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Abstrak

Penelitian pendahuluan tentang aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) menunjukkan
potensi anti radikal bebas yang tinggi dari kedua ekstrak. Oleh karena itu telah dilakukan fraksinasi ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun
dewandaru, serta pengujian aktivitas antiradikal dari masing-masing fraksi. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui apakah
ada korelasi antara kandungan fenol dan flavonoid total dalam berbagai fraksi tersebut dengan aktivitas antiradikalnya. Daun dewandaru
diekstraksi dengan kloroform, etil asetat, dan etanol secara maserasi bertingkat. Selanjutnya dilakukan fraksinasi terhadap masing-masing
ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat menggunakan kromatografi kolom gravitasi dengan fase diam silika Geo dan fase gerak campuran
perbandingan tertentu antara kloroform, etil asetat, etanol, dan air secara gradien kepolaran. Aktivitas antiradikal diukur secara
spektrofotometri dengan pereaksi DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl) dan sebagai pembanding digunakan vitamin E. Penentuan kadar fenol
dan flavonoid total dalam fraksi secara spektrofotometri menggunakan pereaksi Folin Ciocalteu untuk penetapan kadar fenol total, sedangkan
untuk penentuan kadar flavonoid total menggunakan pereaksi AICls. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi-fraksi dari ekstrak etil asetat
dan ekstrak etanol daun dewandaru mempunyai aktivitas antiradikal yang cukup tinggi. Lima fraksi dari ekstrak etanol memiliki aktivitas
antiradikal lebih tinggi dibanding vitamin E. Aktivitas antiradikal paling tinggi ditunjukkan dengan nilai ARP (antiradical power) sebesar
3496,5 mg DPPH/mg sampel, sedangkan vitamin E sebesar 1776,20 mg DPPH/mg sampel. Korelasi antara kadar fenol maupun flavonoid total
dalam berbagai fraksi tersebut dengan aktivitas antiradikalnya menunjukkan korelasi positif dengan korelasi sebesar 0,55 dan 0,45.
Berdasarkan hasil diatas dapat disimpulkan bahwa fraksi-fraksi polar daun dewandaru mempunyai aktivitas antiradikal yang lebih tinggi
daripada vitamin E, namun aktivitas tersebut berkorelasi rendah dengan kandungan fenol dan flavonoid totalnya.

Kata kunci: antiradikal, fenol, flavonoid, dewandaru, Eugenia uniflora L.

Abstract

Earlier experiment on the extracts of leaves from dewandaru (Eugenia uniflora L.) showed that those extracts have high potency as antiradical
agent. Therefore, this experiment has been done to investigate further the antiradical activity of the fractions of the ethanolic and ethyl acetate
leaf extract of E. uniflora; also to study the relationship between the phenol and flavonoid contents of those fractions and the antiradical
activity. The leaves of E. uniflora were extracted by using chloroform, ethyl acetate and ethanol by gradient maceration method. Those extracts
were fractionated with column chromatography by using silica Geo as solid phase and the composition of chloroform, ethyl acetate, ethanol and
water as mobile phase. The antiradical activity was measured by spectrometry method using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazy) method
compared to vitamin E. The phenol and flavonoid content were measured spectrometrically using Folin ciocalteu and AICls reagent. The result
has shown that the fractions of the ethyl acetate and ethanol extract had high antiradical activity. Five fractions of ethanol extract had higher
antiradical activity than vitamin E. The ARP (antiradical power) value of fraction whose the highest activity is 3496.5 mg DPPH/ mg sample,
which vitamin E is about 1776.2 mg DPPH/mg sample. Moreover, the correlation between the phenol and flavonoid content of the fractions
and the antiradical activity are 0.55 and 0.45. This study has found that the polar fractions of leaves of E. uniflora have the higher antiradical
activity than vitamin E. However, there is a low relationship between the phenol and flavonoid content of the fractions and the antiradical
activity.

Keywords: antiradical, phenol, flavonoid, dewandaru, Eugenia uniflora, L.

1. Pendahuluan

Antioksidan diperlukan salah satunya untuk melindungi tubuh dari kerusakan akibat stres oksidatif yang dipicu karena
serangan radikal bebas [1]. Stres oksidatif berimplikasi pada inisiasi dan progresi berbagai penyakit neurodegenerative, kanker,
penyakit jantung, dan penuaan dini [2]. Antioksidan sintetik seperti BHA (butil hidroksi anisol) dan BHT (butil hidroksi toluen)
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibanding antioksidan alami seperti vitamin C dan vitamin E [3], tetapi
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antioksidan sintetik memiliki kelemahan dapat menimbulkan karsinogenesis [4]. Eksplorasi senyawa antioksidan diharapkan
dapat diperoleh senyawa antioksidan baru yang aman dari sumber bahan alam.

