe Y Ny
WERSITAS | AngptiG DLam UNIVERS77 G\ IS AMpG NIVERS IR Fiad ik UNIVERSITAS |\ iiunits
UNIVERS g o0 15 1A o \WahEthiadd £ W (i Sy :
WERSITAS 1 anqpuni@ 5 TASLAMM UNIVERST NERNITAS | Avpune NIVERSITA< \\MT\‘ \\1\'[1%\1743““ go
IVER , <A NIVERSIIA ¢ 12k P 22 LAMPUNG
1 SITAS £ Angm LANMT

UNIVER

S LAMPUBY

LINIY rH‘”-is

etz AMPING
s UNIVE

NIVERSTTA ¢ L\MFU“'“

uUNIVE I{sl T 6
SIVERSTA g LMWLN‘: AS LAspu LUNIVERS) ASLARANG
lvrlu m““ < UNIVE ”Aﬂ LAMPNG :

m IVERSTTA
i oy S AP
“':' o As LM{PL‘NQ e

81989021002 STIAS LAvUNG

Sl AS L AMPURG
AANPING
RSTrA £ qmnt

UNIVERS \)‘:“"'R‘“‘“"é EAnmona
IVERSITA ¢ LAMPUNG
NIV E RS!’{,\ S LAMMING
UNWVERSIAG) i

URIVERSIA G Lavipn

UNIVERSIZag Bt

UNI\BRSITASLM E _'
PAIXBRTA \

1 IS [ AMPLDNG
g AM i
uUNIVE

NIV

RSITAS L apING
ITAS f AnpuNG
UNIVERSITI S o spiNG
NIVE RSITA § f-z\.‘-ll‘!.‘?“'
UNIVERSITAS 1 anipind®y
UNIVERSI I 1 ppiam

UNIVE R"'r“umpmﬁ
U‘HVYRS!M) M

s Mwﬁﬁi

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

R
Dengan ini menyatakan bahwa apa yang tertulis dalam karya ilmiah ini adalah hzl‘sﬂkelj' »
saya sendiri yang berdasarkan pengetahuan dan informasi yang telah saya dapatkan.
Karya ilmiah ini tidak berisi material yang telah dipublikasikan sebelumnya atau dengan
kata lain bukanlah hasil plagiat karya orang lain. ' |

Demikianlah pernyataan ini saya buat dan dapat dipertanggungjawabkan. Apabila
dikemudian hari terdapat kecurangan dalam karya ini maka saya akan siap
mempertanggungjawabkan.

Bandar Lampung, 02 Juli 2025
Yang Membuat Pernyataan

i

By BRI e
inda Vidyana
1814051065

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

RIWAYAT HIDUP

Penulis dilahirkan di Ganjar Agung, 08 Maret 2000, sebagai anak ketiga dari tiga
bersaudara dari pasangan Bapak Puji Hartono dan Ibu Siti Samsiah. Penulis memiliki
satu orang kakak laki-laki dan perempuan. Penulis menyelesaikan pendidikan sekolah
dasar di Madrasah Ibtida’iyah Negeri 2 Metro, yang lulus pada tahun 2012, kemudian
melanjutkan pendidikan Sekolah Menengah Pertama di SMP Negeri 4 Metro dan lulus
pada tahun 2015 yang dilanjutkan dengan pendidikan Sekolah Menengah Atas di SMA
Negeri 1 Metro dan lulus pada tahun 2018. Penulis diterima sebagai mahasiswa Jurusan
Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung pada tahun 2018

melalui jalur Seleksi Bersama Masuk Perguruan Tinggi Negeri (SBMPTN).

Bulan Februari sampai 10 Maret 2021, penulis melaksanakan Kuliah Kerja Nyata (KKIN)
di Kelurahan Mulyosari, Kecamatan Metro Barat, Kota Metro. Bulan Agustus sampai
dengan September 2021 penulis melaksanakan Praktik Umum di PT. Bosindo Cahaya
Anugerah, Kedaton, Bandar Lampung dengan judul laporan “Mempelajari Teknologi
Pengemasan di PT. Bosindo Cahaya Anugerah”. Penulis selama menjadi mahasiswa aktif
dalam organisasi kampus Badan Eksekutif Mahasiswa (BEM) sebagai Staf Ahli
Kementerian Advokasi Publik BEM U KBM Universitas Lampung tahun 2020 dan juga
Himpunan Mahasiswa Jurusan Teknologi Hasil Pertanian (HMJ THP) sebagai anggota

Bidang Seminar dan Diskusi periode 2020-2021.

B Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

SANWACANA

Bismillahirrahmanirrahiim. Puji Syukur penulis ucapkan kehadirat Allah SWT. Karena
atas Rahmat dan hidayah-Nya skripsi ini dapat terselesaikan. Skripsi dengan judul
“Kajian Aktivitas Antioksidan Asam Galat dan Katekin dalam Bentuk Bebas dan Terikat
pada Pati Jagung (Zea mays)” adalah salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana
Teknologi Hasil Pertanian di Universitas Lampung. Penulis menyadari bahwa dalam
penulisan skripsi ini telah mendapatkan banyak arahan, bimbingan, dan nasihat baik
secara langsung maupun tidak langsung, sehingga penulis pada kesempatan ini

mengucapkan terimakasih kepada:

1. Bapak Dr. Ir. Kuswanta Futas Hidayat, M.P. selaku Dekan Fakultas Pertanian
Universitas Lampung.

Bapak Dr. Erdi Suroso, S.T.P., M.T.A., C.EIA. selaku Ketua Jurusan Teknologi

N

Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung yang telah banyak
memberikan bimbingan, motivasi, nasihat dan kesabaran dalam penyusunan skripsi
dan selama perkuliahan.

3. Bapak Prof. Dr. Samsul Rizal, M.Si. selaku Koordinator Program Studi S1
Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Lampung yang telah
banyak memberikan motivasi, pengarahan, saran, nasihat dan kritikan dalam
penyusunan skripsi dan selama perkuliahan.

4. Bapak Dr. Ir. Subeki, M.Si., M.Sc. selaku pembimbing pertama yang telah bersedia
membimbing dengan penuh kesabaran dalam penyelesaian skripsi ini dan selama
perkuliahan dengan nasihat, dukungan dan dorongan serta kritik dan saran sehingga

skripsi ini dapat terselesaikan.

sll

Bapak Dr. Ir. Tanto Pratondo Utomo, M.Si. selaku pembimbing kedua yang telah
bersedia membimbing dengan penuh kesabaran dalam penyelesaian skripsi ini dan
selama perkuliahan dengan nasihat, dukungan dan dorongan serta kritik dan saran

sehingga skripsi ini dapat terselesaikan.

vi

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

6. Ibu Prof. Dr. Dra. Maria Ema Kustyawati., M.Sc. selaku pembahas yang telah
memberikan semangat, kesempatan, kritik serta bantuan dan saran guna
terselesaikannya skripsi ini.

7. Ibu, Bapak, kakak dan keponakan saya tercinta atas segala kesabaran yang luar
biasa, dukungan penuh secara materi, mental dan spiritual serta Andi Lewis Pratama
yang mendukung penulis dan menyertai dalam setiap doanya.

8. Bapak dan Ibu dosen dan Staf administrasi dan laboratorium yang telah memberikan
ilmu, wawasan, bantuan, dukungan dan motivasi kepada penulis selama perkuliahan.

