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ABSTRACT

Micrawave heating is faster than the conventional way, therefora it is interesting to apply ihis fechnology for cocoa roasting. This
research aimed to analyze the effect of microwave roasfing of ground cocoa nib on the antioxidative properties of the crude polyphenof
extract from the product. The resulis indicated that microwave roasting of ground cocoa nib for 5 min, adjusted at 20% of the full power
(900W) gave no significant difference in the inhibition of finoleic acid oxidation and scavenging of DPPH radical activity of the crude
polyphenol extract compared to that of the conventional roasting at 140°C for 40 min. But the product showed higher reduction of ferric ion
activity and lower chefating ferro ion activilty. The crude polyphenol exiract inhibited linoleic acid oxidation and scavenged DPPH free
radical. The inhibition was fower than that of either BHT or a-tocoferol at concentrations lower than 400 ug/mi for linoleic acid oxidation and
fower than 40 ug/mi for DPPH free radical scavenging. The crude polyphenol exiract reduced ferric ion, though fower than BHT

Key words : Cocoa bean, microwave, roasting, polyphenol, antioxidant activity.

PENDAHULUAN

Akhir-akhir ini produk kakao banyak mendapat
perhatian karena mempunyai kemampuan sebagai
antioksidan, bahkan dikatakan potensinya lebih besar
dari pada produk teh dan beberapa buah-buahan yang
felah dikenal sebagai sumber anfioksidan alami.
(Wilkinson, 1999). Palifenol golongan fiavonoid terutama
katekin dan epikatekin adalah komponen utama dalam
produk kakao yang berperan sebagai anlioksidan
(Osakabe, et al., 1998). Biji kakao segar mengandung
polifenol 12-18% berat kering, dan sekitar 35% dari total
polifencl adalah berupa senyawa flavonoid katekin,
tergantung pada varietas, budidaya dan daerah asal
tanaman (Kim dan Keeney, 1984.; Shahidi dan Naczk,
1985). Polifenol memberi rasa sepat (astringent sense),
rasa pahit dan flavor khas kakao bersama dengan
alkaloid, beberapa asam, amino peplida dan pirasin
(Bonvehi dan Coll, 1997, Nakamishi, et al., dalam Lee, et
al., 2001}

Dalam tubuh manusia meskipun telah
dilengkapi dengan sistem pertahanan lubuh, jika pada
suatu kondisi tertentu produksi radikal oksigen spesies
{ROS) berlebihan, maka diperiukan asupan senyawa
antioksidan.

Mekanisme akfivitas antioksidatif polifencl
kakao belum banyak dipublikastkan, meskipun beberapa
penelii menyatakan bahwa polifenol kakao dapat
mencegah terbentuknya radikal bebas (Osakabe, et
al,1997, Sanbongi, et al.,1998), dapat melindungi
oksidasi LOL darah (Osakabe, et al.,2001), berpengaruh
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terhadap antimutagenik, dan dapat menghambat tumor
(Yamagishi, et al., 2000).

Penyangraian biji kakao dimaksudkan untuk
mempermudah  pelepasan  kulit  biji, pembentukan
komponen flavor, pengurangan kadar air, perubahan
wama dan beberapa senyawa kimia dalam biji kakao
(Lees dan Jackson, 1985, Minifie, 1982). Selama
penyangraian pelifenol mengalami kerusakan, sehingga
rasa pahit dan sepat menurun, dipercepat oleh panas.
Sampai sekarang penyangraian biji kakao masih
dilakukan dengan pemanasan cara konvensional,
dengan kecepatan perpindahan panas terbatas pada tiga
cara standar yaitu Konduksi, konveksi dan radiasi,
menyebabkan pemanasan berlangsung lambat. Dalam
keadaan demikian mungkin senyawa polifenol banyak
berubah karena lama terpapar dengan oksigen udara
pada suhu relatif tinggi, sehingga berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidatifnya.

Penelitian tentang penyangraian biji kakao
menggunakan enerji gelombang mikro (EGM} teiah
dilakukan, dalam bentuk hancuran nit kakao lolos
ayakan 20 mesh. Dari hasil peneliian tersebut diketahui
bahwa berdasarkan parameter kadar air, warna, kadar
total polifenol dan aklivitas penghambatan oksidasi asam
lemak lincleat, penyangraian selama 5 menit dengan
EGM pada power 20% dari 900 W adalah setara dengan
penyangraian kenvensional selama 40 menit pada suhu
1400C (Supriyanto,et al., 2006).

