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ABSTRACT
The leaf of kedondong hutan (Spondias pinnata (L.F.) Kurz.) Contain of flavonoid

compound, which capable as antioxidants that function for preventing free radicals. The
purpose of this study was to determine the antioxidant activity profile of ethanol extract of
kedondong hutan leaf with DPPH, ABTS radical and iron reduction methode (FRAP). This
study used experimental research with stages of sample collection, plant determination,
simplicia preparation, maceration with 70% ethanol, phytochemical screening and
antioxidant activity assay with UV-Vis spectrophotometry. The results obtained from the
ethanol extract of kedondong hutan leaves had antioxidant activity on DPPH and ABTS
with IC50 of 32.83 ppm and 45.84 ppm respectively. In FRAP method kedondong hutan
leaves had antioxidant activity which is equivalent to quarcetin of 2936.7 µmol QR /g
sample. Ethanol extract of kedondong hutan leaves has very strong antioxidant power
against DPPH, ABTS radical and iron reduction.

Keywords : Spondias pinnata (L.F.) Kurz., Antioxidants, and DPPH, ABTS radical and iron
reduction (FRAP)

PENDAHULUAN
Reactive Oxygen Species (ROS)

merupakan suatu produk alami yang
terbentuk dari metabolisme aerobik normal
dalam tubuh yang secara potensial dapat
menyebabkan kerusakan(1). Radikal bebas
yang dihasilkan dalam reaksi biokimia
tubuh, terlibat sebagai mediator pada
berbagai penyakit. ROS dalam jumlah
yang berlebihan dapat menyerang molekul
biologis yang selanjutnya dapat
menyebabkan kerusakan sel atau jaringan,
dan dihubungkan dengan berbagai
penyakit degeneratif(2). Pada penelitian
lebih lanjut telah diteliti bahwa sekitar 40
penyakit mencakup aterosklerosis,
hipertensi, iskemik, alzheimer, parkinson,

kanker dan peradangan disebabkan oleh
radikal bebas(3).

Antioksidan dapat menangkap
radikal bebas dan mendetoksifikasinya(4).
Antioksidan sintetik, seperti ter-butil
hidroksitoluen (BHT) dan ter-butil
hidroksianisol (BHA), tersedia secara
komersial, dan saat ini digunakan dalam
proses industri, karena diduga sebagai
promotor efek samping karsinogenesis dan
efek negatif lainnya, maka penggunaan
antioksidan sintetik dalam makanan,
produk kosmetik, dan sediaan farmasi
telah menurun.

Pada saat ini, antioksidan alami
yang berasal dari tanaman herbal menjadi
pilihan masyarakat(5). Tanaman yang dapat
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dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan
alami salah satunya adalah kedondong
hutan (Spondias pinnata (L.F.) Kurz.).
Berdasarkan penelitian Dwija dkk (2013)
ekstrak metanol daun S. pinnata
menunjukkan adanya kandungan
triterpenoid dan flavonoid(6). Flavonoid
merupakan kandungan metabolit sekunder
yang bersifat sebagai senyawa bioaktif(7)

yang mampu bertindak sebagai
antioksidan yang berfungsi untuk
menangkal radikal bebas(8).

Berdasarkan latar belakang di atas,
maka dilakukan penelitian tentang
aktivitas antioksidan daun S. pinnata
dengan metode peredaman radikal DPPH,
ABTS dan reduksi besi (FRAP).

METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan yaitu
aquadest, etanol p.a, etanol 70%, HCl,
pereaksi mayer, pereaksi wagner, pereaksi
dragendrof, serbuk Mg, FeCl3, kloroform,
asam asetat anhidrat, asam sitrat, HCl,
H2SO4 pekat, 1,1-difenil-2-pikrilhidrail
(DPPH) (Sigma aldrich), (2,2-Azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-asamsulfonat) (ABTS)
(Sigma aldrich), kalium persulfat, ( asam
klorida, besi (III) klorida (Sigma aldrich),
2,4,6 tri-pyridyl-s-triazine (TPTZ) (Tokyo
chemical industry), kuarcetin, daun
kedondong hutan (Spondias pinnata (L.F.)
Kurz).

