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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi fraksi flavonoid dari ekstrak etil asetat
tongkol jagung serta menentukan aktivitas singlet oxygen quenching. Tongkol jagung diekstraksi dengan cara
refluk menggunakan etanol 80% selama 2 jam. Setelah itu disaring dan filtratnya diuapkan dengan rotary
evaporator. Ekstrak etanol disuspensikan dalam air dan diekstraksi berturut turut dengan petroleum eter, etil
asetat, butanol dan air. Fraksi pelarut terbaik difraksinasi dengan kromatografi kolom menggunakan silika gel 60
dan eluen n-heksana: etil asetat (4:6). Fraksi dievaluasi dalam singlet oxygen quenching dengan sistem reaksi
fotooksidasi asam linoleat (0,03 M) dalam sistem emulsi yang mengandung 5,68 x 10°* mM eritrosin sebagai
sensitiser dan campuran reaksi disinari cahaya fluoresen (4000 lux) selama 5 jam. Hasil karakteristik senyawa
hasil isolasi (F2) berdasarkan hasil analisa UV-Vis terdapat 2 pita serapan pada panjang gelombang 289 nm
(pita 1) dan panjang gelombang 313 nm (ll) yang mengindikasikan bahwa senyawa hasil isolasi termasuk
golongan flavonoid jenis flavanon atau dihidroflavon. Spektra UV senyawa terisolasi dengan pereaksi geser
kemungkinan memiliki gugus hidroksi yang terletak pada atom C-5 atau C-7. Analisis spektrofotometer infra
merah (IR) menunjukkan adannya bilangan gelombang 3375 cm' (OH, fenol), 2920 cm™ (CH), 1462 cm™ (C=C
aromatik), 1604 cm™ (C=0) dan 1031 cm™' dan 1167 cm™ (C-O-C). Isolat (F2) memiliki aktivitas singlet oxygen
quenching (antiphotooxidation) terhadap fotooksidasi asam linoleat yang mengandung eritrosin sebagai
sensitizer.
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ABSTRACT

The objective of this research was to isolate and characterized flavonoid fractions from corn cob ethyl acetate
extract and to determine the singlet oxygen quenching activity. Corn cob was extracted with a reflux method
using 80% ethanol solvent for two hours. After the extraction, filttering was occurred and the filtrate was
evaporated with rotary evaporator. The ethanol extract was suspended in water and continually extracted with
petroleum ether, ethyl acetate, buthanol and water. The best solvent fraction was fractionated with column
chromatography using silica gel 60 and n-hexane and ethyl acetate (4:6) as eluent. The fraction was evaluated in
singlet oxygen quenching with the photooxidation of linoleic acid (0.03 M) reaction system inside an emultion
system that contains 5,68 x 10> mM of eritrosin as sensitizer and the mixed reaction was lit by a fluorescent light
(4000 Ilux) for 5 hours. The characteristic result of the isolated compound (F2) based on the UV-Vis analysis
result there are two absorptopn band at 289 nm (band I) and 313 nm wavelength (band Il) that indicate that the
isolated compound belongs to the flavonoid group as a flavanon or a dihydroflavon type. The UV spectra of
isolated compound with shifting reagent showed having a hydroxyl group located at the C-5 or C-7 atom. The
infrared (IR) spectrophotometer analysis showed the wave number 3375 cm™ (OH, phenol), 2920 cm™ (CH),
1462 cm™ (C=C aromatic), 1604 cm™" (C=0) and 1031 cm™ and 1167 cm™' (C-O-C). The isolate (F2) has the
singlet oxygen quenching activity (antiphotooxidation) on the photooxidation of linoleic acid that contain
erythrosine as sensitizer.
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PENDAHULUAN sebagai limbah atau hanya digunakan sebagai

pakan ternak dan bahan bakar dapur. Tongkol

Jagung (Zea mays L.) merupakan salah satu
jenis tanaman pangan yang sudah lama dikenal
dan dibudidayakan di negara-negara berkembang,
khususnya di Indonesia. Pemanfaatan biji jagung
sebagai sumber pangan dapat menghasilkan
tongkol jagung yang pada umumnya dibuang
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jagung merupakan bagian terbesar dari buah
jagung, sehingga produksi jagung pipilan dalam
jumlah yang besar dapat menghasilkan limbah
tongkol jagung yang cukup banyak. Menurut
Direktorat Jenderal Tanaman Pangan (2014),
produksi jagung Nasional tahun 2014 mencapai,



