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ABSTRAK

Pengujian aktivitas antioksidan fraksi air ekstrak metanolik kulit batang faloak
(Serculia quadrifida R.Br) dilakukan secara kuditatif dan kuantitatif menggunakan senyawa
radikal 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Prinsip metode DPPH adalah penurunan
intensitas absorbansi larutan DPPH yang berbanding lurus dengan kenaikan konsentrasi
senyawa antioksidan yang dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50 (ICsg). Penentuan
kandungan fenolik total dilakukan dengan pereaksi Folin-Ciocalteu dengan menggunakan
standar baku asam galat. Prinsip metode Folin-Ciocalteu adalah senyawa fenolik teroksidas
oleh reagen Folin-Ciocalteu sehingga larutan uji berwarna biru yang dapat diukur dengan
spektrofotometer visibel pada panjang gelombang 750 nm. Kandungan fenolik total dinyatakan
dengan massa ekivalen asam galat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi air ekstrak
metanolik kulit batang faloak secara kualitiatif mempunyai senyawa antioksidan dan secara
kuantitatif mempunyai nilai 1Csp sebesar 45,628 + 1,474 pg/mL yang tergolong dalam
antioksidan sangat kuat. Fraksi air ekstrak metanolik kulit batang faloak memiliki kandungan
fenolik total sebesar 6,971 + 0,167 mg ekivalen asam galat per gram fraks air ekstrak metanol
kulit batang fal oak.

KataKunci : Antioksidan, kulit batang faloak, DPPH, kandungan fenolat total

ABSTRACT

The antioxidant activity assay of water fraction of methanolic extract from the bark of
faloak (Sterculia quadrifida R.Br) was done qualitatively and quantitatively using a radical
compound 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). The principle of DPPH is a decrease in the
intensity of absorbance of DPPH solution is proportional to the increase in the concentration of
antioxidant compounds represented by Inhibition Concentration 50 (IC50). Determination of
total phenolic content was carried out by the Folin-Ciocalteu reagent using gallic acid as
standard. The principle of the Folin-Ciocalteu method is phenolic compounds was oxidized by
the Folin-Ciocalteu reagent and gave blue colour that can be measured by visible
spectrophotometer at a wavelength of 750 nm. Total phenolic content expressed as equivalent
mass of gallic acid. The results showed that qualitatively the water fraction of methanolic
extract from faloak stem bark had antioxidant compounds and quantitatively had an 1C50 value
of 45.628 + 1.474 pg / mL belonging to a very strong antioxidant. The water fraction of
methanolic extract of stem bark faloak has total phenolic content of 6.971 £ 0.167 mg gallic
acid equivalents per gram of water fraction.
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PENDAHULUAN

Radikal bebas adalah atom atau
molekul yang tidak stabil dan sangat
reaktif. Radikal bebas akan sangat reaktif
menyerang molekul-molekul aami tubuh
seperti lipoprotein, asam lemak tak jenuh,
protein, serta unsur DNA tubuh termasuk
karbohidrat (Gaytan-Martinez et al., 2017;
Zang et al., 2017).

Reaks radikal bebas bila tidak
dihentikan akan menimbulkan penyakit
seperti kanker, jantung, katarak, penuaan
dini, serta penyakit degeneratif lainnya
Oleh karena itu, tubuh memerlukan
antioksidan yang mampu menangkap
radikal bebas tersebut sehingga tidak dapat
menginduksi penyakit (Hekimi et al., 2011,
Karbowski et al., 2011; Szilvas et al.,
2012).

Antioksidan merupakan senyawa
yang dapat menangkap radikal bebas
dengan cara memberikan elektron (electron
donor). Antioksidan sintesis  biasa
digunakan ke dalam formulas makanan
seperti  tert-butyl hydroquinone (tBHQ),
butyl hydroxyl anisol (BHA) dan propil
gdat (PG) mempunyai efektivitas yang
tinggi dalam menghambat radika bebas,
akan tetapi dapat menyebabkkan kanker
melalui mutasi DNA. Sehingga diperlukan
usaha untuk mencari senyawa antioksidan
baru yang aman dan efektif (Bagchi et
al.,2014; Gharavi et al., 2007).

Masyarakat Nusa Tenggara Timur
telah mengenal tumbuhan faloak (Serculia
guadrifida R.Br.) sebagai tumbuhan obat.
Secara empiris, air rebusan kulit batang
tumbuhan faloak digunakan sebagai obat
hepatitis, tifus, maag, dan pemulihan
stamina. Melalui uji kualitatif golongan
senyawa kimia menyatakan bahwa ekstrak
aseton, etil asetat, metanol, dan n-heksana
dari kulit batang tumbuhan faloak memiliki
senyawa flavonoid, fenolik dan terpenoid
(Siswadi et al., 2014).