Peneliian ini berfujuan untuk mengkaji
pengaruh penyangraian biji kakao menggunakan EGM,
terhadap kandungan polifencl, serta potensi dan
mekanisme aktivitas antioksidatif dari produk kakao yang
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dihasilkanya,  dibandingkan  dengan  pengaruh ekstrak, dikocok kemudian ditambahkan fagi 5§ ml
penyangraian konvensional. gkuades. Suspensi yang dhasilkan  kemudian
diinjeksikan menggunakan syringe ke dalam Sep-pak

Catridge Cs yang sebelumnya telah diprekondisikan

METODOLOGI terlebih dahulu menggunakan larutan methanol 2 ml,

Bahan dan alat

Bahan baku untuk penelittian ini adalah bij
kakao kering Indonesia jenis lindak (bulk cocoa) yang
diperoleh dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Jember.
Bahan kimia meliputi katekin standar, DPPH (diphenyl
picrylhydrazyl}, asam lincleat, ferasin, tokoferol standar,
BHT (butyfaled hydroxy toluene), aseton, buffer fosfat,
heksan, fero klorida dan amonium tiostanat. Bahan kimia
untuk analisis sebagian besar adalah anaiytical grade,
dari Sigma Chemical Company, St. Louis, MO USA,

Peralatan utama yang digunakan meliputi alat
penggiling (grnder}, oven EGM. GE, 300 Watt, 2450
MHz, oven listik MEMERT, alat ekstraksi polifenol,
evaporator  vacum, alat pengering beku dan
spekirofotometer SHIMADZU Model UV 1601,

Metode

Persiapan sampel

Biji kakao kering dipanaskan dalam oven listrik
suhu 50 °C selama 1 jam sampai kadar airya sekitar
6%, dihilangkan kulit bifinya dan dihancurkan dengan alat
penghaneur, sehingga diperoleh hancuran keping biji
(nib) kakao lolos ayakan 20 mesh.

Hancuran nib (50g) ditempatkan dalam mangkok
kaca, dimasukkan dalam oven gelombang mikro (EGM).
Penyangraian dilakukan pada power terkecil (20%)
selama 5 menit. Penyangraian cara konvensional
sebagai pembanding, dilakukan dengan menggunakan
oven listrik pada subu 140°C selama 40 menit.

Ekstraksi Polifenol kasar

Hancuran bijf kakao sangrai {20g) diekstrak
iemaknya menggunakan heksana  (perbandingan 1
bagian sampel : 5 bagian heksana), dilakukan 4 kali.
Hancuran kakao bebas lemak lolos ayakan 100 mesh
(59) selanjutnya diekstrak polifenolnya menggunakan
farutan aseton 80%, sebanyak 3 kali, masing-masing 5
jam pada suhu 80 °C. Pelarut dafam ekstrak diuapkan
dalam evaporator vakum, dibekukan dalam ruang
pembeku, kemudian dikeringkan menggunakan alat
pengering beku, hingga dihasilkan ekstrak polifenol yang
masih kasar dalam bentuk kering beku.

Analisis kandungan total polifencl

Kandungan total polifenoi dalam ekstrak
dianglisis  menggunakan  Metode  PrussianBlue
(Natsume,et al., 2000., Osakabe, et al., 1998.; Price dan
Butler dalam Shahidi dan Naczk,1995). Ekstrak kering
beku disuspensikan dalam akuades 10 ml, di lakukan
secara bertahap, 5 ml akuades dicampurkan dengan
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dikuti dengan akuades 5 mi. Polifenol yang ftertahan
dalam Sep-pak Calridge di elusi dengan asston 80%.
Eluen atau larutan ekstrak sebanyak 50 pl dimasukkan
kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan berturut-
turut 950 pl akuades, 1 ml larutan feriklorida 15 mM, dan
1 ml larutan potasium ferisianida 1,2 mM. Campuran
dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar, kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 720 nm.

- Sebagai larutan blangko digunakan aseton 80%. Kadar

total polifenol ditentukan dengan menggunakan kurva
standar dari senyawa katekin.