19,03 juta ton, dan dapat diperkirakan jumlah
tongkol jagung yang dihasilkan sekitar 13 juta
ton.

Tongkol jagung merupakan salah satu
limbah yang biasanya tidak dipergunakan lagi
ataupun nilai ekonominya sangat rendah. Padahal
dari tongkol jagung masih dapat diambil
komponen fitokimianya dan dimanfaatkan untuk
keperluan  industri pangan, farmasi dan
kosmetika. Produk tanaman pangan dan non
pangan mengandung sejumlah besar senyawa
fenolik yang terdiri dari fenol sederhana, asam
fenolat, asam fenilasetat, asam sinamat, kumarin,
isokumarin, kromon, lignan, flavonoid, lignin,
tanin, benzofenon, xanton, stilben, kuinon dan
betacianin (Dey & Harbone, 1989).

Dari beberapa penelitian yang telah
dilakukan menyatakan bahwa limbah tongkol
jagung mengandung senyawa fenolik yang
mempunyai potensi sebagai antioksidan atau
penangkal radikal bebas. Lumempouw dkk.
(2012a), Lumempouw dkk. (2012b) dan Saleh
dkk. (2012) melaporkan bahwa ekstrak etanol dari
tongkol jagung dapat berperan  sebagai
antioksidan dan tabir surya (anti UV-B). Selain
itu, hasil penelitian Wungkana dkk. (2013)
menyatakan bahwa fraksi fenolik dari tongkol
jagung dapat berperan sebagai penangkal radikal
bebas DPPH dan sekaligus sebagai tabir surya.
Suryanto dkk. (2013) melaporkan bahwa tongkol
jagung mempunyai potensi sebagai penstabil
oksigen singlet dan dapat berperan sebagai tabir
surya.

Senyawa-senyawa  tersebut dilaporkan
dapat berfungsi sebagai antioksidan dan
mempunyai manfaat besar terhadap kesehatan
yakni dapat mengurangi resiko penyakit
degeneratif seperti penyakit kardiovascular,
kanker, penyakit jantung koroner dan kanker
(Ames dan Shigenaga, 1993; Shahidi, 1997). Hal
ini disebabkan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam tanaman mengandung sejumlah
besar senyawa fenolik, flavonoid, tanin, lignan
dan karotenoid dan vitamin C yang memiliki
kemampuan dalam penangkalan dan
penghambatan reactive oxygen species (ROS) dan
radikal bebas (Haliwell dan Guttridge, 2001).
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi
dan menguji aktivitas singlet oxygen quenching
senyawa flavonoid yang terdapat dalam ekstrak
etil asetat tongkol jagung.
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METODE DAN BAHAN

Bahan dan alat

Tongkol jagung diperoleh dari kebun rakyat
di Kabupaten Minahasa. Beberapa bahan kimia
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
etanol, heksana, etil asetat, butanol, reagen Folin-
Ciocalteu. natrium metoksida, natrium asetat,
aluminium klorida, asam borat, asam klorida dan
eritrosin, diperoleh dari Merck (Darmstadt,
Germany). Asam galat diperoleh dari Sigma
Chemical Co. (St. Lois, MO). Alat yang
digunakan adalah water bath, desikator, alat-alat
gelas, mikropipet, vortex mixer, pengaduk
magnet, timbangan analitik, oven, botol serum,
gelas Erlenmeyer, mikro buret, rotari evaporator,
pengukur intensitas cahaya (light meter, LeyBold-
Heraeus), 4 buah lampu flourescent 15 Watt
(Silvania), kotak cahaya (70 x 50 x 60 cm),
seperangkat alat refluk, kolom kromatografi, flat
TLCgr2s4, spektrofotometer ultravioet (Shimadzu
UV-1800) dan spektrofotometer IR, (Shimadzu
FTIR 8201 PC).

