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ABSTRAK

Senyawa dengan radikal bebas merupakan senyawa yang mempunyai satu atau lebih elektron tidak
berpasangan yang dapat merusak sel dan jaringan jika terakumulasi dalam tubuh manusia. Antioksidan dapat
berfungsi untuk menginaktivasi reaksi oksidasi dan mencegah terbentuknya radikal tetapi antioksidan sintetik
dapat menyebabkan karsinogen. Oleh karena itu, antioksidan yang terkandung dalam sumber alami perlu
diteliti lebih lanjut. Salah satunya adalah tanaman zodia (Evodia suaveolens). Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui nilai aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol, etil asetat, dan diklorometana dari
daun tanaman zodia yang dinyatakan dengan ICso (inhibitory concentration) dan untuk mengetahui kadar
fenolik total dari ekstrak daun zodia. Serbuk daun zodia dimaserasi menggunakan tiga pelarut, yaitu metanol,
etil asetat, dan diklorometana secara terpisah. Penentuan aktivitas antioksidan dilakukan dengan uji
penangkapan radikal DPPH (2,2-difenill-1-pikrilhidrazil) sedangkan penentuan kandungan fenolik total
dilakukan menggunakan metode spektrofotometri. Nilai aktivitas antioksidan yang dinyatakan dengan 1Csg
dari ekstrak metanol, etil asetat, dan diklorometana dari daun zodia berturut-turut adalah 170, 124, dan 409
ppm. Kadar fenolik total dari ekstrak metanol, etil asetat, dan diklorometana dari daun zodia berturut-turut
adalah 0,02430; 0,01183; dan 0,00930 mg GAE/g.

Kata kunci: antioksidan secara in-vitro, DPPH, Evodia suaveolens, kadar fenolik, maserasi
ABSTRACT

Antioxidant Activity and Total Phenolic Content of Zodia Leaves (Evodia suaveolens). The
compounds with free radicals are compounds that have one or more unpaired electrons which can damage
cells and tissues if they was accumulated in the human body. Antioxidants can act to inactivate oxidation
reactions and prevent the formation of radicals but synthetic antioxidants can cause carcinogens. Therefore,
antioxidants containing in natural sources need to be investigated. One of them is the zodia (Evodia
suaveolens) plant. The purpose of this study was to determine the value of antioxidant activity of methanol,
ethyl acetate, and dichloromethane extract from the leaves of the zodia plant in 1Cse (inhibitory
concentration) and to determine the total phenolic content of zodia leaf extract. Zodia leaves powder was
macerated using three solvents, namely: methanol, ethyl acetate, and dichloromethane, separately.
Determination of antioxidant activity was carried out by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl) radical
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catching test and the determination of total phenolic content was carried out using spectrophotometric
methods. The antioxidant activity values expressed by I1Cso from methanol, ethyl acetate, and
dichloromethane extracts from zodia leaves were 170, 124, and 409 ppm, respectively. Total phenolic
concentrations of methanol, ethyl acetate, and dichloromethane extracts from zodia leaves were 0.02430,
0.01183, and 0.00930 mg GAE/qg.

Keywords: DPPH, Evodia suaveolens, in-vitro antioxidants, maceration, phenolic levels

PENDAHULUAN

Radikal bebas merupakan senyawa yang mempunyai satu atau lebih elektron tidak
berpasangan. Radikal bebas tersebut dapat dihasilkan oleh metabolisme sel yang normal
dalam tubuh manusia atau bisa juga berasal dari sumber luar seperti polusi, asap rokok,
radiasi dan obat yang dapat merusak sel dan jaringan jika terakumulasi dalam tubuh
manusia (Paliwal et al., 2017). Reactive oxygen species (ROSs) merupakan jenis radikal
bebas yang dapat mengoksidasi protein, lemak, DNA dan dapat menginisiasi terjadinya
penyakit kronik atau degeneratif seperti: kanker, diabetes dan penyakit kardiovaskuler
(Aktumsek et al., 2013).

