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A_BSTRA-CT Antioxidants are substances that when present in food or in the body at low

concentrations compared to that of an oxidizable subsirate markedly delay or prevent the oxidation of that
substrate. The mechanism by which antioxidants protect food from oxidation is by scavenging of free
radicals via donation of an electron or a hydrogen atom, or by deactivation of metal ions and singlet
oxygen. Naturally occurring inhibitors of oxidation in food generally originate from plant-based materials.
Antioxidants can be classified into groups based on how they work and where they are found. There have
been a number of assay methods developed to measure the capacity of antioxidants as pure compounds or
in extracis. These methods focus on different mechanisms of the antioxidant such as scavenging of oxygen
and hydroxyl radicals, reduction of lipid peroxyl radicals, chelation of metal ions, or inhibition of lipid
peroxidation. The very common methods used were! ORAC, OSI, DPPH, and TEAC. There are three
principle techniques that may be used to extract naturalluy occurring antioxidant: extraction using solvent,
solid-phase extraction, and supercritical CO; extraction.
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 PENDAHULUAN.

ntioksidan adalah molekul yang

dapat memperlambat atau
mencegah terjadinya proses oksidasi bahan
kimia lainnya. Antioksidan secara nyata dapat
memperlambat reaksi oksidasi, walaupun
dengan konsentrasi yang lebih rendah
sekalipun dibandingkan dengan substrat yang
dapat dioksidasi.  Reaksi oksidasi dapat
menghasilkan radikal bebas yang membentuk
rantai reaksi kimia yang membahayakan
kesehatan. Antioksidan dapat menghentikan
rantai  reaksi" tersebut dengan  cara
menghilangkan intermediat radikal.
Antioksidan juga dapat menghambat reaksi
oksidasi dengan cara membiarkan reaksi
oksidasi terjadi pada antioksidan tersebut.
Dalam hal ini antioksidan biasanya berbentuk
bahan pereduksi seperti senyawa tiol atau fenol
(Wikipedia, 2007).

Reaksi oksidasi sesungguhnya
merupakan reaksi yang sangat penting dalam
kehidupan, tetapi dalam kondisi tidak
terkendali, reaksi oksidasi justru dapat
membahayakan kesehatan. Untuk mengatasi
masalah tersebut tumbuhan dan hewan

memelihara sistem yang kompleks dari
berbagai jenis antioksidan. Apabila antioksidan
tersebut kadarnya sangat rendah atau terjadi
penghambatan terhadap enzim antioksidan,
akan dapat mengakibatkan stress oksidatif
(oxidative stress) yang dapat merusak atau

- mematikan sel-sel hidup (Wikipedia, 2007).

Antioksidan sangat beragam jenisnya.
Berdasarkan sumbernya antioksidan dibagi
dalam dua kelompok, yaitu antioksidan sintetik
dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik
yang paling luas penggunannya dalam bahan
makanan adalah BHA, BHT, TBHQ dan propil-
galat Penggunaan antioksidan sintetik dalam
bahan makanan saat ini mendapat sorotan
berkaitan dengan keamanan pangan karena
dianggap sebagai karsinogenik (Daniells,
2006). Oleh karena itu minat untuk
menggantikan antioksidan sintetik dengan
antioksidan alami telah meningkat.

Antioksidan alami umumnya diperoleh
dari tumbuhan. Komponen aktif, seperti fenol,
polifenol, dan tokoferol, merupakan produk
metabolit  sekunder  yang  dihasilkan
(diturunkan) pertama kali dari fenil-propanoid,
dan dalam kasus tertentu pada beberapa
tumbuhan diturunkan dari tirosin. Dengan
demikian senyawa fenol dalam pangan alami
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tersedia sebagai campuran berbagai senyawa
yang merupakan gabungan berbagai komponen
aktif dalam bentuk bebas, bentuk esterifikasi,
bentuk glikosilasi, dan bentuk terikat (Shahidi
and Naczk, 1995). Golongan flavonoid yang
memiliki aktivitas antioksidan meliputi flavon,
flavonol, isoflavon, katekin, dan kalkon.
Sementara turunan asam sinamat meliputi
asam kafeat, asam ferulat dan asam klorogenat.
Senyawa antioksidan alami polifenolik ini
bersifat multifungsi dan dapat beraksi sebagai
pereduksi, penangkap radikal bebas, pengkelat
logam, dan peredam (penghambat)
terbentuknya oksigen tunggal ('0,) (Pratt,
1992).

Dalam tulisan ini dibahas aspek yang
berkaitan dengan definisi antioksidan, sumber
antioksidan alami, teknologi ekstraksi dan
isolasi antioksidan alami, dan beberapa metode
yang umum digunakan untuk mengukur
kapasitas (efektivitas) antioksidan alami.
Tulisan ini dimaksudkan untuk memberikan
gambaran berkaitan dengan antioksidan alami
sehingga dapat menjadi bahan informasi untuk
penelitian berkaitan dengan antioksidan alami.
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TERMINOLOGI ANTIOKSIDAN
ALAMI

Antioksidan adalah bahan (substances)
yang apabila berada dalam konsentrasi rendah
bersama  dengan  substrat yang dapat
dioksidasi, secara nyata dapat menghambat
(retard) oksidasi dari substrat tersebut
(Halliwell, 1995). Secara umum klasifikasi
antioksidan  didasarkan pada perbedaan
mekanisme kerja yaitu: antioksidan primer dan
antioksidan sckunder (Dapkevicius, 2002).
Antioksidan primer menghambat tahap inisiasi
dan memecah tahap propagasi reaksi rantai
radikal. Antioksidan bekerja melalui transfer
atom hidrogen ke radikal peroksi. Radikal
yang dihasilkan dari antioksidan teroksidasi
distabilkan oleh resonansi dan menjadi relatif
tidak  reaktif, sehingga tidak mampu
melakukan tahap inisiasi atau propagasi reaksi
oksidatif. Mekanisme kerja antioksidan primer
ditunjukkan pada Gambar 1.  Antioksidan
sekunder (antioksidan preventif) meliputi:
agen pengkelat logam, peredam 'O, dan
penghancur peroksida (Larson, 1997).
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Gambar 1. Mekanisme kerja antioksidan primer (sumber: Wong, 1989)

Klasifikasi antioksidan dapat juga
didasarkan pada antioksidan alami dan
antioksidan sintetik. Antioksidan sintetik yang
paling banyak dikenal adalah: BHA, BHT,
TBHQ dan propil-galat. Berbeda dengan
antioksidan sintetik, keragaman antioksidan
alami jauh lebih banyak. Di antara antioksidan
alami, hanya sejumlah kecil yang sudah
dianalisis secara menyeluruh dan hanya
sebagian yang sudah benar-benar dapat
digunakan, seperti tokoferol, karotenoid, asam
askorbat dan turunannya, serta ekstrak dari
rosemary dan saga yang telah diaplikasikan
pada industri pangan (Dapkevicius, 2002).

