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Abstrak

Daun ketapangTerminalia catappa L) mengandung banyak senyawa yang bersifat
antioksidan yang dapat ditentukan dengan metodedpseran radikal bebas 1,1-Difenil-2-
Pikrilhidrazil (DPPH). Penelitian ini dilakukan wi mengisolasi dan mengidentifikasi
senyawa dari ekstrak etanol daun ketapang, mengetalanya peredaman radikal bebas
DPPH oleh ekstrak etanol daun ketapang denganast&uérsetin, menentukan konsentrasi
ekstrak etanol untuk meredam 50% aktivitas radiedlas DPPH (165). Isolasi senyawa aktif
daun ketapang dilakukan dengan cara maserasi.ifidasit golongan senyawa dilakukan
dengan penapisan fitokimia. Pemisahan ekstrak ketlamgan metode kromatografi kolom.
Aktivitas antioksidan dilakukan dengan peredamamwaadikal bebad DPPH menggunakan
spektrofotometri UV-Vis. Penelitian menunjukkan wah fraksi J hasil pemisahan
kromatografi kolom memberikan peredaman warna DBBHRg paling besar. Kandungan
senyawa ekstrak etanol antara lain flavonoid, alkal saponin, kuinon, dan fenolik.
Sedangkan fraksi J mengandung senyawa flavonoidatkathoid. Nilai 1G, ekstrak etanol
adalah 172,523 ppm, sedangkan fraksi J adalah Z3'fgm, sementara standar kuersetin
sebesar 6,277 ppm.
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Abstract

Ketapang’s leaveTerminalia catappa L) contain much antioxidant compounds. This
research were isolated and identified compounds ketapang’s leave. Antioxidant activity
evaluated by scavenging free radical 1,1-Diphenii@ylhydrazyl (DPPH) method and
quersetin as standar. Antiradical DPPH were deterbly concentration extract ethanol that
causes 50% loss of the DPPH activitysdCActive compounds isolated by maceration and
identified by screening phytochemistry. Antixidaactivity analized by scavenging free
radical DPPH using spectrophotometry UV-Vis. Resleahowed that fraction J was the most
scavenger of DPPH colour than others fraction aolouExtract ethanol contain flavonoid,
alkaloid, saponin, quinon, and phenolic. Wheresaction J were contain flavonoid and
alkaloid. 1G extract ethanol were 172.523 ppm, fraction J v&e.729 ppm and quersetin
were 6.277 ppm.
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. PENDAHULUAN

Penggunaan senyawa antioksidan semakin berkemlzakgittuk makanan maupun
untuk pengobatan seiring dengan bertambahnya @Enget tentang aktivitas radikal bebas
(Boer, 2000). Stres oksidatif merupakan keadaag yidiak seimbang antara jumlah molekul
radikal bebas dan antioksidan di dalam tubuh (Kséai, 2003). Senyawa antioksidan
merupakan suatu inhibitor yang digunakan untuk rmantat autooksidasi. Efek antioksidan
senyawa fenolik dikarenakan sifat oksidasi yangpé&@n dalam menetralisasi radikal bebas
(Panovskat al, 2005).

Ketapang merupakan tumbuhan dari fagohbreataceae dilaporkan bahwa di dalam
daun memiliki aktivitas antioksidan secara in vity@ang ditentukan dengan metode
peredaman warna radikal bebas 1,1-difenil-2-pildidwil (DPPH) yang berwarna ungu
menjadi kuning (Pauly, 2001).

Pada penelitian sebelumnya, telah diisolasi flawbrgiikosida dari daun katapang
dalam fraksi n-butanol yang memiliki aktivitas akidan (Linet al, 1997). Oleh karena itu
pada penelitian ini yang dilakukan adalah untuk geésmhui aktivitas antioksidan dalam

ekstrak etanol yang ditentukan menggunakan radiedlas DPPH.

1. METODE KERJA
2.1. Alat dan Bahan
2.1.1 Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian antam faaseratqrrotary evaporator
Buchi, pipa kapiler, kolom kromatografi, chamber KLT,ekpofotometri UV-VIS, mikro

pipet, gelas ukur, gelas beker.

2.1.2 Bahan

Daun ketapang yang diperoleh dari kampus Tembaldniyersitas Diponegoro.
Pelarut yang digunakan untuk maserasi adalah e#itat dan etanol. Pelarut untuk
kromatografi kolom adalah n-heksan, kloroform, asietat, dan etanol. Kromatografi kolom
menggunakan silika gel 60H. Pengembang kromatofapifs tipis menggunakan n-butanol,
asam asetat anhidrida dan akuades. Fasa diam lkgnafatapis tipis menggunakan silika gel
60Ghkss Skrining fitokimia menggunakan merkuri klorideglikim iodida, feri klorida 1%,
asam klorida, serbuk magnesium, asam sulfat pklkagform, ammonium hidroksida, asam
asetat anhidrida. Pemudaran warna untuk penentudivitas antioksidan dengan
menggunakan DPPH. Standar antioksidan digunakaaa@nquersetin.



