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MENANGKAP RADIKAL BEBAS 1,1-DIFENIL-2-PIKRILHIDRASIL (DPPH)
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ABSTRAK

Konsumsi buah apel di Indonesia cukup tinggi, karena buah ini mengandung
komponen gizi yang tinggi, seperti vitamin, mineral dan serat yang bermanfaat bagi
tubuh. Buah ini mengandung fenolik sekitar 230 mg GAE/100g bahan dengan
epikatekin sebagai fenolik dominan sebesar 29,86 mg. Apel biasanya dikonsumsi dalam
bentuk buah segar atau jus. Resiko yang dihadapi harganya relatif murah dan mudah
rusak. Salah satu usaha untuk mengatasi persoalan tersebut adalah mengolah buah apel
menjadi produk wine. Proses pengolahan ini sangat menguntungkan karena dapat
menguraikan kompleks senyawa fenolik-glikosida yang sulit dicerna maupun diserap
oleh organ pencernaan menjadi monomer dan adanya alkohol 10 % dalam wine dapat
menstabilkan flavonoid dan mudah diserap. Penelitian ini dilakukan untuk menentukan
perbedaan model vinifikasi pada pembuatan wine apel lokal (Manalagi dan Rome
beauty) terhadap kemampuan menangkap radikal bebas 1,1-difenil-2-pikrilhidrasil
(DPPH). Perlakuan yang digunakan pada teknik vinifikasi ini meliputi lama fermentasi-
pemeraman tanpa distilasi dan dengan distilasi, serta perubahan pH (alami dan diatur
4,5). Data menunjukkan bahwa proses vinifikasi jus/ekstrak buah apel dapat
meningkatkan total fenol terukur. Aktivitas antioksidan wine Manalagi pada lama
fermentasi-pemeraman tanpa distilasi dan kedua pH yang berbeda lebih tinggi
dibandingkan wine Rome beauty, peningkatan aktivitas antioksidan ini seiring dengan
peningkatan total fenol. Proses distilasi menyebabkan terjadinya reaksi polimerisasi
maupun dekomposisi sepyawa fenolik, senyawa alkohol maupun gula reduksi, sehingga
menurunkan aktivitasnya. Total fenol Wine apel Manalagi pada perlakuan lama
fermentasi-pemeraman tanpa distilasi dan kedua pH berbeda lebih tinggi 200-300 mg
GAE/kg bahan dibandingkan Rome beauty. Proses distilasi menurunkan total fenol pada
kedua wine antara 400-600 mg GAE/kg bahan dari total fenol pada perlakuan tanpa
distilasi. Namun total alkohol dan gula reduksi wine apel Rome beauty pada perlakuan
tanpa distilasi dan kedua pH berbeda lebih tinggi dari Manalagi. Proses distilasi dapat
menurunkan 50% total alkohol dan 10000 kali total gula reduksi wine apel.

Kata kunci: vinifikasi, wine apel lokal (Manalagi dan Rome beauty), 1,1-difenil-2-"
pikrilhidrasil (DPPH)

PENDAHULUAN

Apel merupakan buah yang sangat digemari oleh masyarakat di seluruh dunia
termasuk Indonesia. Rata-rata konsumsi buah apel di Indonesia mencapai 1,1 kg
perkapita pertahun (BPS, 2006 dalam Tatiek, 2010). Buah apel memiliki kandungan
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gizi seperti karbohidrat, protein, lemak, vitamin terutama vitamin C sebesar 5,0-50,0 g
(USDA, 2010; Direktorat Gizi, 1996), mineral dan serat yang bermanfaat bagi tubuh.
Buah apel Fuji mengandung total fenolik yang cukup tinggi yaitu sekitar 230mg
ckuivalen asam gallat/100g bahan (Boyer dan Liu, 2004) dengan epikatekin sebagai
fenolik dominan sebesar 29,86mg (Wu e al., 2007). Kandungan senyawa fenolik pada
buah apel sangat ditentukan oleh kultivar atau Jjenisnya. Apel biasanya dikonsumsi
dalam berbagai macam cara, diantaranya dalam bentuk buah segar atau jus. Kondisi ini
mempunyai resiko mudah rusak dan harganya relatif murah. Permasalahan tersebut
dapat diatasi dengan mengolah buah apel menjadi produk yang bernilai ekonomis dan
tahan lama, salah satu caranya melalui teknik vinifikasi/pembuatan wine (Staff at Lake
Farmpark, 1996). _
Berbagai variasi wine apel mengandung sejumlah besar senyawa fenolik, seperti
turunan asam hidrosinamat, katekin monomer dan oligomer, flavon dan dihidrokalkon.
(-)-epikatekin dalam bentuk monomer, oligomer serta polimer disebut prosianidin.
Keberadaan senyawa fenolik dalam wire mempengaruhi warna, aroma, dan rasa.
Kandungan fenolik berkorelasi dengan aktivitas antioksidan (Tchantchou ez al., 2004).
Berdasarkan aktivitas menangkap radikal ABTS (2,2’-azinobis-~(3-etilbenzotiazolin-6- ]
sulfonat) menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan kuersetin > epikatekin > prosianidin
B2 > asam klorogenat > floretin. Vitamin C menyumbang 11% dari total aktivitas
- antioksidan apel (Lee ez al., 2003). .
Wine apel sangat menguntungkan sebagai sumber fenolik dibandingkan 5
konsumsi buah secara langsung maupun jus. Proses vinifikasi dapat menguraikan
kompleks senyawa fenolik-glikosida yang sulit dicerna maupun diserap oleh organ
pencernaan menjadi monomer. Keberadaan alkohol 10 % dapat menstabilkan flavonoid
dan memudahkan penyerapan (Dupont et al., 2001). Penelitian ini dilakukan untuk
menentukan perbedaan model vinifikasi pada pembuatan wine apel lokal (Manalagi dan