Jenis-Jenis Antioksidan Alami

Jenis antioksidan alami sangat beragam,
baik ditinjau dari sumber maupun mekanisme
kerja. Diantara beragam antioksidan alami

Anti Oksidan Alami... ... ....(Lukinan Junaidi)

tersebut, beberapa jenis antioksidan alami yang
sudah banyak dimanfaatkan secara komersil
antara lain sebagai berikut:

Tokoferol

Tokoferol merupakan antioksidan alami
yang sangat penting dan digolongkan ke dalam
dua kelompok yaitu: tokol dan tokotrienol.
Serealia dan kacang-kacangan merupakan
sumber tokol yang kaya (White and Xing,
1997).  Minyak dan sayuran hijau juga
merupakan sumber tokoferol (Aruoma, 1994).
Mekanisme antioksidan tokoferol melibatkan
reaksi dengan radikal bebas (utamanya radikal
peroksil), menghasilkan pembentukan radikal
fenoksi. Mekanisme yang lain dari tokoferol
meliputi penangkapan dan peredaman oksigen
tunggal ('O;).
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Karotenoid

* Karotenoid merupakan pigmen
berwarna kuning, orange atau merah, yang
terdapat pada buah dan ubi tertentu dengan
konsentrasi tinggi seperti pada wortel dan
tomat (Larson, 1997). Karotenoid memilki
struktur poli-isoprena rantai panjang dengan 40
atom karbon. Kemampuan antioksidan
karotenoid  tergantung pada mekanisme
delokalisasi dari elektron tidak berpasangan
melalui  konjugasi sistem poliena (Terao,
1989). Seperti halnya tokoferol, karotenoid
juga merupakan peredam 'O, yang sangat
efektif.  Proses peredaman 'O, berkaitan
dengan transfer energi dari 'O, ke karoten
(Foote and Denny, 1968). Peredaman 'O, juga
tergantung pada jumlah ikatan rangkap yang
berkonjugasi dalam karoten.

Asam Askorbat

Asam askorbat ditemukan dalam
konsentrasi yang cukup tinggi secara alami
pada buah dan sayur. Asam askorbat bertindak
sebagai antioksidan multifungsi dan sebagai
sinergis untuk antioksidan primer.  Jika
terdapat konsentrasi ion logam yang lebih
tinggi, asam askorbat dapat berfungsi sebagai
pro-oksidan dengan mereduksi kembali ion

Flavanon Katekin

logam yang teroksidasi, sehingga proses
inisiasi reaksi radikal bebas baru dapat terjadi
(Halliwell, 1995).

Senyawa Fenolik (Flavonoid)

Flavonoid mewakili group yang sangat
banyak dan beragam dari senyawa fenolik
yang diperoleh dari tumbuhan tingkat tinggi.
Senyawa aromatik ini dibentuk dalam
tumbuhan dari asam amino aromatik
(fenilalanin dan tirosin) dan unit asetat.
Flavonoid dapat menunjukkan pola substitusi
dan keadaan oksidasi yang sangat beragam,
yang dikelompokkan menjadi: flavonol,
flavanonol, flavon, flavanon, katekin dan
antosianin (Harborne, 1988). Struktur kimia
flavonoid ditunjukkan pada Gambar 2.

Flavonoid memiliki manfaat
farmakologis dan biokemis berupa anti
peradangan, anti alergi, anti mikroba,
pelindung hati (hepatoprotective), anti virus,
anti karsinogen. Manfaat farmakologis dan
biokemis ditentukan oleh fungsi antioksidan
dan mekanisme kerja modifikasi enzim yang
dimiliki oleh flavonoid (Middleton and
Kandaswami, 1993).  Flavonoid memiliki
beragam mekanisme kerja, meliputi pengikatan
radikal dan pembentukan kompleks ion logam.

OR;

Antosianin

Gambar 2. Struktur kimia flavonoid (sumber: Harborne, 1988)

Banyak penelitian telah membuktikan
bahwa flavonoid memiliki lebih banyak group
hidroksil yang memiliki posisi ortho terhadap
group lainnya, sehingga flavonoid memiliki
efektivitas antioksidan yang lebih baik. Cincin
B flavonoid berisi lebih banyak elektron dari
pada cincin A dan C. Hal ini mengakibatkan
cincin B lebih mudah diserang oleh radikal.
Cincin A terbentuk dari hasil biosintesis

melalui kondensasi dari 3 mol malonil-CoA
yang diturunkan dari metabolisme glukosa.
Cincin C dan B juga diturunkan dari
mekanisme glukosa dengan cara jalur shikimat
dan jalur fenilpropanoid, masing-masing akan
menghasilkan asam dengan rantai karbon C-9
misalnya: sinamat, hidroksi-sinamat, dan
kumarat (Rhodes, 1998). Ringkasan biosintesis
flavonoid ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Skema dasar biosintesis dan interkoneksi flavonoid (sumber: Rhodes, 1998)

SUMBER ANTIOKSIDAN ALAMI

Bahan pangan yang potensil dijadikan
sumber antioksidan alami antara lain: rempah,
dedaunan, teh, kakao, serealia, buah, sayuran
dan tumbuhan laut (Gelidiopsis sp.). Bahan
pangan ini mengandung antioksidan, seperti
asam amino, asam askorbat, flavonoid,
tokoferol, karotenoid, tanin, peptida,
melanoidin, produk reduksi, dan asam organik
lain (Pratt,1992). ‘
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Fenilalanin
Asam sinamat
Asam hidroksi-sinamat
idroksi-sinamomil Co-A
[ Flavonol J
Y
L Antosianidin ]
Flavan*-3,4-diol
L Pro-antosianidin ]
Buah, sayuran, serealia, kacang-

kacangan, minyak (utamanya zaitun), biji-
bijian penghasil minyak, dan teh telah diteliti
secara luas. Komponen antioksidan pada
sumber tersebut adalah senyawa polfenol
(asam fenol, flavonoid), antosianidin, tokol,
fosfolipid, karotenoid, asam askorbat, kalkon
dan beberapa asam amino (Hakkinen et al,
1999). Berbagai tumbuhan yang merupakan
sumber komersil antioksidan alami
ditunjukkan pada Tabel 1.

