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ABSTRACT

The oxidative browning is considered to have a contribute to the flavor, antioxidative
activity and color of food. As a result of this Maillard reaction, a variety of by products,
intermediates and brown pigmens (melanoidins) are produced. The objectives of this research
was to study the effect of heating and sugar addition of Model to antioxidant activity.

The research is model system of Maillard reaction products were too made from sugar
and amino acids and adjusted to the soysauce preparation. The model contents of glucose —
glycine - cysteine; glucose — glycine — cysteine - phenylalanine; glucose — glycine — cysteine —
phenylalanine — isoleucine - tyrosine. The model were fractionated into molecular weight of 10
kDa — 100 kDa by ultrafiltration. The fractions were characterized by spectra profile of
ultraviolet-visible. The antioxidant of fractions activity was evaluated by rancimat, DPPH(1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl), TBA value, ferric thio cyanate and hemolysis of erythrocyte
methods.

The fractions of model can retard oxidation of oil and had DPPH radical of scavenging
activity especially both Fractions molecular weight >100 kDa (F1) and 30-100 kDa (F2), and
equal with the BHT antioxidant. Antioxidant activity of glucose-glycine-cysteine model by
rancimat and thio cyanate method showed the longest induction period for 15 hours and 72%
antioxidant activity, whereas the radical DPPH scavenger activity for all model showed most
equaly (60%). The fractions with molecular weight about 30-100 kDa (F2) resulted the highest
antioxidant activity. The fractions of model had antioxidant activity in food and biology system.

Key Words : Maillard Reactions, Model, fractinationated, antioxidative activity

Pendahuluan

Reaksi Maillard merupakan reaksi
antara gugus karbonil terutama dari gula
pereduksi dengan gugus amino terutama dari
asam amino, peptida dan protein (Whistler
& Daniel 1985). Reaksi awal antara gugus
aldehid atau keton dari molekul gula dan
gugus amino bebas dari molekul asam
amino atau protein, oleh karena itu sering
disebut dengan istilah reaksi gula-amino
(Miller 1998).

Reaksi Maillard dapat dibagi dalam
tiga tahapan vyaitu tahap awal dimana
terbentuk  glikosilamin  dan  Amadori
Rearrangement Product (ARP), tahap
intermediet dimana terjadi dekomposisi

ARP dan degradasi strecker, dan tahap akhir
dimana terjadi perubahan senyawa karbonil
(furfural, produk fisi, dehidroredukton atau
aldehid hasil degradasi strecker) menjadi
senyawa yang mempunyai berat molekul
tinggi. Produk degradasi ARP selama
pemanasan adalah hidroksimetil furfural
(HMF) vyang terbentuk melalui jalur 3
deoksiglukoson yang merupakan prekursor
dalam pembentukan melanoidin (Yokotsuka
1986).

Tahap akhir dari reaksi Maillard ini
menghasilkan pigmen-pigmen melanoidin
yang berwarna coklat. HMF atau furfural,
dehidro-redukton maupun produk-produk
fisi yang dihasilkan pada tahap intermediet



dapat membentuk aldol dan polimer tanpa
N.  Aldol kemudian terkondensasi dan
dengan adanya senyawa amino akan
membentuk melanoidin. Begitu juga dengan
HMF atau furfural, dehdro-redukton, aldehid
serta produk-produk fisi dapat secara
langsung bereaksi dengan senyawa amino
menghasilkan melanoidin (Bailey & Won
Um 1992). Selain melanoidin, reaksi
Maillard juga menghasilkan flavor pada
berbagai produk pangan.

Salah satu antioksidan yang dihasilkan
dari proses pengolahan dapat dihasilkan dari
reaksi Maillard. Penggunaan produk reaksi
Maillard (Maillard reaction product/MRP)
dapat mencegah oksidasi lipid (Bailey &
Won Um 1992). Reaksi Maillard adalah
reaksi yang terjadi antara gugus amino dari
suatu asam amino bebas, residu rantai
peptida atau protein dengan gugus karbonil
dari suatu karbohidrat apabila keduanya
dipanaskan atau tersimpan dalam waktu
yang relatif lama. Gugus e-amino residu
lisin yang terikat pada peptida dan protein
berperan penting dalam reaksi disebabkan
kereaktifannya yang relatif tinggi. Selain itu
gugus a-amino terminal juga berperan
dalam reaksi Maillard (Yokotsuka 1986).

