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ABSTRAK

Antioksidan merupakan zat yang berguna untuk melawan kanker serta radikal bebas.Tanaman dapat
menghasilkan antioksidan untuk mengendalikan stres oksidatif. Tanaman sirsak merupakan salah satu
tanaman yang diketahui memiliki kandungan senyawa flavonoid yang bersifat antioksidan. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan senyawa kimia dan aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat
biji sirsak. Identifikasi kandungan senyawa kimia dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif, sedangkan uiji
antioksidan dilakukan menggunakan metode pengangkapan radikal 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
dengan asam galat sebagai pembanding. Hasil penelitian memperlihatkan ekstrak etil asetat biji sirsak
mengandung flavonoid, alkaloid, dan saponin, sedangkan hasil uji kuantitatif fenolik total dan flavonoid total
masing-masing diperoleh hasil 28,21 + 0,03 mg/g dan 22,17 + 0,05 mg/g. Hasil pengangkapan radikal 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil DPPH ekstrak etil asetat biji sirsak adalah 39,45% pada konsentrasi 500 pg/ml. Nilai
IC50 untuk ekstrak etil asetat biji sirsak sebesar 638.45 ppm. Hasil ini memperlihatkan bahwa ekstrak etil
asetat biji sirsak memiliki aktivitas antioksidan yang lemah jika dibandingkan asam galat.

Kata kunci : ekstrak biji sirsak, identifikasi kimia, antioksidan, etil asetat, DPPH
ABSTRACT

Antioxidants are substances that are useful for fighting free radicals. Plants can produce antioxidants to
control the oxidative stress.Soursop plants are one of the plants that are known to contain antioxidant
flavonoids. The purpose of this study was to determine the content of chemical compounds and antioxidant
activity of ethyl acetate extract of soursop seeds. Identification of the content of chemical compounds was
carried out qualitatively and quantitatively, while the antioxidant test was carried out using the capture method
of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals with ascorbic acid as a comparison. The results showed that
the soursop seeds ethyl acetate extract contained flavonoids, alkaloids, and saponins, while the results of the
guantitative total phenolic and total flavonoid tests were 28.21 + 0.03 mg/g and 22.17 = 0.05 mg/g
respectively. DPPH radical scavenging results of soursop seeds ethyl acetate extract were 39.45% with
consentration 500 pg/ml. IC50 value for Sour sop seed ethyl acetate extract was 638.45 ppm. These results
show that the soursop ethyl acetate extract has a weak antioxidant activity compared to gallic acid.

Keywords: soursop seed extract, chemical identification, antioxidants, ethyl acetate, DPPH

PENDAHULUAN

Radikal bebas merupakan penyebab utama
beberapa gangguan kesehatan pada manusia,
yang dihasilkan dari ketidakseimbangan antara
pembentukan dan netralisasi pro-oksidan yang
mengakibatkan stres oksdiatif. Radikal bebas
menyebabkan kerusakan oksidatif pada lipid,
protein, dan DNA yang pada akhirnya
menyebabkan banyak penyakit kronis seperti
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kanker, diabetes mellitus, penuan, dan penyakit
degeneratif lainnya pada manusia bersama denga
peroksidasi lipid (Harman, 1998; Maxwell, 1995).
Untuk melindungi efek buruk dari radikal bebas, sel
manusia menghasilkan enzim seperti superoksida
dismutase dan katalase atau senyawa seperti
asam askorbat, tokoferol dan glutation (Niki et al.,
1994).
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Tanaman kaya antioksidan menjadi perhatian
oleh para peneliti untuk pengembangan
etnomedisin karena mengandung fenol, flavonoid,
alkaloid, tanin, vitamin, terpenoid dan banyak lagi
seyawa fitokimia lain yang bertanggung jawab
dalam berbagai aktivitas farmakologi (Rice-Evans
et al., 1995). Penelitian saat ini telah membuktikan
bahwa konsumsi antioksidan alami telah dikaitkan
dengan pengurangan resiko penyakit kanker dan
penyakit kronis (Gerper et al., 2002).

Annona muricata Linn. banyak digunakan
sebagai obat tradisional untuk kanker di beberapa
negara. Annona muricata Linn. dikenal dengan
nama sirsak yang merupakan famili Annonaceae.
Studi sebelumnya telah menunjukkan efek anti-
hiperglikemik, anti-hiperlipidemia, anti-malaria,
anti-parasit, antibakteri, insektisida, moluskisida,
antivirus dan antikanker dari tanaman ini
(Gavamukulya et al., 2014).