Senyawa fenol ini  diketahui
memiliki aktivitas antioksidan (Blum-Silva
et al., 2015). Metode yang digunakan untuk
menentukan aktivitas antioksidan adalah
metode DPPH. Tujuan metode ini adalah
untuk meneliti parameter konsentrasi yang
ekivalen memberikan 50% efek aktivitas
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antioksidan  (1Cs0). Pada  penentuan
kandungan fenolik total digunakan metode
Folin-Ciocalteau. Metode ini  umum
digunakan sebagai standar penentuan
kandungan fenolik total setara massa
ekivalen asam galat (Meng et al., 2011).

METODE PENELITIAN

Desain  penelitian ini  adalah
eksperimental laboratorium dengan
rancangan  penelitian acak  lengkap.
Kegiatan yang dilakukan adalah pembuatan
ekstrak metanol  kulit batang faloak
(Serculia quadrifida R.Br), fraksinasi, uji
aktivitas antioksidan secara kualitatif, uji
aktivitas antioksidan secara kuantitatif, dan
penetapan kandungan fenolik total.

Sampling bahan dan deter minas

Bahan baku penelitian diperoleh
dari pohon faloak yang tumbuh di kota
Kupang dan sekitarnya. Pohon faloak
(Sterculia quadrifida R.Br) yang digunakan
dalam pendlitian ini adalah pohon yang
telah berdiameter minimal 30 cm.

Determinas tanaman  faloak
dilakukan di Laboratorium Farmakognosi-
Fitokimia, Program  Studi Farmasi
Universitas Ma Chung.

Ekstraks dan fraksinas

1 kg kulit batang faloak kering,
dibershkan dan dihaluskan dengan
blender. Smplisia yang telah dihaluskan
ditimbang sebanyak 30 gram dan dituang
kedalam bejana maserasi, ditambah metanol
sampai terendam sempurna, dan dicampur
homogen. Campuran dimasersi pada suhu
ruangan selama dua hari. Filtrat diperoleh
melalui penyaringan dan ampas
penyaringan diremaserass dengan metanol
secukupnya selama 2 hari dan disaring.
Pelarut hasil penyaringan filtrat diuagpkan
hingga diperoleh ekstrak metanol kulit
batang fal oak.

Ekstrak metanol kulit batang faloak
ditambah 300 mL air hangat dan di
ekstraksi cair-cair menggunakan wasbensin
dengan perbandingan larutan  ekstrak
wasbensin (1:1 v/v), kemudian didiamkan
hingga terpisah sempurna Fase air akan
berada pada paling bawah, sedangkan fase




washbensin berada pada bagian atas.

Hasil partis diperoleh dua fraksi,
yaitu fraks wasbensin dan fraks air.
Selanjutnya, fraksi air diekstraksi cair-cair
menggunakan etil asetat dengan
perbandingan larutan fraksi air-etil asetat
(1:1 v/v) sehingga didapat fraks air dan etil
asetat. Fraks ar diuapkan pelarutnya
hingga didapat ekstrak kental.

Pembuatan larutan DPPH

Sgumlah DPPH dilarutkan ke
daam metanol p.a sehingga diperoleh
larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 mM.
Larutan tersebut ditutup dengan alumunium
foil dan harus selalu dibuat baru

Pembuatan larutan standar rutin

Pembuatan larutan stok rutin
dilakukan dengan menimbang 2,5 mg rutin
dan dilarutkan dengan metanol p.a sampai
10,0 mL.

Larutan pembanding dibuat dengan
cara0,5; 1,0; 1,5; 2,5; 3,0 mL larutan stok
rutin diambil, kemudian ditambah metanol
p.a sampai 10,0 mL, sehingga diperoleh
konsentrasi larutan standar rutin sebesar
12,5; 25,0; 37,5; 50,0; dan 62,5 pg/mL.

Pembuatan larutan uji

Larutan uji  untuk  aktivitas
antioksidan dibuat dengan menimbang 25,0
fraksi air dan di tambahkan metanol p.a
sampai 25,0 mL. Sebanyak 1,0; 1,5; 2,0;
2,5 3,0 mL larutan tersebut, kemudian
ditambah metanol p.a sampai 10,0 mL,
sehingga diperoleh konsentrasi larutan uji
sebesar 100; 150; 200; 250; 300 pg/mL.

Larutan uji untuk penentuan
kandungan fenolik total dibuat dengan
menimbang 7,5 mg fraks ar dan
ditambahkan metanol p.a sampai diperoleh
konsentras larutan uji sebesar 750,0

pg/mL.