9. Bapak Samsu Udayana Nurdin, M.Si. yang telah membimbing saya selama
penelitian dan mendanai biaya penelitian saya.

10. Teman-teman seperjuangan THP Angkatan 2018, teman-teman THP A 2018, teman-
teman yang senantiasa mengingatkan, mendorong dan mendukung penulis selama
kuliah dan pengerjaan skripsi, Amel, Nisrina, Cica, Septin, Resti, Celly dan masih
banyak Jagi. Keluarga Besar HMJ THP dan Staf Advokasi BEM U atas pengalaman

dan kebersamaannya.

Penulis sangat menyadari skripsi ini jauh dani kata sempurna, oleh sebab itu penulis
sangat mengharapkan kritik dan saran yang membangun dan dapat memberikan manfaat

bagi penulis serta pembaca.
Bandar Lampung, 02 Juli 2025

P, ~ o
q

Winda Vidyana

Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

DAFTAR ISI

Halaman

D AN O N 2 ) TSRS il
DAFTAR TABEL ...ttt v
DAFTAR GAMBAR ..ottt vi
I PENDAHULUAN ...oootiiiieeeeeee et 1
1.1 Latar Belakang dan Masalah............ccccoooviininiiiniiiciee 1

1.2 Tujuan Penelitian ...........cccceeiiiniiiiienieeee e 3

1.3  Kerangka PemiKiran..........ccccccoeeviieniiieeniieeieeceeeeee e 3

| & 1100 (1] 1SS 5

I TINJAUAN PUSTAKA ....ooiiiiieeert et 6
2.1 ANtioKSIAAN ...oeeiiiieiieiieee e 6

2.2 KateKIN couiiiiiiiiiiee e 9

2.3 Asam Galat....c.c.ooiiiiiiiii e 10

2.4 Konjugasi Senyawa Fenol pada Pati..........cccceeceeviiiininennnnnne. 11

I BAHAN DAN METODE .......cociiiiiiiiniieeeeeeeceeee e 13
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian..........ccccceevveeviieniiienieeeieee, 13

3.2 Bahan dan Alat........cccooiiiiiiiii e 13

3.3 Metode Penelitian.........cocceveeierieneiienienieeieneeseceeeeeee e 14

3.4 Pelaksanaan Penelitian............cocovvervenieniiiinieniniinienceienene 15

3.4.1 Pembuatan larutan H>O2 yang mengandung asam

ASKOTDAL ... 15

3.4.2 Persiapan sintesis konjugat pati-katekin.............ccccceeueuenenes 16

3.4.3 Persiapan sintesis konjugat pati-asam galat.............cc......... 18

3.5 Pengamatan ........ccceeeeieiiiiiiieiiiiee et 20

i



IV HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Antioksidan Metode DPPH .........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinan..

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1
5.2

3.5.1 Penentuan nilai IC50. ... ueeeueeeee et eeee e

4.1.1 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi Asam Galat
terhadap aktivitas antioksidan metode DPPH ....................

4.1.2 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi katekin

terhadap aktivitas antioksidan metode DPPH .....................
Aktivitas Antioksidan Metode TBARS (meat System).................

4.2.1 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi asam galat
terhadap aktivitas antioksidan metode TBARS (meat

SYSEOIN) .ttt

4.2.2 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi katekin
terhadap aktivitas antioksidan metode TBARS (meat

SYSEOIN) .ttt
Aktivitas Antioksidan Metode ABTS ...ooovoeeeeieeeeeeeeeeeeeee e,

4.3.1 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi asam galat

terhadap aktivitas antioksidan metode ABTS ......................

4.3.2 Pengaruh konsentrasi pati yang terkonjugasi katekin

terhadap aktivitas antioksidan metode ABTS .......................

Pengaruh Jenis Senyawa Fenolik terhadap ICso Pati

TerKONJUZAST ...evveeeiiiieeiee e e e
V KESIMPULAN DAN SARAN
KeSIMPUIan .......ooeeviiiiiiiiiiiicieccee e
SATAN ...t
DAFTAR PUSTAKA
LAMPIRAN

20
24
24

25

28

31

32

34

38

39

42

44
49
49
49
50
55

i1



Tabel
1  Formulasi pati jagung dan senyawa fenol..............ccccoovviiiinniiinnn.
2 Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH.............................
3 Hasil uji lanjut BNT 5% terhadap nilai ICso pati modifikasi DPPH.....
4  Hasil uji lanjut BNT 5% terhadap nilai ICso pati modifikasi TBARS...
5 Hasil uji lanjut BNT 5% terhadap nilai ICso pati modifikasi ABTS......
6 Nilai absorbansi kurva standar asam galat (standar total fenol)

dengan spektrofotometri 760 MM ...........cccveveiieriieciieniieeiieeie e
7  Data nilai total fenol pati jagung yang dikonjugasikan dengan

KATEKIN ... e et e e e e e e e e e e eaeeeeaeenaans
8  Uji homogenitas total fenol pati jagung yang dikonjugasikan

dengan KateKin ........ccoeeviiieiiiiiieeceeeeeee e
9 Analisis ragam total fenol pati jagung yang dikonjugasikan dengan

KATEKIN ... et e e e e e e e e e e earaaeeeeaeaes
10 Hasil uji BNT 5% total fenol pati jagung yang dikonjugasikan

dengan KateKin .........c.ooeviieeiiiiiiiiiececee e e
11 Data nilai ICso metode DPPH pati modifikasi ..........ccceceeevuienieiiiiennnnne
12 Uji homogenitas nilai ICso metode DPPH pati modifikasi ....................
13 Analisis ragam nilai ICso metode DPPH pati modifikasi.......................
14 Hasil uji BNT 5% nilai ICso metode DPPH pati modifikasi..................
15 Data nilai ICsometode TBARS (meat system) pati modifikasi ..............
16 Uji homogenitas nilai ICso metode TBARS (meat system) pati

INOAIETKASI. oottt e e e e et e e e e e e e e e eeeeaaeaeeeeenaaes
17 Analisis ragam nilai ICso metode TBARS (meat system) pati

INOAIETKASI. oottt e e e et e e ae e e e eeeeeeaeaeeeeeeenaaes
18 Hasil uji BNT 5% nilai ICsp metode TBARS (meat system) pati

INOAIETKASI. ettt e e e e e e e e e e e aaaeeaaeaes
19 Data nilai ICso metode ABTS pati modifikasi..........cceeveeiienienneenne

DAFTAR TABEL

Halaman

14
27
45
46
47

56

57

57

58

58
59
59
60
60
60

61

61

62
62

v



20
21
22
23
24
25

Uji homogenitas nilai ICsp metode ABTS pati modifikasi...................

Analisis ragam nilai ICsp metode ABTS pati modifikasi.....................
Hasil uji BNT 5% nilai ICso metode ABTS pati modifikasi................