Tujuan penelitian ini adalah menganalisa
kandungan senyawa kimia dan efek antioksidan
ekstrak etil asetat biji sirsak yang diperoleh dari
Kota Ngawi Jawa Timur.

METODE PENELITIAN
Pengumpulan Sampel

Buah sirsak (Annona muricata Linn.) yang
sudah tua diambil bijinya dari Desa Ngawi Kota
Ngawi Jawa Timur pada Desember 2018.
Pembuatan Ekstrak Etil Asetat Biji Sirsak

Biji Sirsak (Annona muricata Linn.) yang telah
dikeringkan, dibuat serbuk kemudian dilakukan
maserasi dengan pelarut etil asetat selama 3 hari,
selanjutnya dipekatkan menggunakan rotary
evaporator, hingga diperoleh ekstrak etil asetat biji
sirsak yang kental.
Uji Organoleptik

Uji organoleptik menggunakan panca indra
untuk dapat mendiskripsikan konsistensi, warna,
bau dan rasa ekstrak biji sirsak.
Analisis Kualitatif
Pengujian fitokimia

Uji fitokimia meliputi identifikasi alkaloid,
flavonoid, saponin, tannin dan terpenoid.
Identifikasi alkaloid ekstrak biji sirsak direaksikan
dengan pereaksi meyer, pereaksi wagner dan
pereaksi dragendorf. Jika masing-masing perekasi
menghasilkan endapan jingga, berwarna coklat
dan berwarna putih menunjukkan adanya alkaloid.
Identifikasi flavonoid yaitu dengan menambahkan
ekstrak dengan serbuk magnesium 0,1 mg dan 2
tetes HCI pekat. Jika menghasilkan warna merah
menunjukkan adanya flavonoid. Identifikasi
saponin ekstrak biji sirsak ditambahkan 2-3 tetes
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HCI 2N dan dikocok kuat. Jika menghasilkan busa
menunjukkan  adanya saponin. Identifikasi
terpenoid ekstrak biji sirsak dilakukan dengan
penambahan 2 ml kloroform dan 2 ml asetat
anhidrida lalu didinginkan dan ditambahkan
H,SO,4, Jika terjadi warna hijau atau biru
(triterpenoid) dan merah atau unggu (steroid).
Terakhir  untuk identifikasi tanin  ekstrak
ditambahkan FeClz 1% sebanyak 2-3 tetes, jika
menghasilkan warna coklar kehijauan atau biru
kehitaman menunjukkan andanya tanin ( Harbone,
1987).
Analisis Kuantitatif
Penetapan Kandungan Fenolik Total

Dibuat larutan stok asam galat 1000 bpj. Dari
larutan stok dipipet 30 pl, kemudian ditambahkan
Folin-Ciocalteu 7,5% sebanyak 2500 ul, dan NaOH
sebanyak 2000 pl dan dicukupkan hingga 5 mL
dan dadiukur serapannya dengan
spektrofotometer 400-800 nm, dan ditentukan
panjang gelombang maksimumnya. Dibuat seri
konsentrasi asam galat 2, 4, 6, 8, dan 10 bpj
kemudian ditambahkan Folin-Ciocalteu 7,5%
sebanyak 2500 pl, dan NaOH 1N sebanyak 2000
pul dan dicukupkan hingga 5 mL, kemudian
didiamkan selama 30 menit. Serapan diukur pada
panjang gelombang 765 nm, untuk ekstak biji
sirsak dibuat larukan stok 1000 bpj kemudian
dipipet sebanyak 500 ul kedalam labu terukur 5 mL
dan ditambahkan Folin-Ciocalteu 7,5% sebanyak
2500 ul, dan NaOH 1N sebanyak 2000 pl
didiamkan selama 30 menit diukur serapan
panjang gelombang 765 nm, dilakukan 3 Kkali
replikasi.
Penentuan Kandungan Flavonoid Total

