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KATA PENGANTAR

Puji dan syukur dipanjatkan ke hadirat Allah SWT, karena atas berkat rahmat dan
karunia-Nya, penulis dapat menyelesaikan laporan penelitian yang berjudul "Potensi Tepung
Umbi Dioskorea (Dioscorea Alata L) untuk Mencegah Ateroskierosis pada Kelinci
Percobaan”.

Penelitian ini merupakan penelitian disertasi yang dilakukan untuk meraih gelar
doktor pada Program Studi limu Pangan Institut Pertanian Bogor. Dalam perjalanannya,
banyak terdapat masukan yang memperkaya metode penelitian, sehingga sebagian tahap
penelitian sudah dapat dilakukan dan dilaporkan, dan ada sebagian lainnya yang masih
dalam proses pengerjaan. Hal lain yang memperlambat penyelesaian penelitian adalah
hambatan tekknis seperti terbatasnya ketersediaan bahan baku dan kelinci percobaan.

Dalam laporan penelitian ini, penulis menyajikan hasil-hasil penelitian yang telah
selesai dilakukan sehingga laporan penelitian ini lebih tepat dikatakan sebagai laporan
progres penelitian. Pada akhirnya ketika seluruh rangkaian penelitian sudah dilakukan,
maka laporan ini akan diperbaiki dan dilengkapi.

Berbagai masukan sangat diharapkan untuk perbaikan, sehingga laporan penelitian
ini dapat disempurnakan dengan lebih baik dan bermanfaat, sekaligus menjadi langkah
penting bagi penulis untuk menyelesaikan Program Doktor yang telah dicita-citakan. Amin

ya Robbal alamin.

Bogor, Desember 2010

Nelis Imanningsih




RINGKASAN EKSEKUTIF

Penyakit kardiovaskuier dan jantung koroner saat ini merupakan salah satu
penyebab kematian utama pada orang dewasa di seluruh dunia. Berdasarkan Riset
Kesehatan Dasar tahun 2007, prevalensi penyakit degeneratif jantung koroner di Indonesia

adalah 7.2%, dan angka ini diperkirakan akan terus meningkat seiring dengan perubahan

gaya hidup, pola makan dan tingkat stres yang ada.

Pola makan merupakan salah satu faktor yang dominan dalam kejadian penyakit
kardiovaskuler. Makanan secara langsung mempengaruhi kondisi-kondisi  yang
meningkatkan potensi terjadinya penyakit degeneratif sepersti hiperkolesterolamia (tingginya
kadar kolesterol darah dan tinggi LDL) dan kadar kolesterol HDL yang rendah, sebagai
faktor risko mempermudah terjadinya aterosklerosis yang berkaitan erat dengan penyakit
kardiovaskuler.

Umbi dioskorea mengandung bahan aktif diosgenin yang terbukti sebagai anti
hiperkolesterolamia, pembengkakan hati dan dapat menurunkan gula darah. Umbi ini juga
mengandung senyawa polifenol, flavonoid khususnya antosianin yang memiliki aktivitas
antioksidan yang dapat berpotensi mencegah oksidasi kolesterol LDL. Selain itu di dalam
getah kentalnya (musilase) terdapat polisakarida dan serat larut air yang dapat membantu
menurunkan penyerapan kolesterol makanan atau menurunkan level kolesterol darah dan
membantu meregulasi tekanan darah. Dengan komponen bioaktif yang potensial tersebut,
umbi ini sampai saat ini belum ada yang mempelajari proses pembuatan tepung umbi yang
dapat mempertahankan komponen bioaktif untuk dikembangkan sebagai makanan
fungsional, dan belum ada yang mempelajari pengaruhnya pada penghambatan
aterosklerosis.

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yang meliputii 1) Penentuan proses
pembuatan tepung yang dapat menghasilkan tepung umbi dioskorea dengan kandungan
bioaktif terbaik 2) Uji in vitro aktivitas antioksidan dan anti agregasi platelet ekstrak tepung
umbi dioskorea, dan 3) Uji in vivo sifat anti- hiperkolesterolemia dan penghambatam
kejadian aterokierosis pada kelinci.

Kandungan senyawa bioaktif yaitu serat pangan, total polifenol, antosianin, diosgenin
dan serat pangan yang lebih tinggi ditemukan pada tepung yang diproses dengan perlakuan
blansir selama 10 menit. Perlakuan perendaman dalam asam sitrat 1% dapat
mempe tahankan total polifenol, serat pangan dan kapasitas antioksidan pada tingkat yang

paling tinggi. Sedangkan perendaman dalam asam sitrat 0,5% dapat mempertahankan
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kadar antosianin dan diosgenin dengan baik. Kapasitas antioksidan yang paling tinggi
diberikan oleh tepung yang diblansir selama 10 menit, dan direndam oleh asam sitrat 1%.
Kapasitas penghambatan radikal bebas 100 gram tepung umbi dioskorea setara dengan
846 g vitamin C, 3200 vitamin E dan 1280 g trolox.

Data dari penelitian ini dapat digunakan untuk merancang dan megembangkan
makanan fungsional berbahan dasar umbi dioskorea yang memiliki retensi zat bioaktif paling
tinggi untuk digunakan sebagai makanan untuk mencegah kondisi hiperlipidemia dan

ateroklerosis.
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ABSTRAK

Kondisi hiperlipidemia yang berkepanjangan yang disertai oksidasi LDL merupakan
tahap awal terjadinya proses aterosklerosis. Beberapa komponen bioaktif memiliki fungsi
fisiologis untuk mengurangi faktor risiko terjadinya aterosklerosis dengan cara menurunkan
total kolesterot di dalam darah, atau sebagai antioksidan yang mencegah oksidasi LDL.
Umbi-umbian dioskorea berpontensi dalam mengurangi risiko kejadian ateroskierosis,
karena mengandung komponen-komponen fungsional antosianin, diosgenin dan serat
pangan. Dengan adanya aktivitas fisiologis senyawa-senyawa yang terdapat di dalam umbi
dioskorea, dapat dikembangkan suatu bahan pangan fungsional untuk mencegah terjadinya
aterosklerosis yang merupakan faktor langsung dari kejadian penyakit kardiovaskuler dan
jantung koroner. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mempelajan pengaruh pemberian
fepung umbi dioskorea terhadap pencegahan kejadian aterosklerosis pada kelinci
percobaan, Penelitian ini dilakukan dalam 3 tahap. Tahap pertama adalah proses
pembuatan tepung umbi dan analisis kandungan kimia umbi segar dan tepung umbi. Tahap
kedua adalah uji kapasitas antioksidan dan anti agegasi platelet umbi segar dan tepung
umbi secara in vitro, dan tahap ketiga adalah uji penghambatan aterosklerosis secara vivo
pada kelinci percobaan selama 12 minggu. Kandungan senyawa bioaktif yaitu serat pangan,
total polifenol, antosianin, diosgenin dan serat pangan yang lebih tinggi ditemukan pada
tepung yang diproses dengan perlakuan blansir selama 10 menit Pada kelompok blansir
i, perlakuan perendaman dalam asam sitrat 1% dapat mempertahankan total polifenol,
serat pangan dan kapasitas antioksidan pada tingkat yang paling tinggi. Sedangkan
perendaman dalam asam sitrat 05% dapat mempertahankan kadar antosianin dan
diosgenin dengan baik. Kapasitas antioksidan yang paling tinggi diberikan oleh tepung yang
diblansir selama 10 menit, dan direndam oleh asam sitrat 1% Kapasitas penghambatan
radikal bebas 100 gram tepung umbi dioskorea setara dengan 846 g vitamin C, 3200 vitamin
E dan 1280 g trolox

Kata kunci : Dioskorea, hiperlipidemia, aterosklerosis, antioksidan, antiagregasi piatelet.
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L PENDAHULUAN

Penyakit kardiovaskuler dan jantung koroner saat ini merupakan salah satu
penyebab kematian utama pada orang dewasa di seluruh dunia. Berdasarkan Riset
Kesehatan Dasar tahun 2007, prevalensi penyakit degeneratif jantung koroner di
Indonesia adalah 7.2% (Badan Litbang Kesehatan, 2008), dan angka ini diperkirakan
akan terus meningkat seiring dengan perubahan gaya hidup, pota makan dan tingkat
stres yang ada.

Studi epidemiologi telah berhasil mengidentifikasi faktor risiko penyakit jantung
koroner. Banyak faktor risiko yang dapat menimbulkan penyakit jantung koroner seperti
karekteristik individu yaitu: umur, jenis kelamin dan riwayat keluarga, kebiasaan hidup
seperti: stres, merokok, gaya hidup santai dan kebiasaan makan, serta kondisi kesehatan
seperti diabetes, hipertensi dan hiperlipidemia. Faktor-faktor risiko karakteristik individu
merupakan faktor yang tidak dapat diubah, akan tetapi faktor-faktor kebiasaan hidup dan
kondisi kesehatan adalah faktor-faktor yang dapat diubah (Muchtadi, 2009)

Makanan dapat secara langsung mempengaruhi kondisi-kondisi yang
meningkatkan potensi terjadinya penyakit jantung koroner seperti hiperlipidemia; yaitu
tingginya kadar kolesterol total darah, dengan komposisi kolesterol low density lipoprotein
(LDL) tinggi, dan kolesterol high density lipoprotein (HDL.) yang rendah.. Salah satu cara
untuk mengurangi risiko penyakit kardiovaskuler dan jantung koroner adalah melalui
pemilihan bahan makanan yang dikonsumsi.

Di dalam bahan pangan terdapat zat-zat gizi yang diperlukan bagi pertumbuhan
dan perkembangan tubuh manusia. Selain itu, didalamnya juga terdapat komponen
bioaktif yang memiliki fungsi fisiologis yang bermanfaat bagi tubuh. Bahan makanan
dengan kandungan bioaktif tertentu memiliki potensi untuk mengurangi faktor risiko
jantung koroner. Salah satunya adalah umbi dioskorea atau dikenal dengan nama
dioskorea ( Dioscorea alata L). Umbi ini mengandung beberapa senyawa bioaktif yang
berpontensi dalam mengurangi risiko jantung koroner melalui beberapa macam
mekanisme. Senyawa bioaktif tersebut adalah diosgenin (Qin, 2009., Olayemi, 2007 , dan
Chen, 2003) yang merupakan gugus aglikon dari saponin, musilase yang merupakan
kompleks polisakarida serat pangan (Lee, 2003., Chen 2003., Lin, 2005., Yeh, 2007),
fiavonoid antosianin (Shoyama, 1990) dan protein dioskorin (Hou, 1999, 2001) yang
merupakan protein simpanan umbi.

Dioskorea sering dikategorikan sebagai tanaman herbal karena potongan umbi

yang dikeringkan sering digunakan dalam obat herbal (Yeh, 2007). Umbi tanaman ini di
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negara-negara Afrka digunakan sebagai makanan pokok, dan digunakan secara luas di
Cina dan Taiwan sebagai bahan dasar pembuatan mie (Hou, 2001). Di Indonesia, umbi
ini merupakan umbi minor yang digunakan sebagai makanan tradisional lokal daerah,
dikensumsi sebagai makanan pokok di daerah papua atau sebagai makanan selingan
pengganti beras di daerah Jawa Barat, Tengah dan Sulawesi. Di daerah Jawa Barat umbi
ini dikenal dengan nama huwi, di Jawa Tengah disebut uwi, di Sulawesi dikenal dengan
nama lame, atau dalam bahasa Inggris dekenal dengan nama greater yam atau water
yam (Prohati, 2010).

Pemanfaatan umbi dioskorea belum dilakukan secara optimal, baik pengolahan maupun
manfaat kesehatannya. Pada umumnya umbi ini diolah dengan cara direbus, dikukus,
dibakar atau diolah menjadi keripik. Jenis-jenis umbi Dioscorea yang ada di Indonesia
contohnya adalah gembili (Dioscorea esculenta), dan gadung (Dioscorea hispida).