Aktivitas penghambatan oksidasi asam linoleat
Anafisis aktivitas penghambatan oksidasi asam

linoleat dilakukan menggunakan mefode ftiosianat
(Mitsuda, et al, 1966 dalam Yen dan Chen, 1985).
Larutan ekstrak polifenol kasar dibuat satu sen
pengenceran dengan vanasi konsentrasi 10, 100, 200,
400, 1000 pg ekstrak kering bekuw/ mi aseton 80%.
Diambil larutan ekstrak masing-masing sebanyak 0,5 mi,
dan aseton 80% 0,5 ml yang digunakan sebagai larutan
blangko. Kepada larutan ekstrak dan blangko masing-
masing ditambahkan 2,5 ml emulsi asam linoleat 0,02 M
pH 7,0 dan 2 ml bufer fosfat 0,2 M pH 7,0. Campuran
tersebut kemudian di inkubasikan pada 37 °C, dan
ditakukan pengamatan terhadap nilai absorbansinya
setiap 24 jam.

Pengamatan absorbansi dilakukan dengan
cara sebagal berkut; Etanol 75% sebanyak 4,7 ml
dimasukkan dalam tabung reaksi, tambahkan larutan
amonium fiosianat 30% sebanyak 0,1 mi, tambahkan
farutan sampel 0,1 mi, tambahkan larutan fero-klorida
0,02 M dafam 3,5% HCI sebanyak 0,1 ml. Aduk dengan
menggunakan vortex selama 3 menit kemudian dibaca
absorbansinya pada 500 nm. Untuk pengamatan
absorbansi blangko dilakukan dengan cara mengganti
larutan sampel dengan larytan blangko.

Absorbansi yang dimaksud dalam persamaan
adalah nilai absorbansi sampe! pada saat nilai
absorbansi blangko maksimal

Absorbansi sampel

% Panghambatan =100 - x100%

Absorbanst blangko

Aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH (diphenyl
picrythydrazyl)

Anglisis aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH
dilakukan dengan metode spektrofotometri (Burda dan
Oleszek, 2001., Lai, et al,, 2001, Tang, et al., 2001., Yen
dan Chen, 1995).
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Larutan eksirak polifenol kasar dibuat satu seri
pengenceran pada variast konsentrasi 5; 12,5; 25, 50;
75; 100, dan 125 pg ekstrak kering beku / m! aseton
80%, kemudian  disating menggunakan Sep-pak
Catridge C1g. Sefiap larutan ekstrak diambil sebanyak 4
mi, dimasukkan kedalam labung reaksi, ditambahkan 1
ml larutan DPPH 0,75 mM, kemudian diinkubasikan
dalam keadaan gelap pada suhu kamar {+ 28 °C} selama
30 menit Dibaca absorbansinya pada 517 nm dan
dibuat larutan blangke dari aseton 80%

o Absorbansi sampel
% Aktivitas penangkapan DPPH =1- Absorbans] blangko X
Analisis aktivitas pengikatan ion fero (Fe 24),

Analisis aktivitas pengikatan ion fero dilakukan
dengan metode spekirofotometri (Decker dan Welch,
1990 daiam Lai, €t al.,2001; Tang, et ai., 2001). Larutan
ekstrak polifenol kasar di encerkan sehingga
konsentrasinya 1000, 2000, dan 2500 ppm
menggunakan pelarut aseton 80%, kemudian disaring
menggunakan Sep-pak Catridge G Sebanyak 1 ml
larutan ekstrak dimasukkan kedalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan 3,7 ml akuades, 0,1 ml larutan
FeCl3 2 mM dan 0,2 ml larutan Ferozin 5mM. Sampel
diinkubasikan pada suhu kamar (* 28 °C) selama 20
menit kemudian dibaca absorbansinya pada panjang
gelombang 562 nm.

Absorbansi sampel
Absorbansiblangko

% Aktivitaspengikatanion fero=1- x100%

Analisis aktivitas pereduksi ion feri (Fe )