Dibuat larutan stok kuarsetin 1000 bpj. Dari
larutan stok dipipet 30 pl, kemudian ditambahkan
peraksi AICI; sebanyak 200 ul, dan natrium sitrat
sebanyak 100 pl, lalu dicukupkan volumenya
hingga 5 ml. Sampel diinkubasi selama 30 menit
dan diukur serapannya dengan spektrofotometer
UV-Vis pada rentang panjang gelombang 400-800
nm, selanjutnya ditentukan panjang gelombang
maksimumnya. Pembuatan seri konsentrasi asam
galat 2, 4, 6, 8, dan 10 bpj kemudian ditambahkan
pereaksi AlICl; sebanyak 200 ul, dan natrium sitrat
sebanyak 100 pl dicukupkan volumenya hingga 5
ml, kemudian didiamkan selama 30 menit.
Serapannya diukur pada panjang gelombang 425
nm. Ekstrak biji sirsak dibuat larutan stok 1000 bpj,
selanjutnya dipipet sebanyak 3000 pL, ditambah
pereaksi AICI; sebanyak 200 pL, dan natrium sitrat
sebanyak 100 pl lalu dicukupkan volumenya
hingga 5 ml. Kemudian didiamkan selama 30
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menit. Absorbansinya diukur pada panjang
gelombang 425 nm, dilakukan 3 kali replikasi.
Pengujian In Vitro, Uji Aktivitas Antioksidan
Pengujian dengan Pereaksi DPPH

Larutan DPPH 0,4 mM sebanyak 1 ml
dimasukkan ke dalam labu terukur 5 ml lalu
ditambahkan metanol p.a diinkubasi dalam
ruangan gelap selama 30 menit, selanjutnya
dituangkan ke dalam tabung kuvet dan diukur pada
panjang gelombang 517 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Larutan stok asam galat
1000 bpj dibuat menjadi seri konsentrasi 2 bpj, 4
bpj, 6 bpj, 8 bpj, dan 10 bpj dalam labu terukur 5
ml dengan penambahan 1 ml larutan DPPH 0,4
mM dan dicukupkan metanol p.a hingga 5 ml.
Pengukuran dilakukan dengan cara menginkubasi
seri konsentrasi asam galat dalam ruangan gelap
selama 30 menit sebelum diukur pada panjang
gelombang maksimum yaitu 517 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Untuk
ekstrak biji sirsak dibuat larutan stok 1000 bpj,
kemudian dibuat seri konsentrasi 100, 200, 300,
400, 500, dan 600 bpj dan dilakukan pengukuran
seperti pada larutan pembanding asam galat
(Molyneux, 2004).
Penetuan persen aktivitas penghambatan
DPPH

Aktivitas antioksidan larutan uji dapat diketahui
berdasarkan  tingkat  kapasitasnya  dalam
menghambat radikal bebas DPPH melalui hasil
serapan (Blois, 1958). Untuk menghitung persen
aktivitas penghambatan DPPH digunakan rumus:
% Aktivitas penghambatan = 2 X100%
Keterangan Ao
Ao, = serapan DPPH
A1 = serapan sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian organoleptik ekstak bertujuan
sebagai identifikasi awal menggunakan panca
indra dengan mendeskripsikan bentuk, warna,
bau, dan rasa sebagaimana yang tersaji di Tabel
1.

Tabel 1. Pemeriksaan organoleptik ekstrak etil asetat biji

sirsak
No Keterangan Hasil
1 Bentuk Kental
2 Warna Coklat Tua
3 Rasa Tidak berasa
4 Bau Tidak Berbau
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Ekstrak berbentuk kental sisebabkan karena
adanya kandungan air antara 20-25% pada
ekstrak (Ditjen POM, 1979). Warna coklat tua pada
ekstrak biji sirsak dikarenakan karena biji sirsak
mengandung senyawa polifenol.  Polifenol
teroksidasi oleh oksigen sehingga warna produk
menjadi coklat (Rejeki, 2012).

Komponen yang terdapat dalam ekstrak etil
asetat biji sirsak dianalisis golongan senyawanya
dengan tes uji warna menggunakan beberapa
pereaksi kimia untuk menentukan golongan
senyawa flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid,
alkaloid seperti yang tertera pada Tabel 2.

Tabel 2. Analisis Kualitatif dengan pereaksi kimia

No Jenis Pengujian Hasil

1 Flavonoid Positif
2 Saponin Positif
3 Tanin Negatif
4 Terpenoid Negatif
5 Alkaloid Positif

Penelitian Ojezele et al. (2016), analisis
kualitatif ekstrak air dan etanol biji sirsak bernilai
positif untuk alkaloid, flavonoid, glikosida, tanin,
terpenoid, saponin, dan steroid. Pada tabel 2
menunjukkan  bahwa  ekstrak  biji  sirsak
menggunakan pelarut etil asetat tidak terdapat
senyawa tanin dan terpenoid. Hal ini terjadi karena
pelarut yang dipakai berbeda. Tanin merupakan
senyawa makromolekul dari golongan polifenol
yang bersifat polar sehingga larut dalam pelarut
polar (Fengel & Wegner,1995). Etil asetat
termasuk senyawa semi polar, sedangkan etanol
termasuk senyawa polar. Tanin merupakan
senyawa bersifat polar sehingga dapat larut pada
pelarut etanol, namun belum tentu dapat larut pada
pelarut semi polar seperti etil asetat.