Antioksidan mampu menginaktivasi reaksi oksidasi dan mencegah terbentuknya
radikal bebas. Antioksidan bisa berupa sintetik dan alami. Antioksidan sintetik yang sangat
efektif dan secara luas telah digunakan adalah butylated hydroxytoluene (BHT) atau
butylated hydroxyanisole (BHA). Akan tetapi, keduanya dapat menyebabkan efek
karsinogen yang berbahaya (Hidayati et al., 2017). Oleh karena itu, banyak studi mengenai
potensi antioksidan alami yang sudah dilakukan (Zou, 2004; Liu et al., 2013).

Indonesia mempunyai berbagai jenis tanaman yang dapat tumbuh dari Sabang
sampai Merauke. Salah satunya adalah tanaman zodia (Evodia suaveolens) yang dikenal
oleh masyarakat sebagai tanaman hias dan pengusir nyamuk (lIsrianto, 2016). Kandungan
senyawa minyak atsiri dalam daun zodia telah diteliti menggunakan Gas Cromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS). Senyawa-senyawa terdapat dalam daun zodia meliputi:
limonene, menthofuran, (5H)-benzofurano-ne, 4(5H)-benzofuranone, myrtenoic acid,
copaene, p-mentha-1(7),8-dien-9-ol, caryophyllene, valencene, [-himachalene, a-
curcumene, cadinene, 3,5-octadiene, 2,4,6-trimethoxytoluene, 4,6-hetadienoic acid,
humulane-1,6-dien-3-ol, longifolenaldehyde, 4-hydroxy-s-ionone, trans-squalene, dan
vitamine E. Metode esktraksi yang digunakan adalah maserasi menggunakan pelarut etanol
selama 3 x 24 jam (Handayani and Nurcahyanti, 2014). Selain itu, kandungan senyawa
aktif dalam ekstrak etanol daun zodia (Evodia suaveolens) juga telah diidentifikasi

menggunakan GC-MS. Kandungan senyawa aktif dalam ekstrak etanol daun zodia tersebut
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meliputi : menthofuran; evodone; bicyclopentene; delta-selinene; 3,5,7-octatrien-2-ol,
aromadendrene oxide 2; alpha-bisabolol; 2,4-dimethyl-2,4- heptadienal; phytol; squalene;
beta-tocopherol; D-alpha-tocopherol; stigmasta-5,23-dien-3.beta.-ol; (23S)-ethylcholest-5-
en-3.beta.ol; 24,25-dihydrolanosterol; lanosterol; dan obtusifoliol (Sanora et al., 2019).

Uji toksisitas ekstrak metanol daun zodia telah dilakukan menggunakan metode
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Hasil LCso yang diperoleh adalah sebesar 131,34 ppm
(bersifat toksik) (Lestari et al., 2015). Hasil skrining fitokimia secara kualitatif dari ekstrak
metanol daun zodia menunjukkan bahwa daun zodia mengandung golongan senyawa
alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin. Golongan senyawa flavonoid atau polifenol
mempunyai kemampuan untuk mencegah terjadinya reaksi autooksidasi dengan cara
memberikan satu elektron dari senyawa flavonoid tesebut kepada elektron tidak
berpasangan dari senyawa radikal bebas, akibatnya jumlah radikal bebas dapat diturunkan
(Porkony et al., 2001).

Penelitian mengenai potensi antioksidan dari daun zodia belum dilakukan. Dengan
demikian, penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas antioksidan daun zodia
menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dengan variasi pelarut untuk
proses maserasi yang meliputi metanol, etil asetat, dan diklorometana. Variasi pelarut yang
digunakan dalam proses maserasi tersebut bertujuan untuk mengetahui potensi ekstrak
daun zodia sebagai antioksidan menggunakan pelarut yang bersifat polar (metanol),

semipolar (etil asetat) dan nonpolar (diklorometana).