Table 1. Antioksidan Alami dalam berbagai sumber tumbuhan komersil”

No|  Sumber bahan Contoh Jenis Antioksidan

1 | Minyak sayur Minyak kedelai Tokoferol

2 | Minyak goreng Minyak Sawit Tokotrienol, Karotenoid

3 | Tanaman obat dan rempah | Rosemary dan Saga Fenol kompleks

4 | Serealia Gandum Flavonoid

5 | Kacang-kacangan Kedelai Isoflavon

6 | Minyak biji-bijian Minyak biji bunga matahari| Asam Fenolik dan Fenil-propanoid
7 | The Teh hijau Katekin dan Polifenol

8 | Kulit buah dan biji-bijian | Kulit buah dan biji anggur | Polifenol dan Tanin

“ISumber: Ho et al, 1994 dan Shahidi, 1997

Anti Oksidan Alami... ... ....(Lukman Junaidi)
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Rempah

Rempah merupakan sumber antioksidan
yang sangat prospektif (Nakatani, 1997).
Senyawa aktif pada rempah (rosemary dan
saga) yang memilki sifat antioksidatif adalah:
asam fenol, flavonoid, pigmen alami dan
terpen (rosmanol, karnosol, asam karnosat,
epirosmanol, isorosmanol) (Cuvelier et al,
1994). Kurkumin merupakan komponen
utama pada kunyit yang memiliki sifat
antioksidan. Sedangkan komponen pedas jahe
seperti  6-gingerol dan 6-shogaol dikenal
memiliki aktivitas antioksidan. Dari fraksi non
volatil ekstrak jahe yang telah dimurnikan
ditemukan empat senyawa turunan gingerol
dan empat macam diarilheptanoida yang
memiliki aktivitas antioksidan kuat
(Nakatani,1992)

Serealia

Sumber antioksidan dari serealia antara
lain adalah kedelai (Glycine max L.) yang
memiliki  kandungan  senyawa  fenolik.
Senyawa fenol utama pada kedelai adalah
flavonoid dari jenis isoflavon. Disamping
kandungan isoflavon, kedelai dan produk-
produk kedelai juga mengandung senyawa
antioksidan yang merupakan golongan dari
turunan asam sinamat, fosfolipida, tokoferol,
asam amino dan peptida (Shahidi and Naczk,
1995).

Kacang " tanah (drachis hypogea)
merupakan sumber antioksidan alami jenis
taksifolin. Kandungan antioksidan paling
tinggi ditemukan pada bagian daun dan akar.
Dalam proses ekstraksinya ditemukan bahwa
aktivitas antioksidan produk ekstrak meningkat
dengan peningkatan polaritas pelarut yang
digunakan, ‘kecuali untuk pelarut metanol
(Green, 2004).

Biji kapas juga merupakan sumber
antioksidan alami berupa flavonoid, yaitu jenis
aglikon-flavonol (quersetin, kaemferol,
gosipetin dan herasetin) dan flavonol-glikosida
(quersetin dan isoquersetin) (Pratt, 1992).
Pada wijen (Sesamum indicum) terdapat
antioksidan sesamin, sesamolin dan sesamol.
Sementara dari biji bunga matahari diperoleh
antioksidan alanii turunan asam sinamat, yaitu
asam klorogenat dan asam kafeat (Shahidi and
Naczk, 1995).
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Minyak Makan

Minyak makan dan sumber bahan
bakunya  mengandung  tokoferol  dan
tokotrienol (disebut tokol) dalam jumlah
banyak. Antioksidan tersebut terdapat sebagai
pembentuk bahan tak tersabunkan dan bisa
dijumpai bersama fosfolipid, Kkarotenoid,
klorofil dan alkohol ftriterpen. Deodorisasi
minyak makan melalui proses distilasi
molekular menghasilkan jumlah tokol yang
cukup besar. Kebanyakan sumber tokoferol
berasal dari proses pengolahan minyak kedelai,
sementara tokotrienol dihasilkan dari minyak
sawit dan minyak dedak (rice bran oil) atau
hasil samping dari proses tersebut.

Produk yang diperoleh dari pengolahan
minyak makan memiliki campuran isomer
tokol yang dapat diformulasi sebagai bentuk
kering atau dispersible 100% dan dapat
disuspensikan dalam air sebelum ditambahkan
pada bahan makanan. Tokoferol, walaupun
terdapat dalam jumlah yang lebih rendah
dalam minyak, merupakan komponen utama
tokol dari minyak sawit dan minyak biji-bijian.
Di sisi lain, tokotrienol memiliki aktivitas
vitamin yang lebih rendah, tetapi memiliki
daya antioksidan yang lebih baik daripada
tokoferol secara in-vitro.

Teh

Berbagai penelitian telah membuktikan
komponen aktif biologis pada ekstrak teh
(epikatekin, epikatekin galat, epigalokatekin,
epigalokatekin galat) memiliki kemampuan
yang kuat menangkap radikal bebas secara in
vivo (Yang et al, 2000). Teh hijau tanpa
fermentasi mengandung minimum 25%
katekin, yang didominasi oleh epigalokatekin
galat (48-55%), epigalokatekin dan epikatekin
galat (masing-masing 9-12%), epikatekin (5-
7%), galokatekin (3.5%), katekin (0.3-0.6%)
dan asam galat (0.3-0.5%). Aktivitas
antioksidan dari ekstrak teh hijau biasanya
lebih besar dari aktivitas antioksidan tokoferol.

Sayuran

Karotenoid, utamanya f-karoten, dapat
diproduksi secara komersial dari wortel dan
yam. Karotenoid merupakan scavenger yang
sangat kuat terhadap 'O,. Oleh karena itu p-

- karoten sering digunakan dalam makanan yang

terekspose terhadap cahaya, seperti minyak




sayur dalam kemasan transparan. Minyak
sawit merah didominasi oleh «-karoten
(0.25%), tetapi juga mengandung B-karoten
(0.04%) dan sejumlah kecil karotenoid yang
lain seperti likopen yang sumber utamanya
adalah tomat.

Kakao

Polifenol pada biji kakao disimpan
dalam sel pigmen kotiledon. Jumlah total
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polifenol terlarut yang ditemukan dalam biji
kakao segar bebas lemak jenis Forestero
adalah 15 - 20% dan sekitar 5% dalam biji
yang telah difermentasi. Sedangkan pada jenis
Criollo berkisar 2/3 dari jumlah polifenol yang
terdapat pada jenis Forestero (Wollgast, 2004).
Polifenol kakao terbentuk utamanya dari
epikatekin, katekin serta oligomer dan polimer
dari prosianidin yang tersusun oleh subunit
epikatekin seperti ditunjukkan pada Gambar 4.

igomer prdsianidin (n=1-10)

Gambar 4. Polifenol utama yang terdapat pada Theobroma cacao (sumber:Forsyth, 1955)

Porter et al (1991) mengidentifikasi
oligomer prosianidin tersusun utamanya oleh
sub unit epikatekin. Hammerstone ez al (1999)
menguraikan prosanidin ke dalam 12 subunit
dalam biji kakao yang tidak difermentasi.