Flavonoid adalah senyawa fenol paling umum
yang terdapat pada tanaman (Balasundram et al.,
2006). Flavonoid menujukkan efek terhadap alergi,
stres oksidatif dan inflamasi. Flavonoid dapat
berperan juga sebagai antimikroba, antitumor dan
antitoksin (Benavente-Garcia & Castillo, 2008).
Flavonoid dapat digunakan sebagai pencegahan
yang ampuh untuk stres oksidatif (Ojezele et al.,
2016). Pada tabel 2 menunjukkan adanya
senyawa flavonoid pada ekstrak etil asetat biji
sirsak.

Steroid, alkaloid, dan saponin dikenal memiliki
sifat antiinflamasi, analgesik dan anti-kolestrol
(Ojezele et al., 2016). Pada tabel 2 menunjukkan
adanya senyawa alkaloid dan saponin pada
ekstrak etil asetat biji sirsak.
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Tabel 3. Hasil Pengukuran Kadar Flavonoid Total dan Fenolik
Total Ekstrak Biji Sirsak

No Jenis Pengujian Hasil (mg/g)
1 Flavonoid Total 22,17+0,05
2 Fenolik Total 28,21+0,03

Sirsak (Annona muricata Linn.) memiliki
kandungan vitamin C dan polifenol yang tinggi.
Fenol dan flavonoid yang terkandung dalam sirsak
juga memainkan peran penting sebagai
antioksidan karena  struktur molekul yang
memberikan elektronnya pada molekul radikal
bebas. Semakin tinggi tingkat fenol dan senyawa
flavonoid, semakin tinggi kapasitas antioksidan
yang dimilikinya (Prasetyorini et al., 2014).

Penelitian ini menggunakan kuersetin sebagai
larutan standar dalam menentukan kadar senyawa
flavonoid totalnya. Penentuan kadar senyawa total
fenol menggunakan asam galat sebagai larutan
standarnya.

Tabel 3 menunjukkan hasil pengukuran kadar
flavonoid total dan fenolik total dari estrak etil
asetat biji sirsak masing-masing adalah
22,17+0,05 mg/g dan 28,21+0,03 mg/g. Hasil
tersebut menunjukkan untuk kadar flavonoid total
dan fenolik total dari ekstrak etil asetat biji sirsak
tidak cukup tinggi, sehingga kapasitas antioksidan
yang dimilikinya tidak terlalu tinggi juga.

DPPH (%)

m DPPH (%)
92

—

Ekstrak biji sirsak Asam galat

Gambar 1. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak dengan
pereaksi DPPH

DPPH (2,2- difenil-1-pikrilnidrazil) adalah
metode yang cepat, sederhana, dan sensitif untuk
mengukur  kapasitas  antioksidan. Hanya
memerlukan sedikit sampel dalam pengujiannya.
Karakteristik utama dari tes ini adalah untuk
mengukur  kapasitas  antioksidan  dengan
menganalisis perubahan intensitas warna DPPH.
DPPH sebagai radikal bebas memiliki elektron
bebas yang mevisualisasikan warna gradasi violet.
Warna ungu berubah menjadi kuning saat elektron
berpasangan. Berkurangnya radikal bebas akan
mengubah intesitas warna ungu. Perubahan
tersebut disebabkan oleh reaksi antara molekul
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kristal DPPH dengan hidrogen yang terlepas dari
senyawa kimia ekstrak etil asetat biji sirsak. Ikatan
itu membentuk 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil dan
menyebabkan perubahan warna dari ungu menjadi
kuning (Fathurrachman, 2014).

Pada Gambar 1 menunjukkan hasil uji
antioksidan ekstrak etil asetat biji sirsak sebesar
39,45% pada konsentrasi 500 pg/mL. Kontrol
positif untuk uji aktivitas antioksidan dengan
metode penangkapan radikal DPPH adalah asam
galat yang mampu menangkap radikal DPPH
sebasar 92%. Penelitian Widyastuti et al. (2017),
hasil uji antioksidan ekstrak etanol pada daun dan
biji sirsak masing-masing sebanyak 85,67% dan
39,02%. Kapasitas antioksidan pada eksrak
etilasetat biji sirsak lebih rendah daripada daun
sirsak karena kandungan metabolit sekunder
seperti total fenol yang rendah yaitu 22 mg/g dan
dari hasil uji total flavonoid juga rendah hanya
sekitar 28 mg/g.