Rome beauty) terhadap kemampuan menangkap radikal bebas I,1-difenil-2- E
pikrilhidrasil (DPPH). -

METODE

Penelitian dilaksanakan mulai April-November 2006 di Laboratorium Kimia,
Analisa Pangan dan Mikrobiologi Industri Pangan Fakultas Teknologi Pertanian
Universitas Katolik Widya Mandala Surabaya.

Bahan baku yang digunakan pada penelitian ini adalah apel Manalagi dan Rome
Beauty yang diperoleh dari pasar tradisional di Kotamadya Surabaya. Isolat
Saccharomyces 'cereviceae (Lab. Mikrobiologi Industri Pangan, FTP-UKWMS). Bahan
kimia yang digunakan analytical grade, kecuali akuades dan akuabides (Lab. Analisa
Pangan), ‘asam askorbat dan glukosa (PT. Brataco), Gula pasir (teknis), dan amilum
(teknis). '

Teknik vinifikasi/pembuatan wine modern yang dilakukan adalah kombinasi
antara pemanasan suhu 65°C dan fermentasi (Netzel ez al., 2002). Buah apel varietas -
Manalagi dan Rome beauty segar disortasi, dibersihkan, dicuci, dikupas dan direndam
di larutan vitamin C 1% (v/v) pada suhu 82-93°C selama 3-5 menit. Filtrat diukur total
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gula reduksi dan pH, lalu dipanaskan pada suhu 60-70°C selama 20 menit dan diberi
inokulan isolat Saccharomyces cereviceae setelah dingin. Perlakukan yang dilakukan
meliputi variasi pH (pH alami (tidak ada pengaturan pH) dan 4,5 + 0,05), variasi proses
(fermentasi-pemeraman dan fermentasi-pemeraman-distilasi), serta lama fermentasi (0,
7, 14 dan 21 hari).

Total fenol sampel setiap perlakuan ditentukan menggunakan pereaksi folin
ciocalteus fenol berdasarkan Metode Julkunen-Tiito (1985). Total fenol dinyatakan
ekuivalen asam gallat. Total gula reduksi sampel ditentukan berdasarkan Nelson-
Somogyi dalam Sudarmaji dkk., 1984). Total gula reduksi ditentukan dengan metode
kurva standar. Total alkohol dalam sampel ditentukan dengan menggunakan metode
titrasi (Nicloux). Aktivitas antioksidan sampel mengacu pada metode Sahreen ef al.
(2010) berdasarkan kemampuan penangkapan radikal bebas DPPH. Kapasitas
menangkap radikal bebas DPPH dinyatakan dengan kemampuan penghambatan (%) =
[(Ab-As)/Ab] x 100%. '

