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ABSTRACT: The fruits of andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.) are well
known in North Sumatera and commonly used as seasoning for Batak traditional
cuisine. Aims of this study were to determine the scavenging activity of free radi-
cals and xanthine oxidase inhibitory activity from the andaliman fruit extracts
after macerated gradually in petroleum ether, dichloromethane, ethyl acetate,
n-butanol, and methanol. Activity assays were evaluated in vitro by using DPPH
and enzyme xanthine oxidase. The results showed that n-butanol extract has me-
dium antioxidant activity with ICso values of 53.51 pg/mL and methanol extract
has strong antioxidant activity with ICso values of 26.39 mg/mL. Xanthine oxidase
inhibitory activity of the extract given by n-butanol and methanol are very strong
with ICso values of 3.69 ug/ mL and 4.03 ug/ mL.

Keywords : antioxidant, free radical, xanthine oxidase, Zanthoxylum acan-
thopodium DC.

ABSTRAK: Andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.) adalah tanaman
liar yang tumbuh di daerah Sumatera Utara, umumnya digunakan sebagai
rempah-rempah untuk bumbu masakan tradisional masyarakat Batak.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas peredaman radikal
bebas dan penghambatan xantin oksidase dari ekstrak buah andaliman
setelah dimaserasi secara bertingkat dengan petroleum eter, diklorometa-
na, etil asetat, n-butanol, dan metanol. Pengujian aktivitas dilakukan secara
in vitro menggunakan DPPH dan enzim xantin oksidase. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak n-butanol memiliki aktivitas antioksidan yang
menengah dengan nilai IC, sebesar 53,51 pg/mL dan ekstrak metanol me-
miliki aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai IC,, sebesar 26,39 ug/
mL. Aktivitas penghambatan xantin oksidase yang diberikan oleh ekstrak
diklorometana, n-butanol, dan metanol sangat kuat dengan nilai IC,, sebe-
sar 3,9 pg/mlL, 3,69 pg/mL, dan 4,03 ug/mL.

Kata kunci: Antioksidan, radikal bebas, xantin oksidase, Zanthoxylum acan-
thopodium DC.
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PENDAHULUAN

Radikal bebas dihasilkan secara normal di
dalam tubuh oleh metabolisme sel, peradangan,
atau ketika tubuh terpapar polusi lingkungan (1).
Jika terjadi paparan radikal yang melebihi daya
proteksi endogen maka tubuh membutuhkan
antioksidan eksogen untuk mengatasi masalah-
masalah seperti penyakit degeneratif (2). Kerja
antioksidan dapat dibagi melalui dua mekanisme
utama yaitu dengan meredam radikal bebas dan
meniadakan sumber inisiasi oksidatif seperti
dengan menghambat enzim (3). Penghambatan
pembentukan radikal bebas melalui mekanisme
penghambatan xantin oksidase dapat menurun-
kan jumlah radikal bebas dan melindungi tubuh
dari kerusakan jaringan (4).

Berbagai macam antioksidan sintetik seperti
butylated hydroxytoluene (BHT) telah dilapor-
kan memiliki beberapa efek samping seperti
kerusakan hati dan mutagenesis (5). Alopurinol
sebagai obat sintetik yang telah lama digunakan
untuk mengobati penyakit gout (6) dengan me-
kanisme kerja menghambat xantin oksidase (7),
juga dilaporkan memberikan banyak efek sam-
ping seperti reaksi alergi pada kulit dan diare
(8). Dengan demikian, diperlukan obat alternatif
yang memiliki aktivitas pengobatan lebih baik
dan aman, yaitu dari bahan alam atau tumbuhan.