2.2. MetodeKerja
2.2.1 Pembuatan ekstrak

Serbuk daun ketapang 0,75 Kg dimaserasi menggunmtarut etil asetat dilanjutkan
dengan etanol secara berurutan masing-masing s@a2?dajam. Ekstrak etil asetat maupun

etanol kemudian dipekatkan.

2.2.2 Uji Aktivitas Antioksidan Secara Kualitatif Ekstrak Etanol dan Etil Asetat
Ekstrak etanol dan etil asetat di lakukan KLT menggunakampuran pelarut n-

butanol, asam asetat anhidrida dan akuades. Ringan pelarut untuk ekstrak etil asetat
yaitu 4:1:3, sedangkan untuk ekstrak etanol mengigam perbandingan 4:1:5. Setelah elusi
selesai, lempeng dikeringkan dan disemprot dereyateln 0,05 mM DPPH dalam etanol. Uji
positif yang bersifat anti radikal bebas menghasillbercak kuning dengan latar belakang
ungu dalam waktu 20 menit. Uji aktivitas antioksidsecara kualitatif juga dilakukan pada
quersetin yang digunakan sebagai standar antioksktlestrak etanol memberikan peredaman
terbesar terhadap perubahan warna DPPH, dilanjugamisahan senyawa dengan

kromatografi kolom.

2.2.3 Pemisahan dengan Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom dibuat dari silika gef’H sebagai fasa diam. Adapun
perbandingan campuran pelarut yang digunakan adategksan : kloroform : etil asetat yaitu
1:2: 3, etil asetat, etil asetat : etanol y@li : 1), (12:3), (10:5),(8:7), (6: 9, (1),
(2 : 13) dan etanol. Fraksi-fraksi hasil kromatdigreolom dianalisis dengan KLT
menggunakan campuran pelarut n-butanol, asam asethidrida, akuades dengan
perbandingan 4 : 1 : 5. Fraksi yang memiliki nodag/ sama atau mirip dijadikan satu fraksi
besar.

2.2.4 Uji Aktivitas Antioksidan Secara Kualitatif pada Fraksi Kolom

Fraksi kolom dilakukan KLT dengan campuran pelandbutanol, asam asetat
anhidrida dan akuades dengan perbandingan 4 : 1 Setelah elusi selesai, lempeng
dikeringkan dan disemprot dengan larutan 0,05 mNPBRlalam etanol. Fraksi kolom yang
memberikan peredaman terbesar terhadap perubahama Vi2PPH dilanjutkan dengan
penentuan aktivitas antioksidan secara kuantitatif.



2.2.5 Uji Antioksidan dengan Peredaman Warna DPPH
a. Skrining Panjang Gelombang M aksimal L arutan DPPH 0,05 mM

Larutan 0,05 mM DPPH dalam etanol diukur panjagigmbang maksimum dan nilai

absorbansinya. Larutan ini digunakan sebagai kbotmtuk menguji larutan ekstrak etanol
dan dan fraksi kolom terpilih yang memberikan paredn warna DPPH yang paling besar.
Hal yang sama dilakukan pada kontrol untuk stageddn quersetin.

b. Operating time L arutan Uji Ekstrak Daun K etapang

Larutan uji dari ekstrak etanol dan fraksi kolampilih yang memberikan peredaman
warna DPPH yang paling besar dibuat berbagai kdrasen Konsentrai ekstrak uji yang
dibuat adalah 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5% (b/\rpk&i kolom 0,1% diambil untuk
dilakukan operating time. Operating time dilakukan dengan cara 50 pL ekstrak sampel
ditambah larutan 0,05 mM DPPH dalam etanol sebaByal.. Larutan uji tersebut diukur
pada menit ke-10, 20, 30, 40, 50, 60 pada panjafgndpang maksimum 515 nm yang telah

di peroleh. Selisih absorbansi terbesar pada setd&u merupakaoperating time.

c. Penentuan Aktivitas Antioksidan

Penentuan aktivitas antioksidan dilakukan dengama & mL larutan DPPH dalam
etanol 0,05 mM ditambah dengan 50 pL ekstrak larufa Konsentrasi standar quersetin
yang dibuat adalah 0,01% , 0,02%, 0,03%, 0,04989%,(b/v). Campuran didiamkan selama
waktu operating time yang telah diperoleh. Larutan ini kemudian diubsorbansinya pada
panjang gelombang 515 nm. Besarnya konsentragiaglkarutan uji untuk meredam 50%
aktivitas radikal bebas ditentukan dengan nilaisoICICso dihitung dari persentase
penghambatan serapan larutan ekstrak dengan mealggupersamaan yang diperoleh dari

kurva regresi linier.

1. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Pembuatan Ekstrak

Maserasi daun ketapang menghasilkan ekstrak ketit@setat yang berwarna coklat
tua dan ekstrak kental etanol yang berwarna coldetitifikasi golongan senyawa dengan
penapisan fitokimia dalam ekstrak etil asetat tedkmg senyawa flavonoid, alkaloid, dan
saponin. Sedangkan pada ekstrak etanol terkandemgawa flavonoid, alkaloid, saponin,

kuinon dan fenolik.



3.2 Uji Kualitatif Antioksidan Ekstrak Etanol dan Etil Asetat

Uji antioksidan secara kualitatif dilakukan dend€dl dan reaksi perubahan warna
DPPH terhadap filtrat kental etanol dan etil asetat

Hasil KLT terlihat bahwa pada noda ketiga dalamtreksetanol berubah warna
menjadi kuning dengan latar belakang ungu. Sedangada ekstrak etil asetat terlihat bahwa
noda keempat menjadi kuning dengan latar belakamgy.uPerubahan warna pada noda
ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat karena mameredam radikal bebas DPPH atau
memiliki aktivitas antioksidan. Akan tetapi peredamwarna yang diberikan oleh ekstrak
etanol lebih besar dibandingkan pada ekstrak séited. Oleh karena itu penentuan aktivitas
antioksidan secara kuantitatif hanya dilakukan pekistrak etanol. Untuk membandingkan

aktivitas antioksidan digunakan standar quersetin.

Ekstrak Etanol  Ekstrak Etil Asetat Quersetin

Gambar 3.1. llustrasi peredaman warna DPPH olelraékgtanol, ekstrak etil asetat dan
guersetin

Peredaman warna DPPH terjadi karena adanya senyamg dapat memberikan
radikal hidrogen kepada radikal DPPH sehingga t&«gdmenjadi DPPH-H (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazin). Reaksi reduksi DPPH dapat dililbatrikut ini:
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Gambar 3.2. Reduksi DPPH dari senyawa peredamaldaitbas (Prakas# al, 2001).



3.3. Pemisahan Ekstrak Etanol
Ekstrak etanol dipisahkan dengan kromatografi kokemudian dianalisis dengan
KLT menghasilkan 13 fraksi besar yaitu fraksi A®,D, E, F, G, H, |, J, K, L, M.

3.4. Uji Kualitatif Antioksidan Fraksi Kolom

Penentuan fraksi kolom yang digunakan sebagaaniioksidan secara kuantitatif
terlebih dahulu dilakukan uji antioksidan secaraalitatif. Fraksi yang memberikan
peredaman warna DPPH yang paling besar yang ddmmengan analisis antioksidan secara
kuantitatif. Sebagai pembanding aktivitas antio&sifuga dilakukan pada quersetin.

Hasil KLT menunjukkan bahwa fraksi J memberikanedaman warna paling besar
terhadap warna DPPH vyaitu pada noda pertama. Hadil dari fraksi J juga disemprot
dengan larutan 5% Alglkalam etanol. Noda pertama memberikan perubahamavwaenjadi
lebih kuning. Perubahan ini disebabkan adanya flakb Reaksi antara Algldengan
golongan flavonoid membentuk kompleks antara gundioksil dan keton yang bertetangga

atau dengan gugus hidroksil yang saling bertetangga
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Gambar 3.3 Reaksi komplek flavonoid-Al
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DPPH oleh fraksiJ ~ DPPH oleh quersetin fraksi J

Gambar 3.4. Peredaman warna DPPH oleh fraksi Jsefire dan penyemprotan AlCbleh
fraksi J.



Hasil penapisan fitokimia fraksi J mengandung sesmytavonoid dan alkaloid. Fraksi
J kemudian dilanjutkan dengan uji antioksidan sekaantitatif.