Preparasi sampel

Sebelum dilakukan analisis, sampel segar
tongkol jagung dipotong kecil-kecil dan
dikeringanginkan selama 4 minggu. Setelah
kering digiling menjadi serbuk dengan alat
penggiling. Setelah itu, serbuk tongkol jagung
diayak dengan ukuran 40 mesh dengan kadar air
sebesar 10,23% selanjutnya disimpan dalam
kantong-kantong plastik sebelum diperlakukan.

Ekstraksi dan isolasi

Serbuk  tongkol jagung  diekstraksi
menggunakan teknik ekstraksi refluk (Suryanto
dkk., 2013). Sebanyak 200 g serbuk tongkol
jagung diekstraksi dengan etanol 80% (2 x 2L)
menggunakan cara direfluks pada suhu 80-90 °C
selama 2 jam. Filtrat hasil penyaringan diuapkan
menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak kental tongkol jagung. Selanjutnya
ekstrak pekat tongkol jagung dilarutkan dalam
akuades dan dipartisi berturut-turut dengan
petroleum eter (2 x 100 mL), etil asetat (2 x 100
mL), n-butanol (2 x 100 mL) dan residu (air)
sehingga diperoleh ekstrak kental etil asetat dan
diuji kandungan fenolik dan flavonoid. Fraksi
pelarut etil asetat yang positif mengandung
fenolik dan flavonoid dilanjutkan dengan
pemisahan  dengan  kromatografi ~ kolom
menggunakan silica gel 60 dan eluen n-heksan
dan etil asetat (6:4). Tiap fraksi dari hasil
pemisahan kromatografi kolom diuji kandungan



57

fenolik dan flavonoid. Isolat selanjutnya
dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-vis
dan infra merah (IR) serta diuji aktivitas singlet
oxygen quenching (SOQ).

Karakterisasi senyawa hasil isolasi

Karakterisasi senyawa hasil isolasi meliputi
pemeriksaan kimia dan fisika meliputi pengujian
sianidin, titik leleh, pemeriksaan UV dengan
menggunakan pereaksi geser dan pemeriksaan
gugus fungsi dengan spektrofotometer infra
merah (FTIR)

Uji golongan flavonoid dari senyawa hasil
isolasi dengan warna

Fraksi dengan aktivitas antioksidan
tertinggi akan diidentifikasi dengan diuji kualitatif
golongan flavonoid menurut Harborne (1987) dan
Markham (1988). Sebanyak 1 mL fraksi
ditambahkan 1 mL HCI pekat dan 0,5 mg serbuk
Mg, wuji positif flavonoid ditandai dengan
terbentuknya warna merah, jingga dan kuning.
Sebanyak 1 mL fraksi ditambahkan dengan 1 mL
AlICl; 2%, terbentuknya warna  kuning
menunjukkan adanya flavonoid. Sebanyak 1 mL
fraksi ditambah 3 tetes (CH;COO).Pb 10%,
flavon memberikan warna jingga hingga krem,
kalkon memberikan warna jingga tua dan auron
memberikan warna merah. Sebanyak 1 mL fraksi
ditambah 3 tetes NaOH 0,1 N, flavonol dan
flavon memberikan warmna kuning, sedangkan
kalkon dan auron memberikan warna merah
hingga ungu. Sebanyak 1 mL fraksi ditambah 3
tetes H.SOs pekat, flavonol dan flavon
memberikan warna jingga hingga krem dan
kalkon memberikan warna krem hingga merah
tua.