Pembuatan larutan asam galat

Pembuatan larutan asam galat
dibuat dengan konsetrasi 500 pg/mL dalam
akuades.metanol p.a(1:1). Diambil 1,0; 1,5;
2,0; 25 dan 3,0 mL larutan tersebut,
kemudian ditambahkan akuades : metanol
p.a(1:1) sampai 10,0 mL.
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Uji pendahuluan

Uji pendahuluan senyawa fenolik
diakukan dengan cara 0,5 mL larutan uji
750,0 pg/mL dan larutan pembanding asam
gaa 150,0 pg/mL ditambah 2,5 mL
pereaksi fenol Folin-Ciocalteu yang telah
diencerkan dengan akuades (1:10 v/v)
kedalam tabung reaksi. Diamkan selama 10
menit. Tambahkan 7,5 mL larutan natrium
karbonat 1 M. Kemudian amati warna
larutan tersebuit.

Uji pendahuluan aktivitas
antioksidan dilakukan dengan 1 mL larutan
DPPH dimasukan ke dalam masing-masing
tiga tabung reaksi. Ditambahkan masing-
masing dengan 1 mL metanol p.a, larutan
pembanding rutin 37,5 ug/mL, dan larutan
uji 200,0 upg/mL. Selanjutnya, larutan
tersebut ditambahkan dengan 3 mL metanol
p.a Setelah 30 menit, amati warna pada
larutan tersebuit.

Penentuan panjang gelombang serapan
maksimum

Penentuan panjang gelombang serapan
maksimum dilakukan dengan cara pada 3
labu ukur 10 mL, dimasukan masing-
masing 0,5; 1,0; 1,5 mL larutan DPPH.
Ditambahkan larutan tersebut dengan
metanol p.a hingga tanda batas. Diamkan
selama OT (operating time). Lakukan
scanning panjang gelombang serapan
maksimum dengan spektrofotometer visibel
pada panjang gelombang 400-600 nm.

Pengukuran aktivitas antioksidan

Estimas aktivitas antioksidan total
larutan uji dilakuakan dengan cara 1 mL
larutan DPPH dimasukkan ke dalam tabung
reaks bertutup kemudian ditambah dengan
1 mL larutan pembanding dan uji pada
berbagai seri konsentras telah dibuat.
Selanjutnya larutan tersebut ditambah
dengan metanol p.a hingga tanda batas.
Larutan tersebut didiamkan selama OT.
Diukur abrsorbans larutan uji dengan
spektrofotometer visibel pada panjang
gelombang maksimum hasil optimasi.
Pengujian dilakukan dengan 5 kali
replikasi.




Pengukuran kandungan fenolik total

Estimasi kandungan fenolik total
larutan uji dilakukan dengan cara diambil
0,5 mL larutan uji 750 pg/mL, lalu masing-
masing dimasukan ke dalam labu takar 10,0
mL dan dilanjutkan sebagaimana perlakuan
pada pembuatan kurva baku asam galat.
Kandungan fenolik total dinyatakan sebagai
gram ekivalen asam galat (mg ekivalen
asam galat per g fraksi air). Lakukan 5 kali
replikasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fraks air yang diberi reagen Folin-

Ciocalteu menunjukan warna biru (gambar
1). Dapat disimpulkan fraksi air ekstak
metanol kulit batang faloak mengandung
senyawa fenolat.
Fraksi air ekstrak metanol yang memiliki
potensi aktivitas antioksidan maka akan
bereaks dengan radika DPPH yang
memiliki elektron yang tidak berpasangan.
Ketika elektron menjadi berpasangan oleh
keberadaan penangkap radikal bebas, maka
absorbans akan  menurun  secara
stokiometri sesuai jumlah elektron yang
diambil (Almoulah et al., 2017).

Gambar 1. Uji senyawa fenolik. Blangko
(A), fraks ar + Folin
Ciocalteu (B), asam gaat +
Folin Ciocalteu (C)

Keberadaan senyawa antioksidan
dapat mengubah warna larutan DPPH dari
ungu menjadi kuning. Gambar 2 terlihat
adanya penurunan intensitas warna larutan
uji fraks air ekstrak metanol dari warna
ungu menjadi warna kuning. Dengan
demikian dapat dismpulkan hasil pengujian
positif dan didalam fraks air ekstrak
metanol  kulit batang faloak terdapat
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senyawa aktivitas

antioksidan.

yang  memiliki

Gambar 2. Uji aktivitas antioksidan.
Blangko (A), fraksi air +
DPPH (B), rutin + DPPH
©

