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ABSTRACT

High levels of carbohydrate consumption, especially starch, are considered to be an important risk
factor for diabetes mellitus (DM). Conjugation of starch with phenolic compounds those have
antidiabetic activity such as catechin is suggested increase health benefit of the starch. Objective of
this research was to find out optimal catechin concentration that was able to be conjugated into corn
starch to produce conjugated starch with high antidiabetic and antioxidant properties. The synthesis
of starch-catechin conjugates used free-radical grafting (FRG) by adding different concentration of
catechin, namely 0%, 0,5%; 1%; 1,5%, and 2%. The result of the research indicates that increasing of
catechin concentration grafted into starch increase the phenolic content of the starch. Conjugation of
catechin into starch posed higher antidiabetic and antioxidant activities. Starch conjugated with 2.0%
catechin had the best antidiabetic and antioxidant activities, therefore, it had potentiality to develop
as functional starch for diabetes patients.
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ABSTRAK

Konsumsi tinggi karbohidrat khususnya pati dianggap sebagai faktor resiko penting penyakit diabetes
(DM). Konjugasi pati dengan senyawa fenolik yang memiliki aktivitas diabetes seperti katekin diduga
dapat meningkatkan manfaat kesehatan pati. Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan
konsentrasi katekin yang optimal yang dapat dikonjugasikan pada pati jagung untuk memproduksi
pati terkonjugasi yang memiliki aktivitas antidiabetes dan antioksidan yang tinggi. Sintetis konjugat
pati-katekin menggunakan metode free radical grafting (FRG) menggunakan konsentrasi katekin yang
berbeda-beda yaitu 0%, 0,5%, 1%, 1,5% dan 2%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi katekin yang terikat pada pati meningkatkan kadar total fenolik pati. Konjugasi katekin
pada pati meningkatkan aktivitas antidiabetes dan antioksidan pati. Pati yang dikonjugasikan dengan
2% katekin memiliki aktivitas antidiabetes dan antioksidan tertinggi, karena itu pati ini berpotensi
untuk dikembangkan menjadi pati fungsional untuk penderita diabetes.

Kata kunci: antidiabetes, antioksidan, Free radical grafting, katekin, pati termodifikasi,.
Pendahuluan

Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit yang prevalesinya diperkirakan terus meningkat di
seluruh dunia termasuk Indonesia (Indonesia Diabetes Report 2000 — 2045, n.d.). Biaya kesehatan
akibat komplikasi DM di Indonesia tahun 2017 mencapai sekitar 2% dari anggaran nasional dan
diperkirakan terus meningkat hingga lebih dari tiga kali lipat pada tahun 2025 (Sasongko et al., 2020)
Tingkat konsumsi karbohidrat khususnya pati yang tinggi dianggap menjadi salah satu faktor resiko
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penting terjadinya DM (Lovegrove et al., 2017) karena pada kondisi metabolisme gula darah yang
terganggu konsumsi pati dapat meningkatkan kadar gula darah. Penghambatan terhadap enzim yang
terlibat pada pencernaan pati (khususnya enzim a-glukosidase) di saluran pencernaan menjadi cara
penting untuk mengendalikan gula darah penderita DM (Blahova et al., 2021). Senyawa fenolik yang
terkandung pada berbagai herbal telah menunjukkan penghambatan terhadap kerja kedua jenis
enzim tersebut sehingga berpotensi untuk dikembangkan sebagai obat anti-DM (Shahwan et al.,
2022). Selain itu, berbagai senyawa fenolik tersebut dapat dikonjugasikan pada pati sehingga
menghasikkan senyawa terkonjugasi dengan sifat fungsional dan gizi yang berbeda dengan senyawa
asalnya serta memiliki daya cerna pati dan indeks glicemik yang lebih rendah (Wu et al.,, 2022)
sehingga baik untuk pencegahan DM (Zafar et al., 2019).

Pereaksian polisakarida dengan senyawa fenolik untuk menghasilkan senyawa baru yang lebih
berkhasiat telah banyak dilakukan. Inulin yang dikonjugasikan dengan asam galat memiliki aktivitas
antioksidan tinggi tanpa kehilangan sifatnya sebagai prebiotik (Arizmendi-Cotero et al.,, 2017) dan
konjugasi inulin dengan katekin memiliki aktivitas anti a-glukosidase dan anti a-amilase yang lebih
baik dibandingkan dengan akarbosa atau katekin (Liu et al., 2014) Konjugasi kitosan dengan asam
galat menghasilkan aktivitas antioksidan (Hu et al., 2016) dan antidiabetes (Liu et al., 2013) yang
tinggi, dan bila dikonjugasikan dengan katekin akan menghasilkan aktivitas anti a-glukosidase yang
lebih baik dibandingkan dengan akarbosa (Zhu & Zhang, 2014). Peaksian pati dengan senyawa fenolik
yang memiliki aktivitas anti a-glukosidase dan antioksidan diduga dapat menghasilkan senyawa
polisakarida yang memiliki khasiat sebagi antiDM.