OH
HO = a )

galokatekin

Keberadaan sejumlah kecil galokatekin dan
epigalokatekin yang umumnya ditemukan pada
teh (Zeeb et al, 2000), juga dilaporkan terdapat
pada biji kakao seperti ditunjukkan pada
Gambar 5.

epigalokatekin

Gambar 5. Katekin yang terdapat dalam jumlah kecil pada biji kakao (sumber:Forsyth, 1955)

Hasil-hasil penelitian juga
membuktikan adanya sejumlah kecil glikosida
flavonoid dalam bentuk turunan quersetin dan
asam  hidroksi-sinamat  (khususnya asam
klorogenat) di dalam biji kotiledon, seperti
ditunjukkan pada Gambar 6. Sanchez et af
(2003) melaporkan adanya flavonoid tambahan
pada bubuk kakao meliputi: naringenin,

luteolin, apigenin dan sebagian glukosida dari

. Anti Oksidan Alamni... ... ....(Lukman Junaidi) |

senyawa tersebut. Berbeda dengan hal tersebut,
Sanbongi et al (1998) mengiosolasi tambahan
turunan asam hidroksi-sinamat dengan jumlah
yang sebanding dengan glikosida quersetin.
Turunan asam rosmarinat yang diisolasi dari
cocoa liguor menunjukkan juga aktivitas
antioksidan in vitro seperti katekin atau
quersetin.
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H

quersetin

R = H, arabinosa, glukosa,
galaktosa, asam glukoronat

“OH

H
(8] (o]
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H

asam klorogenat

Gambar 6. Non-flavan-3-ol polifenol lain yang ada pada kakao (sumber:Sanchez et al, 2003)

Porter et al (1991) melaporkan 3 dimer
prosianidin tipe-A. Dua diantaranya berikatan
dengan residu arabinosa dan galaktosa serta
yang ketiga berikatan dengan aglikon. Hatano

et al (2002) mengisolasi dua trimer glikosida

prosianidin yang memiliki 1 ikatan tipe-A
(ganda) dan 1 tipe-B (tunggal). Struktur kimia
dimer dan trimer prosianidin ditunjukkan pada
Gambar 7.

Gambar 7. Dimer (kiri) dan trimer (kanan) prosianidin tipe-A pada kakao (sumber:Hatano et al,

2002)
TEKNOLOGI EKSTRAKSI /ISOLASI

Tujuan ekstraksi antioksidan alami
adalah untuk membebaskan komponen
antioksidan dari struktur jaringan tumbuhan,
baik melalui pemecahan struktur jaringan
maupun dengain proses difusi. Pada cara
pertama umumnya diawali dengan pengecilan
ukuran yang dapat dilakukan dengan
homogeniser yang dikuti dengan penggunaan
pelarut organik. Pada cara kedua biasanya
dilakukan dengan proses pencelupan pada
pelarut sehingga terjadi proses difusi. Pada
prinsipnya terdapat tiga teknik yang dapat
digunakan untuk proses ekstraksi antioksidan
alami, yaitu: (1) ekstraksi menggunakan
pelarut, (2) ekstraksi fase padatan (solid-phase
extraction) (3) ekstraksi dengan fluida
superkritis (Bailon and Buelga, 2005).

Ekstraksi Menggunakan Pelarut

Proses ekstraksi dengan pelarut
dirancang untuk memisahkan antioksidan
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terlarut dari  media padatan (jaringan
tumbuhan) menggunakan media cair (pelarut).
Proses ekstraksi menggunakan pelarut dapat

_ dikelompokkan menjadi dua tahap, yaitu (1)

tahap pendahuluan dan (2) tahap diffusi.
Pelarut yang umum digunakan untuk ekstraksi
senyawa polifenol adalah: air, metanol, etanol,
atau aseton. Metanol merupakan pelarut yang
sering digunakan untuk ekstraksi flavanon,
flavon, flavon glikosida, dan metoksi-flavon.
Metanol 70 — 80% sangat baik digunakan
untuk ekstraksi turunan asam hidroksi-sinamat,
flovon, flavonol, katekin, dari sumbaer bahan
baku buah, kacang-kacangan, dan biji anggur
(Bailon and Buelga, 2005).

Kelebihan teknik ekstraksi
menggunakan pelarut organik adalah: efisien
dan sederhana, sedangkan kelemahannya
adalah: (1) sangat mahal, karena kebutuhan
pelarut yang sangat banyak, (2) dapat
membahayakan kesehatan karena
kemungkinan adanya residu pelarut pada
ekstrak antioksidan. (Bailon and Buelga,
2005).  Ekstraksi dengan cara pemisahan
menggunakan membran ultrafiltrasi (UF),




memiliki  keuntungan: (1) lebih efisien
dibandingkan dengan teknik ekstraksi dengan
pelarut organik, karena penggunaan pelarut
organik lebih sedikit, (2) dapat meningkatkan
kemurnian ekstrak antiokasidan. Sedangkan
kelemahannya adalah: (1) kemungkinan
terjadinya kerusakan membran yang dapat
menggagalkan proses (2) waktu proses lama
karena proses separasi harus dilakukan
berulang-ulang.

Faktor yang mempengaruhi efisiensi
ekstraksi menggunakan pelarut antara lain:
Jenis pelarut, pH, temperatur, jumlah tahapan

— 1. Ekstrak metanol
— 2. Ekstrak petrolium eter

Produk hasil
samping kakao
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ekstraksi dan volume pelarut, serta ukuran dan
bentuk partikel sampel. Sripad et al (1982)
melakukan penelitian ekstraksi polifenol dari
biji bunga matahari. Hasil penelitian
menunjukkan adanya pengaruh yang cukup
signifikan dari pH, suhu ekstraksi, dan jenis
pelarut, terhadap hasil ekstraksi polifenol.
Penelitian ekstraksi antioksidan menggunakan
pelarut dilakukan oleh Azizah er af (1999),
dengan skema proses ekstraksi dtunjukkan
pada Gambar 8.

—® 3. Ekstrak petrolium eter— Residu — Ekstrak metanol

S Ekstrak. petrolium eter— Residu — Ekstrak dietil eter

— 5. Ekstrak petrolium eter—» Residu — Kloroform + eter 2-1

— 6. Ekstrak petrolium eter— Residu —» Kloroform + eter + dikloroetana 1:1:2

—» 7. Ekstrak petrolium eter— Residu — Kloroform + metano] + dikloroetana 1:1:2

Gambar 8.  Skema ekstraksi antioksidan produk hasil samping kakao (sumber: Azizah er al, 1999)

Dapkevicius er al (1998), melakukan
penelitian  ekstraksi * antioksidan  yang
bersumber dari tumbuhan herbal aromatik,
untuk  memperoleh  sumber  antioksidan
potensial  dan- melakukan isolasi serta
screening terhadap aktivitas antioksidan yang
dihasilkan. Diagram = alir proses ekstraksi,
isolasi dan screening, ditunjukkan pada
Gambar 9.