Pezzuto and Park [5] dan Everet et al. [6] mengungkapkan bahwa kerusakan oksidatif dapat dihambat oleh senyawa
penangkap radikal bebas dan penyumbang elektron seperti senyawa fenol. Senyawa fenol mampu menghambat radikal bebas
dengan mekanisme sumbangan hidrogen dan stabilisasi resonansi [7].

Penelitian pendahuluan terhadap daun dewandaru (Eugenia uniflora Linn.) menunjukkan adanya aktivitas antiradikal DPPH
pada ekstrak etanol, ekstrak etil asetat dan ekstrak kloroform. Hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas antiradikal dari ekstrak
etanol dan atil asetat tersebut hampir setara dengan vitamin E, suatu antioksidan yang poten [8]. Tumbuhan dewandaru
mengandung senyawa-senyawa fenolik antara lain flavonoid yang kemungkinan bertanggung jawab terhadap aktivitas antiradikal
tumbuhan dewandaru [9, 10].

Flavonoid memiliki kemampuan menghambat peroksidasi lipid, membentuk kelat dengan logam dan mengurangi proses lain
yang melibatkan ROS (reactive oxygen species). Kekuatan flavonoid sebagai antioksidan tergantung struktur molekulnya. Posisi
hidroksil dan substitusi lainnya pada struktur sangat penting untuk aktivitas pembersihan (scavenging) radikal bebas [11].
Penelitian ini dilakukan untuk menentukan fraksi aktif dari ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun dewandaru sebagai
antiradikal dikaitkan dengan kandungan senyawa fenolik dan kandungan flavonoidnya.

2. Bahan dan Metode

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: daun dewandaru (Eugenia uniflora L) yang diperoleh dari Balai
Pembudidayaan Tanaman Obat Tawangmangu.

Ekstrak daun dewandaru diperoleh dengan cara maserasi bertingkat serbuk daun dewandaru menggunakan pelarut berturut-
turut kloroform, etil asetat dan etanol berderajat teknis. Selanjutnya dilakukan fraksinasi hanya terhadap ekstrak etil asetat dan
etanol, karena dalam penelitian sebelumnya [8] ekstrak kloroform tidak menunjukkan aktivitas antiradikal yang potensial.

Fraksinasi dilakukan dengan metode kromatografi kolom gravitasi menggunakan fase diam silica gel dan 11 macam fase gerak,
masing-masing sebanyak 200 ml, yang terdiri dari kloroform, etil asetat, etanol, dan air dengan perbandingan volume yang
bervariasi secara gradien kepolaran (Tabel 1).

Tabel 1. Perbandingan VVolume Fase Gerak yang Digunakan pada Fraksinasi Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Fase Gerak Kloroform (%) Etil Asetat (%) Etanol (%) Air (%)

ke-
1 100 0 0 0
2 75 25 0 0
3 50 50 0 0
4 25 75 0 0
5 0 100 0 0
6 0 75 25 0
7 0 50 50 0
8 0 25 75 0
9 0 0 100 0
10 0 0 75 25
11 0 0 50 50

Aktivitas antiradikal ditentukan dengan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl). Sejumlah larutan sampel ekstrak,
fraksi, atau pun vitamin E masing-masing ditambah dengan 1,0 ml DPPH 0,4 mM dan etanol ad 5,0 ml. Campuran tersebut
divorteks selama 30 detik dan diinkubasi selama 45 menit. Absorbansi sampel diukur terhadap blangko yang terdiri dari
sejumlah larutan stok dalam etanol pada Amas 516 nm. Aktivitas antiradikal dilihat dari adanya penurunan absorbansi
dibandingkan dengan kontrol yang terdiri dari 1,0 ml DPPH 0,4 mM dalam etanol. Persen (%) penangkap radikal dihitung
menggunakan persamaan berikut:

(Absorbansi kontrol-Absorbansi sampel)