Katekin adalah senyawa fenolik yang sangat potensial sebagai antiDM (Reshma et al., 2020;
Samarghandian et al., 2017). Senyawa ini banyak ditemukan pada teh atau daun jambu biji. Karena itu
penggunaan katekin untuk direaksikan dengan pati diduga akan menghasilkan pati terkonjugasi
dengan sifat antidiabetik dan antioksidan yang tinggi. Perlu dikaji apakah konjugasi katekin pada pati
jagung dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dan antidiabetes pati terkonjugasi yang dihasilkan.
Kajian reaksi senyawa fenolik sebelumnya telah dilakukan pada poliskarida seperti inulin, (Arizmendi-
Cotero et al., 2017; Liu et al,, 2014) dan kitosan ((Hu et al., 2016; Liu et al.,, 2013), sedangkan pada pati
jagung belum banyak dilaporkan. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh konsentrasi
katekin yang dikonjugasikan pada pati jagung menggunakan metode Free Radical Grafting (FRG). FRG
adalah metode yang umum digunakan untuk mengkonjugasikan senyawa fenolik ke senyawa
polisakarida dengan cepat, ekonomis dan aman (Liu et al, 2017). Penelitian ini diharapkan
menghasilkan cara mengkonjugasikan katekin ke pati yang menghasilkan pati yang memiliki aktivitas
antidiabetes dan antioksidan yang lebih tinggi dari pati asalnya sehingga dapat dimanfaatkan sebagai
bahan baku berbagai produk pangan fungsional untuk penderita diabetes.

Bahan dan metode
Bahan dan alat

Pati jagung, katekin (Sigma-C1251) dan bahan-bahan kimia untuk analisis dibeli dari Sigma
Chemical Co atau perusahaan lain dengan kualitas analytical grade. Enzim a-glukosidase dari
Saccharomyces cereviseae dibeli dari Sigma beserta substrat PNPG (p-nitrophenyl-a-D-
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glucopyranosyde). Alat yang digunakan antara lain tabung dialysis D9527-100ft, vortex (H-VM-400)
dan spektrofotometer UV-Vis (Inesa).

Sintesis konjugat pati—katekin

Sintesis konjugat pati-asam galat atau pati-katekin mengikuti metode yang digunakan Cirillo
(Cirillo et al.,, 2012). Pati (1,0 g) dilarutkan dalam beaker glass 25ml dengan 13ml campuran air/etanol
(171, v/v). Sebanyak 1,5ml H.O, 1,0 M yang mengandung 0,081g asam askorbat kemudian
ditambahkan. Setelah 30 menit, katekin dengan jumlah yang berbeda (0%, 0,5%, 1%, 1,5% dan 2%)
ditambahkan ke dalam campuran tersebut kemudian didiamkan pada suhu 25°C selama 24 jam.
Senyawa hasil reaksi yang diperoleh selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung dialysis dan direndam
di dalam beaker glass yang berisi larutan PBS 0,01M pH 8,0 pada suhu ruang selama 48 jam. Larutan
yang diperoleh selanjutnya disaring dan dikeringkan. Sebagai blangko, pati jagung diperlakukan sama
seperti di atas tetapi tanpa asam galat atau katekin.

Rancangan percobaan dan analisis data

Perlakuan terdiri dari 5 taraf yaitu 0%, 0,5%, 1%, 1,5% dan 2% yang disusun dalam rancangan acak
kelompok lengkap (RAKL) dengan 3 ulangan. Data yang diperoleh diuji dengan analisis ragam
(ANOVA) dan uji lanjut beda nyata terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%.

Karakterisasi konjugat pati—-katekin

Karakterisasi dilakukan terhadap produk hasil konjugasi setelah pemurnian terutama efektivitasnya
sebagai antiDM khususnya aktivitas anti a-glukosidase (Dewi et al., 2007) dan antioksidan. Aktivitas
antioksidan diukur dengan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) dan ABTS radical scavenging
activity (Valko et al,, 2007). Selain itu kadar total fenol pati juga ditentukan dengan metode Folin-
Ciocalteu (Ademiluyi et al., 2016).