Nilai aktivitas penghambatan uji DPPH

Nilai aktivitas penghambatan uji TBARS.........ccccooiiiiiiiniiiieee,

Nilai aktivitas penghambatan uji ABTS

63
63
64
64
66
67



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1  Mekanisme pemberian satu elektron oleh antioksidan kepada

1adikal DEDAS ....ooviiiiiiieiieieee e 7
2 Struktur kimia Katekin ..........ccoooiiiiiiiiii e 9
3 Struktur kimia asam alat ............cccceevirieniniiie 10
4  Diagram alir pembuatan larutan H>O; yang mengandung asam

ASKOTDAL e 15
5 Diagram alir pembuatan konjugat pati-katekin dengan metode

free radical Grafting........cooceevieiiiiiiii e 17
6 Diagram alir pembuatan konjugat pati-asam galat dengan metode free

FAAICAL GFVASTING ...t 19
7  Reaksi terbentuknya warna kuning molekul radikal DPPH................... 24
8 Kurvaregresi linier aktivitas antioksidan senyawa asam galat

dengan pati metode DPPH; a (C2 (asam galat)), b (C4 (pati-asam

galat 2%)), ¢ (C5 (pati-katekin 0%)), d (C6 (pati murni)). .................... 27
9 Kurva regresi linier aktivitas antioksidan senyawa katekin dengan

pati metode DPPH; a (C1 (katekin)), b (C3 (pati-katekin 2%)), ¢ (C5

(pati-katekin 0%)), d (C6 (pati murni))........cccceveeveeeeeneeseeneeneeieeeene 30
10 Reaksi pembentukan komplek MDA-TBA ......cc.ccccoiiiniininiiniienne 31
11 Kurva regresi linier aktivitas antioksidan senyawa asam galat dengan

pati metode TBARS; a (C2 (asam galat)), b (C4 (pati-asam galat 2%)),

¢ (C5 (pati-katekin 0%)), d (C6 (pati murni)).......ccceeceeeeveenieeieennennnnns 34
12 Kurva regresi linier aktivitas antioksidan senyawa katekin dengan pati

metode TBARS; a (C1 (katekin)), b (C3 (pati-katekin 2%)), ¢ (C5 (pati-

katekin 0%)), d (C6 (pati MUINL)). cccveeerreeeieeeiieeeiee e eeiee e eeeee e 36
13 Reaksi senyawa ABTS dengan antioksidan.............coccoeceeveniiniinennene. 38
14 Kurva regresi linier aktivitas antioksidan senyawa asam galat dengan

pati metode ABTS; a (C1 (asam galat)), b (C3 (pati-asam galat 2%)),

¢ (C5 (pati-katekin 0%)), d (C6 (pati murni)). ......ccceeceeeveeeneeeneeeneennnenn. 41
15 Kurva regresi linier aktivitas antioksidan senyawa katekin dengan

vi



16
17

pati metode ABTS; a (C1 (katekin)), b (C3 (pati-katekin 2%)), ¢ (C5
(pati-katekin 0%)), d (C6 (pati MUINL)).....cccueerieeriieiienieeiee e 43

Grafik kurva standar asam galat............cccceevieniieiiiniieiieiceeese e 56

Proses free radical grafting pati-katekin : (a) pembuatan larutan

sumber radikal, (b) pencampuran pati dengan larutan sumber radikal, (c)
pendiaman selama 10 menit, (d) penyimpanan konjutan pati-katekin

pada erlenmeyer shaker, (e) perendaman tabung dialysis, (f) pemisahan
dengan sentrifugasi, (g) endapan pati-katekin, (h) pengeringan sampel.. 70

vil



I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pada era modern ini, manusia kurang memperhatikan kesehatannya dan menjalani
pola hidup yang kurang baik seperti konsumsi makanan yang tidak seimbang,
kurangnya beraktivitas fisik serta adanya stres. Pola hidup yang tidak sehat dapat
menyebabkan berbagai macam penyakit yang dapat menyebabkan kematian.
Salah satu penyakit yang dapat ditimbulkan dari gaya hidup tidak sehat adalah
penyakit degeneratif. Penyakit degeneratif muncul akibat kerusakan sel karena
adanya reaktivitas senyawa radikal bebas yang dapat menurunkan fungsi atau
struktur dari jaringan atau organ tubuh dari waktu ke waktu (Indriyawati, 2015).
Menurut Cahyadi (2008), penyakit degeneratif dapat dicegah dengan cara
memperlambat proses oksidasi, menghentikan rantai reaksi oksidatif dengan
donasi elektron, atom hidrogen dan adisi pada radikal peroksi sebelum atau

sesudah terjadinya oksidasi parsial.

Manusia mampu menghasilkan senyawa antioksidan melalui proses kimia (Sayuti
dan Yenrina, 2016). Meski demikian, manusia masih tetap memerlukan asupan
antioksidan dari luar apabila terbentuk radikal bebas karena tubuh tidak memiliki
cadangan antioksidan dalam jumlah yang lebih. Antioksidan dapat diperoleh
secara alami dari senyawa-senyawa metabolit sekunder tanaman yang mempunyai
struktrur cincin aromatis fenol atau senyawa fenolik yang berkontribusi terhadap
aktivitas antioksidan dalam menstabilkan radikal bebas dengan mendonorkan
elektron pada radikal bebas serta menghambat reaksi berantai pembentukan
radikal bebas (Winarsi, 2017). Senyawa fenolik yang terdapat pada tanaman,
seperti teh memiliki kandungan utama polifenol seperti flavonol katekin,

galokatekin, epikatekin, epikatekin galat, epigalokatekin, dan epigalokatekin
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galat), flavonol (quercetin, kaemferol, dan glikosidanya), flavanol, asam fenolik

(asam galat dan asam klorogenat) (Sahidi dan Naczk, 2014). Senyawa flavonoid
merupakan golongan terbesar dari senyawa polifenol yang memiliki efek

kardioprotektif, yaitu antioksidan kuat (Sudaryat et al., 2015).

Senyawa fenol berupa katekin dan asam galat dapat berperan sebagai antioksidan
yang mampu melindungi sel-sel f pankreas dari reaksi peroksidasi berantai yang
disebabkan oleh Reactive Oxygen Species (ROS). Produksi ROS yang berlebih
dapat menyebabkan kerusakan sel karena ketidakmampuan antioksidan
intraseluler yang dihasilkan oleh tubuh seperti SOP (Superoxide Dismutase), Gpx

(Glutation peroxide) dan catalase untuk menetralkan radikal bebas yang ada.

Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Cirillo et al. (2012) dengan
mengkonjugasikan pati jagung dengan quercetin menggunakan metode Free
Radical Grafting (FRG) mampu menghasilkan senyawa kovalen yang dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan pada pati jika dibandingkan dengan pati tanpa
perlakuan konjugasi quarcetin. Pati merupakan polisakarida hasil sintesis dari
tanaman hijau melalui proses fotosintesis dalam bentuk granula. Polisakarida yang
terdapat pada granula pati terbagi menjadi amilosa dan amilopektin. Pati jagung
alami memiliki kadar amilosa yang lebih rendah dibanding kadar amilopektinnya.
Pati jagung mengandung 15 — 30% amilosa, 70 — 85% amilopektin dan 5 — 10%
material antara. Kelebihan pati jagung 1alah memiliki nilai indeks glikemik yang
lebih rendah yakni sebesar 41,22 (Amalia ef al., 2011). Maka dari itu dilakukan
modifikasi pati jagung untuk mendapatkan sifat fungsional dan nilai gizi yang
berbeda dari pati alami dengan metode FRG sebagai bahan baku pangan
fungsional yang akan dikombinasikan dengan senyawa katekin ataupun asam

galat.