Penentuan letak gugus hidroksi (OH) senyawa
hasil isolasi dengan pereaksi geser

Senyawa hasil isolasi diidentifikasi dengan
spektrofotometer ultraviolet (UV), yaitu dengan
penambahan beberapa tetes pereaksi geser seperti
larutan NaOH 0,1 N, larutan AICl; 2% dan
campuran larutan AICl3 2% dengan HCI pekat
serta pereaksi geser lain seperti larutan NaOAc,
larutan NaOAc + H3;BOs; Data pergeseran pita
serapan sebelum dan sesudah ditambahkan
pereaksi geser dapat menentukan posisi gugus
hidroksil dalam senyawa flavonoid.

Penentuan aktivitas singlet oxygen quenching
Uji aktivitas singlet oksigen quenching

dalam sistem emulsi dilakukan dengan metode

Huang e/ al. (1996) dengan sedikit modifikasi.
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Dibuat emulsi (o/w) 10 persen. Sebanyak 2 mL
asam linoleat ditambah 0,2 mL tween 20 dan
diaduk selama 1 menit, lalu ditambahkan 1,8 mL
akuades sambil terus diaduk kemudian setiap 2
menit ditambahkan 4 mL akuades sebanyak 4 kali
penambahan sehingga total pengadukan 9 menit.
Sebanyak 2 mg masing-masing fraksi dan o-
tocopherol sebagai control positif kemudian
ditambahkan 10 mL emulsi yang mengandung 5
pg/mL eritrosin sebagai fotosensitiser. Sampel
dari campuran tersebut sebanyak 10 mL diambil
dan dimasukkan ke dalam botol serum yang
berukuran 30 mL yang dilengkapi dengan
penutup karet dan aluminium foil. Botol tersebut
kemudian diletakkan dan disimpan di dalam
kotak cahaya (70 x 50 x 60 cm) dengan intensitas
cahaya fluorescent 4.000 lux selama 5 jam
dengan pengamatan setiap 1 jam. Analisis
hidroperoksida diena terkonjugasi dilakukan
setelah 24 jam penyinaran. Pengukuran nilai
hidroperoksida diena terkonjugasi dimulai dengan
memipet sampel emulsi 30 pL. Sampel tersebut
dimasukan dalam tabung reaksi yang telah berisi
5 mL etanol absolut. Absorbansi diukur pada
panjang gelmbang 234 nm. Setelah diketahui
absorbansi, dengan rumus Lambert-Beer (4 =ebc)
maka dapat dicari konsentrasi hidroperoksida
diena terkonjugasi karena diketahui b=1 cm, & =
26 000 M'cm™ untuk linoleat hidroperoksida
(Frankel et al, 1994).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemisahan fraksi etil asetat dengan
kromatografi kolom

Selanjutnya dari fraksi etil asetat (FEA)
dilakukan pemisahan dengan kromatografi kolom
dan  subfraksi  yang  terisolasi  diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer pada A
280 nm untuk senyawa fenolik (Wettasinghe &
Shahidi, 2000).

Tabel 1. Kelompok fraksi hasil fraksinasi ESHAE
menggunakan kromatografi kolom dan sifat-sifat
dan beratnya

Kelompok  Warna Bentuk Berat
fraksi (mg)
I Coklat kental 221
II Jingga serbuk 127
I Kuning kental 83
v Kuning serbuk 54
\Y Kuning serbuk 61
VI Kuning serbuk 111




Setiap subfraksi yang memiliki profil yang
sama digabung menjadi satu puncak sehingga
diperoleh 6 fraksi. Hasil penimbangan fraksi dan
sifat-sifatnya dapat dilihat pada Tabel 1. Berat
total keenam fraksi adalah 647 mg (0,647 g),
berarti ada 353 mg (0,353 g) fraksi etil asetat
(FEA) yang masih tertahan dalam kolom silika
gel.