Komponen umbi dioskorea sangat tergantung pada jenisnya. Namun secara
umum umbi ini mengandung mengandung 24,47% total padatan. Dari jumlah ini 72,6%
adalah pati, 8,24% protein dan 0,24% lipida (Behera, 2009). Hasil yang hampir sama
ditemukan oleh Lebot et al. (2005), yaitu bahwa total padatan bervariasi antara 31,42% -
14,81%, dimana pati adalah sekitar 78,6 %-63,6%, protein 17,0%-8,8%, dan lemak 0,5% -
0,2%. Kandungan serat kasar dari Dioscorea alata rata-rata adalah 2% dari berat kering
(Behera, 2009). Selain itu umbi dioskorea mengandung karbohidrat seperti pati dan
polisakarida selain pati, glikoprotein dan asam amino serta komponen alkaloid seperti
alantoin, dopamin, batatasin, asam fitat, absisinil, kolin, ergosterol, kampesterol dan
saponin, (Ma et al., 2005; Mishra & Gaikar, 2004, Yang, Lu, & Hwang, 2003). Kandungan
mineral dari umbi ini juga cukup lengkap, yaitu kalium 2.26%, fosfor 0.2%, kalsium 0.2%,
magnesium 0.14%, besi 53.6 mg/kg, seng 29.2 mg/kg, tembaga 10.6 mg/kg and mangan
5.38 mg/kg (Zhou, Wu, Zhang, & Yan, 2004).

Dari hasil penelitian yang dilakukan di Cina diketahui bahwa komsumsi umbi
Dioscorea oposita dapat menurunkan kadar lipida darah. Penelitian tersebut
menunjukkan bahwa pemberian umbi Dioscorea (Yam) menurunkan total kolesterol
serum dan level trigliserida pada tikus yang hiperlipidemia (Hang, 1994). Jenis Yam
Taiwan dengan pemberian 25% atau 50% pada ransum menurunkan total kolesterol
serum, trigliserida dan LDL-kolesterol pada tikus normal (Hang, 1994). Penelitian yang
dilakukan oleh Chen (2003) menemukan bahwa musilase kental yang terdiri dari
glikoprotein yang larut air, serat pangan, dan diosgenin dapat mengatur metabolisme

lipida. Polisakarida yang larut air, terutama serat, dapat menurunkan total kolesterol

serum dan kadar LDL-kolesterol secara konsisten pada tikus yang hiperlipidemia

(denkins, Vuksan, & Jenkins, 2001; Thewles, Parslow, & Coleman, 1993; Uchida et
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al,1984). Sebuah studi dilakukan oleh Chen (2003) bertujuan mempelajari pengaruh
tepung liofilisasi Dioscorea alata terhadap modulasi fungsi gastrointestinai dan
metabolisme lipida. Penelitian tersebut menemukan bahwa suplementasi tepung umbi
sebanyak 50% dapat menurunkan level kolesterol plasma hewan coba.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa umbi Dioscorea mengandung bahan
aktif diosgenin yang berfungsi sebagai anti hiperkolesterolemia dan anti pembengkakan
hati (Olayemi, 2007). Diosgenin terdapat dalam berbagai jenis tumbuhan termasuk
spesies-spesies Dioscorea., fenugreek dan Coctus speciosus (Sautour, 2004). Diosgenin
merupakan sisi aglikon dari molekul saponin steroid dan merupakan bahan baku untuk
sintesis produk-produk hormonal tubuh seperti dehidroepiandrosteron (Corbiere, 2004).
Diosgenin merupakan metabolit steroid saponin utama di dalam tubuh yang telah terbukti
memiliki efek anti proliferasi sel (Corbiere, 2004), anti hiperkolesterolemia dengan
menekan absorpsi kolesterol dan meningkatkan sekresi kolesterol (Sun, 2002).

Antosianin merupakan senyawa polifenol yang terdapat di dalam Dioscorea alata
varitas purpurea. Jenis antosianin yang diisolasi dari jenis dioscorea ini adalah Alatanin
C. Alantanin C merupakan antosianin yang mengandung gugus asil tunggal
(monoacylated) yang stabil di dalam larutan netral. Kestabilan ini adalah karena adanya
katan intermolekular asam sinapik ke gugus kiral antosianidin (Yoshida, 2001).
Antosianin termasuk dalam kelas flavonoid yang tersebar dalam bentuk polifenol
tumbuhan. Pigmen antosianin diketahui menjaga kesehatan sirkulasi darah dan memiliki
sifat anti inflamasi karena memiliki aktifitas antioksidan dengan kemampuannya
membersihkan radikal bebas yang merusak sel (Wrolstad, 2001).

Dengan aktifitas-aktifitas tersebut di atas, umbi Dioscorea mempunyai potensi
untuk dikembangkan sebagai bahan pangan fungsional dalam mencegah terjadinya
aterosklerosis yang merupakan faktor langsung dari kejadian penyakit kardiovaskuler dan
Jantung koroner. Sehingga diperiukan suatu penelitian yang mempelajari potensi umbi
dioscorea untuk mencegah kejadian aterosklerosis.

Pengolahan umbi menjadi tepung dapat memperluas penggunaan umbi dioscorea
untuk menghasilkan produk-produk pangan yang memiliki manfaat kesehatan. Tepung
memiliki semua komponen yang ada pada bahan asal, akan tetapi dalam pengoiahan
menjadi tepung perlu diperhatikan faktor-faktor pengolahan yang mempengaruhi
kestabilan dan retensi zat bioaktif seperti suhu, keasaman dan cara blansir. Karena
komponen bioaktif umbi dioskorea terdapat pada fraksi musilase, maka keberadaan
musilase di dalam tepung yang dihasilkan perlu dipertahankan.

Pertanyaan penelitian yang akan dijawab pada penelitian ini adalah: 1) faktor-

faktor pengolahan apa yang harus diperhatikan agar retensi bahan aktif umbi dioskorea
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dapat optimal dipertahankan, 2) apakah tepung umbi dioskorea dapat menurunkan risiko
aterosklerosis dengan menormalkan profil lipida darah, mencegah agregasi platelet dan

mempertahankan enzim antioksidan pada kelinci

Il.  TUJUAN PENELITIAN

Umum:
Untuk mempelajari pengaruh pemberian tepung umbi dioskorea dalam mencegah

aterosklerosis pada kelinci percobaan.

Khusus:

1. Menentukan perlakuan pemanasan (blansir) dalam pembuatan tepung umbi
dioskorea dengan kandungan komponen bioaktif paling tingggi.

2. Menganalisa komposisi kimia tepung dan kadar mineral umbi dioskorea

3. Mengukur kapasitas antioksidan ekstrak umbi segar, ekstrak tepung umbi, ekstrak
diosgenin dan ekstrak antosianin.

4. Menguiji sifat anti agregasi platelel ekstrak umbi segar, ekstrak tepung dan ekstrak
diosgenin pada plasma darah kelinci.

5. Menguji pengaruh pemberian tepung umbi dioskorea terhadap profi lipida darah
kelinci.

6. Menganalisis pembentukan lesi aterosklerosis pada aorta kelinci.




. METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Pangan Departemen limu dan
Teknologi Pangan dan Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Hewan Institut
Pertanian Bogor, Laboratorium Kimia Makanan dan Percobaan Hewan Badan Penelitian
dan Pengembangan Kesehatan Bogor, Laboratorium Pusat Pengabdian Masyarakat
Departemen Biokimia Universitas Indonesia, dan Laboratorium Patologi Klinik Pusat

Jantung Terpadu RSCM dari bulan Juni 2010 sd bulan Juni 2012.

Materi Penelitian

Materi utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah umbi Dioscorea alata
bewarna ungu yang diperoleh dari pedagang pengumpul di daerah Pondok Cabe dengan
umur panen yang seragam yaitu 10 bulan. Bahan pendukung yang digunakan adalah
bahan-bahan kimia untuk ekstraksi senyawa bioaktif dan analisis kimia, serta kit dan
reagen biokimia untuk analisis biokimia. Selain itu digunakan pula kelinci sebagai hewan
percobaan beserta komponen pakannya untuk pengujian in vivo. Peralatan yang
digunakan meliputi peralatan untuk pembuatan dan pengemasan tepung, alat-alat untuk

analisis laboratorium, pengujian secara in vitro dan in vivo.

Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam 3 tahap dengan proses dan luaran setiap
thapannya dapat dilihat pada gambar 5. Tahap pertama adalah proses pembuatan
tepung umbi dan analisis kandungan kimia umbi segar dan tepung umbi. Tahap kedua
adaah uji kapasitas antioksidan dan anti agegasi platelet umbi segar dan tepung umbi
secara in vitro, dan tahap ketiga adalah uji penghambatan aterosklerosis secara vivo
pada kelinci percobaan.

Tahapan penelitian yang dapat dilakukan pada tahun 2010 adalah tahap pertama
dilakukan pada bulan Juni 2010 -~ Desember 2010. Tahap kedua dan percobaan

pendahuluan dari tahap ke tiga dilakukan pada bulan Januari 2011 sampai dengan bulan
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Gambar 1. Diagam alir penelitian
Tahap Pertama : Proses pembuatan tepung umbi dan analisis kimia

umbi segar dan tepung umbi.

Umbi dioskorea (Dioscorea alata) berwarna ungu diperoleh dari pedagang
pengumpul di daerah Pondok Cabe. Dipih umbi dengan umur panen yang seragam yaitu
10 bulan. Umbi dibersihkan dari kotoran yang melekat, dan disimpan di ruangan
berpendingin sebelum diolah menjadi tepung. Umbi diproses menjadi tepung dengan
perlakuan sebagai berikut. Pertama-tama umbi dicuci dan dikupas. Potongan umbi yang
sudah dibersihkan kemudian diiris dengan ketebalan 5 mm, kemudian direndam dalam
asam sitrat dengan konsentrasi 0%, 0,25%, 0,5% dan 1% selama 30 menit. Setelah
perendaman, umbi ditiriskan kemudian diblansir selama 5 menit dan 10 menit dengan
cara pengukusan pada suhu 100°C. Umbi kemudian dikeringkan dengan menggunakan

udara panas di dalam pengering kabinet pada suhu 50*C selama 24 jam. Potongan umbi
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kering yang mengandung sekitar 8% kadar air kemudian dihancurkan, digiling dan diayak
pada ayakan 100 mesh (160 pm) sehingga diperoleh tepung umbi dioskorea dengan
tingkat kehalusan yang sama. Tahapan proses pembuatan tepung dapat dilihat pada

gambar 6.
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Gambar 2. Diagam Alir Pembuatan Tepung Umbi Dioskorea

Umbi segar dan tepung umbi dari masing-masing perlakuan dianalisis total
proksimat (air, abu, lemak dan protein), kandungan mineral, kandungan diosgenin, total
polifenol, kandungan antosianin, total serat pangan, dan diukur kecukupan blansir dengan

mengukur aktivitas enzim polifenol oksidase.

Tahap Kedua : Uji kapasitas antioksidan dan anti agegasi platelet

umbi segar dan tepung umbi secara in vitro

a. Uji kapasitas antioksidan ekstrak dan tepung umbi dilakukan dengan mengukur
kemampuan membersihkan radikal DPPH (1,1-diphenyl-picrylhydraziyl). Terdapat
3 kelompok dalam uji ini yaitu:

i1 Ekstrak metanol tepung umbi

2 Standar Trolox

8! Standar Vit E

4 Standar Vit C



Kapasitas Anti agegasi platelet dilakukan dengan menggunakan plasma darah
kelinci. Pengambilan darah dilakukan setelah kelinci dipelihara selama 2 minggu.
Darah kelinci yang diambil, diproses untuk mendapatkan plasma kaya platelet
(PRP) dan Plasma Miskin Platelet (PPP). Aktivitas anti-agegasi platelet dinyatakan
dengan nilai D50, yaitu konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat agegasi
platelet sebesar 50% dibandingkan blanko. Terdapat 3 kelompok dalam uji ini
yaitu:

1. Ekstrak metanol tepung umbi

2. Standard diosgenin

Tahap Ketiga: Uji penghambatan aterosklerosis secara vivo pada kelinci
percobaan Uji in vivo
Uji secara in vivo dilakukan pada kelinci percobaan ras New Zealand White, jantan
berusia 5 bulan dengan berat seragam. Kelinci diperoleh dari PT. Biofarma Bandung.
Menggunakan rumus hipotesis beda mean Levy (1999), perhitungan jumlah kelinci
adalah sebagai berikut:

2 2
207z, + I_zl-,{fl

(4, _JU;!)2

Dengan hipotesis Standar deviasi (g)= 20, Test value of population mean (uy)=150 (Total
Kolesterol mg/dL), Anticipated population mean (p,)=100 (Total Kolesterol mg/di ), Leve!
of significance (@)= 1%, dan Power of test (1-B) = 90%, maka diperoleh jumlah kelinci
percobaan yang digunakan adalah:
- ggo)2 x[(I—0.01+0.9)° b
(150 —100)*

Untuk menentukan kadar kolesterol yang harus ditambahkan pada pakan hingga
dapat membuat kondisi hiperkolesterolemia, maka dilakukan studi pendahuluan. Studi
pendahuluan dilakukan selama satu bulan. Pada periode ini kelinci dibert pakan yang
dsertai kolesterol dengan konsentrasi tertentu. Pada awal dan akhir percobaan
pendahuluan, diambil darah kelinci untuk diukur kadar kolesterol total, HDL dan LDL.