Metodologi

Sistem model dibuat dengan menggunakan
asam amino dan satu jenis gula pereduksi.
Model ini dibuat untuk mengetahui
kemampuan aktivitas antioksidan dari model
dan membuktikan bahwa senyawa produk
reaksi Maillard dapat berperan sebagai
antioksidan. Glukosa yang dipergunakan

sebanyak 0.778 g (4.32 mmol) dan asam
amino  glisin sebanyak 1.34 mg (0.01
mmol), sistein 29 mg (0.02 mmol),
phenilalanin 1.4 mg (0.009 mmol), isoleusin
2.29 mg (0.017 mmol ) dan tirosin 1.9 mg
(0.01 mmol). Setiap model asam amino dan
glukosa dilarutkan dalam buffer fosfat 0.1 M
pH 5.5 Kemudian dilakukan pemanasan
dengan hot plate dengan sistem refluks
selama 65 menit. Sistem model yang dibuat
meliputi:
a. glukosa — glisin - sistein (glu-gli-sis)
b. glukosa — glisin — sistein — phenilalanin
(glu-gli-sis-phe)
c. glukosa — glisin — sistein — phenilalanin —
isoleusin — tirosin (glu-5.AA)

Pada model setelah pemanasan langsung
didinginkan dengan segera disimpan dalam
lemari pendingin. Setelah dingin dilakukan
fraksinasi dengan ultrafiltrasi  dengan
menggunakan membran 100 kDa, 30 kDa
dan 10 kDa. Hasil ultrafiltrasi ini didapatkan
4 fraksi, yaitu:

Fraksi 1 (F1) : BM > 100 kDa

Fraksi 2 (F2) : BM 30 — 100 kDa

Fraksi 3 (F3) : BM 10 — 30 kDa

Fraksi 4 (F4) : BM < 10 kDa
Kemudian  setiap  fraksi dilakukan
pengamatan terhadap serapan uv-vis dan
kemampuannya sebagai antioksidan dengan
metode rancimat, DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) (Cheung et al 2003) dan
linoleat-tiosianat (Tressl & Wondrak, 1998).
. Alur penelitian model dapat dilihat pada
Gambar 1.
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- Pengujian aktivitas antioksidan dengan:Rancimat, DPPH, tiosianat

Gambar 1. Skema proses pembuatan model dan uji aktivitas antioksidan



Hasil dan Pembahasan
A. Aktivitas antioksidan dalam sistem
model glu-gli-sis

Aktivitas antioksidan sistem model
glu-gli-sis diamati dengan menggunakan
metode rancimat, DPPH dan linoleat-
tiosianat. Analisis antioksidan menggunakan
rancimat didapatkan bahwa semua fraksi
memiliki aktivitas antioksidan dengan F2
dan F3 memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi dengan periode induksi 15 jam
dengan kisaran indek protektif 1.31 - 1.41
(Gambar 2), sedangkan dengan DPPH,
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aktivitas antioksidan fraksi-fraksi sebesar
31% - 64% dengan aktivitas tertinggi pada
F2 (Gambar 3). Secara statistik (p= 0.05), F2
memperlihatkan perbedaan yang bermakna
dengan F1, F3 dan F4.

Reduksi dengan tiosianat didapatkan
F1 memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
dengan menghambat oksidasi asam linoleat
pada hari pertama sebesar 72%, sedangkan
fraksi yang lain sebesar 60% (Gambar 4).
Fraksi F2, F3 dan F4 secara statistik tidak
memperlihatkan pebedaan yang signifikan.
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Keterangan: F1: fraksi dengan berat molekul >100 kDa; F2: fraksi dengan berat molekul 30-

100 kDa;