Senyawa asam galat dan ketakin dianggap memiliki aktivitas antioksidan yang
paling baik. Hal ini didukung oleh penelitian dari Hasanah et al. (2012), yang
menyatakan bahwa senyawa katekin memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.
Sekaligus penelitian oleh Farhoosh dan Nystrom (2018), yang menyatakan bahwa
senyawa asam galat terbukti berpotensi sebagai antioksidan terbaik. Berdasarkan

hal tersebut perlu diketahui aktivitas antioksidan senyawa asam galat dan katekin



bebas, senyawa asam galat dan katekin yang terikat pada pati sehingga dapat
menentukan senyawa mana yang memiliki aktivitas antioksidan terbaik dengan
mencari nilai ICso nya. Hubungan antara aktivitas antioksidan dengan 1Cs
mempunyai korelasi berbanding terbalik. Semakin kecil nilai senyawa uji ICso,
semakin besar aktivitas antioksidan dari senyawa tersebut (Zou et al., 2004). Oleh
sebab itu, perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan untuk mencari nilai ICso
pada pati jagung yang dikonjugasikan dengan asam galat bebas dan katekin bebas
menggunakan metode FRG sehingga dapat diketahui bahwa pati yang
dikonjugasikan dengan asam galat bebas dan katekin bebas memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih baik dengan melihat nilai ICso yang diperoleh jika
dibandingkan dengan pati yang tidak dikonjugasikan dengan asam galat bebas dan
katekin bebas.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan senyawa katekin

dan asam galat bebas dengan yang terkonjugasi dengan pati jagung.

1.3 Kerangka Pemikiran

Senyawa polifenol merupakan senyawa yang memiliki banyak gugus fenol dalam
molekulnya dan secara umum terbagi atas dua kelompok besar yaitu flavonoid
dan asam fenolat. Flavonoid merupakan kelompok senyawa polifenol terbesar di
alam yang memiliki efek sebagai kardioprotektif atau antioksidan yang sangat
kuat (Sudaryat et al., 2015). Katekin dan asam galat merupakan senyawa fenol
dengan aktivitas antioksidan yang baik. Antioksidan mampu menghambat
kerusakan akibat proses oksidasi atau stres oksidatif. Pada tubuh manusia dapat
terjadi stres oksidatif yang diakibatkan oleh produksi ROS yang melebihi
kemampuan sel dalam menyediakan respon antioksidan yang efektif. ROS
merupakan molekul reaktif radikal bebas yang secara kimia berasal dari turunan
molekular oksigen (Anand ef al., 2017) seperti anion superoksida (O».), hidrogen
peroksida (H20»), dan radikal hidroksil (HO¢) (Ray et al., 2012). ROS terbentuk



karena terjadinya proses metabolisme di dalam tubuh yang dipicu oleh adanya
stresor, seperti sinar ultraviolet, radiasi serta aktivitas fisik. Molekul reaktif ini
bertanggung jawab atas peristiwa buruk yang terjadi di dalam tubuh seperti proses
inflamasi sistemik, proliferasi sel endotel, apoptosis, serta vasokonstriksi sehingga
dapat menyebabkan berbagai penyakit khususnya penyakit degeneratif seperti

kanker, diabetes melitus ataupun penyakit jantung koroner.

Senyawa fenolik dapat menghasilkan aktifitas antioksidan yang berperan sebagai
agen pereduksi serta antioksidan pendonor atom hidrogen dengan cara mereduksi
radikal bebas (Zuraida ef al., 2017). Senyawa fenolik apabila dikonjugasikan
dengan pati dapat menghasilkan senyawa terkonjugasi dengan sifat fungsional dan
nilai gizi berbeda (Liu ef al., 2017). Proses konjugasi senyawa fenolik dapat
dilakukan dengan menggunakan metode FRG dengan sistem redoks. Prinsip dari
metode FRG adalah konjugat polisakarida—polifenol akan disintesis menggunakan
pasangan redoks, asam askorbat dan H>O: yang larut dalam air (Curcio et al.,
2009). Menurut Queiroz et al. (2019) menyatakan bahwa, masing-masing
pasangan redoks dari asam askorbat dan H>O» akan bereaksi membentuk askorbat
dan radikal hidroksil selama proses konjugasi pati dengan senyawa fenolik berupa
asam galat. Radikal hidroksil yang dihasilkan berinteraksi dengan menyerang
atom-H pada rantai samping molekul polisakarida sehingga membentuk
polisakarida makro-radikal. Polisakarida makro-radikal berinteraksi dengan gugus
cincin polifenol pada senyawa fenol dan membentuk konjugat polisakarida asam
galat dan polisakarida katekin dengan ikatan kovalen sehingga menghasilkan
konjugat pati dengan aktivitas antioksidan yang tinggi dan mampu menangkal
radikal bebas. Hal ini juga didukung oleh penelitian sebelumnya oleh Cirillo et al.
(2012) yang menggunakan metode FRG untuk mengkonjugasikan pati dan
quercetin sehingga menghasilkan senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan
yang cukup tinggi. Dari penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan senyawa
konjugasi pati yang memiliki aktivitas antioksidan yang cukup tinggi dan

mencegah terjadinya stres oksidatif.

Konjugat pati yang dihasilkan dari metode FRG selanjutnya diteliti aktivitas
antioksidannya dengan metode DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazil) karena



motede ini sederhana, cepat, dan mudah dilakukan untuk menentukan aktivitas
antioksidan (Frindryani, 2016), metode ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-
6-asam sulfona) karena metode ini memiliki kelebihan yaitu absorbansi spesifik
pada panjang gelombang terlihat dan waktu reaksi yang lebih cepat, selain itu
ABTS dapat dilarutkan dalam pelarut organik maupun udara sehingga dapat
mendeteksi senyawa yang bersifat lipofilik maupun hidrofilik, namun pengujian
menggunakan ABTS tidak memberikan gambaran sistem pertahanan tubuh
terhadap radikal bebas sehingga ABTS hanya dapat dijadikan sebagai metode
pembanding karena tidak mewakili sistem biologi tubuh (Karadag, 2009), dan
metode Meat system TBARS (thiobarbituric acid-reactive species) karena metode
ini memiliki kelebihan yakni mudah dilakukan, memiliki tingkat sensitivitas yang
cukup tinggi sehingga dapat digunakan untuk mengukur perpoksidasi lipid dan
radikal bebas serta biasa digunakan untuk keperluan uji klinis karena dapat
merefleksikan kondisi pasien secara klinis (Jardine, 2002). Parameter yang
digunakan untuk uji ini adalah ICso yaitu konsentrasi yang dibutuhkan untuk
menangkap radikal 50% (Zou et al., 2004). Nilai ICso diperoleh dari persamaan
regresi yang dihasilkan, semakin kecil nilai ICso yang diperoleh maka senyawa
yang terkandung pada sampel tersebut semakin efektif digunakan sebagai

penangkal radikal bebas.

1.4 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah konjugasi katekin dan asam galat

berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan pati jagung.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Antioksidan

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang mampu menghambat terbentuknya
reaksi oksidasi karena memiliki sifat sebagai pemberi elektron (donor elektron)
serta dapat mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Sudaryat et
al., 2015). Tubuh manusia secara alami dapat memproduksi antioksidan seperti
enzim katalase, glutation peroksidase, glutation Stransferase, dan superoksida
dismutase. Namun pada kondisi ketika radikal bebas yang terdapat dalam tubuh
melebihi batas kemampuan antioksidan seluler maka diperlukan antioksidan
tambahan dari luar (Sayuti dan Yenrina, 2015). Antioksidan dapat diperoleh dari
makanan yang mengandung banyak vitamin C, vitamin E, dan beta karoten atau

senyawa fenolik.