Dalam masyarakat Batak, dikenal rempah
yang tergolong tanaman liar yakni andali-
man (Zanthoxylum acanthopodium DC.) yang
merupakan tanaman khas daerah Sumatera
Utara (9,10) tetapi belum dimanfaatkan seba-
gai tanaman obat. Tanaman-tanaman dari genus
Zanthoxylum (bagian kulit kayu dan daun) biasanya
digunakan secara luas untuk mengobati inflamasi
dan rematik (8). Buah andaliman telah dilaporkan
memiliki aktivitas anti inflamasi (11) dan juga telah
diteliti aktivitas antioksidan ekstrak etanol buah an-
daliman dalam beberapa sistem pangan (11) serta
aktivitas antiradikal ekstrak etanol buah andaliman
konsentrasi 200 ppm yang menunjukkan daya in-
hibisi sebesar 61,81% (12). Penelitian antioksidan
terhadap buah andaliman yang telah dilaporkan

masih terbatas pada pengujian terhadap ekstrak
kasar dan penelitian yang mengungkap aktivitas
buah andaliman dalam menghambat xantin oksi-
dase belum pernah dilaporkan sampai saat ini.

METODE PENELITIAN

Bahan Uji

Buah segar andaliman diperoleh dari Kabu-
paten Dairi, Sumatera Utara. Tanaman andaliman
dideter-minasi di Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia, Pusat Penelitian Biologi, Cibinong. Ba-
gian tanaman yang digunakan sebagai simplisia
adalah buah yang berwarna hijau. Buah sebanyak
13 kg disortasi, dicuci, dan dikeringkan di lemari
pengering pada suhu 40°C. Selanjutnya simplisia
dihaluskan menggunakan blender hingga men-
jadi serbuk.

Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan antara lain petro-
leum eter, n-heksana, diklorometana, etil asetat,
metanol, dan n-butanol teknis (Brataco Chemika,
Indonesia) yang telah didestilasi, kloroform p.a,
metanol p.a, dan n-heksana p.a (Merck, Jerman),
air suling demineral (Brataco Chemika, Indonesia),
dimetil sulfoksida atau DMSO (Merck, Jerman), Alo-
purinol (Pyridam Farma, Indonesia), silika gel G-60
(Merck, Jerman), DPPH (Sigma Aldrich, Singapura),
BHT (Sigma Aldrich, Singapura), Kuersetin (Sigma
Aldrich, Singapura), Xantin (Sigma Aldrich, Singa-
pura), Xantin oksidase (Sigma Aldrich, Singapura).

Ekstraksi

Sebanyak 3 kg serbuk simplisia buah andaliman
dimaserasi secara bertingkat mulai dari pelarut
petroleum eter, diklorometana, etil asetat, n-buta-
nol, dan metanol, kemudian dikocok selama 6 jam
dengan pengaduk mekanik. Campuran didiamkan
24 jam lalu disaring dan filtrat dikumpulkan dalam
suatu wadah. Total pemakaian pelarut adalah 9 L
petroleum eter, 8 L diklorometana, 8 L etil asetat,
10 L n-butanol, dan 7 L metanol. Masing-masing fil-
trat diuapkan menggunakan rotavapor pada suhu
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Tabel 1. Data Rendemen Ekstrak Buah Andaliman

No. Ekstrak Bobot ekstrak (g) Bobot Simplisia (g) Rendemen (%)
1. Petroleum eter 100 3,33
2. Diklorometana 60 2,00
3. Etil asetat 50 3000 1,67
4, n-butanol 65 2,17
5. Metanol 30 1,00

50-60°C kecuali ekstrak n-butanol pada suhu 75°C
sehingga diperoleh ekstrak kental petroleum eter,
diklorometana, etil asetat, n-butanol dan metanol,
lalu ditimbang dan dihitung rendemennya terha-
dap bobot simplisia awal (tabel 1).