Analisis akfivitas pereduksi ion feri dilakukan
dengan metode spektrofotometri (Yen and Chen, 1995).
Larutan ekstrak polifencl kasar dibuat satu seri pada
variasi konsentrasi 50, 130, 250, 350 dan 500 pg ekstrak
kering beku /ml aseton 80%, saring menggunakan Sep-
pak Catridge C1s Dari setiap pengenceran diambi! laruten
ekstrak sebanyak 2,5 ml dan dicampur dengan 2,5 m!
bufer fosfat (0,2M pH 6,6), kemudian ditambahkan 2,5 ml
larutan potasium ferisianida 1%. Sampel kemudian
diinkubasi datam penangas air (50°C) selama 20 menit.
Selanjutnya tambahkan 2,5 ml larutan trikioro asetat 1%,
dan dipusingkan pada kecepatan 3000 rpm selama 10
menit. Setelah itu diambil 2,5 mi larutan dalam tabung
dibagian atas dan dicampur dengan 2,5 mi akuades.
Kemudian kedalam campuran tersebut ditambahkan 0,5
ml farutan feri klorida 0,1%, didiamkan selama 1 menit
talu dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 700
nm. Daya pereduksi ekstrak polifenol kasar ditunjukkan
oleh besamya absorbansi yang terbaca pada panjang
gelombang 700 nm

100%
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kandungan total polifeno!

Kandungan total polifencl dalam ekstrak
polifenol kasar dari kakao yang disangrai dengan EGM
lebih kecil dibandingkan dengan ekstrak dari hasil
penyangraian secara Xonvensional maupun dengan
kontrol atau yang tidak disangrai (Tabel 1). Namun
secara stafistik tidak berbeda nyata (p<0,05). Hal
tersebut menunjukkan bahwa pengaruh penyangraian
terhadap kandungan total polifenol sangat kecil, mungkin
disebabkan karena katekin dan epikaiekin penyusun
sebagian besar poiifenol kakao dalam bentuk oligomer

+ diduga cukup resisten terhadap panas, dibandingkan

dengan dalam bentuk monomernya seperti dalam teh,
dan diduga mempunyai titik leleh lebih tinggi (Misnawi,et
al., 2002).

Tabel 1. Kandungan total pofifenol dalam ekstrak polifencl
kasar dari kakao hasil penyangraian konvensional dan

EGM
Perlakuan Kadar total polifenol (%)}
Kontrol 163+07 a
EGM 16,1+09 a
Kanvensional 165+0,7 a
Keterangan : Kadar total polifenol dalam % terhadap berat ekstrak

kering Deku Notasi statistik yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata

Ekstrak polifenol yang dihasilkan masih berupa
ekstrak kasar, sehingga sangat dimungkinkan tercampur
dengan bahan lain misalnya senyawa redukion, yaitu
senyawa hasit degradasi Amadori yang ferjadi selama
penyangraian mempunyai sifat sebagai reduktor yang
kuat {Bailey, et al, dalam Shahidi,1997), sehingga
berpengaruh terhadap hasil analisis kadar total polifenol
ke nilai yang lebih besar.

Informasi tersebut diatas didukung oleh data
hasil penelitian yang menunjukkan bahwa penyangraian
pada suhu 120 °C selama 45 menit hanya merubah atau
menurunkan kandurgan total polifencl sebesar 3%
{Misnawi, et al., 2002}.

Aktivitas penghambatan oksidasi asam lemak
linoleat

Ekstrak polifenol kasar dari biji kakao yang
felah disangrai masih mempunyai kemampuan
menghambat  oksidasi asam  lemak  linoleat.

Penghambatan oksidasi asam lemak linoleat oleh
ekstrak polifenol dari kakao hasil penyangraian EGM dan
konvensional ditunjukkan pada Gambar 1.
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1. Akfivitas penghambatan oksidasi asam lemak
linoleat oleh ekstrak polifenol kasar dari kakao
hasil penyangraian EGM dan konvensional pada
berbagai konsentras:

Gambar

Ekstrak poiifencl kasar dari kakao hasil
penyangraian EGM, konvensional maupun tanpa
penyangraian, telah menunjukkan aklivitas
anticksidatifnya mulai pada konsentrasi 10 g / mi, dan
mencapai maksimal pada konsentrasi 400 pg/ml,
Ekstrak polifenol kasar pada konsentrasi 400 pgimi
dapat menghambat oksidasi asam lemak linoleat
sebesar 90% lebih, hampir sama dengan akiivitas
antioksidan sintetis BHT.

Gambar 1 menunjukkan bahwa aklivitas
penghambatan oksidasi asam lemak linoleat oleh ekstrak
polifencl dari kakac yang disangrai dengan EGM dan
kenvensional lebih besar dibandingkan dengan kontrol
(p<0,05).  Perbedaan tersebut tampak pada kisaran
konsentrasi rendah yaitu antara 10 sampai 200 pg/ml,
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut,
pengaruh penyangraian lebih efekfif.

