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ABSTRACT

The process of excessive free radicals in our body plays a major part in the development of chronic and
degenerative illness such as cancer, autoimmune disorders, aging, cataract, rheumatoid arthritis,
cardiovascular and neurodegenerative diseases. The recently study reported that free radical and
oxidants play a dual role as both toxic and beneficial compounds, since they can be either harmful or
helpful to the body. Therefore, natural antioxidants can be explored to prevent degenerative diseases
and in the present paper we have investigated antioxidant activity of extracts from Nicolaiaspeciose
(Bl) Horan flower and Muntingiacalabura L. fruit for its free radical scavenging activity using 2,2-
diphenyl, 1-picryl hydrazil (DPPH) radical scavenging activity.The results revealed that both ethyl
acetate fractions of N. speciaose and M.calabura have the highest antioxidant activitiy with ICsy 29.81
and 14.48 ug/ml respectively. The antioxidant activity of both ethanolic extracts were more potent
than hexan and water fractions with ICsg 39.27and 137.20 ug/ml respectively. The investigation of ICsp
values indicated that the antioxidant activity show moderate to very active. Active compounds were
identified using thin layer chromatography with FeCls, AlCl3, 2,4-DNPH and anisaldehide-H2504 spray
reagents. Chromatogram of ethylacetate fraction showed that spots on the hRf 12 and 56 were thought
to contain phenolic compounds with a carbonyl group, while the hRf 37 was suspected flavone
compounds with 3-OH group and the hRf 50 was alleged the ortho-dihydroxy flavone or ortho hydroxy
and free carbonyl. Chromatogram of ethyl acetate of talok fruits fraction showed that spots on the hRf
19.31 and 44 were suspected flavone compounds with ortho-hydroxy-carbonyl group and or ortho-
hydroxy.
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ABSTRAK

Radikal bebas berlebih dalam tubuh dapat memicu tumbuhnya sel kanker, penyumbatan pembuluh
jantung, kerusakan oksidatif otak dan penuaan dini. Hal ini menyebabkan penelitian tentang potensi
antioksidan terus mengalami peningkatan, terutama antioksidan alami dari tanaman. Bunga
kecombrang (Nicolaia speciosa (Bl.) Horan) dan buah talok (Muntingia Calabura L.) dilaporkan aktif
sebagai antioksidan dan mengandung senyawa aktif dengan tingkat kepolaran yang berbeda. Oleh
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karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas dengan penangkapan radikal bebas
fraksi-fraksi ekstrak bunga kecombrang dan buah talok sertakarakterisasi golongan senyawa
aktifnya.Hasil fraksinasi ekstrak diuji dengan larutan DPPH 0,4 mM dan diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm. Hasil absorbansi sampel dan kontrol
diolah untuk mendapatkan persen penangkapan radikal DPPH dan aktivitas antioksidan dievaluasi
melalui nilai ICsp. Senyawa aktif diidentifikasi menggunakan kromatografi lapis tipis dengan
penampak bercak FeCls, AlCls, 2,4-DNPH dan anisaldehid-H,SO4. Fraksi-fraksi ekstrak bunga
kecombrang dan buah talok menunjukkan tingkat kekuatan antioksidan antara sedang sampai
sangat aktif. Fraksi etil asetat bunga kecombrang serta buah talok memiliki aktivitas penangkapan
radikal bebas tertinggi dengan 1Cso sebesar 29,81 pg/ml dan 14,48 pg/ml.Pada fraksi etil asetat ini,
buah talok mempunyai potensi aktivitas antioksidan dua kali lipatnya dari bunga kecombrang. Fraksi
air, ekstrak etanol serta fraksi heksan bunga kecombrang memiliki ICso sebesar 39,27 pg/ml 44,08
pg/ml, dan 135,36 pg/ml. Sedangkan ekstrak etanol, fraksi air serta fraksi heksan buah talok
memiliki ICspsebesar 137,20 pg/ml, 282,47 ug/ml, dan 2611,70 pug/ml. Hasil KLT fraksi etil asetat
buah kecombrang menunjukkan bahwa bercak pada hRf 12 dan 56 mengandung senyawa fenolik
dengan gugus karbonil, sedangkan hRf 37 diduga senyawa flavon dengan gugus 3-OH dan pada hRf
50 merupakan flavon dengan o-dihidroksi dan atau o-hidroksi karbonil bebas. Kemudian hasil KLT
fraksi etil asetat buah talok menunjukkan bahwa bercak dengan nilai hRf 19, 31, dan 44 merupakan
flavon dengan gugus o-hidroksi karbonil dan atau gugus o-dihidroksi. Bercak pada hRf 31 juga
mengindikasikan adanya senyawa terpenoid.