Ransum untuk pakan kelinci diformulasi berdasarkan kebutuhan nutrisi kelinci

seperti tercantum pada tabel 2.



Tabel 1. Rekomendasi komposisi pakan untuk kelinci dewasa.

No Bahan Jumlah
1. Protein kasar 17 %
2. Energi 2550 kal
3. Lemak 34 %
4 Serat Kasar 12%
5 Kalsium 1.1%
6. Fosfor 0.6 %
7. Kalium 0.9%
8. Natrium 03%
9. Klor 0.3 %
10. Magnesium 0.25%
11. Vitamin A 10.000 (IU/Kg)
12. Vitamin D 1000 (lU/Kg)
13. Vitamin E 50 ppm
14. Vitamin K 2 ppm
15. Vitamin B1 2 ppm
16. Vitamin B2 4 ppm
17. Vitamin B12 0.01 ppm
18. Asam Folat 5 ppm
19. Asam Pantotenat 20 ppm
20. Niasin 50 ppm
21. Biotin 0.2 ppm

Sumber; Lebas, 1989 di dalam FAO, 1997

Untuk mendapatkan komposisi pakan seperti tersebut di atas, dilakukan
perhitungan dengan menggunakan WUFFDA (Windows-Based User Friendly Feed
Formulation Workbook) Versi 3 Software (Thomson, 2009). Dihindari bahan pakan yang
mengandung tinggi polifenol atau fitoestrogen seperti kedelai untuk menghindari bias.
Untuk mendapatkan kandungan nutrisi seperti tercantum di atas, maka komposisi bahan

ransum basal adalah sebagai berikut:

Tabel 2. Komposisi ransum basal kelinci per 100 kg

_No ¥ Bahan Berat (Kg)
1. Dedak 11,0
2. Polard (dedak gandum) 11,0
3. Corn Gluten Feed 27,0
4. Bungkil kelapa 12,0
5. Jagung 10,0
6. Rumput gajah kering 278
7. Premix (berisi vitamin dan mineral) 0,3
8. Garam 0,3
9. Kapur (kalsium karbonat) 0,3
10. Tepung tulang (dikalsium fosfat) 0,3




Pakan dibuat setiap dua minggu sekali. Pakan berupa pellet disimpan pada
refrigerator untuk mencegah kerusakan senyawa bioaktif. Pada setiap pembuatan pakan,
dianalisis kandungan antosianin dan diosgenin serta bilangan peroksida untuk
memastikan bahwa ransum tetap baik.

Kelinci diadaptasikan pada lingkungan pemeliharaan selama satu bulan untuk
penyesuaian lingkungan dan pakan. Pada saat adaptasi pakan diberikan secara
bertahap. Setelah masa adaptasi, kelinci ditimbang berat badannya, kemudian
dikelompokkan menjadi dua yaitu:

Kelompok A adalah:

1. Ransum basal

2. Ransum basal + 0,25% Kolesterol

3. Ransum basal yang mengandung 15% tepung umbi dioskorea + 0,25% Kolesterol
4. Ransum basal yang mengandung 30% tepung umbi dioskorea + 0,25% Kolesterol
Kelompok B adalah:

1. Ransum basal + 0,25% Kolesterol + 25 mL aquadest

2. Ransum basal + 0,25% Kolesterol + 25 mL ekstrak air tepung umbi

3. Ransum basal + 0,25% Kolesterol + 50 mL ekstrak air tepung umbi

Kolesterol sebesar 025% ditambahkan untuk membuat kelinci menjadi
hiperkolesterolemia. Pakan yang mengandung kolesterol dibuat terpisah dengan ransum
basal. Pakan yang mengandung kolesterol diberikan terlebih dahulu kepada kelinci
percobaan untuk dihabiskan, baru kemudian diberikan pakan basal sebanyak 120 g/ hari.
Pada kelompok A, tepung umbi dicampurkan ke dalam pakan basal, sedangkan pada
kelompok B, ekstrak air tepung umbi diberikan dengan cara dicekokan Semua ransum
diformulasikan iso kalori, iso protein, dan mengandung jumlah serat yang sama.

Kelinci diberi diet sesuai dengan perlakuan hingga dua belas minggu. Pada jangka
waktu ini diperkirakan telah terbentuk plak pada dinding arteri kelinci. Selama pengujian,
dilskukan pengamatan terhadap. berat badan setiap lima hari sekali, konsumsi ransum
setiap hari, kadar kolesterol, trigliserida , HDL kolesterol dan LDL kolesterol dan
kolesterol pada feses pada minggu ke O (baseline), 4, 8 dan 12. Sebelum pengambilan
contoh darah, kelinci dipuasakan antara 10-12 jam. Darah diambil pada pembuluh darah
vena atau arteri telinga kelinci sebanyak 5 mL. Pada akhir pengujian, kelinci dimatikan
dengan cara disembelih menggunakan pisau yang tajam. Setelah darah dikeluarkan,
kelinct kemudian dibedah dan dipisahkan organ-organnya yaitu: jantung dan aorta, hati,
dan ginjal. Lalu difiksasi untuk selanjutnya dilakukan pengamatan histologi. Pengamatan

yang dilakukan adalah terhadap lesi ateroskiorosis pada dinding aorta, perubahan
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morfogi hati dan ginjal, kadar malonal dehida hati, dan kadar enzim SOD, GPX dan

katalase pada hati dan ginjal.

Jenis dan Disain Penelitian

Jenis penelitian adalah Eksperimental. Disain penelitian yang digunakan untuk uji
kimia adalah Rancangan Acak Kelompok dengan faktor 3 X 2. Faktor pertama adalah
konsentrasi asam sitrat untuk perendaman umbi, dan faktor kedua adalah lama blansir.
Pengelompokan dilakukan berdasarkan asal bonggol umbi yaitu 3 kelompok. Disain
penelitian yang digunakan untuk uji secara in vitro adalah Rancangan Acak lLengkap
dengan faktor. ekstrak metanol tepung umbi, standar trolox, wit E dan vit C. Disain
penelitian yang digunakan untuk uji secara in vivo adalah Rancangan Acak Lengkap
dengan faktor pada kelompok A: 1. Ransum basal, 2. Ransum basal + 0,25% Kolesterol,
3. Ransum basal yang mengandung 15% tepung umbi + 0,25% Kolesterol, 4. Ransum
basal yang mengandung 30% tepung umbi + 0,25% Kolesterol. Pada kelompok B: 1.
Ransum basal + 0,25% Kolesterol + 25 mL aquadest, 2. Ransum basal + 0,25%
Kolesterol + 25 mL ekstrak air tepung umbi, dan 3) Ransum basal + 0,25%kolesterol + 50

mL ekstrak tepung umbi.
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Variabel

Variabel kimiawi yang diukur adalah total proksimat, kandungan mineral,
kandungan diosgenin, total polifenol, kandungan antosianin, total serat pangan, dan uji
kecukupan biansir yaitu: aktivitas enzim polifenol oksidase. Variabel pengujian in vitro
yang diukur adalah kapasitas antioksidan terhadap radikal DPPH dan kapasitas anti-
agegasi platelet. Variabel pengujian in vivo yang diukur adalah:

Variabel biokimia: profit lipida serum yaitu total trigliserida, total kolesterol, LDL-kolesterol
dan HDL -kolesterol; aktifitas enzim superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation
peroksidase (GPx), dan kadar kolesterol feses. Variabel histologii pengamatan
mikroskopis terhadap terjadinya lesi aorta, mosfologi hati dan ginjal, serta kandungan

enzim SOD secara imunohistokimia pada hati dan ginjal.

Prosedur Analisis
A. Analisis kadar protein metode Horwittz ( 2007)

Sampel ditimbang sebanyak 0.7-2 2 g di dalam labu ekstraksi. Ke dalam sampel
ditambahkan 0.7 g HgO, 15 g K;SO, atau Na,SO, anhidrat dan 25 mlL H,SO,. Jika
sampel yang digunakan lebih dari 22 g, ditambahkan 10 mL H,SO, ditambahkan kepada
setiap 1 g sampel. Labu ekstraksi yang berisi sampel ditempatkan pada posisi miring, dan
dipanaskan secara perlahan sampai timbul buih. Kemudian larutan di dalam labu
dididhkan sampai menjadi bening dan dididihkan 30 menit lagi. Setelah itu larutan
didinginkan dan ditambahkan 200 mL H,SO,., dan dilanjutkan didinginkan hingga
mencapai suhu dibawah 25°C. Setelah itu 25 mL larutan tiosulfat ditambahkan ke dalam
larutan dan diaduk agar Hg mengendap. Butiran Zn ditambahkan agar larutan tidak
bergejolak. Labu dimiringkan, dan NaOH ditambahkan sebanyak 15 g untuk setiap 10 mL
H,SO, yang digunakan untuk membuat larutan menjadi basa. Labu destilasi kemudian
dihubungkan pada kondensor. Ujung kondesor direndam ke datlam larutan asam standar
dan ditambahkan 5-7 tetes indikator pada larutan penerima. Labu diputar agar larutan di
dalamnya tercampur rata kemudian dipanaskan sampai seluruh NH; telah terdestilasi
(telah dicapai 2150 destilat). Larutan penerima dicabut, ujung kondensor dicuci, dan
dilakukan titrasi asam standar pada destilat dengan larutan standard NaOH. Koreksi

dilakukan dengan penghitungan blanko. Persentasi nitrogen dihitung sebagai berikut:
L3007

W = TimE spander aem X gsam normaly = imLzcender Xo0F x NaOH neemall] X

SaMPe

a
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B. Analisis kandungan lipida metode Horwittz (2007)

Sampel sebanyak 2 g dikeringkan dengan metode AOAC-934.01. Sampel kering
kemudian diekstraksi dengan menggunakan eter yang dilalukan dengan cepat. Lama
pengekstrakan dapat bervariasi antara 4-16 jam. Ekstrak kemudian dikeringkan setama

30 menit pada 100°C, didinginkan dan ditimbang.

C. Analisis kandungan air metode Horwittz (2007)

Sampel ditimbang sebanyak 2 g. Sampel kemudian dikeringkan di dalam oven
pada suhu 100-135°'C sampai dicapai berat tetap. Kadar air dihitung sebagai selisih berat

sampel setelah mencapai bobot tetap.

D. Analisis kandungan abu metode Horwittz (2007)

Cawan abu dipanaskan di dalam oven, kemudian didinginkan di desikator dan
ditmbang segera setelah mencapai suhu ruang Sampel ditimbang sebanyak 3-5 g ke
dalam cawan abu tersebut, kemudian dimasukkan ke dalam furnace dan dipanaskan
pada suhu 550°C sampai sampel berwarna abu-abu muda, atau dicapai berat konstan.

Cawan didinginkan dalam desikator dan ditimbang segera setelah mencapai suhu kamar.

E. Analisis kadar mineral metode Horwittz (2007)

Analisis dilakukan menggunakan metode Atornic Absorption Spectropholometric
(AAS). Pertama-tama sampel dipreparasi mengguriakan pengabuan basah, yaitu sampel
ditimbang sebanyak 1 g, dikeringkan dan dihancurkan, kemudian dimasukkan ke dalam
150 mL gelas beker. HNO; sebanyak 10 ml ditambahkan ke dalam gelas beker dan
sampel dibiarkan terendam dengan baik. Setelah itu HC104 60% ditambahkan sebanyak 3
mL. Larutan dipanaskan pada hot pl/ate, sampai HNO; hampir semuanya menguap dan
terbentuk uap HCIO, berwarna putih. Larutan didinginkan dan ditambahkan HCI sebanyak
10 mL dan dipindahkan ke labu 50 mL. Larutan 5% La ditambahkan hingga mencapai
volume. Jika diperlukan, sampel dapat diencerkan dengan menambahkan HC! 10% agar
dapat dibaca oleh instrument. Larutan dianalisis dengan menggunakan AAS. Perhitungan
konsentrasi elemen adalah sebagai berikut:

% Elemen = ppm ¥ 10°

' Juge F
Ppm eieman = | — lx—sampe!
“mLs g
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ml pengenceran awal x pengenceran axhir

50 mi

Dimana, F =

F. Penentuan kandungan diosgenin metode Uematsu (2000).

Kadar lemak sampel dihilangkan terlebih dahulu dengan cara mengekstrak
sampel menggunakan n-heksan. Residu yang telah bebas lemak, kemudian diekstrak
menggunakan metanol. Ke dalam 3 g sampel bebas lemak, ditambahkan 30 mL metanol
kemudian dikocok menggunakan shaker selama 12 jam, kemudian disentrifus untuk
memisahkan residu dengan supernatan. Prosedur ekstraksi diulangi sebanyak tiga kali.