Penyiapan Sampel
Daun kedondong hutan yang

diperoleh, selanjutnya dilakukan sortasi
basah. Daun dikumpulkan dan dicuci
dengan air bersih mengalir dan ditiriskan.
Selanjutnya dirajang dan dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan hingga
diperoleh simplisia. Selanjutnya simplisia
ditimbang sebanyak 230 gram dimasukkan
ke dalam bejana maserasi, ditambahkan
dengan etanol 70% sebanyak 2 L

didiamkan selama 3 hari dan sesekali
diaduk kemudian disaring. Residu yang
diperoleh diremaserasi menggunakan
etanol 70% sebanyak 1,5 L. Filtrat yang
diperoleh, dikumpulkan dan dipekatkan
dengan diangin-anginkan sampai diperoleh
ekstrak kental.

Uji Skrining Fitokimia
Sampel dilakukan uji fitokimia

kualitatif untuk mengetahui beberapa
senyawa metabolit meliputi senyawa
alkaloid, flavonoid, tanin, terpenoi/steroid,
dan saponin. Hal pertama yang perlu
dilakukan ialah pembuatan larutan ekstrak
etanol daun kedondong hutan mula-mula
ekstrak kental ditimbang sebanyak 0,5
gram, lalu dilarutkan dengan etanol sampai
10 mL di dalam labu, selanjutnya
dilakukan pengujian skrining fitokimia(9).

Penentuan AktivitasAntioksidan
Pengujian aktivitas antioksidan

dilakukan dengan menggunakan tiga
pengujian yang berbeda yaitu: 1,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), (2,2-
Azinobis (3etilbenzotiazolin)-6-
asamsulfonat) (ABTS) dan Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP)
dengan sedikit modifikasi.

Pengujian DPPH,
Secara ringkas disiapkan larutan

DPPH 0,4 mM dan dibuat seri konsentrasi
sampel 25 µg/mL, 50µg/mL, 75 µg/mL,
100 µg/mL dan 125 µg/mL dari larutan
stok sampel daun kedondong 1000 µg/mL,
selanjutnya masing-masing seri
konsentrasi larutan sampel ditambahkan 1
mL larutan DPPH, selanjutnya masing-
masing campuran larutan sampel dan
larutan DPPH dicukupkan volumenya
dengan etanol p.a hingga 5 mL.
Didiamkan selama 30 menit diukur
absorbansi dengan Spektrofotometer UV-
Vis dalam panjang gelombang 515 nm.
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Nilai IC50 direpresentasikan
berdasarkan konsentrasi sampel yang
dibutuhkan untuk mereduksi 50 % DPPH
yang mana nilainya diperoleh dari grafik
regresi linier.

Pengujian ABTS
Pembuatan larutan seri konsentarsi

sampel 40 µg/mL, 50 µg/mL, 60 µg/mL,
70 µg/mL dan 80µg/mL dari larutan stok
ekstrak daun kedondong 1000µg/mL dan
ditambah 1 mL larutan ABTS lalu
dicukupkan volumenya sampai 5 mL
dengan etanol absolut dan diinkubasi
selama 15 menit lalu serapan diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 750 nm.

Pengujian Ferric ReducingAntioxidant
Power (FRAP)

Disiapkan larutan ferric chlorida (3
mM dalam 5 mM asam sitrat) dan larutan
TPTZ (1 mM dalam 0,05 M asam klorida).
0,2 mL larutan sampel ditambahkan
dengan 2 mL larutan TPTZ, diinkubasi
selama 3 menit selanjutnya ditambahkan
0,1 mL larutan FeCl3 dan dicukupkan
volume air suling hingga 5 mL diukur
serapannya pada panjang gelombang 600
nm.

Data absorbansi dihitung terhadap
seri konsentrasi larutan standar kuersetin
dan dicatat sebagai equivalent dengan
µmol/g sampel.