Tabel 4. Hasil Pengukuran Penghambatan DPPH Radikal
ekstrak etil asetat biji sirsak

Konsentrasi Ekstrak Etil Penghambatan DPPH
Asetat hiji sirsak (ppm) Radikal (%)

100 8.5

200 14.51

300 26

400 30.19

500 39.45

Berdasarkan tabel diatas didapatkan data
bahwa jika konsentrasi ekstrak dinaikkan maka
prosentase penghambatan radikal DPPH juga
meningkat. Kosentrasi paling tinggi sebesar 500
ppm mampu menangkap radikal DPPH sebanyak
39.45 %.

Inhibition Concentration (ICs0) yaitu
konsentrasi terkecil suatu zat yang dapat
menghambat 50 % radikal DPPH (Blois, 1958).
Penentuan nilai ICsp yaitu dengan membuat kurva
persamaan linear antara konsentrasi ekstrak etil
asetat biji sirsak versus prosentase penghambatan
radikal DPPH, seperti gambar dibawah ini :

50

r 40 y=0.0776x+0.456..9

T 30 R? 50,9850

c€ 204 e

sz L@

gg 0

% 0 200 400 600
o

Konsentrasi ekstrak etil asetat biji sirsak (ppm)

Gambar 2. Kurva konsentrasi ekstrak etil asetat biji sirsak
versus prosentase penghambatan radikal DPPH
pada panjang gelombang 517 nm.
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Berdasarkan gambar diatas didapatkan
persamaan regeresi y= 0.0776x+0.456. dengan
nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0.9851, (r) ini
mendekati angka 1 yang menunjukkan bahwa
persamaan regresi tersebut adalah linier.
Penentuan nilai 1Cso ekstrak biji sirsak dengan
memasukkan nilai Y sebesar 50 50 %
penghambatan radikal DPPH) kedalam
persamaan tersebut, sehingga dapat ditentukan
nilai X atau konsentrasi ICso yaitu sebesar 638.45

Hg/ml (ppm).

Absorbansi

Konsentrasi Asam Galat

Gambar 3. Kurva Kkalibrasi asam galat pada panjang
gelombang 517 nm

Berdasarkan gambar kurva kalibrasi asam
galat didapatkan persamaan regeresi y= 0.0028x
— 0.457 dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar
0.9916. Asam galat sebagai pembanding
merupakan antioksidan kuat karena IC50 nya
kurang dari 50 pg/ml.

Semakin kecil nilai IC50 maka aktivitas
peredaman radikal bebasnya semakin tinggi
(Molyneux, 2004). Secara spesifik, aktivitas
senyawa antioksidan sangat kuat jika nilai 1C50
kurang dari 50 pg/ml, kuat jika IC50 bernilai 50-100
pg/ml, sedang jika IC50 bernilai 100-150 pg/ml,
lemah jika IC50 bernilai 150-200 pg/ml, dan sangat
lemah jika IC50 bernilai lebih dari 200 ug/ml (Blois,
1958).

Biji sirsak mengandung senyawa alkaloid yaitu
acetogenin dan annonaine (ldrus et al., 2012).
Senyawa tersebut memiliki karakteristik potensial
sebagai antioksidan. Namun, kapasitas
antioksidan biji sirsak lebih rendah dari pada daun
sirsak karena kesulitan dalam proses ekstraksi.
Kesulitan proses ekstraksi disebabkan oleh
struktur biji sirsak yang keras dan kasar dengan
lapisan luarnya yang tidak mudah pecah
(Widyastuti et al., 2017).
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KESIMPULAN

Ekstrak etil asetat biji sirsak mengandung
senyawa flavonoid, saponin, dan alkaloid. Ekstrak
etil asetat biji sirsak mengandung fenolik total dan
flavonoid total masing-masing diperoleh hasil
28,21 + 0,03 mg/g dan 22,17 + 0,05 mg/g. Hasil uji
aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat biji sirsak
adalah 39,45% pada konsentrasi 500 pg/mL. Nilai
ICso sebesar 638.45 pg/ml.  Hasil ini
memperlihatkan bahwa ekstrak etil asetat biji
sirsak memiliki aktivitas antioksidan yang lemah
jika dibandingkan asam galat.
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