METODE PENELITIAN

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: Rotary evaporator vacuum
(Eyela®) dan spektrofotometer UV-Vis (SHIMADZHU®). Bahan yang digunakan dalam
penilitian ini antara lain: serbuk simplisia daun zodia (Evodia suaveolens) yang diperoleh
dari kota Batu, Jawa Timur, Indonesia. Pelarut metanol, etil asetat, diklorometana, dan
etanol serta DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dibeli dari Sigma Aldrich. Vitamin C dari
Sigma Aldrich digunakan sebagai standar antioksidan. Semua reagen merupakan analytical
grade.
Persiapan Sampel

Daun zodia segar ditimbang, dicuci dengan air bersih dan dipotong kecil-kecil.
Sampel dikeringkan dengan diangin-anginkan. Kemudian sampel diblender dan diayak

sampali terbentuk serbuk dengan ukuran 60 mesh.
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Pembuatan Ekstrak Daun Zodia

Sebanyak 10 g serbuk dimaserasi menggunakan pelarut metanol sebanyak 250 mL
pada suhu kamar. Proses maserasi dilakukan selama 24 jam kemudian disaring hingga
diperoleh filtrat dan ampas. Filtrat dimasukan dalam wadah sedangkan ampas dimaserasi
kembali menggunakan pelarut metanol yang baru sebanyak 250 mL. Proses maserasi
dihentikan ketika ampas sudah berwarna pucat. Kemudian filtrat dikumpulkan untuk
dipekatkan dengan rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak pekat. Perlakuan yang
sama juga diterapkan pada proses maserasi menggunakan pelarut etil asetat dan
diklorometana. Rendemen dari masing-masing ekstrak dihitung menggunakan persamaan
D).

0% Rendemen = 2=ratekstrak (8) 90004 (1)

berat zampel (g}

Persiapan Larutan Sampel Uji dan Standar Antioksidan

Larutan sampel uji ekstrak metanol, ekstrak etil asetat daun zodia dan vitamin C
dibuat dalam konsentrasi (20, 40, 60, 80, dan 100) mg/L masing-masing sebanyak 50 mL.
Di sisi lain, larutan sampel uji ekstrak diklorometana daun zodia dibuat dalam konsentrasi
(50, 100, 200, 300, dan 500) mg/L masing-masing sebanyak 50 mL.
Uji Antioksidan menggunakan Metode DPPH

Masing-masing larutan sampel uji dan standar antioksidan dipipet sebanyak 0,25
mL dan dicampur dengan larutan DPPH 6 x 10° M sebanyak 5 mL dalam tabung reaksi.
Kemudian divortex selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 30 menit pada suhu kamar,
absorbansi campuran reaksi diukur pada panjang gelombang 515 nm menggunakan
spektrofotometer untuk mendapatkan nilai absorbansi sampel. Larutan blanko yang terdiri
dari metanol dalam larutan DPPH disiapkan dan diukur pada panjang gelombang yang
sama untuk mendapatkan nilai absorbansi kontrol. Percobaan dilakukan dengan 3 kali

pengulangan. Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan persamaan (2).

Abszorbansi kontrol—Absorbasi zamp el
x 100 %

Aktivitas antioksidan (%) = T — (2)

Selanjutnya, dibuat grafik hubungan antara konsentrasi sampel (sumbu x) dan
persen penghambatan radikal DPPH (sumbu y). Perhitungan nilai 1Cso didasarkan pada
rumus persamaan regresi linear.