1
Abzorbansi kontrol x100%

Penentuan aktivitas antiradikal dilakukan melalui perhitungan nilai ICsp, yaitu nilai yang menggambarkan besarnya
konsentrasi sampel yang dapat menangkap radikal bebas sebesar 50%. ICso diperoleh dari persamaan regresi antara konsentrasi
sampel (X) dengan rerata aktivitas penangkap radikal () dari seri replikasi pengukuran. Nilai ECsp (efficiency concentration)
diperoleh berdasarkan data 1Cso melalui persamaan berikut:

ICs0 (mg/mL)
Konszentrasi DPPH (mg,/mL)
Nilai ECso dinyatakan dalam mg sampel tiap mg DPPH.
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Selanjutnya nilai antiradical power (ARP) [12] dengan satuan mg DPPH/mg sampel, dihitung berdasarkan nilai ECso yang
dliggpatkan melalui persamaan berikut:

ECsp

Kandungan fenol total dalam ekstrak dan fraksi ditentukan dengan metode Folin-Ciocalteu sesuai yang dilakukan oleh Lee et
al. [13] dengan beberapa modifikasi menggunakan asam galat sebagai standar. Kandungan fenol total dinyatakan sebagai
ekivalensi milligram asam galat dalam tiap gram ekstrak (GAE).

Kandungan flavonoid total dalam ekstrak dan fraksi ditentukan dengan metode kolorimetri AICl3 sesuai yang dilakukan
oleh Zhishen et al. (1999) cit Karadeniz et al. [14] menggunakan rutin sebagai standar. Kandungan flavonoid total dinyatakan
sebagai ekivalensi miligram rutin dalam tiap gram ekstrak (RE).

3. Hasil dan Pembahasan

Fraksinasi terhadap ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat dilakukan secara bertingkat berdasar gradien kepolaran untuk
memisahkan senyawa-senyawa yang terdapat dalam ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol sesuai dengan kemampuannya untuk
larut dalam seri eluen yang digunakan. Hasil dari fraksinasi ekstrak etil asetat diperoleh 20 efluen, kemudian dikelompokkan
berdasarkan pada kesamaan profil KLT-nya sehingga didapatkan sembilan fraksi. Sementara dari hasil fraksinasi ekstrak etanol
diperoleh 15 efluen yang dikelompokkan menjadi delapan fraksi berdasarkan kesamaan profil KLT-nya. Hasil fraksinasi
tercantum pada Tabel 2.

Uji aktivitas antiradikal DPPH oleh sampel uji berdasarkan prinsip penurunan intensitas warna ungu DPPH yang sebanding
dengan penurunan konsentrasi DPPH. Senyawa uji sebagai antiradikal akan memberikan hidrogen kepada DPPH membentuk
DPPH-H tereduksi yang berwarna kuning [15]. Senyawa penangkap radikal yang telah menyumbangkan H radikal berubah
menjadi radikal baru. Antiradikal yang bermanfaat adalah senyawa yang setelah bereaksi dengan radikal bebas menghasilkan
radikal baru yang stabil.

Tabel 2. Hasil Fraksinasi Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Fraksi dari ekstrak Efluen Berat fraksi dari Fraksi ekstrak etil Efluen Berat fraksi dari
etanol ekstrak etanol asetat ekstrak etil asetat
kering (g) kering (9)
EtOH | 1 0,0664 EtOAc | 1+2 28,434
EtOH 11 2 0,0310 EtOAc Il 3 0,0989
EtOH 111 3+4 0,0409 EtOAc Il 4+5+6 20,253
EtOH IV 5+6 0,0659 EtOAc IV 7+8+9+10 0,7438
EtOH V 7+8 0,1989 EtOAc V 11+12 0,3932
EtOH VI 9 13602 EtOAc VI 13+14+15 0,0578
EtOH VII 10 0,8047 EtOAc VII 16+17 0,0393
EtOH VI 11+12+13+14 0,4340 EtOAc VIII 18+19 0,0166
+15
EOtAcC IX 20 0,0217

Aktivitas penangkap radikal dinyatakan dalam ICsp, ECso dan ARP. Semakin besar nilai ARP menunjukkan kemampuan
antiradikal senyawa tersebut semakin besar. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antiradikal berbagai fraksi dari
ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol daun dewandaru bervariasi (Tabel 3). Fraksi dari ekstrak etil asetat yang menunjukkan
aktivitas antiradikal lebih kuat dibandingkan dengan ekstrak etil asetat yaitu fraksi IV (ARP=1219,51 mg DPPH/mg sampel) dan
fraksi V (ARP= 1666,67 mg DPPH/mg sampel). Pada ekstrak etanol, fraksi VI (ARP= 3496,5 mg DPPH/mg sampel) memiliki
aktivitas antiradikal lebih kuat dibanding ekstrak etanol. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-senyawa yang bertanggungjawab
terhadap aktivitas antiradikal pada ekstrak etil asetat sebagian besar terdapat dalam fraksi IV dan V, sedangkan senyawa-
senyawa yang bertanggungjawab terhadap aktivitas antiradikal pada ekstrak etanol sebagian besar terdapat dalam fraksi VI.