Data dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi. Analisa statistik dilakukan
dengan SPSS (Statistical Program for Social Sciences, SPSS Corporation, Chicago, IL)
version 13.0 for Windows. Analysis of variance (ANOVA) dilanjutkan uji jarak DMRT
dilakukan untuk menunjukkan adanya perbedaan antar perlakuan pada o= 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji total fenol wine apel lokal (Manalagi dan Rome beauty) pada setiap
perlakuan ditunjukkan pada Gambar 1. Data menunjukkan bahwa proses vinifikasi
terbukti meningkatkan total fenol terukur. Fermentasi dapat menyebabkan terjadinya
pemecahan ikatan glikosida yang terjadi pada serat (karbohidrat kompleks) karena
adanya enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri Saccaromyces cereviceae.
Bertambahnya waktu kontak meningkatkan jumlah senyawa fenolik yang dapat
terbebaskan selama proses vinifikasi. Peningkatan total fenol mencapai maksimum
hingga lama fermentasi-pemeraman 14 hari, setelah itu ada kecenderungan mengalami
penurunan. Ada dugaan bertambahnya lama fermentasi-pemeraman ini menyebabkan
terjadi proses polimerisasi dan kondensasi senyawa fenolik (Rodrigues ef al.,, 2012).
Cosme et al. (2009) juga menjelaskan bahwa lama pemeraman mengubah profil
senyawa flavanol monomer, oligomer dan polimer, dengan komposisi polimer >
oligomer dan monomer.
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Gambar 1. Total fenol wine apel lokal pada berbagai perlakuan (a) perlakuan
fermentasi-pemeraman, (b) perlakuan fermentasi-pemeraman-distilasi
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Total fenol wine apel Manalagi lebih tinggi dibandingkan Rome beauty pada
kedua pH, hal ini didukung oleh hasil uji warna secara organoleptik bahwa apel
Manalagi lebih coklat dibandingkan apel Rome beauty setelah dipapar diudara terbuka.
Adanya reaksi pencoklatan enzimatis pada senyawa fenolik menghasilkan melanoidin
yang menyebabkan perubahan warna daging buah (Li et al, 2008). Selain itu aroma
apel Manalagi lebih harum dibandingkan Rome beauty. Uji organoleptik ini berkorelasi
dengan kandungan senyawa fenolik pada buah. Peningkatan pH jus/ekstrak buah apel
Manalagi sebesar 0,6 dan Rome beauty sebesar 1,2 berpengaruh pada efektivitas proses
fermentasi dan perubahan struktur senyawa polifenol. Lutter et al. (2007) melaporkan
bahwa perubahan pH mempengaruhi terjadinya reaksi oksidasi enzimatis dan non
enzimatis serta reaksi polimerisasi maupun degradasi. Hal ini terlihat dengan adanya
proses distilasi, dimana total senyawa fenolik volatil yang terukur pada pH wine 4,5
lebih tinggi secara signifikan dengan pH alami dan perubahan pH yang lebih besar
(Al,2) pada wine Rome beauty lebih meningkatkan total fenol. Kadar total fenol juga
menunjukkan berbeda pada sampel hasil fermentasi-pemeraman yang berbeda pH.
Perbedaan total fenol pada sampel ditentukan oleh proses pembuatan wine dan reaksi
kimia yang terjadi. Puértolas ez al. (2010) menyatakan bahwa selama proses pembuatan
wine reaksi yang dapat terlibat meliputi kopigmentasi, polimerisasi, sikloadisi, oksidasi,
dan kondensasi. Cejudo-Bastante e al. (2011) melaporkan bahwa senyawa volatil
* penyusun wine meliputi ester rantai medium dan panjang, aldehida, alkohol alifatik dan
siklik dengan Cg, senyawa benzena dan turunannya, asam, terpena, lakton, dan
norisoprenoid. : '

Data uji alkohol (Gambar 2) menunjukkan bahwa ada kecenderungan kadar
alkohol meningkat seiring dengan meningkatnya kadar total fenol, hal ini berarti proses
fermentasi mencapai maksimum 14 hari. Seiring dengan perkembangan bakteri
Saccaromyces cereviceae telah mencapai fase stasioner. Lama fermentasi-pemeraman
yang sama ada kecenderungan kadar alkohol yang dihasilkan oleh wine Rome beauty
lebih tinggi dibandingkan manalagi. Hal ini diduga disebabkan ketepatan substrat dan
perbedaan komposisi kimiawi kedua jenis apel tersebut. Pe’rez-Lamela er al. (2007)
Juga menyatakan bahwa perbedaan varietas buah berpengaruh pada warna, keasaman,
kadar alkohol dan senyawa fenolik. Proses distilasi cenderung menurunkan kadar
alkohol, hal ini berarti bahwa sebagian besar alkohol yang teridentifikasi pada wine
hasil fermentasi-pemeramanan berupa alkohol kompleks dalam bentuk esterifikasi
maupun polimer yang cenderung tidak volatil. Berdasarkan Cejudo-Bastante et al.
(2011) menyebutkan bahwa alkohol yang bersifat volatil dalam wine meliputi alkohol
siklik Cs dan alifatik. Selama proses distilasi sangat dimungkinkan terjadi reaksi
polimerisasi maupun degradasi komponen kimia dalam wine sehingga berpengaruh
pada kadar alkohol dalam wine hasil distilasi (Julkunen-Tiito, 1985).
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Gambar 2. Total alkohol wine apel lokal pada berbagai perlakuan (a) perlakuan
fermentasi-pemeraman, (b) perlakuan fermentasi-pemeraman-distilasi