Aktivitas penghambatan ferhadap oksidasi
asam lemak finoleat oleh ekstrak polifenol dari kakao
yang disangrai menggunakan EGM justru lebih ftinggi
dibandingkan dengan yang tidak disangrai, padahal pada
ekstrak kakao yang tidak disangrai seharusnya polifenc
yang merupakan senyawa paling berperan belum banyak
mengalami perubahan. Akan tetapi hal tersebut juga
terjadi pada penyangratan konvensional, sehingga bukan
disebabkan oleh pengaruh penggunaan EGM.

Peningkatan aktivitas antioksidatif selama
penyangraian mungkin disebabkan karena terbentuk
senyawa baru yang berpotensi sebagai antioksidan,
seperti misainya produk hasit reaksi antara senyawa
karbonil dengan asam amino, reaksi antara produk
oksidasi lipida dengan protein dan karbohidrat, atau
mungkin juga reaksi karamelisasi gula (Yen dan Hsieh,
1998). Senyawa fersebut mungkin sebagian ikut
terekstrak dafam pelarut selama ekstraksi polifenol,
ditunjukkan oleh warna coklat pada ekstrak yang
dipercleh.
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Hasil penelitian Osakabe (1998), menunjukkan
pada ekstrak polifenal dari produk kakao yang telah
mengalami penyangraian ditemukan senyawa klovamid
yang dapat menghambat oksidasi asam lemak linoleat
tebih besar dibandingkan dengan katekin dan epikatekin.

Kemampuan  ekstrak  polifeno!l  kakao
menghambat oksidasi asam lemak lincleat menunjukkan
bahwa polifenot kakao dapat berperan sebagai donor
proton (H} terhadap radikal peroksi, sehingga radikal
tersebut tidak bisa bereaksi dengan asam lemak fidak
jenuh untuk membentuk radikal bebas. Dengan demikian
dapat memperlambat tahap reaksi propagasi pada
proses autooksidasi. Proton hidrogen yang di donorkan

-dipengaruhi oleh jumlah dan posisi gugus OH dalam

molekul polifenol, sehingga pada konsentrasi polifencl
makin besar akfivitas antioksidatifnya juga makin besar
{Shahidi, 1997).

Aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH

Aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH
oleh ekstrak polifenol kasar dart kakao ditunjukkan pada
Gambar 2. Ekstrak polifenol kasar dari kakao hasil
penyangraian konvensional, EGM, dan kontrol sudah
mulai tampak aktivitasnya pada konsentrasi 5 pg / ml,
jika konsentrasi dinaikican aktivitasnya bertambah besar,
dan mencapai maksimal pada konsentrasi 50 pg / ml.
Pada kisaran konsentrasi 5 s/d 125 ug / ml menunjukkan
bahwa aktivitas penangkapan radikal DPPH antara
kontrol, penyangraian EGM dan konvensional tidak
berbeda nyata (p<0,05).
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Gambar 2. Aktivitas penangkapan radikal DPPH oleh ekstrak
polifenol kasar dari kakao hasil penyangraian EGM
dan konvensional pada berbagai konsentrasi

Kemampuan  ekstrak  polifenol  kasar
menangkap radikal DPPH  dikaitkan  dengan
kemampuannya sebagai donor proton (Lai, et al., 2001)
Jumlah proton hidrogen yang bisa di donorkan
dipengaruhi oleh jumlah dan posisi gugus OH. Apabifa
akfivitas  penangkapan DPPH  antara  kontrol,
konvensional dan EGM fidak berbeda, mungkin karena
polifenol sebagai senyawa yang paling berperan dalam
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ekstrak kakao selama penyangraian fidak banyak
mengalami perubahan. Data ini sesuai dengan
pernyataan Misnawi, et al. (2002) bahwa penyangraian
pada 120°C selama 45 menit hanya menurunkan kadar
polifenol total sekitar 3%.

