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UJT AKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT
DARI DAUN TEH (Camellia sinensis) SEBAGAI ANTIOKSIDAN
PADA MINYAK KEDELAI

Oleh :
Husna Amalya Melati

INTISARI

Telah dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap ekstrak daun teh.
Ekstraksi dilakukan dengan cara sokhletasi 30 g daun teh segar menggunakan
pelarut etil asetat setelah sebelumnya digunakan n-heksana untuk menghilangkan
fraksi non polar. Ekstrak etil asetat dinapkan dengan evaporator buchii untuk
menghasilkan produk. Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode asam
tiobarbiturat, metode tiosianat, dan penentuan bilangan peroksida dengan
spektrofotometri UV-Vis pada sampel minyak tanpa penambahan antioksidan
sebagai pembanding, sampel minyak dengan penambahan ekstrak daun teh, dan
sampel minyak dengan penambahan antioksidan sintetis BHA (Butylated
Hydroxy Anisole) sebagai kontrol.

Ekstraksi yang dihasilkan berupa padatan berwarna coklat kehitaman
dengan berat 1,84 g. Uji aktivitas antioksidan menunjukkan adanya senyawa aktif
ekstrak daun teh yang dapat digunakan sebagai antioksidan. Urut-urutan aktivitas
antioksidan sebagai berikut : BHA > ekstrak daun teh > minyak tanpa
penambahan antioksidan.

kata kunci : antioksidan, daun teh, spektrofotometer UV-Vis
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ACTIVITY TEST OF ETHYL ACETATE EXTRACT
FROM TEA LEAVES (Camellia sinensis) AS ANTIOXIDANT
ON SOYBEAN OIL

By :
Husna Amalya Melati

ABSTRACT

Antioxidant activity of tea leaves extract has been tested. Extracted by
sokhletation thirty gram fresh tea leaves use the ethyl acetate solven after
previously used by n-hexane solven to remove the fraction of non polar. The
extract of ethyl acetate was evaporated by evaporator buchii to yield the product.
Antioxidant activities test were examined with thiobarbituric acid methods,
thiocyanate methods, and determination of peroxide value using UV-Vis
spectrophotometre at oil sample without addition antioxidant compounds as
comparator, oil sample with the addition of tea leaves extract, and oil sample with
the addition of antioxidant sintetic BHA (Butylated Hydroxy Anisole) as control.

The tea leaves extract produced brown dark solid weighing 1,84 g. Test of
antioxidant activity showed that tea leaves extract had active compound which can
be used as antioxidant. The following antioxidant activity medley * BHA > tea
leaves extract > oil without the addition of antioxidant.

key word : antioxidant, tea leaves, UV-Vis spectrophotometre
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BABI

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Minyak kedelai merupakan salah satu minyak nabati yang banyak dikonsumsi
di Indonesia dan di negara-negara tropis lainnya. Kandungan lipida dari biji kedelai
cukup tinggi, sekitar 20% maka kedelai lazim diambil minyaknya. Seperti juga
bahan pangan lain yang mengandung lemak, masalah utama yang dijumpai pada
minyak kedelai adalah proses ketengikan. Ketengikan ini dapat timbul pada saat
pengolahan, pada saat penyimpanan maupun pada saat pemakaiannya. Proses
pengolahan dan pemakaian minyak dengan pemanasan pada suhu tinggi dan lama
selain menimbulkan perubahan bau dan rasa yang tidak enak juga akan merusak
mutu minyak.

Proses pengolahan minyak dengan perlakuan pemanasan yang berulang-ulang
pada suhu tinggi akan menghasilkan minyak dengan wama kuning kecoklatan.
Selain itu pemanasan pada suhu tinggi dan lama juga akan merusak keberadaan
tokoferol yaitu zat antioksidan alami dalam minyak kedelai.

Pada umumnya masyarakat cenderung menggunakan minyak goreng secara
berulang-ulang atau lebih umum dikenal dengan minyak jelantah. Pemakaian
minyak secara berulang-ulang ini selain menurunkan mutu minyak goreng juga dapat
membahayakan bagi pemakainya karena dalam minyak jelantah terdapat berbagai
senyawa kimia yang bersifat foksik sebagai hasil reaksi oksidasi. Dengan demikian

perlu adanya suatu tindakan untuk mengurangi atau menghambat turunnya mutu



minyak goreng. Zat yang digunakan untuk mengurangi atau menghambat turunnya
mutu minyak goreng ini adalah zat antioksidan.

Antioksidan merupakan persenyawaan kimia yang mempunyai aktivitas
menghambat kerusakan lemak dan minyak akibat proses oksidasi dengan cara
menghambat terbentuknya radikal bebas pada langkah inisiasi atau menghambat
kelanjutan reaksi berantai pada langkah propagasi. Beberapa antioksidan terdapat
secara alami di alam dan ada pula yang berupa hasil sintesis dalam pabrik kimia.

Sebagian besar antioksidan yang banyak digunakan saat ini adalah
antioksidan sintetik seperti Butylated Hydroxy Toluen (BHT) dan Butylated
Hydroxy Anisole (BHA). Antioksidan ini dapat mengalami kerusakan pada
pemanasan suhu tinggi yaitu akan hilang keluar dari media pemanasan oleh
volatilisasi (Kim and Pratt, 1992). Peled et. al (Kim and Pratt, 1992) mengemukakan
rendahnya efektifitas BHT dalam memperlambat kerusakan minyak pada pemanasan,
sechingga dapat menyebabkan BHT menghilang karena volatilisasi dan atau
kerusakan oleh oksidasi. Hal yang sama telah ditemukan oleh Freeman et. al dan
Augustin et. al (Kim and Pratt, 1992) yang mengemukakan ketidakefektifan BHA
dan BHT pada kondisi pemanasan suhu tinggi.

Antioksidan sintetik yang banyak digunakan industri pangan saat ini yaitu
BHA dan BHT memiliki kekhawatiran akan efek sampingnya terhadap kesehatan
(Suwandi dan Hidayat, 1995). Seperti yang dilaporkan Chang et. al (1997) bahwa
antioksidan sintetik terutama BHA dan BHT dapat menimbulkan komponen toksik
atau karsinogenik didalam tubuh manusia dengan cara meningkatkan enzim
mikrosomal.  Beberapa antioksidan sintetik yang biasa digunakan pada bahan

makanan disajikan dalam gambar 1.
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(H3C)3C C(CHs)3 C(CHs)3
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Butylated Hydroxytoluen (BHT) .
atau 2,6-di-tert-p-hidroksi toluen Butylated Hydroxy Anisole (BHA)

Gambar 1. Struktur kimia antioksidan sintetik

Dalam keadaan demikian penggunaan antioksidan alami merupakan cara
yang paling aman untuk menghindari adanya efek samping. Untuk keperluan
tersebut antioksidan bahan alam yang mudah diperoleh dalam jumlah besar, stabil
pada suhu tinggi, dan tanpa efek samping sangat menjanjikan.

Indonesia sebagai salah satu negara tropis memiliki sumber daya alam yang
sangat melimpah. = Salah satunya adalah kimia hasil alam yang berasal dari tumbuh-
tumbuhan. Tanaman teh adalah salah satu dari sekian banyak jenis tanaman yang
tumbuh dengan subur di wilayah Indonesia sebagai tanaman perkebunan. Teh selain
sebagai penghasil minuman yang sangat digemari, ternyata memiliki banyak manfaat
oleh adanya kandungan senyawa kimia yang dimilikinya. Kandungan senyawa
kimia yang ada didalam daun teh antara lain adalah polifenol, kafein, tannin, vitamin,
dan lain-lain. Salah satu kandungan daun teh yaitu polifenol memiliki banyak
kegunaan antara lain pada beberapa aktivitas biokimia dalam menghambat mutasi
bakteri, menghambat aktivitas transkrip balik HIV, efek antikaries, aktivitas antiviral,
pencegahan dari kanker, ternyata juga memiliki aktivitas antioksidan pada lemak

dan minyak.




Dalam penelitian ini akan dilakukan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak
etil asetat daun teh. Ekstrak etil asetat daun teh diperoleh dengan cara ekstraksi
menggunakan alat yang disebut sokhlet. Pelarut yang digunakan adalah etil asetat
yang dapat melarutkan ekstrak daun teh yang diharapkan mengandung senyawa
antioksidan sehingga ekstrak diperoleh dalam jumlah maksimal.

Oleh karena itu dari penelitian ini diharapkan dapat memanfaatkan secara
optimal zat antioksidan alami dari ekstrak etil asetat daun teh terhadap minyak
kedelai, sehingga diperoleh antioksidan alami untuk minyak kedelai yang aman dari
efek samping. Selain itu, diharapkan pula nantinya mutu minyak kedelai yang

diproduksi semakin meningkat dan turut bersaing di pangsa pasar internasional.

1.2 Perumusan Masalah
Dari uraian latar belakang diatas dapat dirumuskan suatu masalah yaitu
apakah ekstrak etil asetat daun teh memiliki aktivitas sebagai antioksidan pada

minyak kedelai ?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah ekstrak

etil asetat daun teh memiliki aktivitas sebagai antioksidan pada minyak kedelai.

1.4 Manfaat Penelitian
Masyarakat (pembaca) mengetahui bahwa ekstrak etil asetat daun teh

memiliki aktivitas sebagai antioksidan pada minyak kedelai.




BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

Telah banyak dilakukan penelitian untuk mengetahui perubahan yang terjadi
pada minyak yang menjadi tengik. Definisi ketengikan berhubungan dengan bau dan
rasa, tetapi tidak mudah untuk mengetahui adanya proses ketengikan pada tahap
permulaan.  Untuk itu diperlukan penelitian terhadap besar-besaran seperti angka
peroksida, angka iod, angka penyabunan, angka asam, dan lain-lain.