Shi et al (2003) meneliti optimalisasi
ekstraksi polifenol dari biji anggur. Hasil
penelitian menyimpulkan bahwa rendemen
ekstraksi fenol dipengaruhi oleh konsentrasi
etanol dalam air, perbandingan larutan
etanol/air terhadap biji anggur kering, suhu dan
waktu ekstraksi.  Penambahan konsentrasi
etanol meningkatkan efisiensi ekstraksi dan
mencapai maksimum pada konsentrasi 50%.
Pada suhu konstan, ekstraksi lebih dari 1.5 jam
dapat mengurangi rendemen  ekstraksi.
Rendemen ekstraksi dapat berkurang jika
perbandingan larutan etanol/air terhadap biji
anggur kering lebih besar dari 7,5:1, utamanya
pada suhu lebih tinggi. Kondisi optimum
ekstraksi yang direkomendasikan pada skala
laboratorium adalah: (1) ekstraksi dilakukan 2
tahap pada suhu 65°C (2) nisbah etanol 50%
terhadap biji anggur 7,5:1 dan (3) lama waktu
ekstraksi setiap tahap 1.5 jam.

: L Ants .(_*_)k_:s_.:fdan Alami

Antioksidan alami juga dapat diperoleh
dari hasil samping industri hasil pertanian,
seperti pengolahan sayur dan buah. Peschel, et
al (2006) melakukan penelitian ekstraksi
antioksidan alami dari sumber hasil samping
industri jus buah dan sayuran. Skema proses
ckstraksi antioksidan alami dengan bahan baku
hasil samping indutri pengolahan buah dan
sayur  ditunjukkan pada Gambar 10.
Penggunaan hasil samping didukung oleh
kenyataan bahwa polifenol utamanya terdapat
pada kulit buah (Wolfe, Wu, & Liu, 2003).

Ekstraksi Fase;Padatan
Extraction/SPE)

(Solid-Phase

Metode ekstraksi SPE  merupakan
metode yang lebih cepat, mudah, dan
ekonomis dibandingkan dengan metode
ekstraksi menggunakan pelarut, disebabkan
dengan metode SPE kebutuhan pelarut akan
berkurang. Metode SPE biasanya digunakan
untuk mengekstrak bahan yang terdapat dalam
jaringan berbentuk cairan (matrix liquid).
Metode SPE juga dapat digunakan untuk
melengkapi proses ekstraksi menggunakan
pelarut.  Apabila produk akhir ekstraksi
menggunakan pelarut berbentuk cairan (matrix
liquid), maka Metode SPE dapat digunakan

(Lukman Junaidi)
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untuk melanjutkan proses ekstraksi sehingga
rendemen yang diperoleh lebih tinggi dan

produk menjadi lebih murni.

' Pengeringan, 20°C, 2 — 3 hari
[ HERBAL SEGAR Pembersihan, sortir, penggilingan, pengayakan

v v

Hidrolisasi (dengan alat Ekstraksi aseton; 30°C; 48 jam Ekstraksi CO, statis; 300 atm;
clavenger),2 — 5 jam ] 40°C; 5 menit

i F:trasi l

Penuangan (decantation) minyak

Pemekatan pada 55 °C; sampai
atsiri; pengeringan di atas CaSQ,

volume 10— 15 ml

Ekstraksi CO, dinamis 0,4 — 0,5
ml/menit; 25 menit

4 L ' ¥
MINYAK ATSIRI ] [OLEORESIN ASETONJ Penampungan (frapping); -20°C
Filtrasi y
5 Pengeringan filtrate;
Pengeringan filtrat; 100°C WA i

v v
Ekstraksi aseton; 30 °C; 48 jam Ekstraksi methanol/air
v - “(1:1);30°C

Desorpsi dengan 5 ml
metanol pada 30 °C;

Filtrasi & ‘ *

Y Pemekatan pada 60 °C; Pemekatan pada 60 °C; Pembilasan 2 x,
Pemekatan pada 55 °C; dengan 1 ml metanol

. sampai 10— 15 ml sampai 10 — 15 ml
sampai 10 — 15 ml

‘ 5 . Pengeringan sentrifusa
3 5 pengeringan dengan pengeringan dengan L
peogeringan akhir dengan N, freeze dryer pada -50°C freeze dryer pada -50°C ysum S C
di atas penangas air

¥ i I : ¥

— ™\ (8 Yy r )

DEODORIZED DEODORIZED EKSTRAK by

bal EKSTRAK CO,

| EKSTRAK ASETON "'L EKSTRAK AIR METANOL-AIR | |
Metode SPE juga dapat digunakan dan flavonoid dari sumber bahan baku jus

untuk tujuan pemurnian/fraksinasi dan untuk
proses pemekatan awal (pre-concentration)
antioksidan alami.

Metode SPE kurang efektif untuk
mengekstrak seényawa yang berada dalam
jaringan padatan suatu suspensi (matrix solid).
Misalnya Metode SPE kurang efektif untuk
mengekstrak jus yang mengandung flavonoid,
dimana sebagian besar flavonoid berada pada
padatan yang tersuspensi di dalam jus (Bailon
and Buelga, 2005). Dalam hal ini metode
ekstraksi menggunakan pelarut menjadi pilihan
yang lebih tepat.

Metode SPE menggunakan cartridge
dengan atom C-18 telah banyak digunakan
untuk proses ekstraksi selektif asam fenolik
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jeruk, anggur, apel, dan cranberry. Terdapat
dua faktor yang perlu diperhatikan dalam
penggunaan cartridge C-18, yaitu: daya muat
karbon (carbon loading) dan ukuran pori.
Ukuran pori yang lebih besar dapat
meningkatkan kapasitas retensi (refention
capacity) dikarenakan terdapat interaksi yang
lebih kuat antara permukaan non-polar dengan
asam fenolik. Demikian juga, peningkatan
daya muat karbon akan meningkatkan
kapasitas cartridge sehingga menghasilkan
daya retensi yang lebih besar terhadap asam
fenolik terionisasi (iomized) (Bailon and
Buelga, 2005).
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BAHAN BAKU EKSTRAK KASAR