Secara umum, jika dibandingkan dengan vitamin E, fraksi polar memiliki potensi antiradikal yang lebih kuat daripada vitamin
E, yaitu mulai dari fraksi IV ekstrak etanol sampai dengan fraksi V111 ekstrak etanol (Tabel 3). Oleh karena itu, fraksi polar dari
ektrak etanol sangat potensial untuk dikembangkan menjadi antiradikal alami dengan aktivitas yang tinggi. Namun karena
beragamnya kandungan senyawa yang dimiliki kedua fraksi tersebut, menyebabkan senyawa yang berperan terhadap aktivitas
antiradikal belum dapat ditentukan.

Prinsip penentuan kandungan fenol dengan reagen Folin Ciocalteu adalah terbentuknya senyawa molibdenum yang berwarna
biru dari hasil reduksi fosfomolibdat fosfotungstat oleh senyawa fenolik. Intensitas warna biru yang terbentuk dapat diukur
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secara spektrofotometri dan dinyatakan dalam Gallic Acid Equivalent yaitu jumlah kesetaraan miligram asam galat dalam 1 gram
bahan. Semua senyawa fenol termasuk fenol sederhana dapat bereaksi dengan reagen Folin Ciocalteu.

Tabel 3. Aktivitas Penangkap Radikal Berbagai Fraksi dari Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Sampel 1Cs ECso ARP
(ug/mL) (mg/mg DPPH) (mg DPPH/mg sampel)
Ekstrak Etil Asetat 29,08 0,184 543,5
EtOAc | 176,40 1,116 89,61
EtOAc II 309,48 1,959 51,05
EtOAc Il 105,49 0,668 149,70
EtOAc IV 13,02 0,082 1219,51
EtOAc V 9,43 0,060 1666,67
EtOAc VI 129,02 0,817 122,40
EtOAc VII 30,99 0,196 510,20
EtOAc VIII 63,31 0,401 249,38
EtOAc IX 306,77 1,942 51,49
Ektrak Etanol 4,63 0,029 3460,21
EtOH I 1774,60 11,090 9,02
EtOH Il 630,26 3,940 25,38
EtOH 111 191,88 1,200 83,33
EtOH IV 6,80 0,043 2325,6
EtOH V 5,00 0,031 3194,9
EtOH VI 4,57 0,029 3496,5
EtOH VII 7,81 0,049 2049,18
EtOH VIII 8,99 0,056 1779,36
VitE 8,90 0,056 1776,20

Hasil penelitian (Tabel 4) menunjukkan fraksi VI dari ekstrak etanol memiliki kadar fenol total paling tinggi (373,11 mg/g
sampel) dan aktivitas antiradikal paling kuat (ARP=3496,5 mg DPPH/mg sampel), sedangkan fraksi | etanol memiliki kadar
fenol total paling rendah (20,28 mg/g sampel) dan aktivitas antiradikal paling lemah (ARP=9,02 mg DPPH/mg sampel).
Hubungan kadar fenol total dengan aktivitas antiradikal berbagai fraksi ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol menunjukkan
korelasi positif dengan korelasi sebesar 0,55. Hal ini menunjukkan bahwa lebih dari 50% aktivitas antiradikal berbagai fraksi
tersebut disumbangkan oleh senyawa fenol, sedangkan sisanya disumbangkan oleh senyawa lain. Menurut Javanmardi et al. [16],
aktivitas antiradikal dari ekstrak tumbuhan tidak hanya terbatas oleh senyawa fenol tetapi juga disumbangkan oleh senyawa-

senyawa seperti minyak menguap, karotenoid dan vitamin C.

Kebanyakan senyawa fenol alam telah diketahui strukturnya dan flavonoid merupakan golongan terbesar [17]. Menurut
Midlleton et al. [18], flavonoid mempunyai aktivitas sebagai antioksidan, sehingga diperkirakan flavonoid yang berperan dalam

aktivitas antiradikal bebas. Oleh karena itu perlu penetapan kadar flavonoid total dari masing-masing fraksi.