Menurut Halliwell dan Gutteridge (2000), menyatakan bahwa antioksidan
merupakan senyawa yang dapat menghambat spesies oksigen reaktif/spesies
nitrogen aktif (ROS/RNS) dan juga radikal bebas sehingga dapat mencegah
penyakit-penyakit yang dihubungkan dengan radikal bebas seperti karsinogenesis,
kardiovaskular dan penuaan dini. Radikal bebas merupakan suatu molekul yang
mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan, molekul tersebut
diantaranya yaitu atom hidrogen, logam-logam transisi, dan molekul oksigen.
Elektron tidak berpasangan ini yang menyebabkan radikal bebas bersifat sangat
reaktif karena dengan mudah dapat tertarik pada suatu medan magnet

(paramagnetik) (Yuslianti, 2018).

Pemberian antioksidan menunjukkan dapat menangkap radikal bebas, mengurangi

stres oksidatif, menurunkan ekspresi TNF-a. Senyawa fitokimia ternyata mampu



memanipulasi dengan berbagai mekanisme sehingga dapat mengurangi stres
oksidatif, ROS dan TNF-a (Tiwari, 2002). Antioksidan merupakan suatu molekul
atau senyawa yang mengandung satu atau lebih elektron yang tidak memiliki
pasangan pada orbital terluarnya. Elektron yang tidak berpasangan ini bersifat
reaktif, menyerang dan mengikat elektron sekitar. Radikal bebas dapat
menyebabkan penyakit degeneratif, mengoksidasi protein, lemak, asam nukleat
dan DNA sel. Antioksidan dapat menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi
kekurangan elektron radikal bebas serta menghambat radikal bebas dan

mengubahnya menjadi senyawa non radikal bebas (Tursiman et al., 2012).

Tubuh manusia secara normal dapat membentuk oksigen reaktif (oksidan) atau
biasa disebut dengan radikal bebas yang dihasilkan dari proses metabolisme sel
oleh enzim oksidase yaitu hidrogen peroksida (H202), ion superoksida (O? "), dan
radikal hidroksil (HO¢) (Ray et al., 2012). Pembentukan radikal anion superoksida
seperti ROS dapat mengakibatkan terjadinya stres oksidatif yang akan memicu
timbulnya berbagai penyakit hingga kematian sel. Kerusakan oksidatif akibat
radikal bebas dapat dihambat pembentukannya oleh antioksidan (Anand et al.,
2017). Mekanisme pemberian satu elektronan antioksidan kepada radikal bebas

disajikan pada Gambar 1.

ON N—N + AH— on N—N

Gambar 1 Mekanisme pemberian satu elektron oleh antioksidan kepada radikal
bebas



Pemberian elektron ini dimaksudkan untuk menstabilkan radikal bebas yang
bersifat reaktif. Radikal bebas bersifat reaktif karena memiliki elektron yang tidak
berpasangan. Semakin banyak kandungan polifenol maka akan semakin banyak
elektron yang didonorkan kepada radikal bebas sehingga akan meningkatkan
aktivitas antioksidannya. Aktivitas antioksidan diduga memiliki korelasi dengan
kadar polifenol. Polifenol merupakan komponen kimia yang mempunyai aktivitas
antioksidan karena memiliki atom hirogen yang akan didonorkan kepada radikal
bebas (Suzuki et al., 2003). Gugus hidroksil pada polifenol memiliki elektron
yang akan didonorkan polifenol kepada radikal bebas. Fenol merupakan senyawa
organik dengan gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzena. Fenol memiliki
golongan utama diantaranya seperti flavonoid, tanin, kalkon, kumarin serta asam
fenolat. Fenol adalah zat kristal yang tidak berwarna serta memiliki bau khas.
Fenol dapat berperan sebagai reduktor karena dapat dengan mudah mengalami
oksidasi. Senyawa fenol telah diketahui memiliki berbagai efek biologis seperti
aktivitas antioksidan sebagai pereduksi, penangkap radikal bebas, pengkhelat
logam, peredam terbentuknya oksigen singlet serta pendonor elektron (Karadeniz

et al.,2005).

Tingginya aktivitas antioksidan dapat dilihat juga dari nilai ICso. Nilai ICso
digunakan sebagai parameter pengujian antioksidan yang dapat menghambat 50%
oksidasi. Semakin rendah nilai ICso maka aktifitas antioksidan semakin tinggi
(Widyastuti et al., 2016). Inhibition Concentration 50% (ICso) merupakan
konsentrasi sampel yang mampu menangkal radikal bebas sebanyak 50% yang
diperoleh melalui persamaan regresi, semakin kecil nilai ICso yang diperoleh dari
suatu senyawa uji maka senyawa yang terkandung tersebut semakin efektif
digunakan sebagai penangkal radikal bebas. Menurut Barasa (2014) menyatakan
bahwa senyawa antioksidan sangat kuat apabila memiliki ICs50<50 ppm, tergolong
kuat apabila ICso memiliki nilai antara 50-100 ppm, tergolong sedang apabila ICso
memiliki nilai antara 101-150 ppm, dan tergolong lemah apabila ICso memiliki
nilai 151-200 ppm. Nilai ICso didapatkan dari persamaan regresi linier yang
menyatakan adanya hubungan konsentrasi senyawa uji dengan persen aktivitas

antioksidan yang ditimbulkan. Hubungan antara aktivitas antioksidan dengan ICso



mempunyai korelasi berbanding terbalik. Semakin kecil nilai senyawa uji ICso,
semakin besar aktivitas antioksidan dari senyawa tersebut (Zou et al., 2004). ICso
merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi efektif yang mampu
menghambat aktivitas suatu antioksidan sebesar 50% (Mahindrakar and Rathod,

2020).

2.2 Katekin

Katekin adalah antioksidan fenolik yang biasa ditemukan dalam cokelat, anggur
merah, teh hijau, buah-buahan (aprikot atau ceri), dan sayuran termasuk kacang
polong. Katekin memiliki rumus kimia C15H140s, tidak berwarna dalam keadaan
murni, larut dalam alkohol dan etil asetat, berbentuk kristal halus seperti jarum.
Katekin makanan terdiri dari berbagai jenis seperti catechin, epicatechin,
epigallocatechin, epicatechin gallate, dan epigallocatechin gallate (Muzolf ef al.,
2012). Katekin secara kimia terdiri dari dua cincin benzena (cincin A dan B) dan
heterosiklik dihidropiran (cincin C) dengan gugus hidroksil pada karbon 3. Ada
dua pusat kiral pada molekul pada karbon 2 dan 3. Stereoisomer katekin di
Konfigurasi cis ((—)-epicatechin) atau trans ((+)- catechin), sehubungan dengan
karbon 2 dan 3, adalah senyawa flavan-3. Katekin memiliki sifat larut dalam air,
tidak berwarna, dan tidak memberikan rasa pahit. Katekin merupakan senyawa
yang serupa dengan tanin terkondensasi yang disebut polifenol karena gugus
hidroksil yang dimilikinya. Katekin memiliki sifat fitokimia yang menjadi
tantangan dalam aplikasinya sebagai bahan alam. Struktur kimia katekin disajikan

pada Gambar 2.