Ketengikan merupakan kerusakan atau perubahan bau dan rasa dalam lemak
atau bahan pangan berlemak. Bentuk kerusakan yang paling penting disebabkan oleh
aksi oksigen udara terhadap minyak. Kerusakan karena oksidasi oleh oksigen udara
mudah terjadi jika bahan yang mengandung lemak dibiarkan kontak dengan udara
dan laju proses oksidasinya tergantung dari sifat lemak dan penyimpanannya
(Triebold, 1963).

Reaksi oksidasi akan menimbulkan bau yang tidak enak pada minyak dan
lemak juga menyebabkan kerusakan vitamin A, D, E, K, dan C serta asam lemak
essensial. Proses oksidasi minyak atau lemak terjadi melalui pembentukan peroksida
menyebabkan molekul menjadi tidak stabil sehingga akan mengalami dekomposisi
membentuk asam-asam rantai pendek, alkohol, aldehid, dan keton (produk oksidasi
sekunder). Produk oksidasi sekunder inilah yang bertanggungjawab terhadap bau
dan rasa minyak mengalami reaksi oksidasi. Jadi ketengikan yang timbul dalam

minyak terjadi karena adanya aldehid bukan karena peroksida, kenaikan bilangan




peroksida hanya merupakan indikator bahwa minyak tidak lama lagi akan menjadi
tengik (Ketaren, 1986).

Panas dan cahaya adalah faktor lingkungan yang mempercepat reaksi
autooksidasi. Hal ini dapat terjadi karena ikatan rangkap pada asam lemak tidak
Jenuh mampu menangkap sumber energi dari luar, seperti energi panas dan cahaya
yang kemudian digunakan untuk mengeksitasikan elektron ke tingkatan energi yang
lebih tinggi. Bila elektron yang tereksitasi ini kembali ke tingkat dasar, maka
kelebihan energinya akan dilepas dalam bentuk panas, cahaya atau digunakan untuk
reaksi. Dalam banyak hal peristiwa ini mengakibatkan pemutusan homolitik menjadi
atom atau radikal bebas tergantung pada besarnya energi yang diserap (Triebold,
1963).

Chu dan Juneja (1997) menyebutkan bahwa seduhan teh terdiri dari beberapa
komponen antara lain polifenol, kafein, teanin, dan vitamin. Seduhan teh memiliki
flavour dan rasa yang spesifik yaitu memberikan efek segar. Komplek polifenol teh
mempunyai efek antioksidan dan sifat-sifat pengobatan. Selain itu polifenol teh Jjuga
menghambat pertumbuhan mikrobia (Yamamoto, et. al., 1997).

Jay (1986) juga menyebutkan bahwa meskipun senyawa antioksidan (fenol)
dalam makanan terutama untuk mencegah oksidasi lipid, namun dapat juga
menghambat aktivitas mikrobia. Lebih spesifik disebutkan bahwa senyawa fenolik
teh menghambat bakteri penyebab kerusakan gigi (bakteri kariogenik) yaitu S.
mutans dan S. sobrius, schingga dapat mencegah kerusakan gigi (Yamamoto, et. al.,
1997).

Antioksidan alami antara lain adalah tokoferol, lesitin, fosfatida, sesamol,

gosipol, dan asam askorbat. Antioksidan alam yang banyak ditemukan dalam




minyak nabati adalah tokoferol. Tokoferol ini banyak memiliki ikatan rangkap yang
mudah dioksidasi sehingga akan melindungi lemak dari oksidasi (Winarno, 1991).

Selama isolasi minyak dari tumbuhan, tokoferol juga teroksidasi. Pada
minyak jagung, sebelum dimumikan kandungan tokoferolnya 110 mg/100 g.
Oleh sebab itu dalam proses akhir minyak masih ditambahkan dengan antioksidan,
Senyawa alam lain yang bagus digunakan sebagai antioksidan adalah golongan
flavonoid.  Flavanones dan flavanols merupakan komponen fenol yang banyak
tersebar pada jaringan tumbuhan, dimana mereka bertindak sebagai antioksidan alam
(Winarno, 1991).

Efektifitas antioksidan fenolat tergantung adanya gugus hidroksil bebas.
Potensi aktivitasnya diperbesar oleh adanya substitusi gugus lain yang terikat pada
posisi ortho dan para pada cincin aromatis. Substituen tersebut dapat mempengaruhi
efisiensi senyawa fenol karena pengaruhnya terhadap banyaknya elektron dari
oksigen hidroksil dan pengendaliannya terhadap reaksi dari bentuk resonansi radikal
bebas fenoksi (Tranggono dkk., 1990).

Antioksidan yang baik adalah mempunyai delokalisasi efektif dari elektron
tak berpasangan atau mempunyai bentuk resonansi yang lebih efektif. Substitusi
pada posisi ortho dan para lebih efektif dari pada posisi meta. Faktor lain yang
berpengaruh pada aktivitas antioksidan adalah ukuran gugus tersubstitusi (Scott,

1965).
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DASAR TEORI

3.1 Tanaman Teh

Kata teh (Camelia sinensis) berasal dari Cina. Orang Cina daerah Amoy
menyebut teh dengan fay. Cina daerah Kanton menyebutnya cha. Nama ini
kemudian menyebar ke mancanegara dengan penyebutan yang sedikit berbeda.
Orang Inggris menyebutnya fea. Didaerah Spanyol diucapkan re. Orang Belanda
menyebutnya thee. Di Perancis disebut fhe. Di Jerman disebut fee.
Keanekaragaman nama ini menunjukkan bahwa teh sudah banyak dikenal.

Menurut silsilah kekerabatan dalam dunia tumbuh-tumbuhan, tanaman teh

termasuk kedalam :
Kingdom : Plantae
Divisio : Spermatophyta

Sub Divisio  : Angiospermae

Class : Dicotyledoneae
Ordo - Guttiferales
Famili : Theaceae

Genus : Camellia

Spesies : Camellia sinensis

Diseluruh pelosok Indonesia aneka produk teh bisa dijumpai sehari-hari. Teh
bisa diminum panas atau dingin, sebagai minuman penyegar atau obat. Banyak pula

yang mencampurkan bahan-bahan tertentu untuk mengobati berbagai penyakit.




Tanaman teh berbentuk pohon. Tingginya bisa mencapai belasan meter. Namun,
tanaman teh di perkebunan selalu dipangkas untuk memudahkan pemetikan,
sehingga tingganya 90-120 cm.

Mahkota tanaman teh berbentuk kerucut. Daunnya berbentuk jorong atau
agak bulat telur terbalik atau lanset. Tepi daun bergerigi. Daun tunggal dan letaknya
hampir berseling. Tulang daun menyisip. Permukaan atas daun muda berbulu halus,
sedangkan permukaan bawahnya bulunya hanya sedikit. Bunga tunggal dan ada
yang tersusun dalam rangkaian kecil. Bunga muncul dari ketiak daun. Warnanya
putih bersih dan berbau wangi lembut. Namun, ada bunga yang berwamna semu
merah jambu. Mahkota bunga berjumlah 5-6 helai. Putik dengan tangkai yang
panjang atau pendek dan pada kepalanya terdapat tiga buah sirip. Jumlah benang sari
100-200 helai.

Buah teh berupa buah kotak berwarna hijau kecokelatan. Dalam satu buah
berisi satu sampai enam biji, rata-rata tiga biji. Buah yang masak dan kering akan
pecah dengan sendirinya serta bijinya ikut keluar. Bijinya berbentuk bulat atau
gepeng pada satu sisinya, berwarna putih sewaktu masih muda dan berubah menjadi
cokelat setelah tua. Akar teh berupa akar tunggang dan mempunyai banyak akar
cabang. Apabila akar tunggangnya putus, akar-akar cabang akan menggantikan
fungsinya dengan arah tumbuh yang semula melintang (horisontal) menjadi ke
bawah (vertikal). Akar bisa tumbuh besar dan cukup dalam.

Tanaman teh mengalami pertumbuhan tunas yang silih berganti. Tunas
tumbuh pada ketiak atau bekas ketiak daun. Tunas yang tumbuh kemudian diikuti
dengan pembentukan daun. Tunas baru pada teh memiliki daun kuncup yang

menutupi titik tumbuh serta daunnya. Ada kalanya tunas beristirahat (fase istirahat)
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dan tidak menghasilkan daun. Fase ini ditandai dengan adanya kuncup inaktif yaitu
daun yang masih muda dan baru membuka diujung tunas. Daun ini membungkus
kuncup berukuran kecil dan agak bulat. Kuncup inaktif disebut juga kuncup burung,
sehingga fase ini juga disebut stadium burung. Lamanya fase istirahat berbeda-beda
tergantung jenis tehnya, pengaruh iklim, tanah, maupun serangan hama dan penyakit.
Setelah itu, aktif kembali membentuk daun-daun baru. Nantinya, kuncup yang
terbentuk juga akan beristirahat kembali. Demikian berlangsung terus secara

bergantian.

3.2 Lemak dan Minyak

Lemak adalah trigliserida yang biasanya dihasilkan oleh hewan dan dikenal
sebagai lemak hewani sedangkan minyak adalah trigliserida yang biasanya
dihasilkan oleh tumbuhan dan dikenal sebagai minyak nabati Lemak dapat
dibedakan dari minyak dilihat dari wujudnya pada suhu kamar. Lemak pada suhu
kamar berwujud padat sedangkan minyak pada suhu kamar berwujud cair
(Fessenden, 1986).