Analisis kadar total fenolik

Pengujian total fenol yang dilakukan pada penelitian ini adalah dengan metode (Ademiluyi et al.,
2016). Pati terkonjugasi atau pati murni (0,01 g) dilarutkan dalam 1 ml akuades. Selanjutnya,
sebanyak 0,2 mL larutan sampel ditambah dengan 0,2 mL aquades dan 0,2 mL reagen Folin Ciocalteu,
dan kemudian divortex  selama 1 menit. Setelah itu, campuran ditambahkan dengan 4 mL larutan
natriumkarbonat (Na,CO,) 2% dan divortex kembali selama 60 detik lalu didiamkan dalam ruang gelap
pada suhu kamar selama 30 menit. Selanjutnya, absorbansi dibaca pada panjang gelombang 760 nm
dengan spektrofotometri UV-VIS. Kadar total fenol ditentukan menggunakan kurva standar asam galat
dan dinyatakan sebagai ppm gallic acid equivalent (GAE).

Pengujian penghambatan enzim a- glukosidase

Analisis penghambatan terhadap enzim a-glucosidase merujuk metode yang dilakukan Dewi et al.
(2007) dengan beberapa modifikasi. Larutan pati terkonjugasi atau pati murni (0,5 g dalam 5 ml
akuades) 10 uL ditambahkan campuran reaksi yang terdiri dari 250 uL PNPG 20 mM, 495 uL buffer
kalium fosfat 100 mM (pH 7). Larutan lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit, dan reaksi
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dimulai dengan menambahkan 250 pL a-glukosidase (0,075 U/mL). Kemudian, Larutan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 15 menit. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 2 mL Na,C05 0,1 M, lalu
absorbansinya dibaca dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 400 nm. Daya hambat
dihitung melalui rumus:

Daya hambat (%) =[ (%)] x 100%

Keterangan : As= Absorbansi larutan sampel; A.= Absorbansi kontrol (tanpa sampel)
Analisis aktivitas antioksidan
Metode DPPH

Analisis antioksidan menggunakan metode 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) mengacu pada
publikasi Valko et al. (Valko et al.,, 2007) dengan beberapa modifikasi. Sebanyak 7.8 mg of DPPH
dilarutkan dalam 100 ml etanol 96% sebagai larutan stok. Ke dalam tabung reaksi dimasukkan 0,1 ml
ekstrak sampel (0,1 g sampel dalam 2 ml etanol 96%) dan dicampur dengan 1 ml larutan DPPH dan 0,1
ml etanol. Setelah itu, larutan dihomogenkan dengan cara divorteks selama 60 detik. Larutan
diinkubasi dalam ruang gelap suhu ruang selama 30 menit, kemudian dimasukkan dalam kuvet untuk
dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm menggunakan spektrofotometer.
Kemampuan sampel dalam menangkap radikal DPPH (radical scavenging activity) ditentukan dengan
persamaan:

Aktivitas antioksidan (%) = ((Ak-As/Ak) x 100
Keterangan: Ak = Absorbansi control; As = Absorbansi sampel
Metode ABTS

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS (2,2-azinobis (3-etibenzotiazolin)-6-
sulfonat acid) mengacu pada Re et al. (1999). Kation radikal bebas ABTS disiapkan dengan
mereaksikan antara larutan ABTS 7 mM dengan larutan K;S,05 2,45 mM dengan perbandingan 1:1.
Kemudian larutan ABTS dan K;S;0s dicampurkan dan diinkubasi pada suhu ruang dan kondisi gelap
selama 16 jam. Selanjutnya dilakukan pengenceran pada larutan induk menggunakan aquadest untuk
memperoleh absorbansi + 0,700 pada panjang gelombang 734 nm. Aktivitas antioksidan diukur
melalui pencampuraan 100 pL ekstrak (0,1 g sampel dalam 2 ml etanol) dengan 2,9 mL larutan radikal
ABTS, kemudian sesudah 30 menit absorban diukur pada Panjang gelombang 734 nm (absorbansi
sampel, As). Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus:

Aktivitas antioksidan (%) = ((Ak—-AS)/ Ak) x100

Keterangan: Ak = Absorbansi kontrol; As = Absorbansi sampel
Hasil dan Pembahasan

Total fenol

Peningkatan konsentrasi katekin yang dikonjugasikan pada pati meningkatkan kadar fenolik
tepung jagung yang dihasilkan (Gambar 1). Gambar 1 menunjukkan pati murni memiliki kadar total
fenol sebesar 2,1 ppm dan konjugasi pati dengan katekin dengan konsentrasi hingga 2%
meningkatkan kadar total fenol menjadi 4,7 ppm. Peningkatan kadar total fenol pati setelah
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dikonjugasi dengan senyawa fenolik menggunakan FRG dilaporkan juga oleh Wu et al. (2022) yaitu
peningkatan semakin besar dengan meningkatnya konsentrasi yang ditambahkan. Konjugasi katekin
dengan pati didalan sistem redox asam askorbat-hidrogen peroksida diduga dimediasi oleh radikal
askorbat sehingga terbentuk gugus radikal pada molekul pati yang dapat berinteraksi dengan
senyawa fenolik dan membentuk senyawa komplek (Liu et al., 2018).