Standar diosgenin dan p-anisaldehyde (4-methoxybenzaldehyde) disiapkan.
Kandungan diosgenin ditentukan dengan mengukur absorbansinya pada panjang
gelombang 430 nm, berdasarkan reaksi warna dengan anisaldehyde, asam sulfat dan etil
asetat. Disiapkan dua pereaksi pembentuk warna yaitu : (A) 0.5 ml p-anisaldehid dan
995 ml etil asetat, dan (B) 50 ml asam sulfat pekat dan 50 ml etil asetat. 200 pg ekstrak
metanol umbi ditempatkan pada tabung reaksi. Untuk ini, 1 mg ekstrak metanol dari umbi
yang telah dihilangkan lemaknya pertama-tama dilarutkan dalam 1 ml methanol, dan 200
pl dari larutan ini ditempatkan pada tabung yang lain; metanol dievaporasi dengan gas
nitrogen. Residu ini kemudian dilarutkan dalam 2 mL etil asetat; masing-masing 1 mL dari
reagen A dan B kemudian ditambahkan ke dalam tabung dan diaduk. Tabung reaksi
ditempatkan pada water bath yang dijaga suhunya pada 60°C selama 10 menit agar
warna terbentuk, kemudian didinginkan selama 10 menit pada waterbath dengan suhu
25°C.  Selanjutnya, absorbansi diukur pada panjang gelombang 430 nm dengan
menggunakan spektrofotometer. Etil asetat digunakan sebagai kontrol blanke dengan
cara menempatkan 2 mL etil asetat pada tabung dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang yang sama. Untuk pembuatan kurva standard, 2-40 ug standard diosgenin
dilarutkan dalam 2 mi etil asetat Setiap sampel diulangi tiga kali dan rata-ratanya

dihitung.

G. Ekstraksi Antosianin metode Pazmino-Duran (2001)

Sampel dipotong kecil-kecil sebanyak 5 gam kemudian ditambah 100 mL metanol
(nisbah 1:20) yang mengandung 0.1% HCI pekat dan dimaserasi selama semalam pada
suhu dingin ( + 5°C). Filtrat disaring dan residu diekstrak kembali dengan pelarut yang
sama (50 mL metanol-0.1% HCI) dengan pengaduk magnetik sampai sampel berwarna

pucat Filtrat disatukan, dipekatkan dengan evaporator berputar pada suhu 40°'C sampai
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diperoleh ekstrak pekat, lalu disimpan pada suhu dingin (+ 5°C) atau dikering bekukan
(Freeze dried).

H. Analisis Total Antosianin metode Giusti dan Wrolstad ( 2000)

Penetapan antosianin total ditakukan dengan metode perbedaan pH, yaitu dengan
melarutkan sejumlah kecil ekstrak sampel dalam buffer pH 1.0 dan pH 4.5, kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 510 nm dan 700 nm. Buffer pH 1.0 dibuat
dengan cara melarutkan 1.49 g KCI dalam 100 mL aquadest kemudian diatur pH nya
dengan HCI pekat hingga pH 1.0 + 0.1. Pada pH 1.0 antosianin berbentuk ion flavilium
yang berwarna merah, sedang pada pH 4.5 antosianin berbentuk karbinol yang tidak
berwarna..

Untuk menghitung konsentrasi antostanin total, faktor pengenceran yang tepat
harus ditentukan terlebih dahulu dengan cara melarutkan sampel dengan buffer KCI pH
1.0 hingga diperoleh absorbansi kurang dari 1.2 pada panjang gelombang 510 nm.
Selanjutnya, ekstrak sampel dilarutkan dalam buffer asetat pH 4.5 dengan pengenceran
yang sama. Sampel yang dilarutkan pada buffer 4.5 dibiarkan selama $ menit, sebelum
diukur absorbansinya. Absorbansi dar kedua larutan diukur pada panjang gelombang
510 dan 700 nm dengan buffer pH 1.0 dan 4.5 sebagai blanko. Absorbansi untuk masing-

masing ekstrak pada panjang gelombang 510 dan 700 nm, dimasukkan ke dalam rumus:

ol [(A_m - A‘l..)/)]ll = (Asy0 _Awo)pms

Kandungan antosianin total dihitung dengan rumus :

%bib =~ x MIY x BF x——x100%
(exL) It

Keterangan:
%b/b = Kandungan antosianin (dalam %)
E = Koefisien ekstingsi molar sianidin-3-rutinosida = 28.800 L/cm
L = Lebar kuvet
MW = Berat molekul sianidin-3-rutinosida = 445.2 g/mol
DF = Faktor pengenceran
\% = Volume akhir/volume ekstrak pigmen (L)
Wt = Berat sampel (g)

I. Analisis kadar total fenol metode Folin-Ciocalteu yang telah dimodifikasi oleh
Chaovanalikit dan Wrolstad (2004).

Analisis kadar total fenol pada sampel ekstrak tepung umbi dilakukan dengan

menggunakan metode kotorimetri. Pembuatan kurva standar dilakukan dengan membuat
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konsentrasi asam galat dalam air deionisasi sebesar 0, 40, 80, 120, 160, dan 200 ppm di
dalam tabung reaksi. Standar kemudian dicampur dengan 0,5 mL reagen Folin-Ciocalteu
50 % (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., U.S.A) dan 7,5 mL air deionisasi. Campuran
dibiarkan pada suhu kamar selama 10 menit, kemudian ditambahkan 1,5 mL sodium
karbonat 2 % (w/v). Selanjutnya, campuran dipanaskan pada suhu 40°C dalam water
bath selama 20 menit, dan secepatnya didinginkan. Campuran kemudian diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 755 nm. Hasil absorbansi merupakan fungsi
konsentrasi kadar asam galat, dan diplotkan dalam gafik untuk digunakan sebagai kurva
standar asam galat. Pengujian sampel ekstrak dilakukan seperti seperti pada standar dan
hasilnya diplotkan ke dalam persamaan kurva standar sehingga konsentrasi total fenol
sebagai asam galat dalam larutan sampel diketahui dalam bentuk persentase (%) fenol

per berat sampel.

J. Analisis kandungan serat pangan metode Horwittz (2007)

Analisis dilakukan menggunakan total Dietary Fiber Kil yang menggunakan
kombinasi metode enzimatik dan gavimetrik. Jika kandungan lemak sampe lebih besar
dari 10%, dilakukan penghilangan lemak dengan petroleum eter. Kehilangan berat akibat
penghilangan lemak dicatat untuk menghitung persentase akhir kandungan serat pangan.
Setiap sampel dihomogenisasi dan dikeringkan semalam pada oven dengan suhu 105°C.
Sampel didinginkan dalam desikator, dan dihaluskan sampai 0,3 -0,5 mm mesh.

Sampel yang telah kering dicerna dengan Termamyl atau o-amilase yang tahan
panas pada pH 6 dan suhu 95°C untuk menghilangkan karbohidrat sederhana. Setelah itu
sampel dicerna dengan protease pada pH 7.5 dan suhu 60°C untuk menghilangkan
protein. Terakhir, sampel dicema dengan amiloglukosidase pada pH 4-4.6 dan suhu 60°C
untuk menghilangkan pati. Etil alkohol sebanyak 4 kali lipat volume ditambahkan untuk
mempresipitasi soluble dietary fiber (SDF). Total residu disaring dan dicuci dengan 78%
etl alkohol, 95% etil alkohol dan aseton secara berturut-turut. Residu kemudian
dikeringkan dan ditimbang. Setiap sampel ditimbang dua kali masing-masing duplo. Satu
sampel dianalisis untuk protein dan satu sampel untuk kadar abu. Total serat pangan

dihitung sebagai selisih antar berat residu dengan berat protein ditambah abu.

K. Pengukuran kecukupan blansir metode Ndiaye (2008)

Enzim polifenoloksidase pada sampel diekstrak dengan menggunakan air. Umbi
yang telah diblansir kemudian secara cepat dihancurkan menggunakan waring blender.

Puree umbi kemudian ditimbang sebanyak 10 gam dan dicampur dengan buffer
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Mclivaine-sitrat-fosfat pada pH 6.5, menggunakan vorteks. Campuran kemudian
disentrifuse pada 6000 rpm pada suhu 4°C selama 30 menit. Supernatan yang diperoieh
disimpan di dalam refrigerator sampai saat analisis.

Aktivitas enzim polifenol oksidase dilakukan secara duplikasi menggunakan
spektrofotometer, dan dihitung berdasarkan slope dari kurva absorbansi pada panjang
gelombang 420 dengan waktu (menit). Larutan katekol (1 mL, 0.175 M) dan bufer
Mclivaine sitrat-fosfat pH 6.5 di tambahkan ke dalam 0.5 mL ekstrak polifenol oksidase.
Campuran kemudian diinkubasikan pada 30°C selama 20 detik sebefum pengukuran
absorbansi. Pengukuran dilakukan setiap 20 detik sampai dengan 5 menit. Satu unit
aktivitas polifenol oksidase didefinisikan sebagai kenaikan 0.001 nilai absorbansi pada
panjang gelombang 420 / untuk setiap mL sampel per menit. Aktivitas PPO residu
diekspresikan sebagai persen rasio antara sampel pure umbi yang diblansir dengan

sampel yang tidak diblansir (kontrol).

L. Uji kapasitas antioksidan metode Yamaguchi (1998)

Umbi segar dikupas dan dipotong kecil. Tepung umbi ditimbang sebanyak 5 g
kemudian dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer. Ke dalam labu dimasukkan metanol-
0.1% HCI dengan nisbah sampel-metanol adalah 1 : 20. Campuran dimaserasi selama
semalam pada suhu dingin ( + 5°C). Filtrat disaring dan residu diekstrak kembali dengan
pelarut yang sama (metanol-0.1% HCI) dengan pengaduk magnetik sampai sampel
berwarna pucat. Filtrat disatukan, dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C
sampai diperoleh ekstrak pekat, lalu disimpan pada suhu dingin (+ 5°C) sampai dilakukan
pengujian.

Uji kapasitas antioksidan dilakukan dengan menguji efek pembersihan radikal
DPPH (1,1-diphenyl-picrylhydraziyl) oleh ekstrak sampel. Sebagai standard digunakan
trolox. Kurva standard trolox dibuat dengan cara melarutkan trolox dengan konsentrasi
20, 40, 60, 80, 100 ppm ke dalam metanol Ke dalam tabung reaksi dimasukkan metanol,
buffer asetat, standard atau sample dan larutan DPPH. Sebagai blanko digunakan
metanol, dan DPPH. Campuran diinkubasi di dalam gelap selama 20 menit, kemudian
diukur absorbansi pada 517 nm. Nilai kapasitas antioksidan merupakan selisin antara
nilai absorbansi DPPH dengan nilai absorbansi sampel. Kurva standard trolox dibuat
dengan cara memplotkan nilai konsentrasi trolox dengan nilai kapasitas antioksidan. Nilai
absorbansi sampel diperoleh dengan memasukkan nilai kapasitas antioksidan ke dalam

persamaan kurva standard dengan satuan mili equivalent trolox per 100 g bahan.
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M. Analisis kapasitas anti agegasi platelet metode Gong (2010) dan Azima (2004).

Persiapan platelet . Darah kelinci diambil dari pembuluh vena dengan
menggunakan syringe steril, kemudian dicampur dengan trinatrium sitrat 3.8% dengan
perbandingan (9:1 v.v) ke dalam tabung. Plasma Kaya Platelet (PRP) diperoleh dengan
cara mensentrifus darah pada 1000 rpm selama 15 menit. Plasma miskin Platelet (PPP)
diperoleh dengan mensentrifuse endapan darah yang tersisa pada 1000 rpm selama 15
menit. ADP digunakan sebagai agen agegasi. Prinsip pengukuran agegasi platelet
adalah berdasarkan perubahan transmisi cahaya. Sebelum penembahan agegator,
transmisi cahaya yang melalui PRP adalah terendah, karena platelet tersuspensi dalam
PRP. Setetah penambahan agegator, platelet akan beragegasi dan mengendap hingga
pasma menjadi jernih dan transmisi cahaya akan meningkat. Alat yang digunakan untuk
mengukur agegasi adalah Chrono log Aggegometer dikerjakan di laboratorium patologi
Klinik Pusat Jantung Terpadu RSCM.