Karakterisasi isolat

Karakterisasi senyawa hasil isolasi (isolat)
dengan pengujian titik leleh diperoleh titik
lelehnya antara (227) 255-300 °C (dekomposisi).
Data ini membuktikan bahwa senyawa hasil
isolasi tidak stabil karena terjadinya perubahan
warna jingga menjadi merah kecoklatan pada
suhu kamar. Hasil uji kualitatif golongan
flavonoid dari hasil senyawa isolasi disajikan
pada Tabel 2.

Pereaksi Warna Hasil flavonoid
Merah Ada (flavanon dan
Mg +HCl ) muda dihidroflavonol)
AlCl132% Kuning Ada
(CH;COO),Pb  KUMNE gk ada
muda
NaOH 0,1 N Kuning Ada (flavonol dan
flavon)
H:S04 () Kuning 4.1 ada
muda

Tabel 2. Uji kualitatif golongan flavonoid dari
senyawa hasil isolasi dengan berbagai pereaksi

Reaksi sianidin adalah salah satu cara
mengidentifikasi senyawa flavonoid dengan
mereaksikannya dengan magnesium dan asam
klorida. Pertama flavanoid akan direduksi gugus
ketonnya menjadi alkohol, lalu terjadi dehidrasi
sehingga menghasilkan garam sianidin-klorida,
warna merah muda menunjukkan adanya senyawa
flavanon dan dihidroflavonol. Flavonoid dapat
membentuk kompleks dengan AI** yang berwarna
kuning. Golongan senyawa flavonoid juga dapat
bereaksi dengan NaOH dan membentuk kalkon

yang berwarna  kuning, warna  kuning
menunjukkan adanya flavanol dan flavon
(Markham, 1988). Pada penambahan
(CH;COO),Pb  10% dan  H.SO4 tidak

menunjukkan adanya perubahan warna artinya
dalam fraksi ini tidak mengandung flavonoid
golongan flavonol, flavon, kalkon dan auron. Jadi
diduga dalam fraksi ini mengandung senyawa
flavonoid golongan flavanon dan dihidroflavanol.
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Spektra ultra violet (UV)

Pengukuran dengan spektrofotometer UV
didapat puncak pada panjang gelombang (A) 313
nm (pita I) dan 289 nm (pita II) (Gambar 1).
Menurut Markham (1988) senyawa flavonoid
yang memiliki puncak pita I pada A 300-330 ndan
pita II pada A 275-295 nm adalah golongan
flavanon dan dihidroflavonol. Begitu juga
menurut Sujata (2005) flavonoid golongan
flavanon memiliki puncak pita I pada A 300-350
nm dan pita II pada A 270-295 nm, sedangkan
golongan dihidroflavonol memiliki puncak pita I
pada A 300-320 nm dan pita II pada 270-295 nm.
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Gambar 1. Spektrum UV dari senyawa hasil
isolasi

Senyawa golongan flavonoid umumnya
memiliki dua pita serapan yaitu pita I dan pita II,
yang disebabkan karena adanya resonansi yang
melibatkan cincin B dan C (pita 1) dan cincin A
(pita II). Senyawa hasil isolasi ini memiliki pita I
pada 313 nm karena tidak adanya ikatan rangkap
terkonjugasi antara cincin B dengan gugus C=0
pada posisi C-4 atau pada posisi C; dan Cs
(Harbone, 1969), sedangkan pada pita II pada 289
nm karena adanya ikatan rangkap terkonjugasi
pada cincin A (Markham, 1988). Pola spektrum

hasil isolasi diperkirakan spekrum senyawa
golongan  flavonoid jenis flavanon atau
dihidroflavonol.