Penentuan Kadar Fenolik Total

Kandungan fenolik total ditentukan dengan metode spektrofotometri visibel dengan

cara sebagai berikut: sejumlah ekstrak atau fraksi uji dimasukkan ke dalam labu takar 10

mL, ditambah dengan 0,4 mL reagen Folin-Ciocalteu, dan dibiarkan selama 8 menit.
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Larutan selanjutnya ditambah 4 mL Na.COs 7% dan ditambah aqua bidestilata sampai
batas tanda. Setelah 2 jam, absorbansinya dibaca pada panjang gelombang 765 nm.
Sebagai blanko digunakan aqua bidestilata dan reagen Folin-Ciocalteu. Kandungan fenolik
total dinyatakan sebagai gram ekivalen asam galat tiap 100 gram berat kering subfraksi (%
b/b EAG) (Chun et al., 2003).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi Daun Zodia

Dalam penelitian ini, sampel daun zodia yang telah dikeringkan menjadi serbuk
diekstraksi menggunakan metode maserasi. Kelebihan metode maserasi antara lain: alat
yang digunakan dan cara pengerjaan yang sederhana, biaya operasional yang relatif rendah,
dan dapat mencegah rusaknya senyawa-senyawa aktif yang bersifat termolabil atau tidak
tahan panas (Savitri et al., 2017). Sampel ditimbang sebanyak 10 g selanjutnya dimaserasi
menggunakan pelarut metanol sebanyak 4 x 250 mL. Proses maserasi dilakukan dengan
perbandingan antara sampel dan pelarut sebesar 1:100. Pada waktu perendaman akan
terjadi kontak antara sampel dan pelarut yang menyebabkan zat atau senyawa aktif yang
terdapat dalam sampel akan tertarik ke dalam pelarut. Rendemen ekstrak daun zodia
ditampilkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rendemen ekstrak daun zodia

(o)
Jenis ekstrak ~ Warna Berat ekstrak (g) Berat sampel (g) Rend/gmen
Ekstrak metanol H"af“ 0,50 10 5,0
kehijauan
Ekstrak etil Hitam 0,40 10 4.0
asetat kehijauan
Ekstrak Hitam 045 10 4,5

diklorometana kehijauan

Filtrat diuapkan menggunakan evaporator dengan tujuan untuk menguapkan pelarut
metanol yang digunakan dalam proses maserasi sehingga diperoleh ekstrak pekat yang
digunakan dalam uji antioksidan. Perlakuan yang sama untuk proses maserasi dengan
menggunakan pelarut etil asetat yang ditargetkan dapat mengekstrak senyawa-senyawa
aktif yang bersifat semipolar. Demikian juga untuk perlakuan yang sama pada pelarut
diklorometana yang ditargetkan dapat mengekstrak senyawa-senyawa aktif yang bersifat

non polar.
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Penyajian rendemen adalah perbandingan antara berat ekstrak yang diperoleh
dengan sampel yang digunakan. Ekstrak metanol daun zodia mempunyai presentase
rendemen terbanyak diikuti oleh ekstrak diklorometana dan ekstrak etil asetat. Hal tersebut
menunjukkan bahwa kandungan senyawa yang terdapat didalam daun zodia paling banyak
adalah senyawa yang bersifat polar, diikuti oleh senyawa-senyawa non polar dan semi
polar.

Uji Antioksidan menggunakan Metode DPPH

Larutan uji yang digunakan pada uji antioksidan dengan metode DPPH terdiri dari
ekstrak metanol, ekstrak etil asetat, dan esktrak diklorometana dari sampel serbuk daun
zodia. Tujuan pembuatan ketiga larutan uji tersebut adalah untuk mengetahui aktivitas
antioksidan terbaik yang ditunjukkan dengan nilai 1Cso terkecil. Selain itu, dilakukan
penentuan nilai 1Cso dari antioksidan standar atau pembanding (Vitamin C) dengan tujuan
untuk membandingkan potensi ekstrak daun zodia dengan antioksidan standar yang sudah
terbukti potensi antioksidannya.