OH
: OH

OH
OH

Gambar 2 Struktur kimia katekin
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Katekin menyesuaikan generasi radikal oksigen, yang mungkin bertanggung
jawab setidaknya sebagian untuk peningkatan hiperglikemia, hiperlipidemia, dan
stres oksidatif. Aktivitas antioksidan katekin yang sangat kuat memberikan
peluang manfaat bagi tubuh dalam upaya melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan
akibat radikal bebas dan berperan penting dalam pencegahan penyakit
degenerative (Hani and Milanda, 2016). Katekin dikenal memiliki sifat
antioksidan yang lebih baik dari pada dé-tokoferol, hydroxyanisole butylated
(BHA) atau butylated hydroxytoluene (BHT).

2.3 Asam Galat

Asam galat merupakan golongan senyawa fenol diketahui memiliki aktifitas
antivirus, antijamur, antioksidan, agen antikarsinogenik serta 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 merupakan
senyawa polifenol yang ditemukan dalam olahan minuman seperti red wine dan
teh hijau. Pada tumbuhan biasa ditemukan dalam bentuk asam bebas, ester,
turunan katekin dan tanin terhidrolisis (Pal ef al., 2018). Struktur kimia asam galat

disajikan pada Gambar 3.

HO O

HO OH

H

Gambar 3 Struktur kimia asam galat
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Asam galat memiliki sifat yang sangat baik dalam memerangkap radikal bebas.
asam galat juga mudah ditemukan pada tanaman seperti Garcinia densivenia,
Bridelia micrantha dan jenis tumbuhan lainnya. Asam galat ditemukan oleh
peneliti sebagai antioksidan pada senyawa polifenol untuk menghambat penyakit

seperti Alzheimer dan Parkinson’s (Chou et al., 2016).

2.4 Konjugasi Senyawa Fenol pada Pati

Konjugasi senyawa fenol pada pati dapat dilakukan dengan metode Free Radical
Grafting (FRG). Grafting media radikal bebas FRG merupakan metode grafting
yang menggunakan media radikal bebas. Metode ini dinilai memiliki kelebihan
dibandingkan dengan metode grafting lainnya seperti grafting dengan media
kopling kaboimida, grafting katalis enzim dan metode elektrokimia dikarenakan
prosesnya lebih mudah, ramah lingkungan serta tidak bersifat toksik sehingga
aman jika diaplikasikan terhadap produk pangan (Jing et al., 2019).
Pencangkokan (grafting) merupakan teknik yang secara luas dilakukan untuk
memodifikasi bahan polimer dengan mendapatkan sifat-sifat tertentu polimer
yang diinginkan. Pada reaksi pencangkokan terbentuk ikatan kovalen antar
monomer dengan rantai polimer. Metode FRG menghasilkan konjugasi antar
polisakarida dan polifenol dengan menggunakan sistem inisiator redoks. Radikal
bebas yang dihasilkan dari inisiator dengan pengaruh panas selanjutnya
mengabstraksi atom hidrogen polimer substrat, sehingga terbentuk radikal pada
molekul polimer. Selanjutnya monomer bertindak sebagai akseptor radikal
membentuk kopolimer cangkok. Kemudian monomer menjadi donor radikal pada

monomer tetangganya, begitu seterusnya.

Proses konjugasi pati dengan senyawa polifenol yang dilakukan oleh Queiroz et
al. (2019) menggunakan senyawa asam galat dengan asam askorbat dan H20:
yang masing-masing pasangan redoknya bereaksi membentuk askorbat dan
radikal hidroksil. Radikal hidroksil yang dihasilkan berinteraksi dengan
menyerang atom-H pada rantai samping molekul polisakarida sehingga

membentuk polisakarida makro-radikal. Polisakarida makro-radikal akan
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berinteraksi dengan gugus cincin senyawa polifenol pada asam galat dan

membentuk konjugat polisakarida asam galat dan ikatan kovalen. Proses
konjugasi pati dengan asam galat, radikal bebas akan bereaksi membentuk H>O»
yang banyak diproduksi di mitokondria dan mikrosom serta dapat menembus
membran sel. Hidrogen peroksida (H202) merupakan oksidan yang kuat karena
dapat bereaksi dengan senyawa. Pada keadaan stress oksidatif terbentuk radikal
bebas oksigen dan H,O; yang berlebih sehingga sistem proteksi tubuh seperti
enzim katalase tidak dapat menetralkan semua radikal bebas oksigen yang
terbentuk. Apabila H>O, bereaksi dengan Fe*" maka terbentuklah radikal bebas
hidroksil melalui reaksi fenton. Mekanisme yang terjadi dalam reaksi fenton

sebagai berikut:
Fe?" + H,02 — Fe** + OH + OH"

Reaksi fenton menghasilkan sumber radikal hidroksil yang dapat mengoksidasi
senyawa organik maupun inorganik. Radikal hidroksil adalah spesies yang sangat
reaktif. Apabila radikal hidroksil bereaksi dengan polisakarida sehingga akan
membentuk polisakarida makro-radikal. Selanjutnya polisakarida makro-radikal
akan berinteraksi dengan gugus cincin polifenol membentuk konjugat polisakarida

dan senyawa fenolik.



I1I. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu 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

Juni 2022 hingga Agustus 2022

3.2 Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan yaitu pati jagung sigma aldrich 9005-25-08, katekin
hidrat sigma aldrich C1251-5G, H20z food grade, asam askorbat sigma aldrich
A92902-100G, aquadest dan Fe,SO,. Bahan yang digunakan untuk analisis antara
lain metanol, etanol 96%, bubuk DPPH (1, I-difenil-2-pikrilhidrazil), bubuk
ABTS (2,2-azinobis (3-etibenzotiazolin)-6-asam sulfonat), K,S,0,, TCA
(Trichloro acid), EDTA, TBA (Tiobarbiturat acid), alumunium foil dan potongan

daging sapi cincang.

Alat yang akan digunakan antara lain adalah neraca analitik, magnetic stirer,
penjepit, karet gelang, ember, erlenmeyer shaker, label, pH meter, oven, loyang,
pipet tip, beaker glass, gelas ukur, erlenmeyer, labu terukur, tabung dialysis
D9527-1001t, vortex (H-VM-400), botol gelap tertutup, penangas air, corong,
stopwatch, sterofoam, gunting, penggaris, tabung reaksi, mikropipet, pipet tip,

sentrifugasi.
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Penelitian ini terdiri dari dua tahap. Tahap pertama bertujuan untuk membuat

konjugat pati dan katekin dengan berbagai konsentrasi. Kemudian pada tahap

kedua penelitian dilakukan untuk mengetahui nilai ICso pati murni, katekin dan

asam galat bebas serta konjugat pati-katekin dan konjugat pati-asam galat.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL)

nonfaktorial dengan 6 perlakuan dan 4 kali ulangan. Perlakuan pada penelitian ini

adalah penambahan senyawa fenol dengan beberapa konsentrasi yang terdiri dari

katekin bebas (C1), asam galat bebas (C2), pati-katekin 2% per berat pati (C3),

pati-asam galat 2% per berat pati (C4), pati-katekin 0% (C5) dan pati murni (C5).