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak

Pengujian aktivitas antioksidan secara kuanti-
tatif melalui peredaman radikal DPPH terhadap
masing-masing ekstrak kental dilakukan meng-
gunakan metode Blois (1958) yang dimodifikasi.
Sebanyak 1,0 mL diambil dari masing-masing
larutan uji yang telah dibuat dengan konsentrasi
10, 20, 50, 100, dan 200 ppm, dicampur dengan
1,0 mL larutan DPPH 100 pg/mL dan 2,0 mL
metanol p.a serta dihomogenkan dan didiamkan
selama 30 menit pada suhu 37°C terlindung dari
cahaya. Serapan larutan diukur pada panjang
gelombang 517 nm. Pengujian dilakukan duplo.
Prosedur yang sama juga dilakukan terhadap
BHT sebagai larutan standar dengan konsentrasi
1,2,4,10,dan 16 ppm.

Persentase inhibisi terhadap radikal DPPH
dari masing-masing konsentrasi larutan sampel
dapat dihitung dengan persamaan :

A —
0=—""1x100%
Ay

Keterangan :
Q =persentase inhibisi (%)

A_ = serapan kontrol (pelarut + DPPH)

0

A, = serapan larutan uji (pelarut + DPPH + sampel)

Semakin Kkecil nilai IC menunjukkan semakin
tinggi aktivitas antioksidzﬁlnya (7). Ekstrak yang
mempunyai nilai IC_  antara 10-50 pg/mL adalah
ekstrak dengan aktivitas antioksidan yang kuat (13).

Uji Aktivitas Penghambatan Xantin Oksidase
oleh Ekstrak

Pada penelitian ini, dilakukan pengujian ak-
tivitas penghambatan xantin oksidase oleh ma-
sing-masing ekstrak kental dengan metode Owen
dan Johns (1999) yang dimodifikasi. Pengujian
sampel dilakukan duplo.

Larutan yang disiapkan untuk pengujian ter-
diri dari larutan xantin sebagai substrat, larutan
enzim (xantin oksidase), dan larutan uji. Larutan
substrat yang digunakan adalah larutan xantin
0,15 mM yang diperoleh dari pengenceran laru-
tan stok 1 mM dengan menimbang 15,21 mg
xantin dan diencerkan dengan air demineralisasi
dalam labu ukur 100 mL. Larutan xantin oksidase
0,1 unit/mL dibuat dengan menimbang 9,09 mg
xantin oksidase dan dilarutkan dengan larutan
dapar fosfat sampai 10,0 mL. Larutan uji diper-
oleh dengan menimbang 10,0 mg ekstrak kental
dan dilarutkan dalam sedikit DMSO kemudian
dilarutkan dalam dapar fosfat menggunakan labu
ukur 10 ml sebagai larutan induk (1000 ppm) lalu
diencerkan dengan dapar fosfat hingga diperoleh
konsentrasi akhir larutan sampel sebesar 100,
50, 20,10,5dan 1 ppm.

Kondisi optimum pengujian mengacu pada
optimasi yang telah dilakukan sebelumnya, yaitu
pada waktu inkubasi 40 menit, suhu 30°C, pH 7,8,
dan konsentrasi substrat (xantin) 0,15 mM. Ma-
sing-masing sampel sebanyak 1,0 mL dimasukkan
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ke dalam tabung reaksi terpisah dengan variasi
konsentrasi tertentu. Selanjutnya ke dalamnya di-
tambahkan 2,9 mL larutan dapar fosfat dan 2,0 mL
xantin lalu diprainkubasi pada suhu 30°C selama
10 menit. Xantin oksidase 0,1 unit/mL sebanyak
0,1 mL ditambahkan lalu diinkubasi kembali pada
suhu 30°C selama 30 menit. Setelah masa inku-
basi, ke dalam campuran dengan segera ditam-
bahkan asam klorida 1N sebanyak 1,0 mL untuk
menghentikan reaksi dan dihomogenkan. Cam-
puran larutan uji selanjutnya diukur serapannya
menggunakan spektrofotometer UV pada panjang
gelombang hasil optimasi (284 nm) untuk meli-
hat besarnya pembentukan asam urat yang terjadi
dalam larutan uji kemudian ditentukan seberapa
besar persen hambatan ekstrak yang diujikan ter-
hadap xantin oksidase.