Polifenol  golongan flavonoid mengandung
gugus OH lebih banyak dibandingkan dengan
antioksidan sintetis BHT dan a-tokoferol yang hanya
mempunyai satu gugus OH (Shahidi, 1997), tetapi
aktivitas antioksidatif ekstrak kakao lebih kecil. Hal ini
mungkin disebabkan kerena dalam ekstrak polifencl
kasar masih tercampur dengan senyawa lain yang ikut
terekstrak pada wakiu ekstraksi polifencl, sedangkan ke
dua antioksidan sintetis tersebul dalam keadaan mumi.
Disamping itu tidak semua gugus OH dalam flavenoid
berperan akiif dalam mendukung aktivitas antioksidatf,
misalnya pada katekin hanya gugus OH pada posisi Cy
dan C+ pada cincin B yang akfif, didukung cleh Ca pada
cincin C tengah (Rajalaksmi dan Narasimhan dalam
Madhavi, et at., 1996., Shahidi, etal., 1997).

Untuk mengetahui  iebih jauh pengaruh
penyangraian dengan EGM dibandingkan dengan
penyangraian konvensional, ekstrak polifenol kakao yang
diperoleh dengan menggunakan pelarut aseton 80%
dilakukan fraksinasi. Fraksinasi dilakukan dengan
menggunakan Sep-pak Catridge C1s dengan pelarut etil
asetat, etanol 80%, dan metano! 80%, kemudian eluen
atau fraksi yang diperoleh dari masing-masing pelarut
diuji aktivitas antioksidatifnya. Fraksi yang diperoleh dari
masing-masing pelarut ternyata mempunyai aktivitas
penangkapan radikal DPPH berbeda (Tabel 2). Fraksi
yang larut dalam efil asetat, untuk ekstrak kakao kontrol,
hasii penyangraian konvensional maupun EGM,
mempunyai aktivitas yang paling besar dibandingkan
dengan pelarut lain. Dari antar jenis pelarut dan cara
penyangraian, maka pelarut efl asetat dan
penyangraaian dengan EGM memberikan perbedaan
yang paling besar. Data ini menunjukkan bahwa dafam
ekstrak kakao hasil penyangraian dengan EGM
perbedaan antara fraksi non polar dengan fraksi polar
adalah paling besar. Hal ini menunjukkan bahwa dalam
ekstrak kakao tersebut fraksi penyusun yang dominan
adalah fraksi non polar,

Aktivitas penangkapan DPPH dari ekstrak
kakao meskipun sedikit lebih rendah dibandingkan
dengan o-tokoferol, tetapi lebih tinggi jika dibandingkan
dengan aklivitas dari ekstrak teh. Sebagal gambaran,
aktivitas penangkapan radikal DPPH dari ekstrak teh
hijau sebesar 59,4%, teh hitam 49,0% dan teh Colong
54,6%, masing-masing pada konsentrasi 500 pg/ml {Yen
dan Chen,1995).
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Tabel 2. Aktivitas penangkapan radikal DPPH fraksi ekstrak
polifenol kakao yang larut dalam efil asetat, metanol

dan etanol
Aktivitas penangkapan DPPH (%)
Kontrol Konvensional EGM
Etil asetat 774125 a 782+23x 766+22u
Metanol 80% 743128 a 764+36x T23+26v
Etanol 80% 671+19 b 694 +39y 549+14w

Keterangan : Notasi statistik yang berbeda dalam satu kolom
menunjukkan berbeda nyata

‘Aktivitas reduksi ion feri

Ekstrak polifencl kakao dapat berperan
sebagai senyawa redukfor dalam hal ini mampu
mereduksi ion feri menjadi fero, yang besarnya
dipengaruhi oleh cara penyangraian dan konsentrasi
(Gambar 3). Pada konsentrasi rendah (50 sid 150 ppm)
kemampuan mereduksi ekstrak polifenol dari kakao hasil
penyangraian menggunakan EGM, penyangraian
konvensional dan kontrol tidak berbeda nyata {p=0,05),
tetapi pada konsentrasi sedang (250 s/d 350 ppm)
kemampuan mereduksi ekstrak polifenol dari kakao hasil

penyangraian  menggunakan EGM lebih  besar
dibandingkan dengan penyangraian  kohvensional,
sedang pada konsentrasi 500 ppm kemampuan
mereduksi  ekstrak  polifenol dari  kakao hasil

penyangraian menggunakan EGM dan konvensional
tidak beda nyata (p<0,05).
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Gambar 3. Aktivitas reduksi ion feri oleh ekstrak polifenct kasar
dari  kakao hasil penyangraian EGM dan
konvensional pada berbagai konsentrasi

Aktivitas ekstrak polifenct kakao sebagai
redukior cukup tinggi, meskipun sedikit dibawah BHT
tetapi lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak teh hitam
yang besarnya sekitar 1,32 pada konsentrasi 1000 pg/ml
(Yen dan Chen, 1995).