Lemak dan minyak adalah trigliserida yang merupakan ester dari molekul
gliserol dan asam-asam organik berantai lurus yang biasanya mempunyai atom
karbon antara 16 sampai 24 atom permolekul. Lemak terdiri dari ester-ester yang
tidak berbau dan tidak menguap, tetapi pada umumnya mempunyai sifat yang
karakteristik dari trigliserida-trigliseridanya. Lemak tumbuhan yang masih kotor
(crude oil) mengandung zat-zat lain dalam jumlah kecil, diantaranya fosfolipida,

sterol, vitamin, dan zat warna (Eckey, 1954).
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Dalam proses pembentukannya, trigliserida merupakan ester dari molekul
gliserol dengan tiga molekul asam lemak yang membentuk satu molekul trigliserida
dan tiga inolekul air yang secara umum rumus bangun trigliserida dari proses
pembentukannya ditulis dengan reaksi :

0O

I
H,C—OH H,C—0—C—R
i —

HC—OH + 3R—C—OH—»  HC—O0—C—R + 3H,0
, 0
I

H,C—OH H,C—0—& R

Asam lemak yang terkandung dalam trigliserida berpengaruh besar terhadap
lemak dan merupakan penentu sifat fisika dan sifat kimia lemak. Lemak yang
mengandung asam lemak dengan titik lebur rendah biasanya berwujud cair pada suhu
kamar, dan lemak yang mengandung asam lemak bertitik lebur tinggi cenderung
berwujud setengah padat atau padat pada suhu kamar (Markley, 1947)

Trigliserida yang terkandung dalam lemak atau minyak pada umumnya
merupakan campuran berbagai macam asam lemak dan kecil kemungkinan yang
sejenis. Minyak atau lemak mengandung berbagai macam trigliserida. Bila ketiga
asam lemak yang terdapat pada molekul trigliserida merupakan asam-asam lemak
yang sama disebut lemak sederhana (simple tryglyceride), sebagai contoh apabila R
adalah C,7H;s maka lemak tersebut dikenal sebagai tristearin, karena lemak tersebut
mengandung tiga residu asam stearat. Sedangkan pada trigliserida campuran (mixed

tryglyceride) terdapat lebih dari satu macam asam lemak (Swern, 1964).
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3.2.1 Asam lemak

Asam lemak adalah asam karboksilat, RCOOH, yang mempunyai molekul
tinggi dimana gugus R boleh jenuh, tidak jenuh, siklis atau mempunyai rantai
bercabang. Asam dengan jenis R rantai terbuka dan tidak bercabang adalah asam
yang paling sering dijumpai. Semua asam yang terdapat secara alami mempunyai
Jumlah atom genap. Berdasarkan ada tidaknya ikatan rangkap karbon-karbon dalam
asam lemak, dikenal asam lemak tak jenuh dan asam lemak jenuh. Asam lemak tak
Jenuh adalah asam lemak yang memiliki ikatan rangkap antara atom-atom
karbonnya, sedangkan asam lemak jenuh adalah asam lemak yang tidak mengandung
ikatan rangkap pada ikatan antara atom-atom karbon penyusun asam lemak tersebut
(Winamo, 1993). Derajat ketidakjenuhan lemak bergantung pada jumlah ikatan
rangkap yang terdapat pada asam lemaknya, dan dapat diketahui dari besarnya angka
iod. Makin banyak ikatan rangkap yang terkandung dalam suatu lemak maka angka

1od akan semakin besar (Hilditch, 1949),

3.2.2 Minyak kedelai

Kedelai sudah dikenal sejak berabad-abad yang lalu dan berasal dari Asia
Timur yaitu Cina, Mancuria, Korea, dan di Indonesia ditanam sejak tahun 1750.
Kedeleai (Glycine max L) adalah tanaman semusim yang biasa diusahakan pada
musim kemarau, karena tidak memerlukan air dalam Jjumlah besar. Umumnya
kedelai tumbuh di daerah dengan ketinggian 0 sampai 500 meter dari permukaan
laut. Berdasarkan klasifikasi botani, kedelai termasuk famili Leguminosae, sub-
famili Papilionidae, genus Glycine. Tanaman kedelai tumbuh tegak sedangkan

kedelai liar tumbuh menjalar yaitu Glycine gracilis, sedangkan kedelai aslinya
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tergolong dalam Glycine usuriensis dan kedelai yang dikembangkan sekarang adalah
Glycine max L. Kedelai termasuk tanaman biji berganda, berakar tunggang. Pada
akhir tumbuh bintil-bintil akar yang berisi Rhizobium japonicum yang dapat
mengikat nitrogen dari udara. Rhizobium Japonicum hidup bersimbiose dengan
kedelai dan membantu sintesa protein kedelai.

Bunga kedelai disebut bunga kupu-kupu yang biasa bergerombol di bawah
ketiak daun dengan jumlah bunga 13-15 buah, tetapi 75% dari bunga ini sering
gugur. Polong yang terbentuk dapat berisi 1 sampai 5 biji kedelai, di Indonesia
biasanya 2 biji perpolong. Penyerbukan yang terjadi sebelum polong terbentuk
adalah penyerbukan sendiri.

Tanaman ini merupakan tanaman berumur pendek, dengan umur panen 90
hari, namun umur untuk panen ini Juga dipengaruhi oleh varietas, iklim, dan tempat
tumbuh. Perbedaan varietas ini biasanya menyebabkan perbedaan warna kedelai.
Sebagian besar varietas yang ditanam untuk minyak adalah straw-yellow, hitam,
coklat, hijau, dan ofive.

Secara fisik setiap biji kedelai berbeda dalam hal wama, ukuran, dan bentuk
biji dan juga terdapat perbedaan pada komposisi kimianya. Perbedaan sifat fisik
dankimia tersebut dipengaruhi oleh varietas dan kondisi dimana kedelai itu tumbuh.

Tabel 1. Komposisi kimia kacang kedelai atas dasar berat kering

Komposisi Terendah (%] Tertinggi (% Rata-rata (%)
Abu 3,67 5,90 4,99
Lemak kasar 14,95 22,90 19,63
Serat kasar 4,34 7,60 5,53
Protein 36,62 53,19 42,78
Gula 2,70 11,97 7,97
P 0,42 0,82 0,66
K 1,29 2,17 1,67
Ca 0,16 0,47 0,275

(Sumber : Bailey, A.E

-» 1950 dalam Ketaren, 1986)
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Kedelai merupakan salah satu Jenis palawija yang sangat dikenal, karena
kandungan lemak dan protein yang cukup tinggi. Kandungan minyak dan komposisi
asam lemak dalam kedelai dipengaruhi oleh varietas dan keadaan iklim tempat
tumbuh. Lemak kasar terdiri dari trigliserida sebesar 90-95%, sedangkan sisanya
1alah fosfatida, asam lemak bebas, sterol, dan tokoferol.

Kadar minyak kedelai relatif lebih rendah dibandingkan dengan jenis kacang-
kacangan lainnya, tetapi lebih tinggi daripada kadar minyak serealia. Kadar protein
kedelai yang tinggi menyebabkan kedelai lebih banyak digunakan sebagai sumber
protein. Asam lemak dalam minyak kedelai sebagian besar terdiri dari asam lemak
esensial yang sangat dibutuhkan oleh tubuh dan dapat mencegah timbulnya
atherosclerosis atau penyumbatan pembuluh darah.

Produksi kedelai di Indonesia menduduki urutan kedua setelah jagung
Disamping itu didalam lemak atau minyak kedelai terkandung beberapa fosfolipida
penting yaitu lesitin, sepalin, dan lipositol. Kandungan minyak yang tinggi pada
kedelai ini menyebabkan kedelai merupakan sumber minyak makan yang penting.

Tabel 2. Komposisi asam lemak minyak kedelai

| ___Jenis Asam Lemak Jumlah (%) |
Asam Lemak Jenuh
Asam miristat <0,5
Asam palmitat 7-10
Asam stearat 2-5
Asam arachidat 0,2-1
Asam laurat 0-0,1
Asam Lemak Tak Jenuh
Asam oleat 11-60
Asam linoleat 15-64
Asam linolenat 1-12
Asam arachidonat 1,5

(Sumber : Bailey, A.E., 1950 dalam Ketaren, 1986)
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Tabel 3. Standar mutu minyak kedelai

Sifat Nilai

Bilangan asam maksimum 3
Bilangan penyabunan minimum 190
Bilangan iod 129-143
Bilangan yang tak tersabunkan (%) maksimum 1,2
Bahan yang menguap (%) maksimum 0,2
Indeks bias (20°C) 1,473-1,477
Bobot jenis (15,5°C) 0,924-0,928

(Sumber : Bailey, A.E., 1950 dalam Ketaren, 1986)

Berbagai penggunaan minyak kedelai dalam industri pangan diantaranya
adalah sebagai minyak goreng, minyak salad, dan bahan untuk margarin. Kandungan
lipida dari biji kedelai cukup tinggi, sekitar 20% maka kedelai lazim diambil
minyaknya, yang kemudian dikenal sebagai minyak kedelai. Minyak kedelai dikenal
sebagai minyak nabati, yang pada umumnya mengandung asam-asam lemak dengan
derajat ketidakjenuhan lebih tinggi dibanding minyak hewani. Adanya zat
antioksidan yang dikandung dalam minyak nabati, menyebabkan minyak jenis ini
lebih tahan terhadap reaksi oksidasi dibanding dengan minyak hewani. Pada
umumnya makin tinggi ketidakjenuhan minyak, makin tinggi pula zat antioksidan
alam yang dikandungnya. Zat antioksidan alam yang biasanya terdapat dalam

minyak yang bersumber dari bahan nabati adalah tokoferol.

3.3 Kerusakan Lemak dan Minyak

Bahan makanan berlemak merupakan medium yang baik bagi pertumbuhan
beberapa jenis jamur dan bakteri. Kerusakan lemak didalam bahan pangan dapat
terjadi slama proses pengolahan, misalnya pada proses penggorengan dan selama

penyimpanan.  Kerusakan lemak dan minyak ini menyebabkan bahan pangan
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berlemak mempunyai bau dan rasa yang tidak enak (tengik), sehingga dapat
menurunkan mutu dan nilai gizi bahan pangan berlemak.

Ketengikan (rancidity) diartikan sebagai kerusakan atau perubahan bau dan
flavor dalam bahan pangan berlemak. Penyebab ketengikan dalam bahan pangan
berlemak antara lain karena ketengikan oleh oksidasi (oxidative rancidity),
ketengikan oleh enzim (enzymatic rancidity), dan ketengikan oleh proses hidrolisa
(hidrolitic rancidity) (Ketaren, 1986).