F3: fraksi dengan berat molekul 10-30 kDa; F4: fraksi dengan berat molekul <10

kDa

Gambar 2. Aktivitas antioksidan sistem model glu-gli-sis dengan rancimat

Pada penelitian ini spektrum uv-vis
dari sistem model glu-gli-sis tiap fraksi
terlihat pada Gambar 5. Serapan maksimum
tidak cukup tajam ditunjukkan oleh tiap
fraksi. Semua fraksi menunjukkan ada peak
kecil pada daerah 270 nm. Serapan yang
tidak tajam ini juga diindikasikan dengan
warna dari model vyang tidak banyak

mengalami perubahan (putih-bening). Hal
ini diduga disebabkan konsentrasi asam
amino yang dipergunakan kecil dan proses
pemanasan yang tidak terlalu lama. Hasil
penelitian dari Terasawa et al (1991)
didapatkan bahwa melanoidin ada pada
panjang gelombang 270 nm.
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Gambar 3. Aktivitas antioksidan sistem model glu-gli-sis dengan DPPH
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Gambar 4. Aktivitas antioksidan sistem model glu-gli-sis dengan metode
linoleat-tiosianat pada F1(—o—), F2 (—o-), F3 (—A-), F4 (—=x—)

Penelitian pendahuluan dari model
didapatkan bahwa pada sistem model
glukosa-glisin dengan rancimat mempunyai
periode induksi selama 12.86 jam.
Sedangkan dengan DPPH didapatkan

aktivitas antioksidannya sebesar 20.98%.
Hasil ini menunjukkan bahwa model glu-gli-
sis mempunyai aktivitas antioksidan lebih
besar dibandingkan dengan model glukosa-
glisin.
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Keterangan: F1: fraksi BM>100 kDa; F2: fraksi BM 30-100 kDa;
F3: fraksi BM 10-30 kDa; F4: fraksi BM < 10 kDa

Gambar 5. Spektrum uv-vis F1(—o-), F2 (—o-), F3 (-A-), F4 (—x—) pada

sistem model glu-gli-sis

Pembentukan antioksidan volatil yang
dapat menghambat degradasi oksidatif dari
minyak kedelai dapat dihasilkan dari
pemanasan glukosa-glisin. Di sisi yang lain,
hasil reaksi browning volatil dari glukosa-
sistein dapat menghambat pembentukan
asam heksanoat hampir 100% selama 13
hari dalam keadaan gelap. Senyawa volatil
hasil reaksi browning yang mempunyai
gugus tiol dapat menghambat oksidasi lipid.
Gugus tiol dalam sistein dapat menangkap
satu elektron pereduksi seperti peroksil atau
radikal alkoksil dan dapat juga menguraikan
hidroperoksida melalui reduksi dua elektron
(Shaker et al 1995). Untuk itu dalam
penelitian ini model dari glukosa-glisin-
sistein memiliki aktivitas antioksidan lebih
besar dibandingkan model glukosa-glisin.

Sistein dalam bahan pangan tidak
dalam keadaan bebas. Asam amino sistein
sangat berperan dalam pembentukan aroma.

Pada saat pemanasan, hidrogen sulfida
bereaksi dengan produk reaksi Maillard
membentuk senyawa-senyawa yang
mengandung sulfur. Dalam sistem model
sistein  dengan pentosa dan heksosa
memberikan spektrum yang broad dari
senyawa volatil yang mengandung sulfur.
Mono-, di- dan tri- tiazol merupakan struktur
yang umum yang dibentuk dari sistein (Ledl
& Schleicher 1990).

B. Aktivitas antioksidan dalam sistem
model glu-gli-sis-phe

Aktivitas antioksidan sistem model
glu-gli-sis-phe dengan rancimat
menghasilkan F1 dan F3 memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi, tetapi secara statistik
aktivitas antioksidan fraksi-fraksi tidak
berbeda nyata. indek protektif aktivitas
antioksidan fraksi-fraksi berada pada kisaran
1.16 - 1.34 (Gambar 6),
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Gambar 6. Aktivitas antioksidan sistem model glu-gli-sis-phe

dengan rancimat

sedangkan dengan DPPH, F4 memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 68%
(Gambar 7). Dengan tiosianat, aktivitas
terbesar dalam menghambat oksidasi asam
linoleat terdapat pada F2 sebesar 45%, untuk
F1 aktivitas antioksidannya hanya sebesar
31%. Pada F3 dan F4 aktivitas antioksidan

tertinggi terjadi pada hari keempat sebesar
27% dan 35%. Secara statistik (p=0.05),
ketiga ~metode tidak memperlihatkan
perbedaan yang bermakna antar fraksi.
Gambar 8 memperlihatkan bahwa setiap
fraksi mempunyai aktivitas antioksidan.
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Gambar 7. Aktivitas antioksidan model glu-gli-sis-phe dengan metode DPPH