PPP sebanyak 500 pl dimasukkan ke dalam kuvet. Kuvet yang berisi PPP
dimasukkan ke dalam lubang optis, lalu PPP set switch ditakan untuk menentukan
agagasi 100% (dimana PRP 0% agegasi). Ke dalam kuvet yang lain dimasukkan 440 pl
PRP, lalu dimasukkan 10 Pl Ekstrak umbi dioskorea segar, ekstrak tepung umbi atau
ekstrak diosgenin (untuk blanko digunakan 10 pyl PPP tanpa ekstrak) yang telah
diencerkan dengan PPP sesuai konsentrasi yang diinginkan, disusul dengan memutar
sampel menggunakan magnetik stirer untuk menghomogenisasi campuran. Setelah itu
campuran diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit, dan ake dalam masing-masing
kuvet ditambahkan ADP 10 pM sebanyak 50ul sebagai bahan penginduksi agegasi
platelet, sehngga volume akahir masing-masing kuvet adalah 500 pl, kemudian agegasi
piaelet diukur.

Aktivitas anti agegasi platelet dinyatakan dengan nilai D50, yaitu konsentrasi
ekstrak yang mampu menghambat agegasi platelet sebesar 50% dibandingkan dengan
blanko. Konsentrasi ekstrak dinyatakan dalam berat per volume dengan satuan mg/mi
PRP. Konsentrasi ekstrak yang dianalisis dinyatakan dalam berat ekstrak per volume
pelarut yang diperoleh dari penimbangan dibagi volume keseluruhan sampel (volume
PRP) dalam kuvet dibagi faktor pengenceran,

Adapun rumus untuk mengetahui konsentrasi ekstrak yang dianalisis adalah
sebagai berikut:

Kcmsentrasi(mg/m[,PR[’):geramampd_ : x -
Vol.pelarut  I'P volPRP

FP = Faktor Pengenceran
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N. Pengujian Total Kolesterol / TK (Boehringer Kits)

Kadar Kolestero! total diukur dengan metode CHOD-PAP (Cholestero! Oxidase-p-
aminophenozone) dengan prinsip pengujian secara enzimatis kalorimetri berdasarkan
reaksi :

Kofesterol esterase
Kolesterol ester + H,0 — ————————— kolesterol + RCOOH
Kolesterol oksidase
Kolesterol + O, — 4-kolesten-3-one + H,O,
Peroksidase

2H,0, + Phenol + 4-aminoanthipyrine — 3 red quinine + 4H20

Serum darah diambil sebanyak 0.01 m| dan dicampurkan dengan 1 mi reagen (kit
Komersial) kemudian dimasukkan ke dalam tabung lalu dicampurkan sampai homogen.
Setelah campuran homogen kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit.
Setelah itu dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 546 nm. Perhitungan kadar
kolesterol total dilakukan dengan menggunakan rumus sebagai berikut.

mgy _ absorbans: sampe!l

Kadarkolesterol (,—) == e — . — x200mg/dl
dl absorbans! stanaar

0. Pengujian High Density Lipoprotein / HDL (Boehringer Kits)

Pengukuran HDL dilakukan dengan metode CHOD-PAP. Sebelum pengujian
kadar HDL, dilakukan persiapan sampel yaitu sebanyak 200 m| serum darah dicampurkan
dengan 500 ml reagen presipitasi kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu
kamar. Setalah itu dilakukan sentrifuse pada 4000 rpm selama 10 menit sehingga
dihasilkan supernatan yang siap untuk dianalisis. Tahapan selanjutnya dilakukan analisis
kadar HDL dengan metode CHOD-PAP yaitu diambil 100 ml supernatan kemudian
dicampurkan dengan 1000 ml larutan reagen. Setelah tercampur diinkubasi pada suhu
370C selama 5 menit. Setelah itu dibaca absorbansinya pada | 546 nm. Perhitungan

kadar HDL dilakukan dengan rumus sebagai berikut.

TG, ;
s labsorbansi Sa'mpez‘] X219 2ang el

Kadar HDL ( -
(L

P. Pengujian Trigliserida/TG (Boehringer Kits)

Prinsip pengujian berdasarkan reaksi dibawah ini :

lipase
Tri glserida + H20 > glycerol + 3RCOOH
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Glyserol kinase
Glyserol + ATP _— glvcerol-3-fosfat +ADP
Glycerol-3-fosfat oksidase
Glycerol-3-fosfat + 02 —————————» dibidroksiaseton fasfat + H20>
Peroksidase

2H202 + 4-aminofenazon — 4-Klorof enol quinomeimine + HCI +4H 20

Serum darah diambil sebanyak 0.01 m), lalu dicampurkan dengan 1 ml reagen.
Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°Csetama 5 menit, absorbansinya kemudian dibaca
pada panjang gelombang 546 nm. Perhitungan kadar trigliserida dilakukan dengan

menggunakan rumus sebagai berikut.

- _ .o me Absorban st sampel _
KadarTrigitseriaa (,—) = - : x 200 mg/dl
al Absorbansi standar

Q. Pengujian Kadar Low Density Lipoprotein (LDL) metode Baraas (1994)
Kadar LDL dihitung secara langsung menggunakan rumus sebagai berikut.

v TG
Kadar LDL = Tota! kolesterol — {H DL + ~§—)

diasumsikan bahwa TG/5 merupakan kadar VLDL (very fow density lipoprotein).

R. Analisis kadar malonaldehida metode Singh (2002)

Sekitar 2,5 gram hati yang telah dicacah (keadaan dingin) ditambahkan ke dalam
10 ml larutan PBS (phosphat buffered saline) yang mengandung 11,5 g/l KCI. Sefanjutnya
sampel dihancurkan dengan digerus, kemudian disentrifus pada kecepatan 3000 rpm
selama 15 menit. Sebanyak 2 ml supernatan hati kelinci ditambah 8 0 ml HCi 0,25 N
(dingin) yang mengandung 15% TCA (trichloroacetic acid), 0,38% TBA (thiobarbituric
acid), dan 0,5% BHT (butylated hydroxytoluena). Campuran dipanaskan dalam penangas

air pada SO.C selama 1 jam. Setelah dingin, campuran disentrifus pada 3000 rpm selama
15 menit. Absorbansi supernatan diukur dengan spektrofotometer pada 532 nm. Sebagai
larutan standar digunakan TEP (7,1 3 3-tetraethoxypropane). Bila konsentrasi MDA
rendah, menunjukkan adanya penghambatan terhadap oksidasi lipid oleh suatu

antioksidan.
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S. Analisis Aktifitas Enzim Super oksida dismutase (SOD), Katalase dan Glutation
Peroksidase (GPX) Plasma metode Pigeolet (1990)

Aktifitas SOD diuji berdasarkan laju penghambatan reduksi ferisitokrom c oleh
anion superoksida yang dihasilkan oleh xantin/xantin oksidase. Xantin dioksidasi menjadi
asam urat dan anion superoksida yang tenadi akan mereduksi ferisitokrom c¢. Reduksi
ferisitokrom ¢ diamati berdasarkan kenaikan absorbansi pada panjang gelombang 550
nm. Pengukuran aktifitas SOD dilakukan dengan cara memasukkan 2,9 mL larutan
campuran xantin dan larutan sitokrom c ke dalam tabung reaksi 3 mL. Kemudian
kedalamnya ditambahkan 50 uL larutan sampel atau larutan kontrol (air destilasi) dan
divorteks secara perlahan. Setelah itu ditambahkan 50 uL larutan xantin oksidase dan
divorteks secara perlahan. Untuk blangko digunakan buffer fosfat sebagai pengganti

sampel. Perubahan absorbansi yang terjadi diamati pada panjang gelombang 550 nm.

4] .
U A (Tﬂ)‘ 0.67 mL
Aktivitas SOD (—) e i i
To 0.550(50)

A adalah: aktifitas yang diperoleh dari persamaan regesi

Pengukuran aktifitas katalase dilakukan dengan menambahkan 1 miL. sampel ke
datam 5 mL buffer fosfat 0,05 M pada pH 7 sambil divorteks. Selanjutnya pada campuran
dtambahkan 4 mL H,0O, dan diinkubasi selama 60 detik. Sebanyak 1 mL campuran
larutan ditambahkan 2 mL larutan kalium bikarbonat, kemudian dipanaskan pada air
mendidih selama 10 menit. Setelah dingin, serapan diukur pada panjang gelombang 570
nm.

o

E {_J' y : }"
Astiritas Kataioss ( —) = ’{')‘

v 14ml}

4t

o8

-

N

g

©

A adalah: Konsentrasi katalase yang diperoleh dari persamaan regesi kurva

standar.

Pengukuran aktifitas glutation peroksidase dilakukan dengan menambahkan
200uL buffer fosfat 0.1M pH7.0 yang mengandung 0.1mM EDTA ke dalam 200 uL
sampel. 200 uL glutation tereduksi (GSH) 10 mM dan 200 uL enzim glutation reduktase

24 unit selanjutnya diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Larutan yang telah

dinkubasi ditambahkan 200 uL NADPH 1.5 mM, kemudian larutan tersebut diinkubasi
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lagi pada suhu yang sama selama 3 menit. Setelah diinkubasi ditambahkan 200uL H.O;
1.5 mM ke dalam larutan. Selanjutnya serapan larutan dibaca di antara waktu 1-2 menit

setelah inkubasi pada panjang gelombang 340 nm.

£ Absx Ve
Aktivitas GSH — Py = x x 2 x 1000 x

TenxV mg protern

T. Analisis kolesterol pada feses metode Chen (2001)

Feses selama periode metabolisme dikumpulkan, dan dikeringkan menggunakan
oven vakum dan dikeringkan. 1 g feses kering diekstrak netral steroid dan asam
empedunya menggunakan kloroform dan metanol (2:1) pada 60°C selama 2 jam. Steroid
netral dihitung dengan meraksikannya menggunakan reagent Libermann-Burchard
{asetat anhidrat : asam sulfat : asam asetat, 20 : 1 : 10). Asam empedu dihitung
berdasarkan reaksi yang dikatalisa oleh 3-a-hydroxysteroid dehydrogenase. Sejumiah
kolesterol/ asam kenodeoksikolat ditambahkankan pada sampel feses, kemudian

diekstrak dengan cara yang sama seperti sampel feses lainnya.

U. Pengamatan Histopatologis metode Kiernan (1990)

Prosedur pembuatan sedian histologis adalah sebagai berikut. pemeriksaan

organ-organ kelinci setelah dieuthanasi adalah dilakukan fiksasi, dehidrasi, clearing,

infitrasi, embedding, pemotongan, pewarnaan dan mikrofotografi.
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Gambar 4. Tahapan preparasi sediaan jaringan organ kelinci

Pembuluh aorta jantung, jaringan ginjal dan hati diambil dan dipisahkan dari organ
lainnya. Kemudian difiksasi dengan menggunakan formalin atau larutan Bouinn. Organ
disayat-sayat untuk memudahkan filtrasi tarutan fiksatif ke dalamnya. Sampel organ
dmasukan dalam botol sampel yang telah disi larutan fiksasi. Selanjutnya sample
didehidrasi yaitu proses mengeluarkan air dari dalam jaringan/organ dengan
menggunakan alkohol bertingkat. Konsentrasi alkohol yang digunakan dari 70%, 80%,
90%, 95% dan 100% (alkohol absolut) masing-masing selama 1 jam. Setelah proses
dehidrasi dilakukan, dilakukan penjernihan untuk menggantikan tempat alkohol dalam
jaringan setelah didehidrasi dengan suatu medium penjernih yaitu xylol. Selanjutnya
adalah proses embedding, yaitu proses memasukkan/menanam jaringan ke dalam blok-
blok parafin (cetakan) untuk memudahkan pada proses penyayatan dengan mikrotom.
Jaringan yang telah diembedding kemudian disayat menggunakan mikrotom sehingga
didapatkan sediaaan dengan ketebatan 0.4-0.5 pm Untuk mewarnai preparat diperiukan
proses deparafinisasi (penghilangan paraffin) dan rehidrasi jaringan. Deparafinisasi
dlakukan dalam xylo! sebanyak tiga kali, rehidrasi dilakukan pada larutan alkohot

bertingkat mulai dari alkohot absolut hingga alkohol 70% dan dilanjutkan dengan

perendaman preparat dalam air mengalir selama 3-15 menit. Terakhir, preparat dibilas di
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dalam aquaces selama 5 menit. Preparat telah siap untuk dilakukan pengamatan

morfologi atau uji lainnya.