Persentase hambatan xantin oksidase (XO) di-
hitung dengan persamaan berikut (14):

B
% hambatan xantin oksidase = 1 — " x 100%

Keterangan :
A

B = selisih serapan sampel dengan kontrol sampel (B,-B)

selisih serapan blanko dengan kontrol blanko (A,-A,)

Nilai IC,, diperoleh melalui analisis regresi
linier yang diplot antara konsentrasi sampel ter-
hadap persentase hambat (1). Pengujian juga
dilakukan terhadap blanko, kontrol blanko, dan
kontrol sampel.

Penapisan Fitokimia

Terhadap ekstrak yang aktif menurut hasil uji
peredaman radikal DPPH dan uji penghambatan
xantin oksidase, dilakukan pemeriksaan kandung-
an kimia dengan beberapa pereaksi kimia antara
lain pereaksi untuk alkaloid, flavonoid, triterpe-
noid/steroid, glikosida, saponin, dan tanin.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Serbuk buah andaliman dimaserasi secara
bertingkat mulai dari pelarut non polar sampai
dengan pelarut polar yang bertujuan untuk mem-

Tabel 2. Hasil uji antioksidan ekstrak buah

andaliman
Sampel Konsentrasi % IC,,
(ug/mL)  inhibisi (pg/mL)
200 14,92
Ekstrak 100 14,61
petroleum 50 8,19 220,67
eter 20 6,83
10 6,29
200 33,71
Ekstrak 100 18,27 88,26
diklorometana 50 11,44
20 12,12
10 12,44
200 29,91
Ekstrak 100 18,34 83,50
etil asetat 50 9,18
20 5,99
10 1,82
200 46,97
Ekstrak 100 25,89
n-butanol 50 14,43 53,51
20 8,95
10 6,27
100 47,66
Ekstrak 50 24,87 26,39
metanol 20 12,71
10 7,27
16 37,09
BHT 10 26,65
4 15,22 5,52
2 9,23
1 6,87

peroleh ekstrak dengan rentang kepolaran yang
berbeda. Diperoleh ekstrak petroleum eter dan
ekstrak n-butanol dengan rendemen yang lebih
besar dibandingkan ekstrak lainnya dan ekstrak
metanol sebagai ekstrak dengan rendemen paling
kecil.

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Andali-
man

Pengujian aktivitas antioksidan secara kuanti-
tatif terhadap masing-masing ekstrak buah anda-
liman dengan metode peredaman radikal DPPH
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada pan-
jang gelombang maksimum larutan DPPH yaitu
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Tabel 3. Hasil uji penghambatan xantin oksi-
dase oleh ekstrak buah andaliman

Sampel Konsentrasi % IC

(ng/mL) inhibisi (p.g/5 (r)nL)
Ekstrak 1 31,1
petroleum 5 37,8
eter 10 53,6 9,9
20 57,1
50 48,5
100 49,9
1 47,3
Ekstrak 5 56,6
diklorometana 10 54,0 3,9
20 27,7
50 50,6
100 67,8
1 49,7
Ekstrak etil 5 53,1
asetat 10 32,1 9,54
20 42,9
50 47,3
100 55,0
1 39,5
Ekstrak 5 41,3
n- butanol 10 46,4 3,69
20 46,4
50 66,4
100 69,9
1 41,6
Ekstrak 5 50,7
metanol 10 49,6 4,03
20 48,7
50 54,7
100 56,6

517 nm. Pengujian larutan sampel dan standar
dilakukan untuk mengetahui kemampuan anti-
oksidan yang diberikan oleh ekstrak dan standar .