Formulasi pati jagung dan senyawa fenol (b/b) disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1 Formulasi pati jagung dan senyawa fenol

Formula Senyawa Konsentrasi Berat Berat Metode
Fenol Senyawa Pati Senyawa FRG

Fenol (per Jagung  Fenol (g)
berat pati) (2)

Cl Katekin 100% 0 0,01 Tidak

C2 Asam Galat 100% 0 0,01 Tidak

C3 Katekin 2% 25 0,5 Ya

C4 Asam Galat 2% 25 0,5 Ya

C5 Katekin 0% 25 0 Ya

C6 - - 0 0 Tidak
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3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pembuatan larutan H202yang mengandung asam askorbat

Persiapan awal dengan proses pembuatan larutan H,0, yang mengandung asam
askorbat dengan mengikuti metode yang digunakan Cirillo ef al., (2012) yang
dimodifikasi. Larutan H, 0, food grade, aquadest, dan asam askorbat dimasukkan
ke dalam beaker glass, kemudian diaduk hingga larut. Diagram alir proses
pembuatan larutan H,0, yang mengandung asam askorbat disajikan pada Gambar

4.

Asam
Askorbat
0,5¢g

Akuades
100 mL

Diaduk didalam labu ukur hingga homogen

v

Larutan H,0, yang
mengandung asam askorbat

Gambar 4 Diagram alir pembuatan larutan H>O; yang mengandung asam askorbat
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3.4.2 Persiapan sintesis konjugat pati-katekin

Persiapan sintesis konjugat pati-katekin dilakukan berdasarkan metode yang
digunakan Cirillo et al. (2012) dengan sedikit modifikasi penambahan Fe,SO,
yang merujuk pada metode Liu et al. (2017). Pati jagung sebanyak 25 g dilarutkan
dalam beaker glass 500 mL, dengan ditambahkan 100 mL aquadest yang
mengandung larutan H>,O> yang mengandung asam askorbat, kemudian didiamkan
selama 10 menit. Katekin ditambahkan ke dalam campuran dengan perbandingan
molar rasio pati-katekin 0% dan 2%. Campuran diletakkan dalam erlenmeyer dan
ditaruh pada erlenmeyer shaker pada suhu 25°C selama 24 jam kecepatan 200
rpm, kemudian dimasukkan ke dalam tabung dialysis (MWCD : 14.000) dan
direndam didalam wadah yang berisi aquadest di magnetic stirer pada suhu 20°C
selama 48 jam. Pergantian aquadest dilakukan setiap 24 jam. Larutan yang telah
diperoleh selanjutnya disentrifugasi selama 5 menit dan dikeringkan semalaman
dengan pengering oven pada suhu 40°C. Diagram alir proses pembuatan konjugat

pati-katekin dengan metode FRG dapat dilihat pada Gambar 5.
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Pati Jagung
25¢g

Larutan H,O, dan pati
dicampuran dalam Erlenmeyer

U

Campuran disimpan selama 10 menit pada suhu 25°C

J

Katekin ditambahkan sesuai dengan perlakuan konsentrasi

J
| |

Senyawa sumber |~
radikal

0% 2%
katekin katekin

| |
v

Masing-masing campuran disimpan pada erlenmeyer shaker selama 24 jam pada suhu 25°C

J

Campuran dipindahkan kedalam tabung dialysis

J

Perendaman tabung dialysis dengan magnetic stirer selama 48 jam pada suhu 25°C

L

Pemisahan dengan sentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 7000 rpm.

v
i J

Endapan Supernatan

v

Endapan dikeringkan dengan oven
selama semalaman pada suhu 40°C

Konjugasi
pati-katekin

Gambar 5 Diagram alir pembuatan konjugat pati-katekin dengan metode free
radical grafting
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3.4.3 Persiapan sintesis konjugat pati-asam galat

Persiapan sintesis konjugat pati-asam galat dilakukan berdasarkan metode yang
digunakan Cirillo et al. (2012) dengan sedikit modifikasi penambahan Fe,SO,
yang merujuk pada metode Liu et al. (2017). Pati jagung sebanyak 25 g dilarutkan
dalam beaker glass 500 mL, dengan ditambahkan 100 mL aquadest yang
mengandung larutan H,0, yang mengandung asam askorbat, kemudian
didiamkan selama 10 menit. Asam galat ditambahkan ke dalam campuran dengan
perbandingan molar rasio pati-asam galat masing-masing 0% dan 2%. Campuran
diletakkan dalam erlenmeyer dan ditaruh pada erlenmeyer shaker pada suhu 25°C
selama 24 jam kecepatan 200 rpm, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
dialysis (MWCD : 14.000) dan direndam didalam wadah yang berisi aquadest di
magnetic stirer pada suhu 20°C selama 48 jam. Pergantian aquadest dilakukan
setiap 24 jam. Larutan yang telah diperoleh selanjutnya disentrifugasi selama 5
menit dan dikeringkan semalaman dengan pengering oven pada suhu 40°C.
Diagram alir proses pembuatan konjugat pati-asam galat dengan metode FRG

disajikan pada Gambar 6.
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Pati jagung
25¢g

Larutan H,O, dan pati

Senyawa sumber > dicampuran dalam Erlenmeyer

radikal \[/
Campuran disimpan selama 10 menit pada suhu 25°C
Asam galat ditambahkan sesuai dengan perlakuan
0% 2%
Asam galat Asam galat

| |
J

Masing-masing campuran disimpan pada erlenmeyer shaker selama 24jam pada suhu 25°C

v

Campuran dipindahkan kedalam tabung dialysis

J

Perendaman tabung dialysis dengan magnetic stirer selama 48 jam pada suhu 25°C

J

Pemisahan dengan sentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 7000rpm.

v
v v
Endapan Supernatan

L

Endapan dikeringkan dengan oven
selama semalaman pada suhu 40°C

Konjugasi pati-
asam galat

Gambar 6 Diagram alir pembuatan konjugat pati-asam galat dengan metode free
radical grafting
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3.5 Pengamatan

Pada penelitian ini dilakukan pengamatan aktivitas antioksidan metode 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), aktivitas antioksidan metode 2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-asam sulfona (ABTS), dan aktivitas antioksidan metode Meat
system thiobarbituric acid-reactive species (TBARS). Selanjutnya, dilakukan

pengamatan ilai ICso senyawa AG, K, AG dan K yang terikat pada pati.

3.5.1 Penentuan nilai ICso

Prinsip pengujian ini dilakukan secara kuantitatif yaitu dilakukan dengan
pengukuran penangkapan radikal bebas oleh suatu senyawa yang mempunyai
aktivitas antioksidan dengan menggunakan spektrofotometri dengan panjang
gelombang 517 nm pada penangkapan radikal DPPH, panjang gelombang 734 nm
pada penangkapan radikal ABTS dan panjang gelombang 532 nm pada
penangkapan radikal TBARS, sehingga dengan demikian akan diketahui nilai

aktivitas peredaman radikal bebas yang dinyatakan dengan nilai ICso.

Sampel dibuat dalam seri pengenceran 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% pada
sampel pati-katekin 0% dan 2%, pati-asam galat 2% dan pati murni serta seri
pengenceran seri pengenceran 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, 40 ppm, 20 ppm dan 0
ppm pada sampel katekin dan asam galat bebas, selanjutnya sampel diuji aktivitas

antioksidannya sesuai perlakuan.