Peningkatan kadar total fenol hanya terjadi pada penggunaan katekin hingga 1,5%. Peningkatan
konsentrasi katekin dari 1,5% menjadi 2% tidak meningatkan jumlah katekin yang terkonjugasi pada
pati. Penambahan katekin 1,5% diduga telah menghasilkan konjugasi yang maksimal. Konjugasi pati
dengan katekin diduga bersifat stokiometris sehingga konjugasi mencapai maksimal jika pati telah
bereaksi sempurna dengan katekin yang ditambahkan.
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Gambar 1. Pengaruh konsentrasi katekin terhadap kadar total fenol pati terkonjugasi. Keterangan: Rerata yang
diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5% uji BNT. PM = pati murni
Pati jagung tanpa dikonjugasikan dengan katekin mengandung totap fenol 2,1 ppm (Gambar 1).
Kadar ini lebih rendah dari kadar fenol jagung utuh yang mencapai 49,6 ppm (Sembiring et al., 2016)
atau tepung jagung varietas biru dan putih yang masing-masing mengandung total fenol 16,4 dan
12,7 ppm (Méndez et al., 2017). Pati jagung diperoleh melalui proses ekstraksi sehingga rendahnya
kadar total fenol pada pati jagung diduga karena kehilangan selama proses.

Penghambatan enzim a-Glukosidase

Konsentrasi katekin yang dikonjugasikan pada pati berpengaruh sangat nyata terhadap aktivitas
penghambatan enzim a-glukosidase (Gambar 3). Persen penghambatan terhadap enzim a-
glukosidase pati yang dikonjugasi dengan 0 hingga 2% katekin berkisar antara 57,8% hingga 82,43%.
Proses FRG pati tanpa penambahan katekin (C1) menghasikan penghambatan yang lebih tinggi dari
pati biasa yang tidak mengalami FRG (PM).
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi katekin terhadap aktivitas penghambatan enzim a-glukosidase pati
terkonjugasi. Keterangan: Rerata yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5% uji
BNT. PM = pati murni
Enzim a-glukosidase merupakan enzim yang terdapat pada usus halus yang fungsinya mengkatalis
hidrolisis gugus glukosa non-pereduksi yang memiliki ikatan a-1,4 dari disakarida atau olisakarida
(Corkovi¢ et al., 2022). Inhibitor enzim a-glukosidase merupakan obat yang umum digunakan untuk
menurunkan kadar gula darah penderita diabetes yang mekanisme kerjanya melalui penghambatan
pencernaan pati di usus halus sehingga menurunkan kadar gula sesudah makan (Blahova et al., 2021).
Penghambatan enzim a-glukosidase usus halus dapat memperlambat waktu pencernaan pati dan
menurunkan jumlah glukosa yang diserap (Hossain et al, 2020). Pemberian inhibitor enzim a-
glukosidase merupakan cara pengobatan yang efektif dan aman (Agrawal et al., 2022) sehingga
pengembangan pangan fungsional yang memiliki manfaat ini akan memberi alternatif penting pada
penanganan diabetes.

Penghambatan enzim a-glukosidase oleh katekin diduga melalui pengikatan sisi aktif enzim
sehingga mengunci siklus katalitik enzim (Rasouli et al., 2017). Pengikatan sisi aktif ini terjadi akibat
interaksi katekin dengan enzim melalui ikatan hidrogen atau ionik pada residu sisi aktif dan mengunci
sisi aktif sehingga menghambat aktivitas enzim (Abdelli et al., 2021). Semakin tinggi konsentrasi
katekin yang dikonjugasikan maka semakin tinggi pula penghambatan enzim karena akan semakin
banyak katekin yang mengikat situs aktif enzim.