Penentuan letak gugus hidroksi dengan

pereaksi geser

Pereaksi geser merupakan salah satu cara
untuk membantu menganalisis jenis flavonoid,
menentukan pola oksigenasi dan kedudukan
gugus hidroksi pada inti flavonoid. Pada
umumnya, pereaksi geser menggunakan senyawa
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kimia seperti NaOCH; atau NaOH, NaOAc,
NaOAc + H3;BOs, AICI;, AICl; + HCIL. Menurut
Markham (1988), penambahan pereaksi geser
seperti NaOH, AICl; dan AICl; dengan HCI
dalam suatu flavonoid, dapat menentukan posisi
gugus hidroksil (OH) pada cincin A dan B dari
data  pergeseran  sebelum dan  sesudah
penambahan pereaksi geser. Selanjutnya untuk
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menentukan posisi gugus hidroksi (OH) pada
cincin aromatis dilakukan dengan memakai
pereaksi geser dan dilihat pergeseran spektrum
yang terjadi. Data pergeseran A maksimum dari
spektrum UV dengan penambahan pereaksi geser
dengan NaOH, NaOAc, NaOAc + H3BOs, AICI;
dan AICI; + HCI dapat dilihat pada Gambar 2.

Tabel 3. Data panjang gelombang dan pergeseran panjang gelombang

Panjang gelombang

Pergeseran panjang gelombang

Isolat (nm) (nm)

Pita | Pita II Pita | Pita II
metanol 313 289 - -
metanol + NaOH 359 310 46 +11
metanol + NaOH (5 menit) 359 310 46 +11
metanol + NaOAc 313 285 0 -4
metanol + NaOAc+H;BO; 313 299 -0,5 +10
metanol + AlCl; 315 - 2 -
metanol + AICI3+HCI 310 300 -3 +11

Spektrum serapan UV dengan penambahan
pereaksi geser NaOH menyebabkan pereaksi
geseran batokromik pada pita I sebesar 46 nm
(dari 313 nm ke 359 nm) disertai dengan
peningkatan  intensitas  serapan.  Adanya
oksigenasi tambahan terutama hidroksilasi
umumnya mengakibatkan pergeseran pita sesuai
ke arah panjang gelombang yang lebih besar.
Menurut Markham (1988) pergeseran batokromik

pada pita I sebesar 35-60 nm untuk flavonoid
golongan  flavanon  dan  dihidroflavonol
merupakan ciri khas 5,7-OH pada cincin A
sedangkan pergeseran pada II sebesar 11 nm (dari
289 nm ke 310 nm) tidak memberikan petunjuk
penafsiran. Data menguatkan dugaan bahwa
terdapat flavanon dan dihidroflavonol dengan
gugus hidroksi pada cincin A.
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Gambar 2. Spektrum isolat dalam metanol dan penambahan NaOH (A), NaOAc dan NaOAc+ H3BO;

(B) dan AICI; dan AICI;+HCI (C)

Spektrum dengan penambahan pereaksi
geser NaOAc menyebabkan terjadinya pergeseran
hipsokromik pada pita II sebesar -4 nm dan pita I

sebesar 0 nm dan Y schingga diduga terdapat
flavonoid jenis flavanon tanpa gugus hidroksi
bebas. Setelah penambahan pereaksi asam borat



pada larutan senyawa dalam methanol yang telah
ditambah natrium asetat pita I terjadi pergeseran
hipsokromik sebesar -0,5 nm dan pergeseran
batokromik pada pita II sebesar 10 nm
menunjukkan adanya flavanon dengan sistem
dihidrosilasi berkedudukan orto.

Penambahan pereaksi geser AICIl; hanya
memberikan pergeseran batokromik pada pita I
sebesar 2 nm sedang pada pita I tidak terdeteksi.
Kemungkinan terbentuknya kompleks tahan asam
(antara gugus hidroksi dan keton yang
bertetangga) ataupun kompleks tak tahan asam
dengan gugus orto dihidroksi pada cincin A.
Setelah dilakukan penambahan HCI terjadi
pergeseran hipsokromik pada pita I sebesar -3
(dari 313 nm ke 310 nm) dan pergeseran
batokromik sebesar 10 nm pada pita II. Dengan
penambahan pereaksi geser AICl; + HCI
menunjukkan gugus orto dihidroksi pada cincin B
tidak dapat terdeteksi. Dari hasil ini uji kualitatif
dan pereaksi geser menunjukkan bahwa senyawa
hasil isolasi memiliki  struktur hipotesis
kemungkinan besar merupakan 5,7-dihidroksi
flavanon atau 5,7-dihidroksi dihidroflavonol.
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Gambar 3. Spektrum infra merah senyawa hasil
isolasi