Metode DPPH mempunyai kelebihan jika dibandingkan dengan metode lain, yaitu
metodenya sederhana, mudah, dan hanya membutuhkan sampel dan reagen yang sedikit
dalam uji antioksidan. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) adalah salah satu jenis radikal
bebas sintetik yang berwarna ungu dan mempunyai atom nitrogen yang tidak berpasangan.
Prinsip dasar dalam uji antioksidan menggunakan metode DPPH adalah adanya reaksi
kimia antara senyawa antioksidan dan radikal bebas DPPH melalui mekanisme reaksi
donasi atau pemberian atom hidrogen oleh senyawa antioksidan ke radikal bebas DPPH
yang mengakibatkan adanya perubahan warna larutan dari ungu menjadi kuning atau dari
ungu pekat menjadi ungu pudar. Perubahan warna tersebut menyebabkan penurunan nilai
absorbansi sampel (Molyneux, 2004). Mekanisme reaksi antara DPPH dan atom H yang

berasal dari antioksidan dapat dilihat pada Gambar 1.

AL " s ' RH ) > e N i P R.
N HN
ON l NO ;N ~ _.;;"1‘ NO
C ] L
.']\1 ), \l“ ),
Ungu Kuning

Gambar 1. Reaksi antara DPPH dan atom H yang berasal dari antioksidan (Molyneux,
2004).
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Dalam uji aktivitas antioksidan ini, digunakan perbandingan 20:1 yaiitu 5 mL
larutan DPPH dicampur dengan 0,25 mL larutan sampel (ekstrak metanol, ekstrak etil
asetat, ekstrak diklorometana daun zodia, dan vitamin C) pada tiap variasi konsentrasi
larutan uji. Kesempurnaan reaksi antara larutan DPPH dan larutan uji dimaksimalkan
dengan perlakuan vortex selama 1 menit. Persentase penghambatan dapat ditentukan dari
adanya perbedaan serapan antara absorben sampel dan absorben kontrol yang diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 515 nm. Hasil uji
antioksidan menggunakan metode DPPH dari ekstrak metanol dan esktrak etil setat daun
zodia ditunjukkan dalam Tabel 2 dan ekstrak diklorometana daun zodia ditunjukkan dalam
Tabel 3.

Tabel 2. Hasil uji antioksidan menggunakan metode DPPH dari ekstrak metanol dan
esktrak etil asetat daun zodia

Persentase penghambatan terhadap radikal DPPH (%)

Konsentrasi . . Ekstrak metanol daun Ektrak etil asetat daun
(ppm) Vitamin C . .
zodia zodiac

0 0 0 0

20 31 8 9

40 44 13 14

60 58 20 19

80 71 27 27

100 83 29 45

Table 3. Hasil uji antioksidan menggunakan metode DPPH dari ekstrak diklorometana
daun zodia

Konsentrasi (ppm) Persentase penghambatan terhadap radikal DPPH (%)
0 0
50 15
100 25
200 34
300 46
500 54

Semakin besar konsentrasi larutan uji yang digunakan menyebabkan persentase
penghambatan terhadap radikal DPPH juga semakin besar. Dengan demikian, konsentrasi
larutan uji dan persentase penghambatan terhadap radikal DPPH mempunyai hubungan
yang sebanding. Konsentrasi ekstrak diklorometana daun zodia yang digunakan untuk uji
antioksidan secara in vitro jauh lebih besar jika dibandingkan dengan ekstrak metanol dan
etil asetat daun zodia. Dengan demikian, ekstrak diklorometana membutuhkan konsentrasi

yang besar untuk bisa menghasilkan persentase penghambatan terhadap radikal DPPH
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yang setara dengan ekstrak metanol dan ekstrak etil asetat daun zodia. Grafik hubungan
antara konsentrasi ekstrak metanol dan esktrak etil asetat daun zodia dengan persentase
penghambatan terhadap radikal DPPH ditunjukkan dalam Gambar 2 sedangkan grafik
hubungan antara konsentrasi ekstrak diklorometana daun zodia dengan persentase
penghambatan terhadap radikal DPPH ditunjukkan dalam Gambar 3.