Pada penelitian ini spektrum uv-vis
dari sistem model glu-gli-sis-phe tiap fraksi

diperlihatkan pada Gambar 9. Serapan
maksimum juga tidak cukup tajam
ditunjukkan tiap fraksi. Semua fraksi

menunjukkan ada peak kecil di daerah 270
nm.
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Keterangan: F1: fraksi BM>100 kDa; F2: fraksi BM 30-100 kDa;
F3: fraksi BM 10-30 kDa; F4: fraksi BM < 10 kDa

Gambar 8. Aktivitas antioksidan sistem model glu-gli-sis-phe dengan metode
linoleat-tiosianat pada F1(—o—), F2 (—o-), F3 (—A-), F4 (—x—)
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F3: fraksi BM 10-30 kDa; F4: fraksi BM < 10 kDa

Gambar 9. Spektrum uv-vis F1(-o-), F2 (-o-), F3 (-A-), F4 (—x-)
pada sistem model glu-gli-sis-phe

C. Aktivitas antioksidan dalam sistem
model glu- 5.AA

Pada sistem model glu-5.AA dibuat
dengan lebih banyak jenis asam amino, yaitu
asam amino glisin, sistein, phenilalanin,
isoleusin dan tirosin. Hal ini dimaksudkan
untuk mengamati  perbedaan  aktivitas
antioksidan dengan sistem model
sebelumnya yang menggunakan asam amino
lebih sedikit. Hasil analisis aktivitas
antioksidan dengan rancimat menunjukkan

bahwa F2 dan F3 memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi dengan periode induksi
selama 14 jam dan memperlihatkan
perbedaan yang bermakna dengan kontrol,
indek protektif pada kisaran 1.21 - 1.33
(Gambar 10 dan Tabel 1), sedangkan dengan
DPPH yang tertinggi adalah F2 sebesar 55%
dan aktivitas antioksidannya berbeda cukup
bermakna dengan fraksi yang lain (Gambar
11).
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Keterangan: F1: fraksi dengan berat molekul >100 kDa; F2: fraksi dengan berat molekul 30-
100 kDa;
F3: fraksi dengan berat molekul 10-30 kDa; F4: fraksi dengan berat molekul <10
kDa

Gambar 10. Aktivitas antioksidan sistem model glu-5.AA dengan rancimat
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Gambar 11. Aktivitas antioksidan sistem model glu-5.AA dengan DPPH



Penggunaan metode linoleat-tiosianat
menghasilkan F2 juga yang memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 41%,
diikuti oleh F3 sebesar 39%, F1 sebesar 36%
dan F4 sebesar 34% (Gambar 12). Jadi pada
model glukosa dengan 5 macam asam amino
F2 memiliki aktivitas antioksidan terkuat.

Dari data analisis antioksidan di atas
didapatkan bahwa F2 memiliki aktivitas

45 -

antioksidan terkuat dibandingkan fraksi
lainnya. Jika diperhatikan serapan uv-vis
sistem model glu-5.AA pada Gambar 13
menunjukkan bahwa serapan F2 paling besar
dibandingkan dengan fraksi lainnya. Hal ini
juga memperlihatkan bahwa intensitas
warna berhubungan dengan besarnya

aktivitas antioksidan .
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Keterangan: F1: fraksi BM>100 kDa; F2: fraksi BM 30-100 kDa;
F3: fraksi BM 10-30 kDa; F4: fraksi BM < 10 kDa

Gambar 12..Aktivitas antioksidan sistem model glu-5.AA dengan metode
linoleat-tiosianat pada F1(-o—-), F2 (-o-), F3 (-A-), F4 (—x-)