FRAKSI EKSTRAK

KRITERIA KAJIAN

Jenis ekstrak pelarut

(65 perlakuan):
Air Rendemen fenolik:
1 ® Bahan terekstrak
= Metanol
= ane = Kadar fenolik total
= » Etanol
<
<= Aseton
= Kriteria ekonomis lain:
E Heksan = ketersediaan
7 -—g Baliee Bk > : perlakuan awal
5 (13 jenis) 65 bar Hayi
=9 % pasar
o 150 bar = biaya
& 400 bar
=
i 750 bar
350 bar + modifikasi
Fraksi pelarut (20 perlakuan): ]
Rendemen fenolik:
..g » Air = Bahan terekstrak
i tad: .
= » Etanol 50% » Butanol Kl E?Jb%lélﬁ{ﬁ in:
[ ]
5 BatiaiBakiy: Y ketersediaan
= * Golden rod Butanon = perlakuan awal
— = Apel ) " mutu
g = Pear L] pasar
s Tomat > ' .
: - ar(;inl:f)k P Air u blaya
: » Etanol 50% » Butanol
g > Batation Aktivitas :_'n vitrg: i
= = Scavenging Anion superoksida
= = Antioksidan
Ekstrak pelarut Rendemen fenolik:
(6 perlakuan): = Bahan terekstrak
3 ;
- Etanol 50% —» Butanon 50% Kadar fenolik total
"§ Aktivitas in vitro:
3 Bahan Baku: i x = Scavenging Anion superoksida
= = Golden rod y| AseenB0R | ¥ Bulmon 50% | Anticksidan
:‘; = Apel ® Scavenging radikal bebas
= = artikok 2 :
S5 P Aseton 80% —»1 Butanol 50% Uji kesesuaian:
= ® grganoleptik
= bilangan peroksida
Gambar 10. Skema ekstraksi antioksidan dari hasil samping pengolahan buah/sayur

(sumber:Peschel et al, 2006)

Ekstraksi dengan CO2 Superkritis

Ekstraksi dengan CO, superkritis
memiliki  kelebihan antara lain: CO,
merupakan bahan kimia yang tidak mudah
bereaksi, memililki sifat toksitas yang sangat
rendah, tidak menimbulkan masalah polusi,

dan memiliki waktu konsentrasi yang rendah
(Ford, 2007). Dibandingkan dengan teknik
ekstraksi lain (ekstraksi menggunakan
pelarut, fase padatan, dan UF), teknik
ekstraksi dengan fluida  superkritis
memiliki kelebihan dalam hal: CO, lebih
murah, tidak beracun, tidak mudah

Anti Oksif_ian Alami... ... ... (Lukman Junaidi)
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terbakar, dan tidak korosif, sehingga
merupakan pelarut yang sangat baik untuk
ekstraksi antioksidan alami (Shi ef al,
2005).

Diagram proses ekstraksi dengan CO,
superkritis ditunjukkan pada Gambar 11.
Secara ringkas proses ekstraksi dengan CO,
superkritis adalah: fluida CO, superkritis

Katup Ekspansi

Produk %

Pompa CO;»

(= (o)
fA

dipompa melewati bahan di dalam kolom
tempat berlangsungnya ekstraksi. Setelah
lewat melalui katup ekspansi, CO, yang
telah melakukan ekstraksi diturunkan
tekanannya (de-pressurised) dan bahan yang
terekstrak mengendap dari larutan pada
separator. Gas CO, dapat didaur ulang
untuk proses ekstraksi berikutnya.

)

| Tanki
| CO»

"

Gambar 11. Diagram proses ekstraksi dengan metode CO, superkritis (sumber:Ford, 2007)

Ekstraksi dengan CO, superkritis
merupakan konsep yang sederhana, walaupun
demikian peralatan khusus dan operator yang
memiliki keterampilan teknis dubutuhkan
untuk merealisasikan konsep
tersebut. Karbondioksida (CO,) dapat berada

sebagaimana yang berlaku umum untuk bahan
kimia lainnya. Jika fase cair dilewatkan pada
titik yang disebut titik kritis suhu dan tekanan,
fluida superkritis akan terbentuk, yang secara
terminologi sederhana dapat dianggap sebagai
gas yang rapat, seperti ditunjukkan pada

dalam fase padat, cairan, atau gas, . Gambar 12.
= SOLID
3 SoRER
o Critical point
‘é 74
v LiQuUID =
e et
Triple =i
ST point ¢~ GAS
1 ,
78°C 563C e e
Temperatur (¢C)

Gambarl?2. Diagram fase CO, murni (padat, cair, gas dan fluida superkritis) (sumber:Ford, 2007)
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Karbondioksida (CO;) cair dan CO,
superkritis sama-sama dapat bertindak sebagai
pelarut. CO, cair sangat baik melarutkan
molekul  kecil yang relatif non-polar,
sedangkan CO, superkritis memungkinkan
ekstraksi senyawa yang lebih besar dan lebih
polar. Ada dua hal utama yang membedakan
CO; cair dan CO, superkritis dari pelarut lain
seperti heksan dan etanol, yaitu: (1) setelah
ekstrasi selesai, pelarut CO, dilepaskan dalam
bentuk gas dan dapat didaur ulang dalam
proses, dengan demikian dapat dihasilkan
produk ekstrak yang bebas pelarut, (2) daya
larut CO, dapat diatur dengan mudah melalui
pengaturan suhu dan tekanan, sehingga
ekstraksi dapat dilakukan dengan sangat
selektif, yang sangat mengurangi kebutuhan
pemurnian lanjutan. Faktor optimasi proses
ekstraksi yang perlu diperhatikan meliputi:
densitas CO,, jenis dan persentase modifier
(untuk menyesuaikan nilai polaritas pelarut),
suhu proses ekstraksi, waktu ekstraksi dinamis,
dan laju alir CO, (Bailon and Buelga, 2005).

Asam karnosat dapat dengan mudah
diekstrak dari rempah-rempah menggunakan
teknik ekstraksi CO, superkritis. Hasil
ekstraksi mengandung kadar asam karnosat
yang tinggi dalam pelarut bebas resin, yang
dapat dengan mudah dideodorisasi dan
dicampur dengan minyak pengikat jika
dibutuhkan. Disamping itu, bahan rempah
yang diekstrak juga bebas pelarut dan telah
dideodorisasi oleh CO, superkritis sehingga
menghilangkan bahan beraroma yang mudah
menguap dan non polar. Dengan demikian
produk dapat diekstrak lebih lanjut dengan
pelarut konvensional untuk menghilangkan
asam rosmarinat yang lebih polar, dan
menghasilkan produk antioksidan yang hampir
tidak berbau.