Spektra infra merah (IR)

Senyawa  hasil  isolasi  selanjutnya
dikarakterisasi ~ gugus  fungsinya  dengan
spektrofotometer imfra merah (IR) disajikan pada
Gambar 3. Hasil interprestasi data spektrum infra
merah memberikan informasi serapan penting
tentang gugus fungsi yang terdapat pada senyawa
hasil isolasi. Spektrum infra merah menunjukkan
adanya serapan pada daerah 3375 cm’
mengindikasikan vibrasi -OH dan didukung
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dengan adanya serapan C-O yang muncul pada
angka gelombang 1265-1031 cm™.

Gugus fungsi C=0 muncul pada serapan
1604 cm™ yang diperkuat dengan adanya serapan
pada angka gelombang 927 cm™. Serapan C-H
alifatis ditunjukkan pada angka gelombang 2920
cm’'. Pada angka gelombang 1462 cm’
menunjukkan adanya serapan C=C aromatis dan
mengindikasikan adanya kromofor yang khas dari
senyawa flavonoid untuk sistem ikatan rangkap
terkonjugasi. Selain itu, serapan pada angka
gelombang 1031 cm™ dan 1167 cm™ menandakan
adanya vibrasi C-O-C untuk eter. Dari data
tersebut secara umum dapat disimpulkan bahwa
fraksi II memiliki gugus fungsi hidroksi, karbonil,
eter yang terikat pada cincin aromatis.

Aktivitas singlet oxygen quenching

Pengaruh 200 pg/mL fraksi F2 terhadap
fotooksidasi asam linoleat dilakukan dengan cara
mengukur perubahan angka diena terkonjugasi
selama penyinaran 5 jam dengan cahaya
fluoresent. Dari  perubahan angka diena
terkonjugasi ini dapat diketahui tingkat kerusakan
asam  linoleat.  Perubahan angka diena
terkonjugasi asam linoleat dengan penambahan
200 pg/mL masing-masing fraksi disajikan pada
Gambear 4. Dari hasil penyinaran cahaya fluoresen
(4000 lux) terlihat bahwa asam linoleat yang
diberi eritrosin  sebagai sensitiser (CHY)
mempunyai angka diena terkonjugasi sebesar
17,24 mmol/kg minyak, sedangkan asam linoleat
dengan penambahan eritrosin dan tanpa cahaya
(TCHY) adalah sebesar 6,13 mmol/kg minyak.
Eritrosin yang diberi cahaya fluorescent (kontrol)
menunjukkan perubahan diena terkonjugasi yang
terus meningkat selama penyinaran 5 jam.
Kemungkinan dapat dijelaskan bahwa eritrosin
yang digunakan sebagai sensitiser dapat bertindak
sebagai inisiator fotooksidasi asam linoleat dan
ini dibuktikan dengan naiknya angka diena
terkonjugasi asam linoleat selama penyinaran 5
jam. Asam linoleat yang diberikan eritrosin tanpa
menggunakan cahaya (TC) tidak menunjukkan
perubahan angka peroksida secara signifikan
(p<0,05). Hal ini dapat dijelaskan bahwa tanpa
diberi cahaya walaupun diberikan eritrosin tak
mampu menghasilkan oksigen singlet dari
oksigen triplet.