Penentuan OT aktivitas antoksidan
pada larutan pembanding dan larutan uji di
tiga tingkat konsentrasi, absorbans stabil
pada menit ke-30 hingga menit ke-60.
Sehingga  pengukuran  larutan  akan
memberikan hasil yang reprodusibel bila
diukur antara menit ke-30 sampai menit ke-
60 (gambar 3).
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Gambar 3. Grafik penentuan OT rutin

Penentuan OT  asam  gaat
menunjukan dari menit ke-10 sampai ke-30
absorbanss senyawa molybdenum blue
yang merupakan senyawa hasil reaksi asam
galat dengan pereaks Folin-Ciocalteu
terbentuk secara stabil. Dapat disimpulkan
bahwa pengukuran absorbanss pada
penetapan kadar kandungan fenolat total
agar mendapatkan hasil yang reliabel dan
valid dilakukan pada menit ke-10 sampai
ke-30 (gambar 4).
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Gambar 4. Grafik Penentuan OT Asam
Galat

Tabel |. Parameter Validas
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Hasil pengukuran tiga konsentras
larutan DPPH didapatkan hasil panjang
gelombang maksimum ratarata adalah
5158 nm. Hasil pengukuran tiga
konsentrasi asam gdat yang sudah
direaksikan dengan pereaks  Folin-
Ciocadlteu didapatkan hasil  panjang
gelombang maksimum rata-rata adalah 750
nm. Ha ini sesua dengan panjang
gelombang teoritis yaitu 750 nm. Jadi
Untuk menentukan kandungan fenolat total
menggunakan panjang gelombang 750 nm.

Parameter Validas Hasl Standar (APVMA)
Liniaritas r =0,9999 r=0,997
Akurasi Recovery = 93,750 — 120,186% Recovery = 75— 125%
Presis CV =1,7701% CV=20%
Spesifisitas Tidak terdapat serapan penggangu pada A 500- Tidak terdapat serapan
900 nm penggangu pada A
penentuan

Penilaian parameter  validas
disgjikan pada tabel 1. Linearitas
menunjukkan kemampuan metode untuk
menghasilkan hasil uji yang secara
langsung proporsional dengan konsentras
analit dalam sampel. Nilai linieritas yang
didapat dari hasil pengujian adalah 0,999.
Nilai tersebut telah sesuai dengan nilal
parameter linieritas yang disayaratkan oleh
APVMA vyaitu lebih dari 0,997.

Akurasi merupakan analisis
kedekatan hasil analisis yang diperoleh
dengan menggunakan metode analisis
tertentu dengan nila yang sebenarnya.
Berdasarkan ketiga macam konsentrasi
yang diuji ddam validas metode penentuan
aktivitas antioksidan, dihasilkan rentang
nilai recovery sebesar 93,750-120,186%.
Nilai tersebut telah sesuai dengan nilai
parameter akurasi yang disayaratkan oleh
APVMA yaitu dengan rentang 75-125%.

Presis dari metode andisis
dinyatakan dalam CV (Coeffisen of
Variant). Dalam menghitung nilai CV
digunakan tiga tingkatan konsentrasi dalam
lima kali replikasi. Berdasarkan ketiga
macam konsentrasi yang diuji dalam uji
aktivitas antioksidan didapatkan nila CV
sebesar 1,7701%. Nilai tersebut telah sesuai
dengan nila parameter presiss  yang
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disayaratkan oleh APVMA vyaitu dengan
nilai CV < 20%.

Spesifisitas  adalah  kemampuan
untuk mengukur analit secara tepat dan
spesifik  dengan adanya komponen-
komponen lain dalam matriks sempel
seperti ketidakmurnian, produk degradas
dan komponen lain. Hasil scanning larutan
pembanding rutin dan larutan uji fraks air
pada rentang gelombang 450-550 nm,
menunjukan tidak terdapat serapan pada
panjang gelombang 515,8 nm (panjang
gelombang deteksi).

Hasil scanning larutan asam galat
dan fraksi air ekstrak metanol kulit batang
faloak pada rentang gelombang 500-900
nm, tidak terdapat serapan pada panjang
gelombang 750 nm (panjang gelombang
deteksi). Hal tersebut menunjukan ketika
rutin direaksikan dengan radikal DPPH
maka yang terdeteksi hanya absorbans
DPPH dari hasil reaksi, sehingga dapat
dismpulkan bahwa metode uji aktivitas
antioksidan fraksi air memiliki spesisitas
yang baik.