3.5. Uji Antioksidan Secara Kuantitatif
a. Skrining Panjang Gelombang M aksimal L arutan DPPH 0,05 mM

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak uji yaitksteak etanol dan fraksi J serta
standar quersetin diawali dengan penentuan pargat@mbang maksimum\ .9 DPPH
0,05 mM dalam etanol sebagai kontrol menggunakaektsgfotometri UV-Vis untuk
pengukuran ekstrak uji dan untuk standar quersktifs yang diperoleh dalam pengukuran
untuk ekstrak uji sebesar 515 nm dengan absorlsafsar 0,736, sedangk®paks yang
diperoleh dalam pengukuran untuk standar quersabesar 515 nm dengan absorbansi

sebesar 0,789. Adapun spektra larutan DPPH 0,05dal&Mm etanol untuk dapat dilihat pada
gambar berikut ini.
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Gambar 3.5. (a) Spektra DPPH 0,05 mM dalam etamblik ekstrak uji dan standar quersetin

b. Operating time L arutan Uji Ekstrak Daun K etapang

Operating time digunakan untuk menentukan waktu paling tepatraksiji dalam
meredam radikal bebas DPP@perating time diperoleh dariselisih pengukuran absorbansi
yang paling besar. Dari grafik berikut diketahuihbva operating time pada menit
keduapuluh.
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Gambar 3.6. Grafik selisih absorbansi pada berbagesi waktu.

c. Penentuan Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan ekstrak etanol, fraksi J darersetin dapat dilihat pada grafik

berikut ini.

Aktivitas Antioksidan
70 +

g 60 ?

é 50 f

9]

g 30 -

<

g 20 _

g 101 ____v/*::-*/"//"

X

< O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Konsentrasi Larutan DPPH di tambah Ekstrak (ppm)

—e&— Ekstrak Etanol (%)
—@— Fraksi J (%)
—e— Larutan (ppm)

Gambar 3.7. Grafik aktivitas antioksidan ekstradnet, fraksi J dan quersetin

Grafik aktivitas antioksidan pada ekstrak etanfhksi J maupun quersetin

menunjukkan dengan bertambahnya konsentrasi eksti@ta aktivitas antioksidan juga
meningkat. Berikut adalah grafik ekstrak yang diydean untuk meredam 50% aktivitas

radikal bebas DPPH yang ditunjukkan dengan harga IC

Tabel 3.1. Perbandingandgxkstrak etanol, fraksi J, dan quersetin

Ekstrak Persamaan Grafik Nilai I1Csg

Ekstrak Etanol y= OFézzilo),(ngéSZOQ 172,523

Fraksi J y= %f}ilg ;525 692 347,726
Quersetin y= 5&2833,25213’683 6,277




Berdasarkan data di atas terlihat bahwa ekstraloketaemiliki nilai 1C5o yang lebih
kecil bila dibandingkan dengan fraksi J, akan tegkgstrak etanol masih memiliki nilai ¥
yang cukup besar jika dibandingkan dengan querssglvagai pembandingnya. Hal ini
menunjukkan bahwa untuk meredam warna radikal bébaga setengah konsentrasinya
pada ekstrak etanol lebih efektif jika dibandingkBemgan fraksi J, tetapi kurang efektif jika
dibandingkan dengan quersetin.

Reduksi DPPH menjadi DPPH-H disebabkan adanya dbitbogen dari senyawa
hidroksil baik didalam ekstrak etanol maupun didafaaksi J. Senyawa-senyawa hidroksil
didalam ekstrak etanol akan terpisah menggunakamatografi kolom menjadi fraksi-fraksi
yang lebih kecil. Oleh karena itu terjadi penguamgimlah hidrogen yang dapat didonorkan
dari fraksi J pada DPPH. Pada quersetin peredamamawerjadi lebih efektif jika dibanding
ekstrak etanol maupun fraksi J. Hal ini karenaalach molekul quersetin mempunyai lima

gugus hidroksil. Jumlah ini cukup banyak pada patialekulnya untuk mereduksi DPPH.
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Gambar 3.8 Quersetin

Oleh karena itu dapat diprediksikan bahwa didaéksirak etanol maupun fraksi J
senyawa yang berperan dalam aktivitas antioksidalah golongan flavonoid dengan jumlah
gugus hidroksil cukup sedikit. Semakin banyak gududroksil bebas yang dapat
menyumbangkan hidrogen maka semakin banyak jugkseglang dapat dilakukan terhadap
DPPH.
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>

Reduksi DPPH semakin besar

Gambar 3.9 Orientasi besarnya reduksi DPPH olehghgiroksil.
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IV.KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan Ilzahtidalam ekstrak etanol
mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, kuinonn denolik. Sedangkan dalam fraksi J
mengandung flavonoid dan alkaloid.s§&kstrak etanol adalah 172,523 ppm sedangkan pada

fraksi J 347,729 ppm, sementara senyawa pembasdbesar 6,277 ppm.
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