Proses oksidasi dapat dipicu oleh adanya radiasi (cahaya, panas), udara,
bahan pengoksidasi, enzim, dan kontaminasi logam (Eckey, 1954). Bentuk
kerusakan, terutama ketengikan yang paling penting disebabkan oleh aksi oksigen
udara terhadap lemak atau minyak (ketengikan oleh oksidasi). Dalam bahan pangan
berlemak, konstituen yang mudah mengalami oksidasi adalah asam lemak tidak
Jenuh. Proses oksidasi dapat terjadi pada suhu kamar, dan selama proses pengolahan
menggunakan suhu tinggi. Kecepatan oksidasi bahan pangan berlemak yang
dibiarkan di udara akan bertambah dengan kenaikan suhu dan berkurang dengan
penurunan suhu. Hasil oksidasi bahan pangan berlemak tidak hanya mengakibatkan
rasa dan bau tidak enak, tetapi juga dapat menurunkan nilai gizi, karena kerusakan

vitamin dan asam lemak esensial dalam bahan pangan berlemak.

3.4 Autooksidasi

Proses autooksidasi pada lemak atau minyak pada prinsipnya merupakan
proses pemecahan yang terjadi disekitar ikatan rangkap dalam molekul gliserida
penyusun lemak dan minyak. Semakin banyak ikatan rangkapnya (makin tak jenuh)

maka semakin peka terhadap pemecahan oksidatif. Proses oksidasi akan berlangsung
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bila terjadi kontak antara lemak dan oksigen (Ketaren, 1986). Terjadinya reaksi
oksidasi ini akan mengakibatkan bau tengik pada minyak dan lemak. Oksidasi
biasanya dimulai dengan pembentukan pembentukan peroksida dan hidroperoksida.
Tingkat selanjutnya ialah terurainya asam-asam lemak disertai dengan konversi
hidroperoksida menjadi aldehid dan keton serta asam-asam lemak bebas.

Oksidasi lemak berlangsung dalam serangkaian tahap-tahap reaksi yang
disebut mekanisme radikal bebas. Tahap permulaan disebut inisiasi kemudian diikuti
propagasi, dan terminasi (Tranggono dkk., 1990). Mekanisme pembentukan radikal
bebas dalam oksidasi lemak dapat ditulis sebagai berikut :

Inisiasi :
RH + 0, ——® R® + °®0OH

RH merupakan asam lemak tak jenuh yang punya H labil karena terikat pada
atom C yang terdekat dengan ikatan rangkap. R adalah radikal bebas yang terbentuk
dengan terpisahnya H labil.

Propagasi :
R + 0, 7 » RO
RO,®* + RH —  ® ROH + R°®

R ® sangat peka terhadap serangan oksigen dari udara untuk membentuk
ROO ® (radikal peroksida) yang tidak stabil. Hal inilah yang menyebabkan reaksi
oksidasi ini disebut mekanisme radikal bebas. Radikal bebas itu sendiri berperan
sebagai inisiator dan promotor (katalisator) yang kuat pada reaksi oksidasi lebih
lanjut, sehingga pemecahan oksidatif lemak dan minyak menjadi berlangsung terus-

menerus dengan kekuatan sendiri (autokatalitik).
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Reaksi antara ROO ® dan lemak akan menghasilkan ROOH dan R®.
Radikal bebas ini kemudian dapat bereaksi dengan oksigen sehingga tahap propagasi
tersebut merupakan reaksi berantai, sedangkan hidroperoksida dapat pecah menjadi
molekul organik lain yang lebih kecil seperti aldehid, keton dan asam.

Terminasi :

R® + *OOH ——» ROOH
R® + ®*R —® RR

R + ®RO, — ROOR

Bila dua radikal bergabung maka terjadi terminasi. Inisiasi perlu dilakukan
lagi bila tidak ada lagi radikal yang tersedia untuk melakukan oksidasi lebih lanjut.
Peroksida aktif yang dihasilkan selama proses oksidasi dapat juga bertindak sebagai
bahan pengoksidasi yang lebih kuat dari udara. Keadaan ini dapat menimbulkan
perubahan yang tidak diinginkan terhadap komponen non lemak misalnya pigmen-
pigmen karotenoid yang larut dalam lemak, sehingga lemak yang rusak dapat

mengalami perubahan warna menjadi lebih jenuh dan kental.

3.5 Antioksidan Polifenol Daun Teh

Sejak Perang Dunia pertama telah dikenal kurang lebih sebanyak 500 macam
persenyawaan kimia yang mempunyai aktivitas antioksidan, yaitu dapat menghambat
atau mencegah kerusakan bahan pangan berlemak akibat proses oksidasi. Pada
pertama Kali, bahan kimia tersebut ditambahkan untuk menghambat kerusakan oleh
oksidasi pada karet, gasoline, plastik atau bahan non pangan lainnya, dan belum
digunakan dalam bahan pangan karena pada saat itu belum diketahui sampai berapa

Jauh pengaruh racun yang mungkin dapat ditimbulkannya. Pada saat sekarang,
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antioksidan tersebut telah banyak digunakan atau ditambahkan kedalam bahan

pangan berlemak (Ketaren, 1986).

Pada umumnya antioksidan mempunyai inti struktur yang sama, yaitu

mengandung cincin aromatis disertai gugus hidroksi dan atau amino (Schuitz, 1962).

Adanya gugus hidroksi (-OH) dan amino (-NH,) yang terikat pada cincin aromatis

memegang peranan penting dalam aktivitas antioksidan. Potensi antioksidan tersebut

diperbesar oleh adanya substitusi gugus lain yang terikat pada cincin aromatis

(Ketaren, 1986). Penggolongan antioksidan adalah sebagai berikut :

1.

Golongan fenol, antioksidan yang termasuk golongan ini biasanya
mempunyai intensitas warma yang rendah atau kadang-kadang tidak
berwarna dan banyak digunakan karena tidak beracun. Antioksidan
golongan fenol meliputi sebagian besar antioksidan yang dihasilkan oleh
alam dan sejumlah kecil antioksidan sintetis, serta banyak digunakan
dalam bahan pangan berlemak.

Golongan amin, antioksidan yang mengandung gugus amino atau
diamino yang terikat pada cincin benzena biasanya mempunyai potensi
tinggi sebagai antioksidan, namun beracun dan biasanya menghasilkan
warna yang intensif jika dioksidasi atau bereaksi dengan ion logam, dan
umumnya stabil terhadap panas. Antioksidan yang termasuk golongan
amin banyak digunakan dalam industri non pangan, terutama industri
karet.

Golongan amino fenol, golongan antioksidan ini biasanya mengandung
gugusan fenol dan amino yang merupakan gugus fungsional penyebab

aktivitas antioksidan. Golongan persenyawaan amino fenol ini banyak
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digunakan dalam industri petroleum, untuk mencegah terbentuknya gum
dalam gasoline.

Sebagian besar antioksidan alam termasuk dalam golongan fenol.
Antioksidan yang paling efektif dan banyak digunakan dalam bahan pangan adalah
senyawa polifenol. Antioksidan ini mempunyai intensitas warna yang rendah dan
tidak beracun sehingga banyak digunakan pada bahan pangan. Dari struktur
beberapa komponen polifenol dapat diketahui bahwa polifenol daun teh mengandung
cincin aromatis disertai gugus hidroksi sehingga dapat digunakan sebagai antioksidan
alam.

Daun teh mengandung beberapa zat kimia yang dapat digolongkan menjadi
empat. Keempat golongan itu adalah : substansi fenol (katekin, flavanol), bukan
fenol (karbohidrat, pektin, alkaloid, protein, asam amino, klorofil, asam organik),
senyawa aromatis, dan enzim. Satu dari komponen yang terdapat dalam daun teh
adalah polifenol yang dapat disari dengan air panas atau diekstrak dengan etil asetat
dari larutan berair. Polifenol adalah komponen daun teh yang memberikan rasa pahit
dan aroma segar. Kandungan polifenol dari teh yang diekstrak dengan etil asetat
sebagian besar tersusun atas (+) - C (katekin), (+) - EC (epikatekin), (+) - GC
(gallokatekin), (-) - EGC (epigallokatekin), (-) - ECg (epikatekin galat), (-) - GCg
(gallokatekin galat), dan (-) - EGCg (epigallokatekin galat).

OH OH

OH OH
HO. 0. . HO o A
OH OH

(+) - C (katekin) (+) - EC (epikatekin)
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OH OH
OH OH
OH
OH
OH
OH
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- OH
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OH OH
OH OH
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OH O/
OH

(-) - EGCg (epigallokatekin galat)

Gambar 2. Beberapa komponen polifenol daun teh (Sumber : Yamamoto, 1997)

3.6 Mekanisme Kerja Antioksidan
Antioksidan berfungsi sebagai bahan penghambat terjadinya reaksi berantai
asam lemak tak jenuh dengan oksigen udara. Mekanisme antioksidan dalam

menghambat oksidasi atau menghentikan reaksi berantai pada radikal bebas dari
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bahan pangan berlemak yang teroksidasi, dapat disebabkan oleh 4 macam

mekanisme reaksi, yaitu :

1. Pelepasan hidrogen dari antioksidan

2. Pelepasan elektron dari antioksidan

3. Adisi lemak kedalam cincin aromatik pada antioksidan

4. Pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari

antioksidan.

Peroksida radikal dan oksigen bebas radikal selama tahap propagasi dan tahap

yang lain pada reaksi berantai autooksidasi asam lemak tak jenuh akan bereaksi

dengan antioksidan sebagai berikut

RO, ¢
RO ®
RO, ®

RO ®

Keterangan :

RO, ® = peroksida radikal

RO ® = oksigen bebas radikal

AH

A.

3.7 Uji Asam Tiobarbiturat (TBA)

+

+

+

—+

AH

AH

AH

A.