Kata kunci: Aktivitas antioksidan, DPPH, Nicolaia speciosa, Muntingia calabura

PENDAHULUAN

Radikal bebas secara alami terbentuk dalam tubuh manusia dari hasil proses metabolisme
atau respon sistem kekebalan tubuh. Radikal bebas yang berlebihan dapat bereaksi dengan lipid,
asam nukleat, protein, sterol dan gula. Keadaan tersebut dapat memicu tumbuhnya sel kanker,
penyumbatan pembuluh jantung, kerusakan oksidatif otak dan penuaan dini (Ozyurt et al.,
2007). Oleh karena itu, diperlukan suatu senyawa sebagai penangkal bahaya radikal bebas.
Antioksidan merupakan senyawa yang mampu melindungisel dari efek bahaya radikal
bebas oksigen reaktif dengan menghambat atau mencegah proses oksidasi (Pokorny et al.,
2001). Penggunaan antioksidan sintetis pada makanan cenderung dihindari karena faktor
keamanan dan beresiko menjadi bahan karsinogenik. Antioksidan alami lebih diminati karena
lebih aman dikonsumsi sebagai makanan, minuman dan kosmetik (Gordon, 1994).Hal ini
menyebabkan penelitian tentang penggalian potensi antioksidan alami dari tanaman terus
mengalami peningkatan. Tanaman tersebut diantaranya adalah kecombrang (Nicolaia speciosa
(BL) Horan) dan buah talok (Muntingia calabura L.).

Bunga kecombrang dilaporkan memiliki efek antioksidan kuat terhadap hepar dan
sumsum tulang tikus jantan galur Sprague Dawley terinduksi timbal (Jackie et al, 2011).
Haleagrahara et al,(2010) menyatakan ekstrak etanol bunga kecombrang mampu meningkatkan
enzim penangkap radikal bebas seperti superoxide dismutase, glutathione peroxidase dan
glutathione S-transferase. Ekstrak metanol bunga kecombrang juga menunjukkan aktivitas
penangkapan radikal DPPH dengan ICso sebesar 9,14 mg/ml (Lachumyet al, 2010).

Lachumyet al, (2010) meneliti adanya kandungan flavonoid, terpenoid, saponin, dan tanin
dalam bunga kecombrang. Senyawa golongan fenolik dan terpenoid dari tumbuhan dilaporkan
mempunyai kemampuan sebagai penangkap radikal bebas (Mikova, 2001). Senyawa fenolik
diketahui bertindak sebagai antioksidan dengan cara menangkap anion superoksida
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danhidroksil radikal (Maslarova, 2001). Kumar (2010) menyebutkan terpenoid mampu
menurunkan peroksidasi lipid serta meningkatkan aktivitas dan jumlah enzim antioksidan.

Daun talok digunakan untuk mengobati luka di saluran pencernaan dan ekstrak etanol
daun talok memiliki aktivitas antimikrobial (Zakaria et al., 2010). Ekstrak metanol daun talok
memperlihatkan aktivitas antioksidan setelah diuji dengan metode DPPH atau 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl karena terbukti adanya kandungan flavonoid di dalamnya (Siddiqua et al, 2010).
Sebuah penelitian berhasil mengisolasi senyawa flavanone dari ekstrak etil asetat daun talok
dengan menggunakan quinone reductase induction assay (Suet al., 2003).Buah talok mengandung
asam askorbat, enzim-enzim, bioflavonoid, serta mineral seperti potasium dan magnesium.
Aktivitas antioksidan dalam ekstrak metanol, etil asetat, butanol, petroleum eter, dan kloroform
buah talok telah diuji secara in vitro, dari uji tersebut diketahui bahwa ekstrak metanol memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi (Preethi et al., 2010).