Analisis Data
Analisis data yang digunakan

merupakan analisis deskriptif dimana
menggambarkan atau menjelaskan hasil
yang diperoleh berdasarkan nilai pada
hasil kurva kalibrasi dengan persamaan
garis lurus y = bx + a, dimana profil
aktivitas antioksidan diperoleh dengan
menginterpolasikan nilai absorbasi sampel
sebagai nilai (y) sehingga profil aktivitas

antoksidan sebagai nilai (x) pada sampel
dapat diketahui.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi dan SkriningFitokimia

Serbuk simplisia daun kedondong
hutan yang diperoleh, selanjutnya
diekstraksi dengan metode maserasi.
Larutan penyari yang digunakan dalam
proses ekstraksi adalah etanol 70%.
Penggunaan cairan penyari etanol 70%
bertujuan untuk menarik semua komponen
di dalam serbuk simplisia, karena pelarut
etanol merupakan pelarut universal yang
dapat menarik senyawa-senyawa yang
larut dalam pelarut non polar hingga
polar(10). Ekstraksi daun kedondong hutan
dilakukan selama 3 hari dengan sesekali
pengadukan, diperoleh hasil rendemen
sebanyak 5,10%.

Hasil Skrining Fitokimia
Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia

No. Golongan Senyawa
Kimia

Hasil

1. Alkaloid -

2. Flavonoid +

3. Tanin +

4. Terpanoid/Steroid +

5. Saponin +

Ket: (-) menunjukkan hasil negatif
(+) menunjukkan hasil positif

Berdasarkan tabel di atas diperoleh
bahwa hasil uji fitokimia ekstrak daun
kedondong hutan memiliki kandungan
flavonoid, tanin, terpenoid/steroid dan
saponin.

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan
Aktivitas antioksidan ekstrak etanol

daun kedondong hutan dengan metode
peredaman radikal DPPH berdasarkan
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hilangnya warna ungu akibat tereduksinya
DPPH oleh antioksidan yang diukur
dengan spektrofotometer UV-VIS pada
panjang gelombang 515 nm. Hilangnya
warna ungu adalah stoikiometri jumlah
elektron yang disumbangkan oleh senyawa
antioksidan daun kedondong hutan (11).
Sedangkan uji antioksidan dengan metode
ABTS berdasarkan hilangnya warna biru
akibat tereduksinya ABTS oleh
antioksidan. Intensitas warna biru ini
diukur pada panjang gelombang 750 nm.
Antioksidan dalam sampel daun
kedondong hutan menekan produksi warna
ini ke tingkat yang sebanding dengan
sampel(12).

Konsentrasi tiap sampel kemudian
diukur pada spektrofotometer UV-Vis
dengan kuersetin murni sebagai kontrol
positif. Mekanisme kuersetin sebagai
antioksidan sekunder adalah dengan cara
memotong reaksi oksidasi berantai radikal
bebas atau dengan cara menangkapnya(13).
Aktivitas antiradikal bebas ditunjukkan
dengan nilai IC50. Nilai IC50 merupakan
nilai konsentrasi antioksidan untuk
meredam 50% aktivitas radikal bebas.
Pada pengujian aktivitas antioksidan
(Tabel 2) dengan metode DPPH

menunjukkan ekstrak etanol daun
kedondong hutan mempunyai kemampuan
aktivitas antioksidan sangat kuat dengan
nilai IC50 sebesar 32,83 µg/mLdengan
mentransfer elektron atau donor proton.
Namun jika dibandingkan dengan kontrol
positif kuersetin 2,18 µg/mL menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun kedondong
hutan memberikan aktivitas antioksidan
yang masih rendah. Hal ini dikarenakan
kuersetin merupakan senyawa murni
golongan flavonoid yang secara cepat
mampu meredam radikal DPPH jika
dibandingkandengan larutan sampel yang
masih berupa ekstrak kasar.

Pada pengujian aktivitas antioksidan
menggunakan metode ABTS senyawa
yang bertanggung jawab memiliki
mekanisme dalam penangkapan radikal
bebas melalui pemutusan rantai reaksi
radikal dengan jalan memberikan atau
mendonorkan radikal hidrogen secara
cepat(14). Hasil menunjukkan ekstrak
etanol daun kedondong hutan mempunyai
kemampuan aktivitas antioksidan sangat
kuat dengan nilai IC50 sebesar
45,84µg/mL dengan pengukuran kontrol
positif kuersetin dengan nilai IC50sebesar
4,69µg/mL.