90
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Gambar 2. Grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak metanol dan esktrak etil asetat
daun zodia dengan persentase penghambatan terhadap radikal DPPH
70 -
y = 0,0846x + 15,34
60 - R*=109324

50 4

&

radikal DPPH (%)

Persentase penghambatan terhadap

0 100 200 300 400 500

Konsentrasi (mg/L)

Gambar 3. Grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak diklorometana daun zodia dengan
persentase penghambatan terhadap radikal DPPH

ICs0 adalah konsentrasi larutan dari sampel uji yang diperlukan untuk menghambat

50% radikal bebas DPPH. Nilai ICso dapat ditentukan dengan membuat grafik hubungan
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antara konsentrasi sampel (sumbu x) dan persen penghambatan (sumbu y). Nilai ICso
dihitung berdasarkan rumus persamaan regresi linear. Berdasarkan grafik hubungan antara
konsentrasi larutan uji dengan persentase penghambatan terhadap radikal DPPH.
Penentuan nilai 1Cso dilakukan dengan cara memasukkan angka 50 ke dalam variabel y
sehingga nilai x akan diketahui. Nilai x tersebut merupakan nilai 1Cso. Nilai 1Cso dari

ekstrak daun zodia ditampilkan pada Gambar 4.

409

(5]
h
(=]

1Cg (ppm)

150 124

48
, LIl
Vitamin C Ekstrak Metanol Ektrak etil asefat Eskirak
diklorometana

Gambar 4. Nilai ICso dari ekstrak daun zodia.

Nilai 1Csop Vitamin C mempunyai aktivitas antioksidan yang sangat kuat
(Molyneux, 2004). Berdasarkan penelitian yang lain juga menunjukkan bahwa vitamin C
mempunyai aktivitas antioksidan yang sangat kuat ditunjukkan dengan nilai 1Cso sebesar
12,24 png/mL atau 12,24 ppm (Egharevba et al., 2019); 9 ppm (Aoussar et al., 2020); 7,43
ppm (Paliwal et al., 2017); 8,15 ppm (Atere et al., 2018); 13,79 ppm (Setiawan and
Febriyanti, 2017) dan 7,28 ppm (Karundeng et al., 2019). Perbedaan nilai ICsp dari vitamin
C tersebut disebabkan oleh beberapa hal, yaitu waktu inkubasi, panjang gelombang,
konsentrasi DPPH, perbandingan volume larutan uji dan DPPH yang digunakan selama
penelitian.

Ekstrak etil asetat daun zodia mempunyai nilai 1Csp yang paling kecil diikuti
dengan esktrak metanol dan ekstrak diklorometana daun zodia. Semakin kecil nilai 1Cso
suatu ekstrak menunjukkan bahwa ekstrak tersebut berpotensi kuat sebagai antioksidan.
Ekstrak etil asetat daun zodia mempunyai potensi antioksidan yang masuk dalam kategori
sedang sedangkan esktrak metanol dan ekstrak diklorometana daun zodia potensi

antioksidan yang masuk dalam kategori kurang. Penelitian lain juga menunjukkan bahwa
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ekstrak etil asetat Evodia rutaecarpa mempunyai nilai ICso yang lebih kecil daripada
ekstrak aseton, air dan etanol Evodia rutaecarpa (Qin et al., 2012). Selain itu, bilai 1Csp
dari ekstrak etil asetat kulit Evodia lunu-ankenda (Gaertn.) Merr. sebesar 16,55+0,89 ppm
(potensi antioksidan sangat kuat) (Venkatachalam et al., 2009).