Tabel 4. Penetapan Kadar Fenol Total Berbagai Fraksi dari Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Sampel

GAE

(mg asam galat/g sampel)

Ekstrak Etil Asetat
EtOAc |
EtOAc Il
EtOAc Il
EtOAc IV
EtOAc V

EtOAc VI

EtOAc VII

EtOAc VIII

19,84
83,49
121,42
145,17
299,85
153,22

266,46
82,81

201,34




132 Wahyu Utami et al / TM Conference Series 01 (2018), Page 169-164

EtOAc IX 41,78
Ekstrak Etanol 315,63
EtOH | 20,28
EtOH 11
EtOH 111
EtOH IV 154,37
EtOH V 195,46
EtOH VI 373,11
EtOH VII 156,38
EtOH VIII 143,45

Kadar flavonoid ditetapkan dengan menggunakan metode kolorimetri alumunium klorida dengan pengukuran absorbansi
secara spektrofotometri. Alumunium klorida akan membentuk kompleks dengan gugus hidroksi keton atau orto hidroksi
sehingga memperpanjang panjang gelombang ke arah visibel (efek batokromik) [17]. Kandungan flavonoid dalam ekstrak dan
fraksi dinyatakan dalam Rutin Equivalent yaitu jumlah kesetaraan milligram rutin dalam 1 gram bahan yang ditetapkan.

Hasil penetapan kadar flavonoid total menunjukkan bahwa fraksi VIII ekstrak etanol memiliki kandungan flavonoid paling
tinggi (269 mg/g sampel), sedangkan fraksi | ekstrak etanol memiliki kandungan flavonoid paling rendah (57,91 mg/g sampel)
(Tabel 5). Hubungan antara kadar flavonoid total berbagai fraksi ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol dengan aktivitas
penangkap radikalnya berkorelasi positif sebesar 0,45.

Tabel 5. Penetapan Kadar Flavonoid Total Berbagai Fraksi dari Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Sampel RE
(mg/g sampel)
Ekstrak Etil Asetat 279,31
EtOAc | 358,59
EtOAc Il 224,65
EtOAc Il 151,42
EtOAc IV 173,30
EtOAc V 200,23
EtOAc VI 92,74
EtOAc VII 136,54
EtOAc VIII 269,34
EtOAc IX 88,29
Ektrak Etanol 189,82
EtOH | 57,91
EtOH 11 68,41
EtOH I1I1 68,41
EtOH IV 253,784
EtOH V 104,234
EtOH VI 206,41
EtOH VII 179,91
EtOH VIII 462,62

Hasil penelitian secara keseluruhan menunjukkan kandungan flavonoid tinggi belum tentu menyebabkan aktivitas antiradikal
yang kuat (Tabel 5). Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antiradikal belum tentu disumbangkan oleh besarnya kandungan fenol
dan flavonoid total, namun harus didukung pula oleh struktur fenol dan flavonoid tersebut. Penelitian yang dilakukan Ami¢ et al.
[19] dan Farkas et al. [20] menyatakan bahwa aktivitas antiradikal flavonoid tergantung pada struktur molekul dan pola
substitusi gugus hidroksinya serta pada ketersediaan hidrogen fenol dan kemungkinan hasil dari stabilisasi radikal fenoksil
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melalui ikatan hidrogen atau delokalisasi elektron. Semakin banyak substitusi gugus hidroksi pada flavonoid maka aktivitas
antiradikalnya semakin besar. Silva et al. [21] dan Ami¢ et al. [19] menyatakan juga bahwa adanya gugus orto-katekol (3°,4’-
OH) pada cincin B flavonoid merupakan faktor penentu kapasitas antioksidan yang tinggi.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil diatas, dapat disimpulkan bahwa fraksi VI dari ekstrak etanol memiliki aktivitas antiradikal yang paling
tinggi dengan nilai ARP (antiradical power) 3496,5 mg DPPH/mg sampel. Fraksi polar dari ekstrak etanol (fraksi 1V, V, VI, VII
dan VIII) daun dewandaru memiliki aktivitas antiradikal yang lebih tinggi dibandingkan vitamin E. Kandungan fenol dan
flavonoid total berbagai fraksi dari ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol daun dewandaru memiliki korelasi yang rendah dengan
aktivitas antiradikalnya.
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