Tabel 2. Hasil Aktivitas Antioksidan Eksrak Etanol Daun Kedondong Hutan

Ket: *inhibitor konsentrasi larutan ekstrak
**inhibitor konsentrasi larutan kuersetin (kontrol positif)

25 50 75 100 125 40 50 60 70 80
Ekstrak 37,13±1,1 63,3±2,2 75,9±2,0 84,9±0,9 88,5±0,7 32,9±1,1 57,5±1,5 85,0±1,2 92,0±0,14 95,3±0,07

IC50*

IC50**

Sampel
Inibisi (%) pada konsentrasi (µg/mL) metode DPPH Inibisi (%) pada konsentrasi (µg/mL) Metode ABTS

32,83 45,84

2,18 4,69
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Aktivitas antioksidan ekstrak etanol
daun kedondong hutan juga diuji dengan
metode peredam reduksi besi (FRAP).
Pengujian FRAP merupakan uji
kolorimetri yang mengukur kemampuan
sampel untuk mereduksi besi berdasarkan
dengan mekanisme reaksi fenton oleh
pengkhelat ion logam dari Fe3+ menjadi
Fe2+ yang ditandai dengan peningkatan
intensitas warna menjadi biru prussian
dari larutan sampel(15). Pembentukan
warna biru akan menaikkan absorbansi
sampel ketika pengukuran dengan
spektofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang 600 nm sehingga akan
mengubah absorbansi yang menunjukkan
kenaikan daya reduksi. Besarnya daya
reduksi suatu sampel menunjukkan
kemampuannya sebagai donor elektron
dan dapat bereaksi dengan radikal untuk
mengubahnya menjadi stabil serta
mengakhiri rantai radikal(15). Penentuan
kapasitas antioksidan dihitung dengan
menggunakan kurva baku kuersetin.

Penentuan aktivitas antioksidan
metode FRAP berdasarkan persamaan
regresi linier dari kurva baku equivalen
kuersetin (Gambar 1) dan ditentukan IC50

berdasarkan persamaan regresi linier
antara sampel banding kadar equivalen Fe
dalam µMol. Persamaan kurva baku yang
digunakan y = 0,0146x + 0,3297 dengan
nilai r = 0,9982. Selanjutnya dari data
absorbansi yang diperoleh, dapat dilihat
aktivitas antioksidannya dengan
menggunakan persamaan quersetin
equivalent antioxidant capacit (QEAC).
Dari hasil pengujian diperoleh aktivitas
antioksidan ekstrak etanol daun
kedondong yang dinyatakan ekuivalen
dengan kuersetin sebesar 2936,7 µmol/g
sampel. Semakin besar nilai QEAC maka
kemampuan senyawa dalam reduksi besi
juga semakin besar.

Aktivitas ekstrak etanol daun
kedondong hutan berdasarkan beberapa
pengujian menunjukkan adanya kapasitas
antioksidan pada metode pengujian yang
berbeda. Pada pengujian antioksidan
dengan metode radikal DPPH dan ABTS
menunjukkan aktivitas yang sangat kuat
dalam meredam radikal. Hasil yang serupa
juga diperoleh dari ekstrak kedondong
hutan memiliki kemampuan yang sangat
kuat dalam mereduksi besi Fe3+ menjadi
Fe2+.

Gambar 1. Kurva baku kuersetin antara absorbansi vs konsentrasi kuersetin (μg/mL)

y = 0,0146x + 0,3297
R² = 0,9982

0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9

0 10 20 30 40

A
bs

or
ba

ns
i

Konsentrasi (µMol)



JURNAL ILMIAH MANUNTUNG, 5(1), 91-96, 2019 SYAMSU NUR

96 AKADEMI FARMASI SAMARINDA

SIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang

dilakukan dapat disimpulkan bahwa, uji
aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
kedondong hutan (Spondias pinnata (L.F.)
Kurz) dengan metode peredaman radikal
DPPH dan metode ABTS memberikan
aktivitas antioksidan yang sangat kuat
dengan nilai IC50 berturut-turut sebesar
32,83 µg/mL dan 45,84 µg/mL sedangkan
aktivitas antioksidan dalam mereduksi besi
sebesar 2936,7 µmol/g sampel.
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