Di sisi lain, mungkin banyak penelitian yang menunjukkan bahwa ekstrak metanol
dari suatu simplisia atau tanaman yang mempunyai aktivitas antioksidan yang terbaik
(Pandey et al., 2017; Nandhakumar and Indumathi, 2013; Bera et al., 2015). Dalam
penelitian tersebut mengklaim bahwa senyawa-senyawa fenolik yang aktif sebagai
antioksidan banyak yang tertarik ke dalam pelarut metanol. Akan tetapi, dalam penelitian
ini menunjukkan bahwa senyawa-senyawa fenolik yang dapat berpotensi sebagai
antioksidan juga dapat terekstrak ke dalam pelarut etil asetat (semi polar). Senyawa fenolik
telah mendapatkan perhatian luas karena fungsi fisiologisnya, termasuk antioksidan, efek
anti-mutagenik, anti-karsinogenik, dan anti-inflamasi (Adebiyi et al., 2017). Kemampuan
ekstrak etil asetat daun zodia sebagai antioksidan ini dikaitkan dengan kandungan senyawa
fenolik yang terdapat dalam daun zodia, yang meliputi : a-curcumene dan vitamin E. Dua
senyawa tersebut merupakan senyawa fenolik karena mempunyai struktur benzena yang
mengikat gugus hidroksil. Dalam penelitian ini, juga dapat diketahui bahwa ekstrak
diklorometana daun zodia menghasilkan aktivitas antioksidan yang sangat lemah, yaitu
409 ppm. Hal tersebut disebabkan pelarut diklorometana merupakan pelarut non polar
sehingga senyawa-senyawa yang tertarik ke dalam pelarut adalah senyawa-senyawa non
polar.

Secara umum, tingkat efek antioksidan dari ekstrak dapat dikaitkan dengan
komposisi fenoliknya (Khadijah et al., 2017). Mekanisme kerja antioksidan dari suatu
ekstrak adalah terjadinya reaksi antara senyawa antioksidan dalam suatu ekstrak yang
mempunyai gugus fenolik dan radikal bebas DPPH melalui mekanisme pemberian atom
hidrogen ke radikal bebas DPPH.

Penentuan Kadar Fenolik Total

Dalam penentuan kadar fenolik total dalam ekstrak daun zodia, digunakan larutan
standar asam galat (GAE). Pemilihan asam galat sebagai larutan standar dikarenakan asam
galat merupakan salah satu fenol alami, stabil, dan relatif murah apabila dibandingkan
dengan jenik fenol lainnya (Ahmad et al.,, 2017). Banyak penelitian yang juga
menggunakan asam galat sebagai larutan standar dalam penentuan kadar fenolik total
(Sabir et al., 2017; Uslu and Ozcan, 2017). Reaksi antara asam galat dan reagen Folin-

Ciocalteu ditunjukkan dalam Gambar 5.
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Gambar 5. Reaksi antara asam galat dan reagen Folin-Ciocalteu (Ford et al., 2019).

Reaksi antara asam galat dan reagen Folin-Ciocalteu akan menghasilkan larutan yang
berwarna kuning yang menunjukkan bahwa ekstrak mengandung senyawa fenol.
Mekanisme reaksinya adalah gugus fenolik-hidroksi mereduksi asam heteropoli
(fosfomolibdat-fosfotungstat) yang terkandung dalam pereaksi Folin Ciocalteau menjadi
suatu kompleks molibdenum-tungsten (Alfian and Susanti, 2013). Selanjutnya,
ditambahkan dengan larutan Na,COs dan mengubah warna larutan menjadi biru yang dapat
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 765 nm (Ahmad et al., 2017). Senyawa
fenolik hanya dapat bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu dalam suasana basa agar
terjadi disosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion fenolat sehingga perlu
ditambahkan larutan Na>COs. Semakin besar kadar fenolik total dalam suatu esktrak
mengakibatkan semakin banyak jumlah ion fenolat yang akan mereduksi asam heteropoli
(fosfomolibdat-fosfotungstat) menjadi kompleks molibdenum-tungsten yang menyebabkan
warna biru yang dihasilkan menjadi semakin pekat (Alfian and Susanti, 2013). Kurva

kalibrasi asam galat ditunjukkan dalam Gambar 6.

L2

! v« DO178x -~ 00774

Alsorhansi (A)

0 {1 20 0 0
Komswntrast (my'l.)