Aktifitas antioksidan
Metode DPPH

Hasil penelitian menunjukkan bahwa FRG dan katekin meningkatkan aktivitas penghambatan
terhadap radikal DPPH (Gambar 2) sehingga pati yang dikonjugasikan dengan katekin memiliki
kapasitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan pati murni. Konjugasi 2% katekin
menggunakan metode FRG meningkatkan kapasitas antioksidan hingga 41,8% dibandingkan dengan
pati biasa (PM). Peningkatan kapasitas antioksidan pati jagung juga terjadi jika dikonjugasikan dengan
asam galat atau kuertecin, peningkatan ini diduga karena maningkatnya senyawa penolik pada pati
(Cirillo et al., 2012; Wu et al., 2022). Konjugasi senyawa fenolik menggunakan FRG tidak hanya dapat
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dilakukan pada pati tetapi juga pada kitosan dan komplek kitosan fenolik yang dihasilkan memiliki
kapasitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kitosan murni (Diao et al., 2020).
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Gambar 3. Pengaruh konsentrasi katekin terhadap kapasitas antioksidan pati terkonjugasi yang diukur dengan
metode DPPH. Keterangan: Rerata yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5%
uji BNT. PM = pati murni

Katekin bahan pangan terdiri dari berbagai jenis seperti catechin, epicatechin, epigallocatechin,
epicatechin gallate, dan epigallocatechin gallate (Panek et al,, 2012). Berbagai tanaman diketahui kaya
akan katekin seperti teh (Musial et al., 2020), daun jambu biji (Kumar et al,, 2021), Lepisanthes alata

(Blume) Leenh (Anggraini et al., 2019) dan biji anggur (Yilmazer-Musa et al., 2012) dan memiliki

kemampuan menetralkan radikal DPPH. Berbagai bagian teh tidak menunjukkan perbedaan yang

siknifikan dalam menetralkan radikal DPPH, dan aktivitas antioksidan teh dipengaruhi oleh varietasnya

(Farooq & Sehgal, 2018). Walaupun memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi, tetapi ekstrak daun

jambu biji ternyata memiliki aktivitas antioksidan yang lebih rendah dibandingkan dengan vitamin C

(Qian & Nihorimbere, 2004).

Metode ABTS

Peningkatan konsentrasi katekin yang dikonjugasikan pada pati meningkatkan kemampuan pati
dalam menetralkan radikal ABTS (Gambar 3). Konjugasi pati dengan 2% katekin menghasilkan pati
terkonjugasi dengan aktivitas antioksidan lebih dari 70%. Sementara itu Gambar 3 juga menunjukkan
bahwa pati yang mengalami proses FRG dengan konsentrasi katekin 0% memiliki aktivitas antioksidan
yang tidak berbeda dengan pati biasa (PM), sementara itu, jika diukur dengan menggunakan metode
DPPH, pati yang mengalami proses FRG dengan konsentrasi katekin 0% memiliki aktivitas antioksidan
lebih tinggi dibandingkan PM. Peningkatan aktivitas antioksidan pati yang dikonjugasikan dengan
katekin yang diukur dengan metode DPPH dan ABTS memiliki pola yang berbeda, hal ini diduga
karena kedua metode ini memiliki sensitivitas yang berbeda terhadap senyawa antioksidan yang ada
pada pati terkonjugasi (Floegel et al., 2011).
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Gambar 4. Pengaruh konsentrasi katekin terhadap kapasitas antioksidan pati terkonjugasi yang diukur dengan
metode ABTS. Keterangan: Rerata yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5%
uji BNT. PM = pati murni

Katekin terdiri dari berbagai senyawa turunan katekin seperi katekin, epikatekin, epigalokatekin,
epikatekin galat dan epigalokatekin galat. Kemampuan senyawa katekin dalam menetralkan radikal

ABTS tergantung pada jenis senyawa katekinnya (He et al., 2018). Berbagai penelitian menunjukkan

bahwa ekstrak tanaman yang kaya katekin memiliki kkmampuan menetralkan radikal ABTS (Ademiluyi

et al, 2016; Sochorova et al., 2020). Daun dan buah jambu biji memiliki aktivitas penghambatan
terhadap radikal ABTS yang berbeda dan aktivitas bagian-bagian tersebut tergantung pada
varietasnya (Ademiluyi et al., 2016). Pada biji buah anggur ditemukan 14 jenis senyawa fenolik
diantaranya katekin dan epikatekin yang kemampuannya dalam menetralkan radikal ABTS sangat
tergantung pada varietas anggurnya (Sochorova et al., 2020).

Kesimpulan

Peningkatan konsentrasi katekin yang terikat pada pati meningkatkan kadar total fenolik pati.
Konjugasi katekin pada pati meningkatkan aktivitas antidiabetes dan antioksidan pati. Pati yang
dikonjugasikan dengan 2% katekin memiliki aktivitas antidiabetes dan antioksidan tertinggi, karena
itu pati ini berpotensi untuk dikembangkan menjadi pati fungsional untuk penderita diabetes.
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