Aktivitas ekstrak polifenol  kakao sebagai
senyawa pereduksi menunjukkan bahwa senyawa
tersebut dapat bertindak sebagai donor elektron dan
dapat bereaksi dengan radikal bebas untuk
mengubahnya menjadi produk yang stabil dan
menghentikan reakst radikal berantai {Lai, et al,
2001.,Yen dan Chen, 1995).
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Aktivitas pengikatan ion fero

Ekstrak polifenol kakao mempunyai akfivitas
mengikat atau mengkelat ion fero, yang besarnya
dipengaruhi  oleh konsentrasi ekstrak dan cara
penyangraian (Gambar 4). Pada semua perlakuan jika
konsentrasi ekstrak dinaikkan aktivitasnya makin besar,
tetapi jika dibandingkan antar perlakuan, ekstrak kakao
hasii  penyangraian  menggunakan EGM  dan
konvensional mempunyai  aklivitas yang lebih rendah
dibandingkan dengan ekstrak polifenol kakao kontrol. Hal
ini mungkin disebabkan karena pembentukan komplek
metal dari flavonoid yang merupakan senyawa paling
berperan dalam ekstrak kakao, bisa terjadi karena di
dalam molekul terdapat gugus CH atau CO pada posisi
orfo (Heywood, 1972), Pada proses penyangraian
mungkin jurmiah dan posisi gugus tersebut berubah atau
mengalami substitusi dengan gugus lain, sehingga
mengurangi aktivitasnya.

Pengikatan ion Fe (%)

Konsentrasi (ppmy

Kontrol B Konven EDTA 0D EGM

Gambar 4. Aktivitas pengikatan ion fero oleh ekstrak polifeno!
kasar dari kakao hasil penyangraian EGM dan
konvensional pada berbagai konsentrasi

Polifenol golongan flavonoid  seperti yang
terkandung dalam kakao felah dilaporkan mampu
mengikat ion logam membentuk komplek inert, sehingga
tidak bisa membentuk radikal alkoksi maupun peroksi
terutama dari senyawa hidropercksida. Dengan demikian
tidak bisa memulai reaksi radikal berantai, karena kedua
macam radikal tersebut dapat mengambil atom H dan
asam lemak fidak jenuh menghasilkan radikal lipida
bebas (Madhavi, et al., 1936)

Aktivitas ekstrak polifenol kakao mengikat ion
fero sangat penting artinya karena ion fero merupakan
senyawa katalisator terjadinya oksidasi, dan tidak semua
senyawa polifencl mempunyai aktivitas mengikat ion
fero, termasuk anticksidan sintetis seperti BHT dan o-
Tocoferel (Lai, et al., 2001}, Meskipun demikian jika
dibandingkan dengan ekstrak teh, akfivitas pengikatan
ion fero oleh ekstrak kakao lebih rendah (Tang, et al.,
2001).

KESIMPULAN
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Ekstrak pofifenol kakao dapat menghambat
oksidasi asam linoleat, menangkap radikal bebas,
mereduksi ion feri, dan mengikat ion fero, meskipun
kemampuanya masih sedikit dibawah antioksidan sintetis
BHT dan o-tokoferol. Kadar polifenol, aktivitas
penghambatan oksidasi asam finoleat, dan aktivitas
penangkapan radikal bebas DPPH dari ekstrak polifenol
kakao hasil penyangraian menggunakan EGM tidak
berbeda nyata dengan ekstrak polifenol  hasil
penyangraian  konvensional.  Namun  demikian
mempunyai aktivitas reduksi ion feri lebih besar, tetapi
aktivitas mengikat ion fero lebih kecil.

Aktivitas penghambatan oksidasi asam linoleat
oleh ekstrak polifenol kakao dimufai pada konsentrasi 10
pg/ml dan mencapai maksimal pada konsentrasi 400
Hg/mi, dengan nilai sekitar 90% mendekati aktivitas BHT.
Aktivitas penangkapan radikal bebas mulai tampak pada
konsentrasi ekstrak 5 pg/ml dan maksimal pada 50
ug/mi sebesar 85,44%. Aktivitas reduksi ion feri mulai
tampak pada 50 pg/ml dengan nilai absorbansi 0,057,
dan pengikatan ion fero pada 1000 ppm sebesar
12,15%
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