= antioksidan

= antioksidan radikal

ROOH
ROH
ROOA

ROA

+ A®

+ A®

(D)
(2)
3)
(4)

Uji im berdasarkan atas terbentuknya pigmen berwarna merah sebagai hasil

reaksi kondensasi antara 2 molekul TBA dengan 1 molekul malonaldehid. Lemak
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yang rusak mengandung aldehid dan kebanyakan sebagai malonaldehid.
Malonaldehid kemudian direaksikan dengan asam tiobarbiturat sehingga terbentuk
kompleks berwarna merah. Intensitas warna sesuai dengan jumlah malonaldehid
atau sebanding dengan ketengikan (Meyer, 1960). Intensitas warna merah dapat
ditentukan dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm
(Patton, 1974). Uji TBA ini merupakan uji yang spesifik untuk hasil oksidasi asam
lemak tidak jenuh, dan baik diterapkan untuk uji terhadap bahan pangan berlemak

yang mengandung asam lemak dengan derajat ketidakjenuhan lebih tinggi.

3.8 Uji Tiosianat

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode tiosianat adalah suatu
mekanisme pengukuran aktivitas antioksidan dalam menghambat terbentuknya
senyawa-senyawa radikal yang bersifat reaktif. Proses terbentuknya radikal bebas ini
disebabkan oleh oksidasi asam lemak pada kondisi buffer yang diinkubasi pada suhu
tertentu.  Pengukuran bilangan peroksida sampel dilakukan pada periode tertentu
menggunakan besi klorida (FeCl,) dan amonium tiosianat (NH4SCN).  Senyawa
peroksida dinyatakan sebagai senyawa yang dapat mengoksidasi Fe** menjadi Fe™,
lon feri akan menghasilkan warna merah bila bereaksi dengan tiosianat, sehingga
kompleks yang terbentuk dapat dinyatakan dalam absorbansi pada panjang
gelombang 500 nm (Andarwulan dkk, 1996).

Dengan terhambatnya oksidasi maka peroksida yang terbentuk menjadi lebih
sedikit, oleh karenanya Fe** yang bereaksi dengan tiosianat lebih sedikit pula, dengan

begitu absorbansi lebih rendah (Mulyani dkk, 1998)
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Menurut Hadisusilo dkk (1999), kemampuan antioksidan pada metode
tiosianat dilihat dari rendahnya nilai absorbansi yang terbentuk dibandingkan dengan
pembanding. Makin rendah absorbansi berarti makin sedikit peroksida yang

dihasilkan, hal ini berdasarkan reaksi :

| |
——C:é}—— + 0 — > —C—C—
b
O—
l ’ 2 = I 2+
—C—C— + 2F¢"+ 2H —» —C—C— + 2Fe

l

0—0O OH OH

2Fe’* 4+ 6NCS —» Fe[Fe(SCN),]

3.9 Bilangan Peroksida

Bilangan peroksida adalah nilai terpenting untuk menentukan derajat
kerusakan pada minyak atau lemak. Bilangan peroksida dinyatakan dengan jumlah
mL natrium tiosulfat yang dibutuhkan untuk mengikat iod bebas dalam setiap gram
bahan minyak atau lemak yang diselidiki. Asam lemak tidak Jjenuh dapat mengikat
oksigen pada ikatan rangkapnya sehingga membentuk peroksida. Peroksida ini dapat
ditentukan dengan dengan metode iodometri (Jacobs, 1973).

Cara yang sering digunakan untuk —menentukan bilangan peroksida,
berdasarkan pada reaksi antara alkali iodida dalam larutan asam dengan ikatan
peroksida. lod yang dibebaskan pada reaksi ini kemudian dititrasi dengan natrium
tiosulfat (Ketaren, 1986). Pengukuran bilangan peroksida menunjukkan konsentrasi
peroksida sebagai ukuran besarnya oksidasi. Lemak yang teroksidasi akan

mempunyai bilangan peroksida tinggi yang kemudian menurun disertai peruraian
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hasil oksidasi. Bilangan peroksidasi ditentukan berdasarkan jumlah iodin yang
dibebaskan setelah lemak atau minyak ditambahkan KI (Winamo, 1991).

Bilangan peroksida dapat ditentukan pula dengan cara pengukuran absorbansi
pada spektrofotometer UV-Vis. Pengukuran absorbansi sampel melalui reaksi
pembentukan kompleks iod-amilum pada panjang gelombang maksimum. Dengan
menggunakan kurva baku absorbansi kompleks iod-amilum versus konsentrasi iod
yang dibebaskan oleh peroksida, maka dapat diperoleh nilai bilangan peroksida yang
berbanding lurus dengan konsentrasi iod yang dibebaskan oleh peroksida. Hal ini
berarti bahwa semakin tinggi absorbansinya maka bilangan peroksida semakin tinggi

dan tingkat oksidasi sampel semakin tinggi pula.

3.10 Spektrofotometri UV-Vis

Spektroskopi adalah suwatu metode analisis berdasarkan interaksi antara
radiasi gelombang elektromagnetik dengan molekul sampel. Spektrum
elektromagnetik dikelompokkan berdasarkan pada sifat dan panjang gelombangnya.
Spektrum sinar UV terletak pada panjang gelombang 100-380 nm. Sedangkan
spektrum sinar tampak terletak antara 380-780 nm. Jika suatu molekul dikenai
radiasi UV-Vis maka energi yang disumbangkan oleh foton-foton memungkinkan
elektron mengatasi kekangan inti dan pindah ke orbital baru yang lebih tinggi
energinya (Underwood, 1996).

Menurut Sastrohamidjojo (1991), istilah yang sering digunakan dalam
spektrum elektronik adalah kromofor. Kromofor digunakan untuk menyatakan
gugus jenuh kovalen yang dapat menyerap radiasi dalam daerah UV-Vis. Setiap

molekul akan menyerap energi yang berbeda-beda sehingga spektrum absorbsinya
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dapat digunakan untuk analisa kualitatif. Sedangkan jumlah radiasi yang diabsorbsi
sebanding dengan jumlah molekul sehingga spektra absorbsinya dapat digunakan
untuk analisa kuantitatif,

Instrumen spektrofotometer UV-Vis terdiri dari beberapa bagian penting,
yaitu sumber energi radiasi. monokromator, tempat cuplikan, dan detektor.

Instrumen spektrofotometer dapat ditunjukkan pada gambar 3.

Motor
Servomotor
Hubungan pena
Penguat
Pembanding )
cermin cermin
Sumber —P‘ Monokromator [ Sampel Detektor
Pemenggal Cermin tanggung

Gambar 3. Bagan instrumen spektrofotometer UV-Vis
(Sumber : Day dan Underwood, 1986)

Sumber radiasi ultra violet yang banyak digunakan adalah lampu hidrogen
atau lampu deuterium. Lampu terdiri dari sepasang elektroda yang terselubung
dalam tabung gelas yang berisi gas hidrogen atau deuterium pada tekanan rendah.
Jika dikenai tegangan tinggi, akan dihasilkan elektron-elektron yang mengeksitasikan
ciektron-elektron lain dalam molekul gas ke tingkat energi yang lebih tinggi. Jika
ciekiton kembali\ke tingkat dasai akan melepaskan radiasi koutinyu pada daerah

180-350 nm. Sedangkan sumber radiasi tampak berupa lampu filamen tungsten.
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Radiasi kontinyu yang dihasilkan dalam kisaran panjang gelombang yang
luas. Radiasi harus diubah menjadi radiasi monokromatik dengan monokromator.
Monokromator merupakan serangkaian alat optik yang menguraikan radiasi
polikromatik menjadi radiasi tunggal (monokromatik). Monokromator hanya
meneruskan radiasi pada panjang gelombang tertentu dan menyerap radiasi pada
panjang gelombang lain.

Detektor dalam spektrofotmeter UV-Vis harus mempunyai kepekaan dan
respon yang linier terhadap daya radiasi, waktu respon cepat, dapat digandakan, dan
mempunyai kestabilan yang tinggi. Detektor yang banyak digunakan adalah detektor
fotolistrik. Detektor berupa tabung hampa udara terdapat sepasang elektroda, dengan
jendela tembus cahaya. Sinyal dari detektor diperkuat oleh amplifier dan diteruskan

ke pencatat.

3.11 Ekstraksi

Salah satu metode ekstraksi zat padat adalah menggunakan seperangkat
sokhlet.  Prosedur klasik untuk mendapatkan kandungan senyawa organik dari
Jaringan tumbuhan kering (daun, akar, biji) ialah dengan mengekstraksi sinambung
serbuk bahan dengan alat sokhlet menggunakan pelarut secara berganti-ganti
(Harborne, 1987). Ekstraksi sokhlet merupakan ekstraksi yang berlangsung secara
berulang-ulang dan teratur sehingga dapat diharapkan hasil yang maksimal.

Prinsip pemisahannya adalah dengan membiarkan komponen yang akan
dipisahkan bercampur sementara waktu dengan pelarut melalui proses yang
berulang-ulang dan teratur. Alat yang digunakan berupa seperangkat sokhlet yang

terdiri dari pemanas, labu alas bulat, sokhlet, dan pendingin bola (Meloan, 1999).
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Serbuk yang diekstraksi diletakkan pada kelongsong yang terbuat dari kertas
saring yang kuat dan ditempatkan dibagian dalam alat sokhlet. Kemudian dipasang
labu alas bulat yang sesuai ukurannya dan diisi pelarut. Bagian atas diisi pendingin
balik. Pelarut dididihkan, uap akan keluar keatas melalui pipa menuju kependingin
dan akan dikondensasikan. Uap yang dikondensasikan akan turun sebagai tetesan
pelarut dan jatuh kekelongsong, perlahan-lahan memenuhi alat sokhlet serta akan
melarutkan analit dalam sampel. Setelah sokhlet penuh dengan pelarut maka pelarut
akan turun mengalir ke labu sambil membawa analit, dengan demikian zat telah
mengalami satu sirkulasi. Proses ini akan berlangsung terus-menerus secara otomatis
sampai ekstraksi sempurna. Selanjutnya bila akan mengisolasi hasil ekstraksi dapat
diambil dari larutan di labu.