Dengan mengamati tiga macam sistem
model di atas didapatkan bahwa ketiga
model  mempunyai  aktivitas  sebagai
antioksidan.  Ketiga ~ model  tersebut
menghasilkan produk reaksi Maillard, tidak
ada senyawa lain yang berperan sebagai
antioksidan kecuali hanya gula dan asam
amino yang bereaksi untuk menghasilkan
produk reaksi Maillard. Pada sistem model
Glu-gli-sis dan Glu-5.AA didapatkan bahwa
F2 memiliki aktivitas antioksidan terkuat.
Sistem model glu-gli-sis menghasilkan
aktivitas antioksidan cukup kuat terutama

pada F2, akan tetapi ketika pada sistem
model tersebut ditambahkan gugus aromatik
dari asam amino fenilalanin menghasilkan
aktivitas antioksidan kurang kuat
dibandingkan model sebelumnya. Demikian
juga ketika sistem model kedua ditambahkan
asam amino tirosin dan isoleusin yang
mengandung gugus aromatik dan alifatik,
tidak banyak meningkatkan  aktivitas
antioksidannya.  Kompleksitas  berbagai
macam asam amino dalam bereaksi dengan
suatu gula reduksi menghasilkan aktivitas
antioksidan yang berbeda-beda.



Tabel 1. Indeks protektif aktivitas antioksidan sistem model (dengan rancimat)

Sistem Model glu-gli-sis glu-gli-sis-phe glu-5.AA
F1 1.33 1.34 1.24
F2 1.39 1.22 1.32
F3 1.41 1.34 1.33
F4 1.31 1.16 1.21

Keterangan: F1: fraksi dengan berat molekul >100 kDa; F2: fraksi dengan berat molekul 30-

100 kDa;

F3: fraksi dengan berat molekul 10-30 kDa; F4: fraksi dengan berat molekul <10

kDa

glu: glukosa; gli: glisin; sis: sistein; phe: phenilalanin; 5 jenis asam amino: glisin, sistein,

phenilalanin, isoleusin, tirosin

Potensi antioksidan dari senyawa
produk reaksi Maillard bergantung dari jenis
gula reduksi dan asam amino yang
digunakan sebagai reaktan.  Menurut
Bedinghaus & Ockerman (1995) gula
reduksi yang  mempunyai  kekuatan
antioksidan yang kuat adalah dari pentosa

(dihidroksiaceton)  dan  untuk  asam
aminonya adalah histidin, lisin, dan
triptophan. Model glukosa - histidin
mempunyai aktivitas antioksidan yang

cukup kuat, demikian juga dari model
xilosa-lisin, xilosa-triptophan, DHA-histidin
dan DHA-triptophan.

dan triosa, xilosa dan DHA
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Keterangan: F1: fraksi BM>100 kDa; F2: fraksi BM 30-100 kDz;

F3: fraksi BM 10-30 kDa; F4: fraksi BM < 10 kDa

Gambar 13. Spektrum uv-vis F1(—o-), F2 (—o-), F3 (-A-), F4 (—x-)

pada sistem model glu-5.AA

Pada penelitian ini spektrum uv-vis
dari sistem model glu-5.AA tiap fraksi
diperlihatkan pada Gambar 13. Serapan
maksimum  juga tidak cukup tajam

ditunjukkan oleh tiap fraksi. Semua fraksi
menunjukkan ada peak kecil pada daerah
270 nm. Serapan yang tidak tajam ini juga
diindikasikan dengan warna dari model yang



tidak banyak mengalami perubahan (putih-
bening). Hal ini diduga disebabkan
konsentrasi asam amino yang dipergunakan
sedikit (0.01-0.02 mmol ) dan waktu
pemanasan yang kurang lama (65 menit).

Kesimpulan

Aktivitas antioksidan pada model
didapatkan pada berat molekul yang besar (>
30 kDa) mampu menghambat oksidasi
minyak atau asam lemak dan menangkap
radikal DPPH lebih kuat dibandingkan fraksi
yang lain. Fraksi dengan berat molekul < 30
kDa hanya mampu menghambat oksidasi
minyak atau asam lemak lebih kuat. Jenis
asam amino lebih menentukan kekuatan
akivitas antioksidan daripada jumlah dari
asam amino. Model dari glukosa dan asam
amino mempunyai aktivitas antioksidan dan
aktivitasnya kurang kuat jika dibandingkan
aktivitas antioksidan pada moromi dan
kecap manis. Indek protektif model hanya
pada kisaran 1.21-1.41 sedangkan pada
kecap manis mencapai 1.31-2.34. Asam
amino sistein dalam model produk reaksi
Maillard memberikan aktivitas antioksidan
lebih kuat dibandingkan dengan asam amino
yang lain dalam model yang dibuat.
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