1. Analisis terhadap Morfologi Hati dan Ginjal Metode Kiernan (1990)

Pengamatan morfologi hati dan ginjal dilakukan dengan melakukan pewarnaan
umum dengan menggunakan Hemaktosilin Eiosin pada jaringan. Dengan pewarnaan ini,
hemaktosilin akan mewarnai bagian sel yang bersifat asam atau basofilik seperti bagian
inti sel yang mengandung DNA, sedangkan eiosin akan mewarnai bagian sel yang
bersifat basa atau eisinofilik seperti bagian sitoplasma. Preparat direndam dalam larutan
hematoksilin yang telah disaring selama 3-5 menit, kemudian direndam dalam air ledeng
selama 5 menit untuk mendapatkan warna biru keunguan dan sekaligus membersihkan
kelebihan warna pada sitoplasma. Hasil pewarnaan kemudian diperiksa dibawah
mikroskop. Apabila terlalu biru, dapat ditetesi HCI. Apabila sudah didapatkan warna biru
yang tepat, preparat dicuci dengan aquades dan dapat diwarnai dengan Eiosin.
Pewarnaan dengan Eiosin dilakukan dengan merendam praparat pada pewarna eiosin
yang sudah disaring selama 2 menit, kemudian dicuci dengan aguades dan didehidrasi
dalam alkohol 70%, 80%, 90%, 95% dan absolut 1 masing-masing sekitar 3-5 detik,
dilanjutkan dengan alkohol absolut 2 dan absolut 3 masing-masing 1 menit. Setelah itu
preparat dic/earing dengan xylol 1, xylol 2 dan xylol 3 masing-masing selama 1 menit.
Preparat yang sudah diinfiltrasi dengan xylol siap ditutup dengan gelas penutup (cover

glass) dan siap untuk diamati.

2. Analisis Kandungan Cu-Zn SOD pada Hati dan Ginjal Secara imunohistokimia
metode Kiernan (1990) dan Wresdiati (2006).

Keberadaan enzim Cu-Zn SOD pada jaringan hati dan ginjal dilakukan
menggunakan metode enzyme-/abelied antibodi dengan tehnik tidak langsung (indirect).
Pada tehnik ini, antibodi pertama adalah monoklonal antibodi anti SOD pada organ hati
dan ginjal secara berturut-turut. Antibodi kedua dilabel oleh adanya konjugasi dengan
enzim peroksidase. Tempat menempeinya antibodi kedua pada jaringan dapat dideteksi
secara histologis dengan menggunakan reaksi DARB-hidrogen peroksida yang
menghasilkan warna coklat. Urutan proses tehnik imunohstokimia adalah sebagai berikut.
Preparat yang sudah dideparafinisasi dan rehidrasi dihilangkan peroksidase endogennya
dengan substrat metanoi dan hidrogen peroksida Setelah itu dicuci dengan air destilasi

dan Phosphat Buffer Saline (PBS). Preparat yang sudah dicuci kemudian diinkubasi

dengan normal serum dengan tujuan untuk memblok Ag non spesifik yang dapat
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mengacaukan reaksi. Setelah itu kembali dilakukan pencucian dengan PBS. Jaringan
kemudian diinkubasi dalam antibodi monoklonal anti SOD untuk jaringan ginjal. Setelah
selesai diinkubasi, jaringan kembali dicuci dengan PBS dan kemudian diinkubasi dengan
antibodi kedua DEPS. Setelah selesai diinkubasi, jaringan kemudian dicuci dengan PBS
untuk menghilangkan ekses antibodi sekunder. Untuk visualisasi, ditambahkan DAB
dalam tris buffer dan H,O, sebagai substrat. Penambahan DAB dan H:O, ini dilakukan
datam kondisi gelap untuk mencegah rusaknya bahan akibat cahaya. Jaringan kemudian

dicuci dan diber; “counterstain” dengan hematoksitin.

3. Analisis Lesi Aterosklerosis Aorta Kelinci metode Kiernan {(1990)

Organ aorta difiksasi dengan larutan Bouin selama 24 jam untuk mencegah
terjadinya autolisis. Setelah dilakukan embedding dengan parafin, contoh disiapkan lebih
fanjut untuk pengujian morfologi. Terlebih dahulu setiap bagian aortic arch diseksi secara
potongan serial berurutan (ketebalan 5 pm) sehingga luas maksimum plak dapat
ditentukan. Pewarnaan Verhoeff-von Gieso dimaksudkan untuk melihat perubahan
kolagen dan elastin pada plak yang terbentuk. Ketebalan plak diukur dengan cara
mengukur lebar bagian aorta yang terdapat plak kemudian dikurangi dengan bagian aorta

yang tidak terdapat plak.

Analisis Data

Semua data disajikan dalam bentuk rata-rata + standar deviasi dari tiga ulangan.
Analisis data terhadap kandungan kimia dan biokimia dilakukan menggunakan student T-

test. Nilai dikatakan berbeda secara bermakna bila nilai p lebih kecil dari 0.05.

Pertimbangan Etik

Pertimbangan etik dimintakan kepada Komisi Etik Badan Litbang Kesehatan.
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Iv. HASIL

Tabel 3. Hasil analisa poksimat umbi segar dan tepung umbi

Bahan P Air Abu Lemak | Protein Karbohidrat
_ §/100g | g/100g | g/100g | g/100g §/100 g
| Uwi segar 1 Wet basis_ 74,2 062} 1463 1,5 i 22,2_2_r
Uwisegar2 1,4 0,59 0,64 2,22 | 25,15
Uwi segar 3 : 654 1. . 0506 0,46 2,64 30,91
Rata-rata 70,33 | 0,60 0,85 2,12 26,09
Uwi segar 1 Dry bas@s 25,8 2,40 5,66 5,81 86,12
Uwisegar 2 _ 28,6 2,06 2,24 7,76 87,94
| Uwi segar 3 ) 34,6 1,71 | 1,33_ _ 7,63 ] 89,34
Rata-rata 29,67 2,02 2,88 7,15 87,96
Ulangan 1 ) -
Tepung T1-1 Wet basis 8,67 1,98 0,7 588 83,32
| Tepung T1-2 4 8,63 2,01 0,62 6,11 A 82,63
Tepung T1-3 ! 8,36 1,83 0,65 | 5,92 83,64 |
Tepung T1-4 8,7 1,78 0,64 5,42 83,46 |
Tepung T2-1 8,48 97 1,07 7,84 | 79,84
Tepung T2-2 8,54 2,32 0,98 7,57 80,59 |
| Tepung 128 : 9,05 2,37 1,05 J.23 % 80,30 |
| Tepung 72-4 8,55 1,96 1,03 7,06 81,40 |
| Uiangan 2 Wet basis . _ )
Tepung T1-1 ] 7,18 3165 0,66 8,12 80,39
Tepung T1-2 718 3,65 0,66 8,12 80,39
Tepung T1-3 7,79 3,54 0,73 7,8 80,14
!
| Tepung T1-4 _ = 9,41 3.3 0,68 7,52 75,09
Tepung T2-1 7,89 3,25 078 6383 81,25
Tepung 72-2 . 9,53 3151 L6 7,58 78,73 |
Tepung 712-3 | ) 7,88 3,18 219 0 843| 7932 |
| Tepung 124 | 83 3,21 07| B@l 7996




Tabel 4. Hasil analisa jenis mineral umbi segar dan tepung umbi

| Bahan | Mg Mn Fe Zn Cu Na Al €3 K P I
(mg%) | (mg%) | (mg%) | (mg%) | (mg%) | (mg%) | (mg%) | (mg%) | (me%) | (mg%)} | (mg%)

Umbi

segarl | 15,1 2ol 2a) 14,1 12| 535| 00| 285| 422 49,4| 49

Umbi

segar2 | 13,6 18 16| 113 18| 487 00| 232| 457| 506 53

{ Umbi

|segar3 | 13,6 23| .eg) s 1,4| 500| 00| 197| 40| 56,0 4,5

| Rata-

rata 14,1 2,2 18 12,6 155 50,7 0,0 23,8 43,3 52,0 4,9

Tepung

T1-1 261,0 371 3] 368)] 22| 2174 1,3 | 527,2 | 512,6 | 587,5

Tepung

T1-2 313,3 2,8| 232| 306 1,78 | 2417 0,9 | 621,1 | 572,2 | 659,9

Tepung

-3 292,7 31| 212| 129 2,1 | 260,2 0,7 | 549,1 | 486,0 | 591,9 _

Tepung = 1 |

T1-4 278,1 8,3 14,3 36,7 2,6 | 212,4 1,1 }1511,2 # 502,0 | 615,4

Tepung

121 3026 | 41| 169 | 224 31| 2737 | 12| 617,2 | 6849 | 626,9

Tepung ' =y T

122 zg3 ) 261 @Al 27 2,2 | 2341 1,6 | 641,4 | 4423 | 599,8

| Tepun8 B

12-3 3831 2,5 15,1 374 10\ 22,652, 09| 572,4 | 668,5 | 675,0

Tepung had

T2-4 266,2 3,4 18,3 31,0 2,4 | 238,9 1,4 [ SO0l 4584.5' \ Si7,4




Tabel 5. Hasil analisa serat pangan

Kadar Serat Pangan (g/100)

Wet basis | Dry basis

Ulangan 1

Umbi

Segar 2,43 [ 80 | umbiSegar 12,15
T1-1 1438 | S | Ti:1 15,08
T1-2 16,00 51]T1-2 16,85
T1-3 1502 | 5(T1-3 15,81
T1-4 13,96 5]|T11-4 14,69
T2-1 19,80 | 5| T2-1 20,84
T2 o 19,57 | 5| T2-2 20,60
T2-3 16,89 | 5|72-3 | 17,78 |
T2-4 22,21 S| T2-4 23,38
Ulangan 2

umbi

Segar 2,43 | 80 | umbi Segar 12,115
Tl — -§ 1658 ) §) T+ 17,39
=2 — 1 1839 5iTie - - " sh
T1-3 20,21 51 T1-3 21,27
T1-4 18,46 | 5| T1-4 19,43
T2-1 18,57 | 5|T21 9,55
T2-2 20,17 5]7T2-2 21,24
123 18,58 | S5 ]T723 19 58
12-4 2099 | 5124 22,10
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Tabel 6. Hasil analisa total antosianin

Bahan 'Kadar Antosianin mg/100 g

Ulangan 1
Umbi Segar 5,33 -

_I_gpung T1-1 _9_,34
Tepung T1-2 15,14
Tepung T1-3 11,43

| Tepung T1-4 13,74
Tepung T2-1 30,27
Tepung T2-2 3,06
Tepung T2-3 11,92
Tepung T2-4 1,93
Ulangan 2
Umbi segar 8,50
Tepung T1-1 351,68
Tepung T1-2 243,47
Tepung T1-3 289,20
Tepung T1-4 328,49
Tepung T2-1 280,18
Tepung T2-2 254,42 -
Tepung T2-3 237,67
Tepung T2-4 275,67
Ulangan 3 R

| Umbi segar 1994
Tepung T1-1 66,99
Tepung T1-2 93,61
Tepung T1-3 107,78
Tepung T1-4 11594
Tepung T2-1 184,21
Tepung T2-2 223,50 B

 Tepung T2-3 255,06
Tepung T2-4 20937




Tabel 7. Hasil analisa total polifenol

Bahan Total Polifenol
( setara mg asam galat/100 g bahan)
| Ulangan1 o )
| Tepung T1-1 73,38
| Tepung G 120,55 __
Tepung T1-2 : 138,98
Tepung T1-3 o 137,36
Tepung T1-4 _ JErm2
Tepung T2-1 74,16
TepungT2-2 ) 114,02
| Tepung T2-3 | __5J0 "
Ulangan 2 _ )
Tepung T1-1 169,95 B
Tepung T1-2 180,92 N
| Tepung T1-3 159,90
Tepung T1-4 173,84
TepuﬂgTZ-l 165,41
Tepung T2-2 s 156,52 Sl
Tepung T2-3 145,88
Tepung T2-4 139,86
Ulangan 3 - g
| Tepung T1-1 7_6,34 - |
| Tepung T1-2 68,05 3
Tepung T1-3 . 94,07
Tepung T1-4 _ 87,22
Tepung T2-1 144,53
| TepungT2-2 | 150,32
Tepung T2-3 159,90 - b
Tepung T2-4 182,08
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Tabel 8. Hasil analisa diosgenin

i Kadar diosgenin g/100 g
Ulangan 1

__Tepung T1-1 1,60 B
Tepung T1-2 2,17
Tepung T1-3 5,52

| Tepung T1-4 4,27
Tepung T2-1 1l
Tepung T2-2 0,79
Tepung T2-3 2,93
Tepung T2-4 2,50
Ulangan 2 :

| Tepung T1-1 2,46 =
Tepung T1-2 B 2,36 P
Tepung T1-3 3,31
Tepung T1-4 2,87
Tepung T2-1 4,61
Tepung T2-2 6,57
Tepung 72-3 4,58
Tepung T2-4 3,74
Ulangan 3 -
Tepung T1-1 1,22
Tepung T1-2 1,65
TepungTi3 | 186
Tepung 71-4 K96 s
Tepung T2-1 3,43
Tepung T2-2 2,53
Tepung T2-3 350
Tepung T2-4 AL e
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Tabel 9. Hasil analisa kapasitas antioksidan