Fotosensitiser seperti eritrosin (Sen) dapat
menyerap cahaya dan mentransformasikan
menjadi keadaan tereksitasi selanjutnya berubah
menjadi sensitiser pada keadaan triplet (*Sen*)
yang kurang stabil. Sensitiser dapat memindahkan
energinya ke oksigen pada keadaan triplet yang
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lebih stabil. Karena tingkat energi sensitiser
sangat tinggi sehingga dapat mengubah oksigen
triplet menjadi oksigen singlet. Selanjutnya
oksigen singlet dapat menyerang ikatan rangkap
yang terdapat dalam asam linoleat. Yang et al.
(2002) melaporkan bahwa eritrosin dapat
menurunkan headspace (oksigen triplet) dalam

20 -
18 -
16
14
12
10

Hidroperoxida (mmol/kg oil)

Waktu (Jam)
Gambar 4. Aktivitas singlet oxygen quenching
dari fraksi terhadap fotooksidasi asam linoleat
mengandung 5 ppm eritrosin yang disinari cahaya
Sflouresent 4000 lux selama 5 jam (TF: tokoferol)

Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa
F2 mampu melindungi asam linoleat dari
serangan oksigen singlet selama penyimpanan di
bawah cahaya flouresent. Data ini memberikan
bukti bahwa senyawa flavonoid yang terdapat
dalam F2 dapat meningkatkan fotostabilitas
dalam kondisi adanya cahaya flouresen. Aktivitas
singlet  oxygen  quenching F2  terhadap
fotooksidasi asam linoleat dibandingkan dengan
a-tokoferol (TF) sebagai kontrol positif pada
level 200 pg/mL. Pengaruh penghambatan dari
fraksi F2 secara statistik tidak menunjukkan
perbedaan aktivitas antifotooksidatif dengan TF
(p<0,05). Vitamin E (o-tokoferol) merupakan
antioksidan alami yang banyak digunakan sebagai
penghambat oksidasi lipida dalam bahan pangan.
Selain itu, o-tokoferol telah dilaporkan sebagai
penstabil (quencher) oksigen singlet dalam
minyak kedele (Jung dkk., 1991). Oleh karena itu,
hasil penelitian ini membuktikan bahwa oksigen
singlet terlibat dalam reaksi fotooksidasi asam
linoleat  sehingga  fraksi-fraksi ~ memiliki
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minyak kedele dengan meningkatnya konsentrasi
(0, 5, 20, 100 dan 200 ppm) selama penyinaran 4
jam. Penelitian lain, menunujukkan bahwa
pengaruh eritrosin terhadap metil linoleat bisa
membentuk hidroperoksida, hidroperoksida ini
merupakan produk utama akibat terjadinya
fotooksidasi oleh sensitiser (Pan dkk., 2005)

kemampuan sebagai antifotooksidatif. Min dan
Boff (2002) menyatakan bahwa oksigen singlet
dapat dihasilkan dari oksigen triplet dengan
hadimya sensitiser dan cahaya. Adanya sensitiser
seperti eritrosin dapat meningkatkan reaksi
oksidasi, karena sensitiser memiliki kemampuan

untuk menyerap energi cahaya selanjutnya
membentuk  hidroperoksida melalui  reaksi
fotooksidasi.

KESIMPULAN

Senyawa hasil isolasi dari F2 memiliki
serapan ultraviolet pada A maks 289 nm dan 313
nm yang termasuk golongan flavonoid jenis
flavanon dan hidroflavonol. Dengan pereaksi
geser mengindikasikan bahwa F2 kemungkinan
memiliki gugus hidroksi yang terletak pada cincin
A benzoil nomor atom C-5 atau C-7. Analisis
spectrum IR memiliki gugus fungsi pada bilangan
gelombang 3375 cm™ (OH, fenol), 2920 cm
(CH), 1031 cm™ dan 1167 cm™(C-O-C ), 1604
cm! (C=0) dan 1462 cm’' (C=C aromatis
aromatik). Isolat (F2) memiliki aktivitas singlet
oxygen quenching (antiphotooxidation) terhadap
fotooksidasi asam linoleat yang mengandung
eritrosin sebagai sensitiser.
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