PENGUKURAN KAPASITAS
(EFEKTIVITAS) ANTIOKSIDAN
ALAMI

Berbagai metode pengukuran kapasitas
antioksidan telah dikembangkan, baik terhadap
senyawa murni antioksidan maupun dalam
bentuk ekstrak. Metode pengukuran didasarkan
pada mekanisme kerja antioksidan, antara lain:
mekanisme kerja pengikatan (scavenging)
oksigen dan radikal hidroksil, reduksi radikal
peroksil lemak, pengkelatan (chelating) ion
logam, maupun penghambatan peroksidasi
lemak. Perlu diperhatikan bahwa penelitian
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berkaitan dengan  pengukuran kapasitas
antioksidan, dilaksanakan secara in vitro yang
tidak memiliki kesamaan dengan sistem
biologis. Pengukuran secara in vitro tidak
memberikan data berkaitan dengan
ketersediaan biologis (bioavailability),
distribusi  dan  penyimpanann (retention)
antioksidan oleh jaringan sel atau interaksi
dengan senyawa kimia lainnya, termasuk
antioksidan (Huang et al, 2005).

Metode pengukuran kapasitas
antioksidan yang didasarkan pada kemampuan
antioksidan mengikat radikal bebas yang
dibentuk oleh sistem, antara lain: (1) Metode
Oxygen  Radical  Absorbance Capacity
(ORAC) (Cao and Prior, 1998), (2) Metode
Total Reducing Ability of Plasma (TRAP)
(Ghiselli et al, 1995), dan (3) Metode Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) (Cao
and Prior, 1998). Sedangkan Metode DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan ABTS'
(2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazoline-G6-
sulfonic acid)) didasarkan pada mekanisme
kerja pengikatan radikal bebas stabil oleh
antioksidan (Re et al, 1999). Metode
pengukuran lainnya mengevaluasi kapasitas -
antioksidan dengan menghitung peroksidasi
lemak, antara lain: Metode Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS) (Plumb et al,
1996) dan Metode Oxidative Stability Index
(OSI) (Firestone, 1992). Metode TBARS
didasarkan pada pengukuran kuantitatif produk
peroksidasi lemak seperti - malenaldehida,
sedangkan Metode OSI didasarkan pada
pengukuran produk dekomposisi asam organik
volatil (Firestone, 1992).  Dari beberapa
metode pengukuran kapasitas antioksidan,
yang paling umum digunakan adalah: Metode
ORAC, Metode TEAC, Metode OSI, dan
Metode DPHH (Green, 2004). Metode
pengukuran kapasitas antioksidan yang sering
digunakan diuraikan berikut ini:

Metode Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC)

Pengukuran  kapasitas  antioksidan
dengan  metode ORAC, memberikan
kemudahan untuk memperoleh jumlah total
seluruh  komponen dalam sampel yang
memberikan kontribusi terhadap pengukuran
kapasitas antioksidan. Kebanyakan metode uji
terhadap inhibitor melibatkan pro-oksidan atau
spesies reaktif dan substrat yang dapat
dioksidasi. Pro-oksidan atau spesies reaktif,

Anti Oksidan Alami... ... ....(Lukman Junaidi)
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mengakibatkan kerusakan oksidatif terhadap
substrat. Kerusakan ini dapat dihambat dengan
memasukkan antioksidan ke dalam sistem
reaksi. Penghambatan oleh antioksidan ini
divkur dan dinyatakan sebagai kapasitas
antioksidan (Niki, 2002).). Metode ORAC
mengukur penghambatan oleh antioksidan
terhadap propagasi radikal peroksil (ROOe)
sebagai pro-oksidan, yang dihasilkan dari
AAPH  (2,2’-azobis (2-amidino-propan)
dihidroklorida), yang merupakan indikasi dari
transfer atom hidrogen (Ghiselli ez al, 1995).

Pada pengukuran dengan metode
ORAC, radikal peroksil bereaksi dengan probe
yang memilki kemampuan fluoresensi untuk
menghasilkan produk yang tidak
berfluoresensi. Proses reaksi ini dapat dengan
mudah diukur berdasarkan tingkat fluoresensi.
Kapasitas antioksidan ditetapkan dengan
mengukur penurunan laju dan jumlah produk
fluoresen yang dibentuk selama reaksi.
Mekanisme  reaksi  oksidasi  fluoresen
ditunjukkan pada Gambar 13. Dibandingkan
dengan  metode  pengukuran  kapasitas
antioksidan lainnya yang hanya dapat
mengevaluasi aktivitas antioksidan pada lag
Pphase saja, metode ORAC menunjukkan area
di bawah kurva, yang menunjukkan masing-
masing nilai laju awal reaksi, lag time dan total
penghambatan. Nilai ORAC tersebut
biasanya dinyatakan sebagai Trolox equivalent.

Walaupun  prinsip  kimia  yang
melatarbelakangi  metode ORAC  tidak
berubah, berbagai modifikasi dan
penyempurnaan telah dibuat. Probe protein
fluoresen awal yaitu f-phyco erythrin (B-PE),
digantikan dengan fluoressen 6-
karboksifluoresein (diklorofluoresein) (Huang
et al, 2002). Hal ini disebabkan PB-PE
menunjukkan variabilitas dari satu sampel ke
sampel lainnya, terjadi photobleached apabila
diekspose terhadap cahaya yang dapat
mengakibatkan eksitasi, dan berikatan secara
tidak spesifik dengan beberapa polifenol.
Dengan demikian penggunaan B-PE dapat
mengarah kepada hasil yang tidak akurat.
Fluoresein berbeda dengan B-PE, tidak
berinteraksi dengan antioksidan, memiliki sifat
photostable dan dapat mengurangi biaya
pengujian.

Metode ORAC pada awalnya dirancang
untuk  mengukur  kapasitas  antioksidan
pemecah rantai hidrofilik (larut dalam air dan
relatif polar) dalam menghambat radikal
peroksil. Modifikasi dan validasi metode
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ORAC awal telah dilakukan untuk mengukur
nilai ORAC dari antioksidan lipofilik (larut
dalam lemak dan relatif non-polar) seperti B-
karoten. Modifikasi yang dilakukan berupa
penambahan methylated B-siklodekstrin untuk
memperkaya kelarutan antioksidan lipofilik
(Huang et al,2002). Modifikasi lanjutan
metode ORAC mengarah pada pengembangan
cara pengukuran tambahan untuk menetapkan
aktivitas pengikatan terhadap pro-oksidan lain,
seperti peroksinitrit (ONOQ ™), hidroksil
(OH) dan superoksida (02). Ketiga
pengembangan metode tersebut dikenal
sebagai metode NORAC (untuk peroksinitrit),
HORAC (untuk hidroksil), dan SORAC (untuk
superoksida) (Ou et al, 2002).

Metode ORAC memiliki keuntungan:
(1) memberikan sumber radikal yang dapat
dikendalikan yang secara akurat
menggambarkan model sistem pangan dan
fisiologis; (2) dapat dengan mudah diadaptasi
untuk mendeteksi antioksidan hidrofilik dan
lipofilik dengan merubah sumber radikal dan
pelarut; (3) mudah diotomasi dan dapat
diadaptasi untuk analisis dengan kapasitas
tinggi.  Disamping memiliki keuntungan,
metode ORAC memiliki kelemahan yaitu: (1)
variabilitas suhu, (2) kebutuhan peralatan
khusus (fluorometer) dan (3) waktu analisis
yang lama.