Bahan ___Kapasitas antioksidan 100 g tepung setara dengan
mg Vitamin C mg Vitamin E mg Trolox

Ulangan 1

| Tepung T1-1 479.796 1.757.986 703.361
Tepung 71-2 791.648 2.927.431 1.172.139
Tepung71-3 | 874.796 3239235 1.295.861
Tepung T1-4 884.056 3.273.958 1.309.750
Tepung T2-1 690.537 2.548.264 1.019.472
Tepung T2-2 539.981 1.983.681 793.639
Tepung 72-3 883.685 3.272.569 1.309.194
Tepung T2-4 729.426 2.694.097 1.077.806
Ulanagn 2
Tepung T1-1 842389 3.117.708 1.247.250
Tepung T1-2 854.056 3.161.458 1.264.750
TepungT1-3 837.944 3.101.042 1.240.583
Tepung T1-4 884.241 3.274.653 1.310.028
Tepung T2-1 __72SIGHN! 2LHSY. 200 1.063.083
Tepung T2-2 607.574 2237163 895.028
TepungT2-3 |  694.796 2.564.236 1.025.861
Tepung T2-4 634.056 2.336.458 934.750
Utangan 3
TepungT1-1 239.241 855.903 342.528
Tepung T1-2 7 25y - 74 M 616.319 246.694
Tepung T1-3 302.019 1.091.319 436.694
Tepung T1-4 348.685 1.266.319 506.694
Tepung T2-1 742.574 2.743.403 | 1.097.528 |
L 846833 | 3134375 1253917

| Tepung 72-3 859.241 3.180.903 1.272.528
Tepung 72-4 864.611 3.201.042 1.280.583
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V. PEMBAHASAN

Umbi dioskorea (Dioscorea alata) yang digunakan pada penelitian ini adalah jenis
yang berwarna ungu. Umbi im memiliki ukuran dan berat yang bervariasi dengan
diameter antara 30-50 cm dengan berat 2 sampai dengan 10 kilogram per buah. Umbi

memiliki kulit berwarna ungu kehitaman yang keras, akan tetapi apabila dipotong, bagian

tengahnya cukup

Gambar 5. Umbi Dioscorea alata jenis purpurea

renyah. Umbi yang telah dikupas berwarna ungu, dengan warna yang lebih pekat di dekat

bagian kulitnya dibandingkan dengan bagian tengah umbi.

AT

Gambar 6. Umbi Dioscorea yang telah dikupas

Senyawa bioaktif yang terdapat pada suatu bagian tanaman sangat bervariasi
antara satu tanaman dengan yang lainnya. Oleh karena itu untuk mendapatkan bahan

asal yang sama, setiap kelompok perlakuan blansir dan perendaman harus berasal dari
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bagian umbi yang sama. Untuk mendapatkan bahan yang homogen, umbi segar
ditimbang sesuai kebutuhan. Satu ruas umbi yang telah ditimbang dibagi sesuai dengan
kelompok perlakuan yang ada. Misalnya, satu ruas umbi memiliki berat 400 g. Umbi ini
dibagi 8 dengan masing-masing berat 50 g, kemudian dimasukkan ke dalam 8 wadah.
Begitu pula untuk ruas umbi yang kedua dan berikutnya, hingga untuk masing-masing

perlakuan diperoleh 2 Kg umbi kupas dan iris.

A. Kandungan Zat Gizi Makro Umbi segar dan Tepung umbi

Umbi dioskorea segar mengandung kadar air rata-rata 70 %, kadar abu 0,6%,
lemak 0,85% protein 2,12% dan karbohidrat 26,09%. Umbi kemudian dikupas kulitnya,
dipotong persegi dengan panjang dan lebar masing-masing 5 cm. Umbi kemudian diiris
dengan ketebalan 0,5 cm menggunakan slicer. Setelah teriris tipis, umbi kemudian
direndam pada larutan asam sitrat 0% (1), 0,25% (2), 0,50% (3) dan 1% (4) selama 30
menit. Setiap 500 gr umbi direndam dalam larutan asam sitrat sebanyak 1 L
(perbandingan 1:2). Umbi yang telah direndam kemudian ditiriskan, dan di steam blancing
pada suhu 100°C selama 5 menit (T1) dan 10 menit (T2). Umbi yang telah diblansir
kemudian diletakkan pada loyang, dan dikeringkan pada suhu 50°C di dalam pengering
kabinet selama 24 jam. Potongan kering umbi kemudian dihaluskan dengan
menggunakan grinder dan diayak hingga didapatkan tepung berwarna keunguan dengan

ukuran partikel 100 mesh (30 mikron).

Gambar 7. Umbi hasit perendaman dengan asam sitrat 0% dengan 2 lama waktu
blansir. 5 menit (kir)) dan 10 menit (kanan).
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Gambar 8. Umbi hasil perendaman dengan asam sitrat 0,25% dengan 2 lama
waktu blansir. 5 menit (kiri) dan 10 menit (kanan).

Gambar 9. Umbi hasil perendaman dengan asam sitrat 0,5% dengan 2 lama
waktu blansir. 5§ menit (kiri) dan 10 menit (kanan).

Gambar 10. Umbi hasil perendaman dengan asam sitrat 1% dengan 2 lama waktu
btansir. 5 menit (kiri) dan 10 menit (kanan).

| Dilihat secara visual terdapat perbedaan warna umbi pada setiap perlakuan. Pada
level perendaman asam sitrat yang sama, umbi yang diblanching selama 5 menit memiliki
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warna hitam yang lebih banyak dibandingkan dengan yang diblanching selama 10 menit.
Proses blansir uwi pada dasarnya bertujuan untuk membuat enzim polifenol oksidase
menjadi tidak aktf. Enzim ini merupakan katalisator dan proses oksidasi senyawa
polifenol pada banyak produk sayuran dan buah-buahan. Akibat dari proses oksidasi ini
adalah produk yang berwarna coklat kehitam-hitaman, yang sering disebut sebagai
‘enzimatic browning”. Adanya warna yang kecoklat-cokiatan berbanding lurus dengan
kandungan total fenol yang ada di dalam bahan (Ho, 1992). Sehingga untuk
mempertahankan kandungan total polifenot yang tinggi, adalah penting untuk membuat
enzim polifenol oksidase menjadi tidak aktif. Proses blansir selama 10 menit ternyata
dapat mengurangi “enzimatic browning”. Hal ini nanti akan dikonfirmasi dengan pengujian
total aktivitas polifenol oksidase. Kandungan polifenol sangat berhubungan dengan
kualitas sensory dan nutrist dari suatu bahan makanan (Maheix, 1990). Karena,
“enzimatic browning” dari komponen polifenol menghasilkan warna dan aroma yang tidak
diinginkan dan dapat menurunkan komponen zat gizi yang ada di dalam bahan.

Cara pengeringan dan perlakuan sebelum pengeringan sangat mempengaruhi
kandungan air, warna, dan sifat fisik tepung umbi dioscorea. Perlakuan blansir dapat
menurunkan aktivitas peroksidase sedangkan pengeringan menurunkan aktivitas
polifenol oksidase yang akan mengoksidasi komponen bioaktif Indeks bowning
berhubungan nyata dengan kandungan total fenol dari tepung dan aktivitas peroksidase
dari umbi segar, dmana dengan tingginya aktivitas enzim peroksidase, indeks browning
akan semakin tinggi (Akisoe 2003). Efek perlakuan perendaman dengan asam askorbat,
asam sitrat, asam asetat dan sodium metabisulfit dengan konsentrasi juga mempengaruhi
nilal indeks browning. Nilal indeks browning tepung yang paling rendah dihasilkan pada

tepung yang direndam di dalam asam sitrat 0.25% (Khrisnan 2010)

Perubahan Kadar Air Umbi Dioskorea

S CAPEN

7] g3 2.7 B.4E

FLel 133 18 5 ™4 T241 el U= i

Gambar 11. Kadar air umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai perlakuan
4
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Dengan adanya proses perendaman, blansir dan pengeringan, terdapat
perubahan komposisi zat gizi makro pada tepung guwi. Adanya proses pengeringan
menyebabkan kadar air menurun. Dengan menurunnya kadar air, makan komposisi
komponen lain di dalam umbi ini seperti lemak, protein dan karbohidrat meningkat.
Perubahan komposisi kadar air, abu, lemak, protein, dan karbohidrat pada umbi segar

dan tepung umbi dapat dilihat pada gambar 11 sampai dengan 15.

Perubahan Kadar Abu Umbi Dioskorea Selama
Pengeringan

Gambar 12. Kadar abu umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai perlakuan

Perubahan Kadar Lemak Um bi Dioskorea Selama
Pengeringan

L07 s

Gambar 13 Kadar lemak umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai perlakuan
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Perubahan Kadar Protein Umbi Dioskorea
Selama Pengeringan

Gambar 14. Kadar protein umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai

periakuan

Perubahan Kadar Karbohidrat Umbi Dioskorea
Selama Pengeringan

Gambar 15. Kadar karbohidrat umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai

perlakuan

Kadar air mengalami penurunan akibat pengolahan. Kadar air umbi segar adalah
74%, sedangkan kadar air tepung umbi adaiah antara 8,48% hingga 9,05%. Komposisi
komponen zat gizi makro di dalam umbi menjadi berubah. Kadar abu, dari 0,6% menjadi
1,78 sampai 2,77%. Kadar iemak pada umbi dioskorea segar sangat rendah, yaitu sekitar
0,85% dari seluruh komponennya. Dengan pengurangan kadar air, komposisi lemak di

dalam bahan hanya meningkat sedikit menjadi 1%. Kadar protein umbi dioskorea segar
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adalah sekitar 2%. Dengan menurunnya kadar air, maka komposisinya di dalam bahan
menjadi 542% sampai 7,84%. Komposisi yang meningkat paling tinggi adalah
karbohidrat. Pada saat kadarair 74%, komposisi karbohidrat umbi adalah sekitar 26%.
Sedangkan ketika kadar air menjadi di bawah 10%, kadar karbohidrat menjadi antara
79,84% sampai 83,46%.

Pemanfaatan umbi dioskorea di Indonesia masih terbatas. Umbi ini dikonsumsi
sebagai sumber karbohidrat alternatif selain beras. Pemanfaatan umbi dioskorea sebagai
bahan pangan adalah melalui pengolahan yang sederhana, yaitu dengan direbus,
dikukus, digoreng atau dibakar. Sedangkan pengolahan ke dalam bentuk lain yang dapat
memperiuas penggunaannya belum banyak dilakukan. Tepung merupakan suatu bentuk
bubuk halus dari suatu bahan pangan. Pengolahan bahan pangan menjadi tepung
dimaksudkan untuk menurunkan kadar air sehingga bahan pangan menjadi lebih tahan
lama, mudah didistribusikan, dan dapat dipergunakan sebagai bahan baku berbagai jenis
produk pangan fainnya. Dengan proses pembuatan yang tepat, komponen bahan asal

dapat dipertahankan di dalam tepung.

B. Kandungan jenis mineral pada umbi dioskorea.

Mineral makro yang terdapat di dalam umbi dioskorea adalah kalsium, natrium,
kalium dan pospor, sedangkan mineral mikronya adalah magnesium, seng, lodium,
tembaga dan mangan. Umbi dioskorea merupakan sumber mineral seng yang baik
karena dengan mengkonsumsi 100 g, dapat mencukupi 80% kebutuhan orang dewasa

dalam sehari.