Data kadar gula reduksi (Gambar 3) juga menunjukkan bahwa total gula reduksi
untuk semua sampel hasil fermentasi-pemeraman mencapai maksimum pada hari ke-7,
dengan total gula reduksi wine apel Rome beauty lebih tinggi dari Manalagi pada kedua
pH yang berbeda. Kadar ini berkurang seiring bertambahnya lama fermentasi-
pemeraman. Julkunen-Tiito (1985) telah menyatakan bahwa adanya panas selama
proses distilasi wine apel menyebabkan terjadinya reaksi polimerisasi maupun distilasi.
Wine Rome beauty yang mengandung total gula reduksi tinggi mudah mengalami
polimerisasi yang ditandai total gula reduksinya berkurang pada lama fermentasi-
pemeraman-distilasi 14 hari, sebaliknya wine Manalagi yang mengandung total gula
reduksi rendah lebih cenderung mudah mengalami dekomposisi yang terllhat pada
perlakuan yang sama.
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Gambar 3. Total gula reduksi wine apel lokal pada berbagai perlakuan (a) perlakuan
fermentasi-pemeraman, (b) perlakuan fermentasi-pemeraman-distilasi

Akuvntas antioksidan wine apel berdasarkan kemampuan menangkap radikal
bebas DPPH yang ditunjukkan pada Gambar 4. Pada perlakuan fermentasi-pemeraman
terlihat bahwa aktivitas antioksidan wine Manalagi pada kedua pH yang berbeda lebih
tinggi dibandingkan wine Rome beauty, peningkatan aktivitas antioksidan ini seiring
dengan peningkatan total fenol, Sebaliknya pada lama ferementasi-pemeraman 14 hari
peningkatan total fenol tidak diiringi dengan peningkatan aktivitas antioksidan. Ada
dugaan total fenol terukur pada hari ke-14 melibatkan peran senyawa alkohol dalam
reaksi redoks dengan pereaksi folin ciocalteus fenol. )
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Gambar 4. Aktivitas antioksidan wine apel lokal dalam menangkap radikal bebas DPPH
pada berbagai perlakuan (a) perlakuan fermentasi-pemeraman, (b) perlakuan
' fermentasi-pemeraman-distilasi

Aktivitas antioksidan wine apel hasil proses distilasi 'mengalami peningkatan
seiring dengan peningkatan total fenol dan total alkohol, oleh karena itu aktivitas
antioksidan wine Rome beauty relatif lebih tinggi dari Manalagi. Kemampuan senyawa
fenolik mendonorkan atom hidrogen sangat ditentukan oleh struktur molekul, jumlah,
dan posisi gugus hidroksil pada cincin aromatis serta keberadaan elektron tidak
berpasangan pada senyawa intermediet fenolik yang terlibat delokalisasi elektron
(Lugasi et al., 2003) dan sifat redoks (Ahmadi ez al., 2007). Fenolik merupakan asam
lemah aromatis yang tersubstitusi satu atau lebih gugus hidroksil, mudah mengalami

oksidasi sehingga menyebabkan fenolik mampu menangkap radikal bebas (Benbrook,
2005).

KESIMPULAN

Proses vinifikasi jus/ekstrak buah apel dapat meningkatkan total fenol terukur.
Aktivitas antioksidan wine Manalagi pada pada perlakuan fermentasi-pemeraman tanpa
distilasi dan kedua pH yang berbeda lebih tinggi dibandingkan wine Rome beauty,
peningkatan aktivitas antioksidan ini seiring dengan peningkatan total fenol. Proses
distilasi menyebabkan terjadinya reaksi polimerisasi maupun dekomposisi senyawa
fenolik, senyawa alkohol maupun gula reduksi, sehingga menurunkan aktivitasnya.
Total fenol Wine apel Manalagi pada perlakuan lama fermentasi-pemeraman tanpa
distilasi dan kedua pH berbeda lebih tinggi 200-300 mg GAE/kg bahan. Sedangkan
proses distilasi menurunkan total fendl pada kedua wine antara 400-600 mg GAE/kg
bahan. Sebaliknya total alkohol wine apel Rome beauty pada perlakuan lama fermentasi-
pemeraman tanpa distilasi dan kedua pH berbeda lebih tinggi dari Manalagi, hal ini
seiring denhgan total gula reduksi karena total gula reduksi merupakan substrat untuk

menghasilkan alkohol. Proses distilasi dapat menurunkan 50% total alkohol dan 10000
kali total gula reduksi wine apel.
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