3.5.1.1 Aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

Analisis aktivitas antiokasidan dilakukan mengikuti metode yang dilakukan Ismail
et al. (2012) dan Shimamura et al. (2014), yang telah dimodifikasi dengan
menggunakan metode DPPH. Penentuan penangkal radikal bebas ditandai dengan
perubahan warna ungu menjadi kuning atau kuning muda, setelah sebelumnya

dilakukan inkubasi selama 30 menit dalam wadah gelap dan tertutup.
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Analisis aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH diawali dengan persiapan

sampel sebanyak 0,5 g ke dalam tabung reaksi yang telah ditutup dengan
aluminium foil. Kemudian ditambahkan 5 mL etanol 96%, divorteks hingga larut,
jika tidak larut sampel disentrifuse dan diambil bagian larutannya saja. Larutan
sampel kemudian diencerkan dalam etanol sesuai perlakuan diambil 0,1 mL dan
ditambahkan 1 mL larutan DPPH dan ditambahkan etanol sebanyak 3 mL.
Selanjutnya diinkubasi selama 30 menit ruangan tertutup, lalu dilakukan

pengukuran dengan spektrofotometer.

Larutan blanko merupakan etanol tanpa campuran 0,1 mL. Larutan kontrol dibuat
dengan 1 mL DPPH ditambahkan dengan 3 mL etanol kemudian diinkubasi
selama 30 menit. Absorbansi DPPH diukur dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 517 nm setelah inkubasi. Penurunan nilai serapan larutan DPPH
setelah penambahan sampel merupakan tolak ukur kemampuan antioksidan pada
sampel. Nilai serapan larutan DPPH dihitung sebagai persen aktivitas antioksidan

dengan rumus sebagai berikut:

% Rasio Penghambatan = (Ak-As)

x 100%

Keterangan :
Ak = Absorbansi kontrol

As = Absorbansi sampel

3.5.1.2 Aktivitas antioksidan dengan metode ABTS

Analisis persentase aktivitas antioksidan dilakukan menurut Rajurkar dan Hande
(2011), dengan menggunakan metode ABTS. Kation radikal bebas ABTS
disiapkan dengan mereaksikan antara larutan ABTS 7 mM dengan larutan K»S;0s
2,45 mM dengan perbandingan 1:1. Kemudian larutan ABTS dan K,S>0g
dicampurkan dan diinkubasi pada suhu ruang dan kondisi gelap selama 16 jam.
Selanjutnya dilakukan pengenceran pada larutan induk menggunakan aquadest

untuk memperoleh absorbansi + 0,700 pada panjang gelombang 734 nm.

Selanjutnya persiapan larutan sampel diambil sebanyak 0,01 g sampel

ditambahkan 2 mL etanol, divorteks selama 1 menit, jika tidak larut disentrifuse
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selama 5 menit diambil larutannya saja. Kemudian larutan sampel diencerkan

sesuai perlakuan. Pengujian dilakukan dengan 100 pl sampel yang telah
diencerkan ditambahkan larutan ABTS sebanyak 2,9 mL secara cepat didalam
wadah tertutup yang sebelumnya telah dilapisi oleh alumunium foil. Kemudian
divorteks 1 menit, dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang dan gelap.

Pengukuran absorbansi pada spektrofotometer dilakukan setelah inkubasi.

Larutan kontrol dibuat dengan 100 pl pelarut (dalam uji ini digunakan etanol),
kemudian ditambahkan ABTS 2,9 mL secara cepat, divorteks 1 menit.

Kemudian d2nkubasi selama 30 menit dan diukur absorbansinya. Pengukuran
absorbansi dengan spektrotometer dilakukan pada panjang gelombang 734 nm
setelah sampel selesai diinkubasi. Besarnya daya antioksidan dihitung dengan

rumus:

(Ak—As)

% Aktivitas penghambatan = x 100%

Keterangan :
Ak = Absorbansi kontrol

As = Absorbansi sampel

3.5.1.3 Aktivitas antioksidan dengan metode TBARS (Meat System)

Uji ini dilakukan mengikuti uji yang sebelumnya telah dilakukan oleh Amany et
al. (2012), dengan sedikit penyesuaian. Uji ini dilakukan dengan menyiapkan 0,2
g sampel yang telah diencerkan dalam etanol sesuai perlakuan. Kemudian
ditambah daging yang sudah dihaluskan sebanyak 5 g daging merah. Kemudian
diaduk hingga tercampur rata. Kemudian ditambah dengan 0,1 mL FeSo,.7H,0
(5 mM) dan 0,1 mL H,0, (100 mM) diaduk hingga tercampur rata, kemudian
divorteks selama 1 menit. Setelah selesai sampel diinkubasi selama 60 menit pada

suhu ruang.

Tahapan uji dilakukan dengan mengambil 1 g campuran sampel, ditambah dengan
4 mL NacCl (0,85%) kemudian diaduk dan divorteks 1 menit. TCA

(trichloroacetic acid) sebanyak 1 mL ditambahkan ke campuran sampel, divorteks



23
1 menit kemudian campuran disentrifugasi selama 5 menit. Setelah itu diambil

supernatan sebanyak 3 mL, kemudian 1 mL TBA (thiobarbituric acid) divorteks
selama 1 menit. Sampel diinkubasi pada suhu 100°C selama 35 menit, kemudian
dimasukkan ke dalam air dingin selama 10 menit. Kemudian diukur dengan
spektrofotometri pada panjang gelombang 532 nm. Hasil absorbansi yang

diperoleh berupa mg malondialdehid/kg daging.

Hasil pengukuran nilai absorbansi sampel pati-katekin 0% dan 2%, pati-asam
galat 2%, katekin bebas, asam galat bebas dan pati murni pada metode DPPH,
ABTS dan TBARS kemudian dihitung nilai ICso. Nilai DPPH, ABTS dan TBARS

yang dinyatakan sebagai persen inhibisi, dihitung berdasarkan persamaan berikut:

A kontrol—-A sampel

X 100%

0/ it
(% inhibisi) Toonirol
Keterangan:

Axontrol = Absorbansi kontrol

Asampel = Absorbansi kontrol + sampel

Selanjutnya ditentukan nilai ICso yaitu konsentrasi sampel yang dapat meredam
radikal bebas sebanyak 50% dengan menggunakan persamaan y=ax-+b. Nilai x
pada persamaan menunjukkan konsentrasi (ppm) sedangkan nilai y menunjukkan
peredaman yang diberikan oleh larutan sampel sehingga untuk menghitung ICso
dilakukan dengan cara memasukkan nilai 50 pada variabel y dalam persamaan
regresi linier yang telah didapat. Untuk menentukan nilai ICso, dibuat suatu grafik
hubungan linier antara konsentrasi sampel dengan aktivitas antioksidan sebagai
nilai inhibisi. Kemudian, konsentrasi ketika nilai daya hambat sebesar 50%, yang

merupakan nilai ICso, ditentukan dari persamaan garis linear yang diperoleh.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, kesimpulan penelitian ini adalah konjugasi katekin
dan asam galat dengan pati jagung meningkatkan aktivitas antioksidan
dibandingkan bentuk bebasnya konjugasai pati-asam galat 2% memberikan
aktivitas antioksidan tertinggi dengan nilai ICso DPPH (4,935 ppm), TBARS
(6,129 ppm), dan ABTS (3,656 ppm).

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan konjugasi pati dengan senyawa fenol dengan
berbagai jenis pati untuk mengetahui bagaimana sifat-sifat pati yang berbeda

mempengaruhi efektivitas konjugasi dan aktivitas antioksidan yang dihasilkan.
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