C. Kandungan serat pangan umbi dioskorea

Kandungan serat pangan tepung umbi dioskorea adalah sekitar 2,43%. Pada

tepung umbi kadar serat pangan besvariast antara 14 — 22% antara perlakuan.
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Gambar 16. Kadar serat pangan pada umbi segar dan tepung umbi
dengan berbagai perlakuan

Serat pangan umbi dioskorea umumnya berupa musilase yang merupakan
substansi kental dan berlendir yang diproduksi oleh tanaman. Musilase merupakan
kompleks karbohidrat-protein dan dapat berikatan dengan substansi {ain seperti tanin dan
alkaloid. Musilase juga merupakan serat larut air, terdin dari monomer hexosa dan
pentosa. Stuktur fisik dari serat pangan ini mirip dengan pektin. Musilase adalah hasil sel-
sel sekresi tanaman untuk mencegah kehilangan air melalui transpirasi (Wildman 2001).
Musilase disekresikan oleh tumbuhan untuk mempertahankan kehilangan air, membantu
perkecambahan, menyimpan makanan, dan untuk memfasilitasi pertumbuhan. Musilase
pada tanaman dioskorea mengandung glikoprotein, serat pangan, diosgenin dan protein
(Jiang 1999).

Serat Pangan memiliki kemampuan water holding capacity (WHC) yaitu
kemampuan untuk mengikat air. Kemampuan ini mirip dengan spons, menyerap air dan
semua cairan pencernaan saat ia berada di saluran pencernaan. Jenis-jenis serat jarut air
seperti pektin, gom dan beberapa hemiselulosa memiliki WHC yang lebih besar
dibandingkan jenis yang tidak larut air seperti selulosa dan lignin. Daya WHC ini memiliki
efek gastrointestinal yaitu: menunda pengosongan makanan dari Jambung, mengurangi

bercampurnya makanan di saluran pencernaan dengan enzim-enzim yang ada di

" dalamnya, mengurangi fungsi-fungsi enzim, menurunkan laju difusi nutrisi sehingga

mengurangi penyerapan nutrisi dan peningkatan gula darah, dan menurunkan waktu
fransit makanan di usus halus (Anderson 1999).
Serat pangan, baik yang larut maupun yang tidak larut air dapat mengurangi

penyerapan lemak dengan mengikat asam lemak, kolesterol dan asam empedu di dalam

41




saluran pencernaan. Asam lemak dan kolesterol yang terikat pada serat pangan tidak
dapat membentuk rnisel dan tidak dapat diabsorpsi. Bentuk misel diperlukan sebagai
produk akhir penyerapan lemak untuk bisa ditranport melalui lapisan air ke dalam
enterosit. Oleh karenanya lipida yang terikat pada serat pangan tidak diabsorpsi di dalam
usus halus, dan terus melaju ke usus besar, dimana lemak akan diekskresikan ke feses

atau dipecah oleh bakteri di usus besar (Wildman 2000).

D. Kandungan Antosianin Umbi Dioskorea

Antosianin merupakan komponen grup flavonoid. Senyawa ini terdistribusi
sebagai polifenol tumbuhan yang memberikan warna pada bunga, buah, batang daun
dan akar. Warna pigmen ini adalah pada kisaran merah hingga biru, tergantung pada pH
lingkungan. Antosianin merupakan glikosida yang larut air yang terdin dari derivatif
polihidroksil dan polimetoksil dari garam 2-phenylbenzopyrylium. Jenis-jenis antosianin
dibedakan berdasarkan jumlah grup hidroksil yang ada di dalam molekul, derajat metilasi
dari gugus hidroksil, sumber, dan lokasi terikatnya gugus gula, dan susunan asam alifatik
atau aromatik (Galvano 2005). Antosianin memiliki dasar rantai karbon dengan posisi
grup hidrogen, hidroksil atau metoksil yang dapat ditemukan dalam enam posisi yang
berbeda. Jenis, jumlah dan posisi ikatan gula pada rangka karbon juga berbeda-beda,
struktur yang paling umum adalah, gugus gula terikat pada karbon-3, karbon-5 dan
kadang-kadang pada karbon-7 dalam bentuk glukosa. arabinosa, rhamnosa atau
galaktosa (Gao 1994).

Dua jenis antosianin, yaitu sianidin dan peonidin 3-gentiobioside yang terasilasi
dengan asam sinapik telah berhasil diisolasi dari umbi Dioscorea alata L (Shoyama
1990). Selain itu alantanin C yang stabil pada larutan netral juga telah berhasil diisolasi
dari umbi ini adalah jenis antosianin dalam bentuk monoastiasi. Kestabilan ini merupakan
katan intramolekular asam sinapik inti antosiandin dengan membentuk gugus kiral
{Yoshida 2001).
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Gambar 17. Kadar antosianin umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai perlakuan

Kadar antosianin umbi segar adalah sekitar 11.3 mg/100 g bahan. Pada tepung
umbi, jumlahnya lebih besar dan bervariasi antara 67 — 255 mg/100 g bahan. Perlakuan
blansir 10 menit (T2) dapat meretensi antosianin lebih besar dibandingkan dengan
perlakuan blansir 5 menit (T1). Pada kelompok perlakuan bilansir 5 menit, perlakuan
perendaman dengan asam sitrat 0,5% (T2-3) memiliki nilai retensi yang paling tinggi
dibandingkan dengan perlakuan tanpa asam (T2-1), 0,25% asam sitrat (T2-2), dan 1%
asam sitrat (T2-4).

E. Kandungan Total Polifenol

Total Polifenol
{mg ekuivalen asam galat/100 g tepung
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Gambar 18. Kandungan total polifenol umbi segar dan tepung umbi dengan berbagai
perlakuan
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Profil kandungan total polifenol tepung umbi pada kelompok perlakuan hampir sama
dengan total antosianin. Kelompok perlakuan blansir selama 10 menit (72) memiliki
retensi total polifenol yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan blansir 5
menit (T2). Proses blansir selama 10 menit dapat membuat enzim polifenol oksidase
menjadi inaktif, sehingga tidak dapat menjadi katalisator oksidasi senyawa polifenol yang
ada di dalam umbi. Maka retensi senyawa polifenol menjadi lebih tinggi. Diantara
perlakuan blansir 10, perendaman dalam asam sitrat 1% (T2-4) yang dapat menghasilkan
retensi total polifenot yang paling tinggi dibandingkan perlakuan lainnya.

Cara pengeringan dan perlakuan sebelum pengeringan sangat mempengaruhi
kandungan air, warna, dan sifat fisik tepung umbi dioscorea. Perlakuan blansir dapat
menurunkan aktivitas peroksidase sedangkan pengeringan menurunkan aktivitas
polifenol oksidase yang akan mengoksidasi komponen bioaktif Indeks bowning
berhubungan nyata dengan kandungan total fenol dari tepung dan aktivitas peroksidase
dari umbi segar, dimana dengan tingginya aktivitas enzim peroksidase, indeks browning
akan semakin tinggi (Akisoe 2003). Efek perlakuan perendaman dengan asam askorbat,
asam sitrat, asam asetat dan sodium metabisulfit dengan konsentrasi juga mempengaruhi

nilai indeks browning. (Khrisnan 2010).

F. Kandungan Diosgenin

Kandungan diosgenin tepung umbi
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Gambar 19. Kandungan total polifenol umbi segar dan tepung umbi dengan berbagat
perlakuan
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Diosgenin adalah bagian aglikon dari saponin umbi diosgenin. Diosgenin
merupakan senyawa bioaktif kedua yang menjadi fokus penelitian ini. Profil retensi
dosgenin pada bererapa kelompok perlakuan tidak serupa dengan profil retensi
antosianin dan total polifenol yang sudah dijelaskan di atas, walaupun terlihat bahwa
kandungan diosgenin pada kelompok perlakuan blansir 10 menit (T2) lebih besar
dibandingkan dengan kelompok perlakuan blansir 5 menit (T1). Pada kelompok biansir 10
menit, yang memiliki retensi diosgenin yang paling tinggi adalah perlakuan perendaman
dengan 0% asam sitrat (T2-1).

Diosgenin dilaporkan memiliki keuntungan kesehatan. Penelitian klinis
menunjukkan bahwa saponin steroid dapat meningkatkan aliran darah, menguatkan otot
jantung, memperbaiki sirkulasi periferal, menurunkan agregasi platelet, menurunkan
kadar trigliserida dan kolesterol darah {Sun 2002) Diosgenin yang merupakan stereoidal
saponin dari umbi dioskorea telah digunakan cukup lama sebagai bahan baku untuk
industri obat-obatan steroid, dan dilaporkan memiliki efek hipokolesterolemia dengan
menekan absorpsi kolesterol dan meningkatkan sekresinya. Studi yang dilakukan oleh
Temel (2009) menemukan bahwa diosgenin meningkatkan eksresi kolesterol pada feses
dengan cara menghambat absorbsi kolesterol oleh usus halus dan meningkatkan sekresi

kolesterol dari empedu.

G. Kapasitas Antioksidan

Kemampuan sifat antioksidan dari Dioscorea alata ternyata sangat dipengaruhi
oleh suhu. Sifat antioksidan ini ternyata berhubungan dengan total kandungan polifenol.
Umbi dioscorea mentah memiliki total kandungan polifenol yang lebih tinggi, sehingga,
pada keadaan mentah, umbi ini memiliki kemampuan membersihkan DPPH radikal yang
lebih baik, dan kemampuan mengkelat logam yang lebih baik dibandingkan umbi yang
telah diperlakukan panas. Semakin tinggi suhu pengolahan yang diberikan, maka
semakin rendah total polifenol dan yang berhasil dideteksi. Oleh karenanya, kemampuan
membersihkan DPPH radikal dan kemampuan pengkelatan logamnya juga menurun.
Sehingga dalam memproses umbi dioskorea, perlu diperhatikan suhu pengolahan yang
diberikan (Chen 2007).
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Kapasitas antioksidan tepung umbi

RS
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Gambar 20. Kapasitas antioksidan ekstrak metanol tepung umbi pada beberapa
perlakuan

pH juga memberikan efek terhadap kapasitas antioksidan ekstrak umbi dioskorea.
Kandungan senyawa fenolik Dioscorea alata varitas purpurea adalah antosianin (Liu
1999). Pigmen antosianin pada umumnya bersifat tidak stabil. Namun kestabilannya akan
meningkat pada lingkungan yang asam (Von Elbe, 1996). Penelitian Chen (2008)
menunjukkan bahwa kemampuan membersihkan radikal DPPH oleh ekstrak umbi ini lebih
bask pada perlakuan dengan pH asam (4 sampai dengan 5), yaitu setara dengan
kemampuan BHA dan vitamin E. Akan tetapi dengan meningkatnya pH kemampuan
membersihkan ini menurun.

Kapasitas antioksidan yang paling tinggi terdapat pada tepung umbi dioskorea
yang diolah dengan perendaman asam sitrat 1% dan diblansir dengan waktu 10 menit
(T2-4). Kapasitas antioksidan dari 100 gram tepung T2-4 ini adalah setara dengan
864611 mg vitamin C, 3201042 mg vitamin E dan 1280583 trolox. Profil kapasitas
antioksidan ini serupa dengan profil antosianin dan total polifenol. Hal ini membuktikan
bahwa senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai antioksidan pada tepung umbi dioskorea

adalah golongan polifenol.
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VL KESIMPULAN

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah:

Perlakuan blansir 10 menit (T2) dapat meretensi antosianin lebih besar
dibandingkan dengan periakuan blansir 5 menit (T1). Pada kelompok perlakuan
blansir 10 menit, perlakuan perendaman dengan asam sitrat 0,5% (T2-3) memiliki
nilai retensi yang paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan fainnya.
Kandungan diosgenin pada kelompok perlakuan blansir 10 menit (T2) lebih besar
dibandingkan dengan keiompok perlakuan blansir 5 menit (T1). Pada kelompok
blansir 10 menit, yang memiliki retensi diosgenin yang paling tinggi adalah
perlakuan perendaman dengan 0% asam sitrat (T2-1).

Komposisi kimia (zat gizi makro) umbi dioskorea berubah dengan adanya
pengolahan menjadi tepung. Komposisi komponen lemak, protein, dan karbohidrat
meningkat dengan penurunan kadar air.

Mineral makro yang terdapat di dalam umbi dioskorea adalah kalsium, natrium,
kalium dan pospor, sedangkan mineral mikronya adalah magnesium, seng,
lodium, tembaga dan mangan.

Kapasitas antioksidan yang paling tinggi terdapat pada tepung umbi dioskorea
yang diolah dengan perendaman asam sitrat 1% dan diblansir dengan waktu 10
menit (T24). Kapasitas antioksidan dari 100 gram tepung T2-4 ini adalah setara
dengan 864611 mg vitamin C, 3201042 mg vitamin E dan 1280583 trolox. Profil
kapasitas antioksidan ini serupa dengan profil antosianin dan total polifenol.
Dengan data kimia dan in vitro, maka dilakukan uji selanjutnya pada kelinci

percobaan.
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