Kekurangan metode ini adalah bahwa temperatur di labu berada dibawah
temperatur didihnya sehingga temperatur pelarut untuk ekstraksi rendah dan
ekstraksi berlangsung relatif lama. Hal ini akan nampak khususnya jika kelarutan zat
meningkat dengan kenaikan temperatur (Vogel, 1985). Pelarut yang digunakan
dalam ekstraksi sokhlet harus memiliki syarat-syarat sebagai berikut :

1. Tidak bereaksi dengan komponen yang akan diekstrak

2. Selektif, hanya melarutkan zat-zat yang diinginkan

3. Titik didih rendah sehingga mudah divapkan

4. Secara ekonomis, pelarut murah harganya.




3.12 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan uraian diatas, maka diperkirakan dalam ekstrak etil asetat
daun teh mengandung senyawa aktif yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan

untuk mencegah kerusakan akibat proses oksidasi pada minyak kedelai.
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BAB IV

METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Alat dan Bahan
4.1.1 Alat
1. Satu set alat sokhlet
2. Evaporator Buchii
3. Alat gelas
4. Pipet volume
5. Pro pipet
6. Pemanas air
7. Alat penggiling
8. Termometer
9. Oven

10. Spektrofotometer UV-Vis merk Hitachi U-2010

4.1.2 Bahan
1. Daun teh (Camelia sinensis)
2. Minyak kedelai (Soybean Oil)
3. Butil Hidroksi Anisol (BHA)
4. Etanol 75% (v/v)
5. Buffer fosfat pH 7,00

6. NH,SCN 30% (b/v)

30




9.

10.

FeCl,.4H,0 0,02 M
HCL 3,5%
CCl,COOH 20% (v/v)

Asam tiobarbiturat (TBA) 0,67% (b/v)

11. Etil asetat

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

n-heksana

Asam asetat glasial
Kloroform

KI jenuh

I

KI

Larutan amilum 1%,
Kertas saring

Akuades

4.2 Sampel

31

Sampel yang digunakan adalah daun teh dan minyak kedelai. Daun teh

diperoleh dari perkebunan teh kabupaten Wonosobo, Jawa Tengah. Daun yang

digunakan adalah daun teh segar yang diambil dengan metode acak sederhana

bagian pucuknya yang terdiri dari peko (kuncup), daun pertama, daun kedua, dan

daun ketiga. Minyak kedelai yang digunakan adalah minyak kedelai yang dibuat

sendiri dengan menggunakan kedelai yang dibeli di pasar Pakem, Sleman,

Jogjakarta.
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4.3 Cara Kerja
4.3.1 Pembuatan minyak kedelai

Minyak kedelai dibuat dengan cara kedelai bersih dihancurkan dengan
blender sehingga diperoleh butiran halus. Kedelai halus tersebut kemudian dikukus
pada suhu 80°C selama 10 menit. Kedelai yang telah dikukus kemudian dipress
secara mekanis pada tekanan 400-450 kg/cm’ selama 20-25 menit. Hasil minyak
kedelai disaring dan disimpan dalam pendingin suhu 5°C sebelum digunakan pada

penelitian.

4.3.2 Penyediaan serbuk daun teh
Daun teh dipilih yang kondisinya masih baik dan segar. Daun teh dicuci dan
ditiriskan untuk mengurangi kadar aimya. Kemudian daun teh diblender sehingga

menjadi serbuk.

4.3.3 Ekstraksi daun teh
1. Tiga puluh gram serbuk daun teh dibungkus dengan menggunakan kertas
saring. Kemudian dimasukkan kedalam alat sokhlet.
2. Ekstraksi dilakukan kurang lebih selama 6 jam dengan menggunakan
pelarut n-heksana untuk menghilangkan senyawa-senyawa non polar.
3. Ekstraksi dilakukan lagi dengan menggunakan pelarut etil asetat selama
kurang lebih 6 jam dan ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan

evaporator buchii.




34

dengan suhu kamar dan dipipet sebanyak 2 mL sampel kedalam tabung reaksi
kemudian ditambahkan kedalamnya 2 mL CCI;COOH 20% (v/v) dan 1 mL asam
tiobarbiturat (TBA) 0,67% (b/v). Kemudian dipanaskan dengan penangas air selama
10 menit, setelah itu didinginkan sampai suhu kamar. Pengukuran absorbansinya

dilakukan dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm.

4.3.5 Bilangan peroksida
4.3.5.1 Penentuan panjang gelombang maksimum kompleks iod-amilum
Penentuan panjang gelombang maksimum larutan kompleks iod-amilum
dilakukan dengan cara :
1. Dibuat larutan iod 0,005 M dengan mereaksikan iod dan KI dalam
akuades.
2. Diambil 1 mL larutan iod 0,005 M dan dimasukkan kedalam labu takar
10 mL, diencerkan sampai tanda dengan akuades kemudian ditambah 0,5
mL amilum 1%.
3. Diukur panjang gelombang maksimum kompleks iod-amilum pada

panjang gelombang antara 400 — 700 nm.

4.3.5.2 Pembuatan kurva baku kompleks iod-amilum
1. Dibuat variasi volume larutan iod yang ditambahkan dalam pembuatan
kompleks iod-amilum yaitu : 0,5 mL; 0,6 mL; 0.7 mL; 0,8 mL; 0,9 mL.
2. Masing-masing dimasukkan kedalam labu takar 10 mL dan diencerkan
dengan akuades sampai tanda.

3. Ditambahkan masing-masing kedalamnya 0,5 mL amilum 1%.
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4. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang telah

diperoleh menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

4.3.5.3 Penentuan absorbansi sampel

1.

Dibuat 3 buah sampel yang akan diukur absorbansinya, yang terdiri atas
masing-masing 5 g minyak, 5 g minyak dengan penambahan ekstrak etil
asetat daun teh, dan 5 g minyak dengan penambahan antioksidan sintetis
BHA kemudian dipanaskan dalam oven selama 24 jam pada suhu 40°C.
Masing-masing sampel dikeluarkan dari oven dan dibiarkan suhu sama
dengan suhu kamar kemudian dimasukkan ke erlenmeyer dan
ditambahkan kedalamnya asam asetat dan kloroform sebanyak 30 mL
dengan perbandingan 3 : 2.

Didiamkan 5 menit dan ditambahkan 30 mL akuades.

Diambil 10 mL lapisan bagian atas dan ditambah 0,5 mL amilum 1%
Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang telah

diperoleh menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan maksud untuk mengekstraksi senyawa-
senyawa aktif dalam daun teh yang dapat digunakan sebagai antioksidan pada
minyak, dimana dari berbagai literatur disebutkan bahwa senyawa aktif yang
berperan sebagai antioksidan dalam daun teh adalah senyawa polifenol, khususnya
katekin dan turunannya. Metode yang digunakan adalah ekstraksi sokhletasi dengan
pelarut etil asetat. Metode ini dipilih karena senyawa polifenol, khususnya katekin
dan turunannya yang merupakan penyusun terbesar dari daun teh merupakan
golongan flavonoid semi polar sehingga cenderung lebih mudah larut dalam pelarut
seperti etil asetat, eter, kloroform, dan lain-lain.

Hasil ekstraksi yang diperoleh selanjutnya diujikan aktivitas antioksidannya
pada minyak kedelai. Pada uji aktivitas antioksidan ini menggunakan kontrol
antioksidan sintetis yaitu Butylated Hydroxy Anisole (BHA) dan minyak kedelai
tanpa penambahan antioksidan sebagai pembanding dengan menggunakan metode

asam tiobarbiturat, metode tiosianat, dan penentuan bilangan peroksida.

5.1 Ekstraksi Daun Teh

Daun teh yang digunakan adalah daun teh dalam kondisi yang baik. Daun teh
diperoleh dengan pemetikan pada perkebunan teh kabupaten Wonosobo, Jawa
Tengah. Pengambilan sampel dilakukan dengan metode acak sederhana. Daun teh

dipilih yang kondisinya baik, kemudian dicuci hingga bersih untuk menghindari
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adanya jamur dan kotoran lain yang menempel. Daun teh ditiriskan untuk
mengurangi kadar airnya. Daun teh dipilih bagian kuncup peko, daun pertama, daun
kedua, daun ketiga, dan tangkai atas. Bagian ini dipilih karena mempunyai
kandungan katekin yang paling banyak sehingga diharapkan senyawa aktif
antioksidan dapat terambil maksimal. Daun teh dihaluskan untuk mendapatkan
serbuk daun teh. Hal ini dimaksudkan untuk memperbesar luas permukaan daun teh
sehingga interaksi antara pelarut dengan senyawa yang akan diambil lebih efektif,
karena jika ukurannya terlalu besar akan mengakibatkan interaksi antara senyawa
yang akan diambil lebih kecil.

Senyawa yang akan diambil dari daun teh dipisahkan dengan metode
ekstraksi. Metode ekstraksi yang digunakan berdasarkan pada metode ekstraksi
sokhletasi. Ekstraksi dilakukan dengan cara serbuk daun teh dibungkus rapat
dengan kertas saring, kemudian dimasukkan kedalam alat sokhlet dan alat sokhlet
disambungkan dengan kondensor (pendingin balik) pada bagian atasnya serta labu
alas bulat pada bagian bawahnya untuk menampung ekstrak. Sebelum pelarut etil
asetat dimasukkan, kedalam labu alas bulat diberi 3 buah batu didih yang berfungsi
untuk meratakan panas dan mencegah terjadinya bumping karena ekstraksi dilakukan
kurang lebih selama 6 jam.