Gambar 6. Kurva kalibrasi asam galat.
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Kurva kalibrasi dengan persamaan regresi untuk absorbasi asam galat pada
konsentrasi 10, 20, 30, 40 dan 50 ppm sebesar y = 0,0178x + 0,0774 dengan nilai
koefisien korelasi (r) sebesar 0,9984. Hubungan antara konsentrasi dan absorbansi asam
galat adalah linear yang ditunjukkan dengan nilai r yang mendekati angka 1. Persamaan
kurva kalibrasi tersebut digunakan dalam penentuan kadar fenolik total dari ekstrak daun

zodia yang ditunjukkan dalam Tabel 4.

Tabel 4. Kadar fenolik total ekstrak daun zodia

Ekstrak pekat Absorbansi Fe(r;sgl;/l:ntl(_);al ?%OIG”ZE}S)I Fen()(I(;/IZ )total
Metanol 0,51 0,02430 0,02430 2,43
Etil asetat 0,288 0,01183 0,01183 1,18
Diklorometana 0,243 0,00930 0,00930 0,93

Kadar fenolik total yang paling banyak terdapat dalam ekstrak metanol daun zodia
kemudian diikuti oleh ekstrak etil asetat dan ekstrak diklorometana. Fenol adalah senyawa
yang memiliki kemampuan untuk menghancurkan radikal karena mengandung gugus
hidroksil. Komponen tanaman penting ini melepaskan atom hidrogen dari gugus
hidroksilnya menjadi radikal dan membentuk radikal fenoksil yang stabil; karenanya,
mereka memainkan peran penting dalam aktivitas antioksidan. Oleh karena itu, penentuan
jumlah senyawa fenolik sangat penting untuk menentukan kapasitas antioksidan dari
ekstrak tanaman (Bajalan et al., 2017). Korelasi nilai ICso dan kadar fenolik ekstrak daun

zodia ditampilkan pada Gambar 7.

y = -96,065x + 379,71
R* = (,2546

1C g, ekstrak zodia (ppm)

*~
h
Rl

0 0,5 1 1,5 2

Kadar fenolik total (%)

Gambar 7. Korelasi nilai 1Cso dan kadar fenolik ekstrak daun zodia.
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Korelasi nilai 1Csgp dan kadar fenolik ekstrak daun zodia dianalisis untuk
mengetahui hubungan antara kadar fenolik total dan aktivitas antioksidan. Nilai r yang
diperoleh adalah sebesar 0,256 dimana nilai tersebut sangat jauh dari nilai 1. Hal tersebut
menunjukkan bahwa semakin besar kadar fenolik total dalam ekstrak daun zodia tidak
mempengaruhi aktivitas antioksidan. Banyak penelitian yang berhasil membuktikan ada
korelasi atau hubungan linear antara kadar total fenolik dengan aktivitas antioksidan
(Benabdallah et al., 2016; Abootalebian et al., 2016); (Chavan et al., 2013). Di sisi lain,
juga banyak penelitian bahwa aktivitas antioksidan yang bagus tidak selalu berkaitan
dengan kadar fenolik total dalam esktrak (Alaklabi et al., 2018); (Muniyandi et al., 2019).
Dengan demikian, aktivitas antioksidan tidak hanya dipengaruhi oleh kadar fenolik total,
tetapi juga jenis senyawa aktif yang terkandung dalam suatu ekstrak tersebut (Hossain et
al., 2011).

KESIMPULAN

Daun zodia (Evodia suaveolens) diekstraksi secara maserasi menggunakan variasi
3 pelarut, yaitu: metanol, etil asetat, dan dikorometana selanjutnya dilakukan uji aktivitas
antioksidan menggunakan metode DPPH. Nilai aktivitas antioksidan yang dinyatakan
dengan 1Csp dari ekstrak metanol, etil asetat, dan diklorometana dari daun zodia berturut-
turut adalah 170, 124, dan 409 ppm. Kadar fenolik total dari ekstrak metanol, etil asetat,
dan diklorometana dari daun zodia berturut-turut adalah 0,02430; 0,01183; dan 0,00930
mg GAE/qg.
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