Metode Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC)

Sama halnya dengan Metode ORAC,
Metode TEAC didasarkan pada nilai
penghambatan radikal bebas. Secara ringkas
proses pengukuran kapasitas antioksidan
dilakukan dengan menambahkan sampel pada
sistem yang memiliki radikal bebas, kemudian
nilai penghambatan proses reaksi radikal bebas
diukur sebagai nilai kapasitas antioksidan.
Metode TEAC dikembangkan berdasarkan
adanya penekanan (suppression) absorbansi
dari  kation radikal 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin  6-sulfonat) (ABTS) oleh
antioksidan dalam sample uji. Penekanan
absorbansi ini terjadi apabila ABTS diinkubasi
dengan peroksidase (metmyoglobin) dan H,0,.
Jika waktu inkubasi tercapai, maka antioksidan
yang ditambahkan pada sistem dapat
menghambat radikal ABTS (Cao and Prior,
1998). Lebih lanjut disebutkan, pada proses
pengukuran Kapasitas antioksidan, campuran




perekasi yang terdiri dari 20 pL H,0, (100
pmol/L), 100 pL metmyoglobin (6.1 umol/L),
ABTS (610 pmol/L), dan 4 pL Trolox,
diinkubasikan pada sistem dan dilakukan
pengamatan dengan spektrofotometer pada 37
°C. Pembentukan radikal ABTS meningkat
seiring dengan lama waktu inkubasi sampai

65

tercapai titik puncak (30 menit). Untuk
menghambat  radikal ABTS  dilakukan
penambahan Trolox. Lebih besar konsentrasi
Trolox yang ditambahkan pada campuran
pereaksi akan meningkatkan penekanan
terhadap absorbansi radikal ABTS.

. 1
£0; 1’** it FIL 4 (el Bertl _
T I | ; - Produk akhir FL 4 (tidak berfluoresensi)
Rz)*.*/‘o CHO

FL3

Ry =COOH, R ; = OCOOH

Gambar 13. Jalur oksidasi fluoresen dengan keberadaan AAPH (sumber: Ou er al, 2002)

Metode Oxidative Stability Index (OSI)

- Metode  OSI  (Firestone, 1992)
dikembangkan untuk mengukur stabilitas
alami  minyak dan lemak. Metode ini
menggunakan sitem minyak yang
distandardisasi untuk mengukur aktivitas

antioksidan. Penggunaan 10% metil-linoleat
dalam campuran silikon dan minyak (wiw)
menghasilkan ° substrat miyak  yang
distandardisasi (Nakatani, 2001).  Minyak

alami mengandung berbagai asam lemak tidak
Jenuh dan antioksidan alami dalam berbagai
kadar mengakibatkan terjadinya keragaman
diantara berbagai hasil pengukuran aktivitas
antioksidan. Untuk mengatasi hal tersebut
maka perlu digunakan substrat asam lemak
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yang distandardisasi. Kenaikan nilai OSI,
menandakan kadar antioksidan yang lebih
tinggi atau senyawa antioksidan yang lebih
efisien. :

Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrahyrdazyl)

Metode yang relatif baru untuk
mengukur kemampuan mendeteksi pengikat
radikal, telah dikembangkan menggunakan
spesies radikal bebas stabil seperti radikal 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). DPPH
dapat menerima elektron atau radikal hidrogen
dari  antioksidan dan oleh karenanya
kehilangan absorbansi cahaya pada 515 nm
(Brand ef al, 1995). Model uji radikal seperti




66

uji pengikatan DPPH merupakan  uji
sederhana, cepat, dan reproducible, serta
mekanisme kerjanya diketahui dengan jelas.
_Hal tersebut menyebabkan uji dengan Metode
DPPH merupakan uji yang disukai, misalnya
untuk screening pendahuluan terhadap contoh
uji yang banyak. Kelemahan Metode DPPH
adalah kurangnya keterkaitan langsung hasil
uji kapasitas antioksidan dengan kemampuan
antioksidan di dalam sistem pangan yang
sesungguhnya (Koleva, et al, 2000). Metode
DPPH memungkinkan pengukuran langsung
kemampuan antioksidan mendonorkan
hidrogen dan  atau  elektron  untuk
memadamkan radikal DPPH. Jika radikal
dipadamkan, maka warna larutan berobah dari
ungu tua menjadi kuning muda dan absorbansi
pada 515 nm menurun.

- PENUTUP

Antioksidan alami memiliki sumber
yang sangat banyak dan beragam. Sumber-
sumber tersebut dapat berasal dari rempah-
rempah, dedaunan, teh, kakao, biji-bijian,
serealia, buah-buahan, sayur-sayuran dan
tumbuhan/alga laut. Di samping berasal dari
tumbuhan, antioksidan juga dapat dihasilkan
dari berbagai hasil samping agro-industri.
Namun demikian sampai saat ini masih relatif
sangat sedikit sumber antioksidan alami
tersebut yang dimanfaatkan untuk industri.
Untuk itu masih diperlukan penelitian-
penelitian  berkaitan  dengan  sifat-sifat
antioksidan alami, teknologi ekstraksi/isolasi,
dan penggunaannya secara komersil pada
dunia industri. Penelitian berkaitan dengan
sumber  antioksidan alami  kebanyakan
merupakan peneltian dari luar negeri. Dengan
demikian tumbuhan yang dijadikan objek
penelitian  sebagian  besar  merupakan
tumbuhan yang ada di luar negeri. Untuk itu
masih  perlu dilakukan penelitian yang
berkaitan dengan upaya pencarian sumber
antioksidan potensil berbasis tumbuhan asli
Indonesia. Pemanfaatan hasil samping industri
pengolahan pangan sebagai sumber
antioksidan perlu diteliti lebih jauh. Hal ini
dapat memberikan keuntungan ganda dalam
hal biaya bahan baku yang relatif lebih murah
dan  sekaligus membantu  mengurangi
pencemaran lingkungan yang diakibatan hasil
samping industri.

Hasil kajian terhadap berbagai literatur
dapat disebutkan bahwa ekstraksi dengan

teknik fluida superktitis merupakan teknik
ekstraksi yang lebih baik, yang perlu diteliti
dan dikembangkan agar dapat digunakan
secara efisien dalam proses ekstraksi
antioksidan alami. Perlu dilakukan penelitian
pemanfaatan  teknologi  ekstraksi  CO,
superkritis, sehingga diperoleh kondisi proses
yang efisien, baik dari segi biaya maupun mutu
produk ekstrak yang dihasilkan
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