Parameter yang digunakan untuk uji
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH
adalah ICsp yaitu konsentrasi senyawa uji
yang dibutuhkan untuk mengurangi radikal
DPPH sebesar 50%. Nilai 1Cso diperoleh
dari suatu persamaan regres linier yang




menyatakan hubungan antara konsentrasi
senyawa Uji dengan nilai  aktivitas
antioksidan (Fan et a., 2017). Semakin
kecil nilai 1Cso senyawa uji, maka semakin
poten senyawa Uji tersebut sebagai
antioksidan (Othman et al., 2012).

[

Gambar 5. Mekanisme Penghambatan
Radikal Bebas Oleh Rutin
(Zhang et al., 2016)

Reaksi penghambatan radikal bebas
DPPH ol eh karena adanya rutin ditunjukkan
pada gambar 5, dimana radikal bebas DPPH
digambarkan sebagai *R. Pada saat
penambahan senyawa yang bersifat
antioksidan, satu elektron bebas yang
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terdapat pada DPPH akan mengikat <H
yang berasal dari senyawa antioksidan,
sehingga sifat radikal bebas yang dimiliki
oleh DPPH akan hilang (Zhang et al.,
2016). Hilangnya sifat radikal bebas ini
menyebabkan tidak terjadinya delokalisasi
elektron dalam molekul DPPH, sehingga
warna ungu akan berkurang intensitasnya.
Pengurangan intensitas warna ini sebanding
dengan jumlah radikal bebas DPPH yang
ditangkap oleh senyawa antioksidan (Cruz-
Zlhigaet al., 2016).

Ratarata nilai 1Cso rutin sebesar
10,176 + 0,380 pg/mL, nila ini
menunjukkan bahwa dibutuhkan rutin
dengan konsentrasi 10,176 + 0,380 pg/mL
untuk menghasilkan penurunan 50% dari
aktivitas DPPH sedangkan nilai 1Csp fraksi
air sebesar 45,628 + 1,474 pg/mL, nilai ini
menunjukkan bahwa dibutuhkan fraks air
ekstrak metanol kulit batang faloak dengan
konsentrasi 45,628 + 1,474 pg/mL untuk
menghasilkan penurunan 50% dari aktivitas
DPPH (tabel 2). Berdasarkan nilai 1Cso,
aktivitas antiosidan rutin lebih  besar
daripada aktivitas antioksidan fraks air
ekstrak metanolik kulit batang faloak, akan
tetapi  berdasarkan  tingkat  kekuatan
antioksidan, baik rutin maupun fraks air
memiliki aktivitas antioksidan pada tingkat
sangat kuat karena ICso keduanya kurang
dari 50 pg/mL.

Tabel 11. Hasil Perhitungan |Cso (Cruz-Zaiiga et al., 2016)

Tingkata aktivitas antioksidan (nilai |1 Cso) dengan metode DPPH
Sampel | IC Sangat
P (gmL)y | kuat (E*;)‘_Jf(t)o Sedang (101-150 Lemah

(<50 /mL) pg/mL) (>150 pg/mL)
ugmr) | H9

Rutin | 10,176 N

Fraks | 45,628 N

ar

Kandungan fenolik total dinyatakan
sebagai gram ekivalen asam gaat.
Hubungan antara asanm gala dan
absorbansinya setelah direaksikan dengan
pereaksi Folin-Ciocalteu dihitung
menggunakan persamaan y = 0,006 x —
0,052; dengan nilai koefisien korelasi, r =
0,9999. Nilai r ini lebih besar r tabel (db =
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5; p = 0,05), sebesar 0,878 (Hastie et al.,
2013).

Hasil perhitungan nilai kandungan
fenolik total rata-rata pada sampel sebesar
6,971+0,167 mg ekivalen asam gaat per
gram fraks air ekstrak metanol kulit
batang faloak (tabel 3).




Tabel V. Hasil Perhitungan Kandungan

Fenolik Total
Kandungan
fenolik total X (rata-
Fraksi air (mg ekivalen rata) + SD
asam galat
per g fraksi)
Replikasi 1 6,891
Replikasi 2 7,267
6,971+
Replikasi 3 6,915 0,167
Replikasi 4 6,921
Replikasi 5 6,861
KESIMPULAN

Nilai aktivitas antioksidan fraksi air
ekstrak metanol kulit batang faloak dengan
menggunakan radikal bebas DPPH yang
dinyatakan sebagai 1Cso sebesar (45,628
+1,474 ) yg/mL dan kandungan fenol total
pada fraks air ekstrak metanol kulit batang
faoak yang dinyatakan dengan massa
ekivalen asam galat sebesar (6,971+0,167)
mg ekivalen asam galat per gram fraks air
ekstrak metanol kulit batang fal oak.
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