Ekstraksi dilakukan dengan memanaskan pelarut dengan penangas air untuk
menjaga agar tidak terjadi kelebihan temperatur pada saat pemanasan. Ekstraksi
dilakukan dengan memisahkan Senyawa-senyawa non polar seperti lemak, pigmen,
klorofil, dan senyawa non polar lain yang ada di dalam daun teh terlebih dahulu
menggunakan pelarut n-heksana karena pelarut ini termasuk pelarut non polar,

sehingga dapat melarutkan Ssenyawa-senyawa non polar yang terdapat di dalamnya.
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Kemudian ekstraksi dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat untuk
mendapatkan senyawa aktif antioksidan yang diinginkan. Pelarut n-heksana yang
digunakan untuk memisahkan senyawa nonpolar sebanyak 125 mL. Pada sirkulasi
pertama pelarut n-heksana berwarna kuning, sedangkan pada sirkulasi selanjutnya
warna pelarut n-heksana dalam sokhlet semakin berkurang sampai akhirnya menjadi
tidak berwarna. Ekstraksi berlangsung selama 6 Jam. Agar pemisahan lebih optimal,
residu didiamkan selama 1 malam dalam keadaan terendam n-heksana. Filtrat n-
heksana yang diperoleh berwarna kuning.  Selanjutnya residu diekstrak dengan
menggunakan pelarut etil asetat sebanyak 125 mL sampai etil asetat yang berada
dalam sokhlet menjadi tidak berwarna. Proses ckstraksi berlangsung selama 6 jam.
Ekstrak yang diperoleh sebanyak 75 mL kemudian dipekatkan dengan evaporator
buchii untuk menguapkan pelarut etil asetat dan mendapatkan hasil. Data hasil akhir

ekstraksi yang telah dilakukan diperoleh :

Bentuk - padat
Warna : coklat kehitaman
Berat 1,84 ¢

5.2 Uji Aktivitas Antioksidan

Metode pengujian aktivitas antioksidan yang dilakukan adalah dengan
menggunakan metode asam tiobarbiturat, metode tiosianat, dan penentuan bilangan
peroksida terhadap minyak kedelai 0,25% (v/v).  Antioksidan sintetis yang
digunakan sebagai kontrol adalah BHA dengan konsentrasi yang sama dengan
konsentrasi ekstrak daun teh yaitu 0,05% (b/v) dan sebagai pembanding digunakan

minyak kedelai tanpa penambahan antioksidan.
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5.2.1 Metode asam tiobarbiturat (TBA)

Pengujian aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode asam
tiobarbiturat ini dilakukan melalui pengukuran absorbansi produk oksidasi minyak
kedelai pada panjang gelombang 532 nm.  Uji ini berdasarkan atas terbentuknya
pigmen berwarna merah sebagai hasil reaksi kondensasi antara 2 molekul TBA
dengan 1 molekul malonaldehid. Lemak yang rusak mengandung aldehid dan
kebanyakan sebagai malonaldehid. ~Malonaldehid kemudian direaksikan dengan
asam tiobarbiturat sehingga terbentuk kompleks berwarna merah. Intensitas warna
sesuai dengan jumlah malonaldehid atau sebanding dengan ketengikan. Intensitas
warna merah ditentukan dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang

532 nm. Dengan reaksi sebagai berikut :

HY!\YOH o\\ //o h SYNTOH HQ\,/NYSH

| + C-CH~-C ——s | l

2 N'\K\H H/ \‘H a N\‘(/ NCH.cH-C AN
SH GH CH

asam tiobarbiturat malonaldehid kompleks malonal-TBA

Proses oksidasi minyak kedelai vang terjadi akan mengakibatkan
terbentuknya senyawa hidroperoksida sebagai produk primer yang akan terdegradasi
membentuk produk sekunder diantaranya berupa malonaldehid. Semakin tinggi
tingkat oksidasi yang terjadi maka semakin tinggi pula abgorbaxlsi vang terukur. Uj
TBA imt merupakan uji yang spesifik untuk hasil oksidasi asam lemak tidak jenuh,
dan baik diterapkan untuk uji terhadap bahan pangan berlemak yang mengandung
asam lemak dengan derajat ketidakjenuhan lebih tinggi. Hasil pengukuran

absorbansi dengan metode asam tiobarbiturat disajikan dalam gambar 4.
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absorbansi
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waktu (hari)

EO— Minyak —#— Ekstrak daun teh —A— B.HK‘
L ]

Gambar 4. Kurva absorbansi versus waktu metode asam tiobarbiturat

Dari gambar 4, terlihat bahwa minyak kedelai tanpa penambahan antioksidan,
mempunyai absorbansi tertinggi dibandingkan dengan sampel minyak yang
ditambahkan ekstrak daun teh dan sampel kontrol minyak yang ditambahkan
antioksidan sintetis BHA. Hal ini menunjukkan bahwa proses oksidasi yang terjadi
pada sampel minyak tanpa penambahan antioksidan lebih besar dibanding yang
lainnya. Hal ini menunjukkan pula bahwa ekstrak daun teh mengandung senyawa
yang mempunyai aktivitas sebagai antioksidan. Sampel minyak dengan penambahan
ekstrak daun teh menunjukkan pembentukan peroksida yang relatif lebih sedikit
dibandingkan dengan minyak kedelai tanpa penambahan apapun. Minyak kedelai
digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan ekstrak daun teh karena minyak
kedelai memiliki kandungan asam lemak tak Jenuh yang besar dimana asam lemak
tak jenuh dalam minyak kedelai ini mengandung dua atau lebih ikatan rangkap yang

diharapkan memberikan hasil yang lebih baik bila dibandingkan dengan penggunaan
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asam lemak jenuh yang tidak memiliki ikatan rangkap maupun asam lemak yang
hanya memiliki satu ikatan rangkap. Apabila digunakan asam lemak dengan satu
ikatan rangkap maka kerusakan yang terjadi kurang bisa teramati karena kecilnya
tingkat oksidasi yang terjadi. Akibatnya aktivitas antioksidan yang diuji kurang bisa
menunjukkan hasil yang signifikan. Tingkat oksidasi akan semakin meningkat
dengan semakin bertambahnya ikatan rangkap, karena asam lemak tak jenuh dengan
ikatan rangkap lebih dari dua akan lebih mudah teroksidasi dibanding asam lemak
yang hanya punya satu ikatan rangkap pada kondisi yang sama.

Pada penelitian ini digunakan antioksidan sintetis BHA, hal ini tidak
dimaksudkan untuk membandingkan kekuatan antioksidan antara senyawa dalam
ekstrak daun teh dengan antioksidan sintetis BHA secara kuantitatif. Penggunaan ini
dimaksudkan untuk menguji secara kualitatif kekuatan antioksidan dari ekstrak daun
teh dan kontrol tersebut telah memperlihatkan perlakuan uji aktivitas antioksidan

yang tepat dalam penelitian ini.

5.2.2 Metode tiosianat

Metode pengujian aktivitas antioksidan yang kedua adalah dengan
menggunakan metode tiosianat. Metode ini menggambarkan banyaknya peroksida
yang terbentuk selama pemanasan. Reaksi yang terjadi dalam pengujian metode ini
adalah peroksida dari asam lemak tak Jenuh bereaksi dengan oksigen. Peroksida ini
akan mengoksidasi ion fero (Fe’*) menjadi ion feri (Fe*") dan ion feri selanjutnya
akan bereaksi dengan ion tiosianat membentuk kompleks berwarna merah
{Fe(CNS)s™}. Apabila warna merah dari kompleks yang terbentuk semakin intensif,

maka hal ini menandakan semakin besar kandungan peroksida dalam sampel.
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Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode tiosianat adalah suatu
mekanisme pengukuran aktivitas antioksidan dalam menghambat terbentuknya
senyawa-senyawa radikal yang bersifat reaktif. Proses terbentuknya radikal bebas ini
disebabkan oleh oksidasi asam lemak pada kondisi buffer yang diinkubasi pada suhu
tertentu.  Pengukuran bilangan peroksida sampel dilakukan pada waktu pemanasan
selama 1, 2, 3, 4, dan 5 hari, menggunakan besi klorida (FeCl,.4H,0) dan amonium
tiosianat (NH,SCN). Senyawa peroksida dinyatakan sebagai senyawa yang dapat
mengoksidasi Fe** menjadi Fe**. fon feri akan menghasilkan warna merah bila
bereaksi dengan tiosianat, sehingga kompleks yang terbentuk dapat dinyatakan
dalam absorbansi pada panjang gelombang 500 nm.

Dengan terhambatnya oksidasi maka peroksida yang terbentuk menjadi lebih
sedikit, oleh karenanya Fe** yang bereaksi dengan tiosianat lebih sedikit pula, dengan
begitu absorbansi lebih rendah. Kemampuan antioksidan pada metode tiosianat
dilihat dari rendahnya nilai absorbansi yang terbentuk dibandingkan dengan
pembanding. Makin rendah absorbansi berarti makin sedikit peroksida yang

dihasilkan, hal ini berdasarkan reaksi berikut:

—(‘3:2:— A = T

—C—C— 4 2F + 2H*—>—C-—<‘:— + 2Fe*

l

0—0O OH OH

2Fe 4+ 6NCS —» Fe[Fe(SCN),]
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Dari uji aktivitas antioksidan dengan metode tiosianat ini, diperoleh

absorbansi yang disajikan dalam gambar 5.

r

0.8

0.6 - Pt
e

0.2 ' P

absorbansi

waktu (hari)

[—0— Minyak —8—Ekstrak daun teh —4— B.H.A

Gambar 5. Kurva absorbansi versus waktu metode tiosianat

Dari gambar 5, terlihat dengan semakin tinggi nilai absorbansi dari sampel,
maka semakin tinggi pula kandungan peroksida dalam sampel tersebut. Sampel
pembanding memiliki nilai absorbansi tertinggi, karena tidak adanya zat yang
ditambahkan yaitu zat antioksidan untuk menghambat reaksi oksidasi. Hal ini
menyebabkan minyak kedelai yang kandungan asam lemak tidak Jenuhnya besar
mudah mengalami oksidasi dengan oksigen pada suhu diatas suhu kamar. Dapat
dilihat perbedaan yang terjadi dengan penambahan suatu antioksidan pada sampel
selain pembanding yang dapat membantu menghambat reaksi oksidasi asam lemak

tidak jenuh dengan oksigen lebih lanjut. Sampel selain pembanding ini digunakan
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untuk mengetahui berbagai macam keaktifan antioksidan yang diuji dengan metode
tiosianat maupun asam tiobarbiturat.