Hasil pengujian terhadap sampel menunjuk-
kan bahwa ekstrak n-butanol dan metanol me-
miliki nilai IC_; lebih kecil dibandingkan ekstrak
lainnya yaitu dengan nilai IC_  sebesar 53,51 dan
26,39 ug/mL. Ekstrak yang mempunyai nilai IC,,
antara 50-100 pg/mL adalah ekstrak dengan ak-
tivitas antioksidan menengah dan ekstrak yang
mempunyai nilai IC, antara 10-50 pg/mL adalah
ekstrak dengan aktivitas antioksidan yang kuat
(13). Berdasarkan rentang tersebut, ekstrak n-

Tabel 4. Hasil uji penghambatan xantin oksi-
dase oleh alopurinol

Sampel Konsentrasi % ICso
(ng/mL) inhibisi  (ng/mL)
Alopurinol 0,1 4511
0,25 55,42 0,02
0,5 74,6
1 87,56

butanol memiliki aktivitas antioksidan menengah
dan ekstrak metanol memiliki aktivitas antioksi-
dan yang kuat. Diduga ekstrak buah andaliman
mengandung senyawa yang memiliki aktivitas
antioksidan. BHT sebagai antioksidan sintetik
memiliki nilai IC.; 5,5 pg/mL yang menunjukkan
bahwa senyawa standar tersebut memiliki aktivi-
tas antioksidan yang sangat kuat (<10pg/mL). Ni-
lai IC, setiap ekstrak dapat dilihat pada Tabel 2.

Uji Aktivitas Penghambatan Xantin Oksidase

Pengujian aktivitas penghambatan masing-ma-
sing ekstrak buah andaliman terhadap xantin ok-
sidase dilakukan secara in vitro. Prinsip dasar pe-
ngujian ini adalah mengukur serapan dari asam
urat sebagai produk akhir dari reaksi katalisis xan-
tin oksidase terhadap substratnya yaitu xantin (17)
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada pan-
jang gelombang hasil optimasi, suhu optimum, pH
optimum dan konsentrasi substrat yang optimum.
Panjang gelombang maksimum yang digunakan
adalah 284 nm. Dari hasil pengukuran, kondisi op-
timum ditunjukkan pada suhu 30°C dan pH 7,8 dan
konsentrasi substrat yang digunakan pada uji peng-
hambatan aktivitas xantin oksidase adalah 0,15 mM.

Pengujian larutan blanko dan kontrol blanko
dilakukan untuk mengetahui aktivitas enzim tan-
pa penambahan ekstrak, pengujian larutan sampel
dan alopurinol sebagai standar dilakukan untuk
mengetahui kemampuan penghambatan aktivitas
enzim yang diberikan oleh ekstrak dan senyawa
standar, sedangkan kontrol sampel dan kontrol
alopurinol dilakukan sebagai faktor koreksi terha-
dap larutan sampel dan senyawa standar.
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Ekstrak yang tidak dapat larut dengan air be-
bas karbondioksida P dilarutkan terlebih dahulu
dengan 5 tetes DMSO (dimetil sulfoksida). Sebagai
standar digunakan senyawa alopurinol. Hasil pe-
ngujian menunjukkan bahwa alopurinol memiliki
efek penghambatan aktivitas xantin oksidase de-
ngan nilai IC,| 0,02 ug/mL (tabel 4). Hasil pengu-
jian aktivitas penghambatan xantin oksidase oleh
masing-masing ekstrak menunjukkan ekstrak
n-butanol memiliki nilai IC, paling kecil diban-
dingkan ekstrak lainnya yaitu 3,69 pg/mL (Tabel
3) yang menunjukkan ekstrak n-butanol memiliki
kemampuan penghambatan enzim yang sangat
kuat.

Diduga ekstrak buah andaliman ini mengan-
dung senyawa yang memiliki aktivitas pengham-
bat xantin oksidase.

Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap eks-
trak n-butanol dan metanol sebagai ekstrak yang
memiliki aktivitas antioksidan dan penghambatan
xantin oksidase. Penapisan fitokimia bertujuan
untuk mengetahui keberadaan senyawa ber-
dasarkan golongannya sebagai informasi
awal kandungan senyawa yang terdapat pada
ekstrak aktif. Hasil identifikasi menunjukkan
bahwa ekstrak n-butanol mengandung senyawa

golongan alkaloid, flavonoid, glikosida, tanin,
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