Dari hasil penelitian ini BHA tetap paling efektif berlaku sebagai antioksidan
dibanding antioksidan yang lain. Penggunaan BHA pada penelitian ini untuk
mengontrol uji apakah perlakuan penelitian pada kedua metode ini dilakukan dengan
benar. BHA merupakan antioksidan sintetis yang sering digunakan karena itu
digunakan BHA sebagai kontrolnya. Dari hasil uji kedua metode memperlihatkan
bahwa ekstrak daun teh mengandung senyawa aktif yang mempunyai aktivitas
antioksidan. Aktivitas antioksidan daun teh mempunyai aktivitas yang lebih rendah
dibanding BHA. Hal ini dimungkinkan karena hasil ekstraksi tidaklah murni
sehingga persen senyawa aktif dalam daun teh Yang mempunyai aktivitas antioksidan
tidak sama dengan persen BHA dalam keadaan murni pada konsentrasi yang sama.
Kedua metode menunjukkan bahwa minyak kedelai mudah rusak teroksidasi karena
pemanasan menghasilkan senyawa radikal dan oksidasi ini akan dihambat atau
diperlambat dengan adanya senyawa antioksidan yang ditambahkan kedalam minyak

kedelai.

3.2.3 Bilangan peroksida

Penentuan bilangan peroksida berprinsip kepada jumlah iod dalam KI yang
dibebaskan oleh peroksida. Penentuan didasarkan pada pengukuran absorbansi dari
kompleks yang terbentuk antara iod yang dibebaskan oleh peroksida dengan amilum
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Pada penentuan panjang gelombang
méksimum kompleks biru iod-amilum dalam rentang pengukuran antara 400-700 nm

diperoleh nilai 583,5 nm sebagai panjang gelombang maksimum kompleks iod-
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amilum dan nilai ini yang akan digunakan pada pengukuran absorbansi sampel
selanjutnya. Kemudian dibuat pula kurva baku dengan variasi volume penambahan
larutan iod pada pembentukan kompleks iod-amilum berturut-turut yaitu : 0,5 mL;
0,6 mL; 0,7 mL; 0,8 mL; 0,9 mL. Dari hasil pengukuran diperoleh kurva baku yang

disajikan pada gambar 6.

—e—kompleks iod-
amilum
1 -
0.8
£ 06 —
_e /
Q
2 0.4
—8 /
0.2
0 I T T T T T —
0.2 0.25 03 0.35 04 0.45 0.5
mmol iod (x 107 mmol)

Gambar 6. Kurva baku penentuan bilangan peroksida

Dari kurva baku penentuan bilangan peroksida pada gambar 6, diperoleh
absorbansi kompleks iod-amilum pada panjang gelombang 583,5 nm. Dengan
menggunakan analisis regresi linier akan menghasilkan persamaan :

Y=(m)(X)+b

Y =(219,92) (X) + (-0,318)

dimana :

Y = absorbansi larutan standar

X =mmol iod (mmol)

m=121992
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b=-0,318

Selanjutnya dilakukan penentuan bilangan peroksida pada sampel yang terdiri
dari 3 sampel yaitu : 5 g sampel minyak, 5 g sampel minyak dengan penambahan
ekstrak etil asetat daun teh, dan 5 g sampel minyak dengan penambahan antioksidan
sintetis BHA yang kemudian dipanaskan dengan oven selama 24 jam pada suhu
40°C. Tujuan dilakukannya pemanasan adalah agar proses oksidasi minyak dapat
segera terjadi dan antioksidan mulai bekerja. Kemudian sampel dikeluarkan dari
oven dan dibiarkan suhunya sama dengan suhu kamar untuk kemudian dilakukan
penentuan bilangan peroksida dengan pengukuran absorbansi kompleks yang
terbentuk pada panjang gelombang 583,5 nm.

Penentuan  bilangan  peroksida dengan menggunakan metode
spektrofotometer UV-Vis ini berdasarkan pengukuran absorbansi kompleks iod-
amilum pada panjang gelombang 583,5 nm. Penentuan bilangan peroksida
berdasarkan jumlah iod yang dihasilkan, dimana 1 mol peroksida menghasilkan 1
mol iod. Dalam penentuan bilangan peroksida menggunakan metode titrasi, dapat
ditentukan bilangan peroksida melalui jumlah mL Na,S,0; yang digunakan.
Namun, pada metode spektrofotometer ini tidak digunakan Na;$,0;. Oleh karena
itu, pada penentuan ini digunakan nilai absorbansi sampel, dimana 1 mol iod sama
dengan 2 equivalen (eq.) iod. Volume total larutan yang digunakan adalah 48 mL
(30 mL x 60% asam asetat + 30 mL aquades = 48 mL), dimana 10 mL lapisan
bagian atas digunakan untuk pengukuran absorbansi dan berat sampel yang
digunakan adalah 5 g Oleh karena itu, bilangan peroksida dapat ditentukan

dengan menggunakan persamaan :
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Bilangan Peroksida = [(absorbansi + 0,318)/219,92] x 2 meq. x (48 mL/10 mL)

5g
Dengan menggunakan data dari persamaan regresi linier kurva baku dan
persamaan penentuan bilangan peroksida, diperoleh bilangan peroksida sampel yang
disajikan pada pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil absorbansi dan bilangan peroksida sampel

No. Sampel Absorbansi | Bilangan Peroksida (meq/g) |
1.| Minyak 0,524 7.32x 107
2.| Minyak 0,524 7,32 x 107
3.| Minyak 0,524 7.32x 107
4.| Minyak + Ekstrak daun teh 0,388 621x10”
5.| Minyak + Ekstrak daun teh 0,388 6,21x 10~
6.| Minyak + Ekstrak daun teh 0,387 621x 10~
7.] Minyak + B.H.A 0,349 583x10°
8.| Minyak + B.H.A 0,349 583x10°
9.| Minyak + BH.A 0,349 583x107

Dari hasil pengukuran diperoleh bahwa sampel minyak tanpa penambahan
antioksidan memiliki nilai absorbansi tertinggi, dilanjutkan dengan minyak dengan
penambahan ekstrak etil asetat daun teh, dan minyak dengan penambahan
antioksidan sintetis BHA. Nilai absorbansi yang semakin tinggi menunjukkan bahwa
peroksida yang terbentuk semakin banyak karena intensitas warna kompleks yang
semakin tinggi. Hal ini berarti bahwa iod yang dibebaskan oleh peroksida semakin
banyak pula yang nantinya akan bereaksi membentuk kompleks dengan amilum.
Dari tabel 4 ditunjukkan bahwa absorbansi tertinggi dimiliki oleh minyak tanpa
penambahan antioksidan, hal ini berarti bahwa tingkat oksidasi yang terjadi semakin
tinggi. Pada minyak dengan penambahan ekstrak etil asetat daun teh dan
penambahan antioksidan sintetis BHA memiliki nilai absorbansi yang lebih rendah,

hal ini menunjukkan bahwa adanya penambahan ekstrak etil asetat daun teh
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menghambat terjadinya proses autooksidasi pada minyak dan begitu pula yang
terjadi pada penambahan antioksidan sintetis BHA.

Dengan menggunakan persamaan regresi linier yang telah diperoleh,
digunakan untuk menentukan bilangan peroksida sampel. Dari tabel 4 ditunjukkan
hasil bahwa bilangan peroksida tertinggi dimiliki oleh minyak tanpa penambahan
antioksidan, sedangakan bilangan peroksida sampel minyak dengan penambahan
ekstrak etil asetat daun teh dan sampel minyak dengan penambahan antioksidan
sintetis BHA memiliki bilangan peroksida yang lebih rendah. Semakin tinggi
bilangan peroksida maka semakin banyak peroksida yang terbentuk, hal ini berarti
bahwa tingkat oksidasi yang terjadi pada minyak tanpa penambahan antioksidan
paling tinggi, karena tidak adanya zat antioksidan yang ditambahkan untuk dapat
menghambat terjadinya proses autooksidasi. Dengan demikian dimungkinkan bahwa
ada senyawa aktif dalam ekstrak etil asetat daun teh yang dapat berfungsi sebagai

antioksidan.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian dan pengujian terhadap ekstrak daun teh dapat diambil

kesimpulan :
1. Hasil ekstraksi daun teh berupa padatan berwarna coklat kehitaman dengan
berat 1,84 g
2. Senyawa hasil ekstraksi daun teh mempunyai aktivitas sebagai antioksidan.
3. Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode asam tiobarbiturat, metode
tiosianat dan bilangan peroksida didapatkan urutan aktivitas sebagai berikut
BHA > ekstrak daun teh > kontrol.
6.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dan lebih banyak lagi penggunaan dan
macam antioksidan asal bahan alam lain untuk memenuhi kebutuhan
antioksidan yang semakin banyak diperlukan dari masa ke masa.
2. Perlu dicari metode uji aktivitas antioksidan lain yang lebih sensitif dan
selektif sehingga mampu memberikan hasil uji yang lebih baik.
3. Perlu dicari metode pemisahan dan pemumian senyawa yang memiliki

aktivitas antioksidan dalam ekstrak daun teh yang lebih baik.
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dengan spektrofotometer UV-Vis
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2eport Daid: 10:47:00, 07/29/2003

Kompleks Iod-Amilum

Abs
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ample: 1
un Date: 10:33:30, 07/25/2003
pearator: default
omment:
strument
odel: U-2010 Spectrophotometer
arial Number: 0000-000
OM Version: 2550 01
strument Parameters
easurement Type: Wavelength Scan
ata Mode: Abs
arting Waveiength: 600.0 nm
ading Wavelength. 400.0 nm
zan Speed: 800 nm/min
ampling Interval: 0.5 nm
it Width: 2 nm
amp Change: 340.0 nm
aseline Correction: System
esponse: Fast
ath Length: 10.0 mm
rocessing Performed
tean Smoothed
Number of Points: 10
Number of Times: 2
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