Dari penelitian terdahulu, baik bunga kecombrang maupun bunga talok masing-masing
sudah ada. Namun, untuk perbandingan tingkat aktivitas antioksidan merupakan suatu
kebaruan. Berdasarkan data diatas, perlu dilakukan penelitian untuk mengeksplorasi aktivitas
tertinggi penangkapan radikal dari fraksi-fraksi ekstrak etanolik bunga kecombrang dan buah
talok. Fraksinasi dilakukan karena adanya variasi struktur senyawa aktif dalam tanaman
berdasarkan tingkat kepolarannya. Aktivitas antioksidan didasarkan pada nilai
[Csomenggunakan metode DPPH. Nilai ICso merupakan besarnya konsentrasi untuk menghambat
50% radikal bebas. Penelitian ini diharapkan mampu mengetahui aktivitas penangkapan radikal
bebas fraksi-fraksi ekstrak bunga kecombrang dan buah talok serta kekuatan keduanya sebagai
antioksidan. Sedangkan, profil kromatografi lapis tipis dapat mengetahui golongan senyawa
yang bertanggung jawab dan mampu sebagai acuan dalam pengembangan agen antioksidan.

METODE

Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Fitokimia Bagian Biologi Farmasi UGMdan
Laboratorium Kimia Analisis Bagian Kimia Farmasi UGM. Waktu pelaksanaannya, mulai
dilakukan awal bulan Februari sampai dengan 15 Desember 2018.
Bahan Penelitian
Bahan Utama

Bunga kecombrang (Nicolaia speciosa)diperoleh jam 9 pagi tanggal 3 Februari 2018 dari
Desa Kalisoro, Tawangmangu, Karanganyar, sedangkan buah talok (Muntingia calabura L.)
diambil jam 10 pagi 3 Februari 2018 dari Kabupaten Bantul, Daerah Istimewa
Yogyakarta.Tingkat kematangan buah talok sedang dan berwarna kemerahan.Bunga
kecombrang dan buah talok diidentifikasi kebenarannya di Laboratorium Farmakognosi Bagian
Biologi Farmasi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta,dibersihkan dengan air mengalir,
dipotong-potong, dikeringkan, kemudian diserbuk. Serbuk bunga kecombrang dan buah talok
diekstraksi dengan metode maserasi selama 5 hari dengan penyari etanol 96 % (Merck) dan
dilakukan re-maserasi.
Fraksinasi dan Uji Penangkapan Radikal DPPH

Etanol 70% (teknis), n-heksan (teknis), etil asetat (teknis), aquades. metanol p.a, DPPH
(Sigma), kuersetin (Merck).
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Karakterisasi Golongan Senyawa Aktif

Eluen dalam sistem kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam silika gel Fis4
(Merck), kloroform (p.a.) dan etil asetat (p.a.). Pereaksi yang digunakan antara lain, DPPH
(Sigma), kuersetin (Merck), feri klorida (FeCls), 2,4-dinitrofenilhidrazin (2,4-DNPH), aluminium
klorida(AlClz)dananisaldehid asam sulfat (Lab. Fitokimia Biologi Farmasi UGM).

Prosedur Penelitian
Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan merendam serbuk bunga kecombrang dan buah talok secara
terpisahdengan etanol 96 % (1:10) laludidiamkan selama 5 hari kemudian disaring. Filtrat
disimpan dan ampas di re-maserasikembali dengan etanol 96%. Filtrat pertama dan
keduadicampurkemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak
kental.

Fraksinasi

Ekstrak kental dilarutkan kembali dalam 50 ml etanol 70%. Kemudian dilakukan partisi
dengan n-heksan (1:1 v/v) menggunakan corong pisah. Semua fase heksan yang terkumpul
selanjutnya disebut fraksi heksan. Fase tak larut heksan kemudian dipekatkan sampai kental
untuk selanjutnya disuspensikan dengan aquades dan dipartisi kembali dengan etil asetat (1:1
v/v). Semua fase etil asetat selanjutnya disebut fraksi etil asetat. Fraksi tak larut heksan dan etil
asetat disebut fraksi air.

Uji Penangkapan Radikal DPPH

Sebanyak 1,0 ml DPPH 0,4 mM dimasukan ke dalam labu takar 5 ml, ditambahbahan uji
sebanyak 1,0 ml. Selanjutnya ditambah pelarut yang sesuai hingga batas tanda.Larutan
kemudian dihomogenkan dengan vorteks selama 1 menit hingga tercampur sempurna
kemudian diinkubasi selama 30 menit. Serapan dibaca pada A 517 nm. Digunakan blanko berupa
larutan sampel dalam metanol dengan kadarsama dengan sampel uji. Masing-masing seri
konsentrasi senyawa uji dilakukan replikasi sebanyak dua kali.

Karakterisasi Golongan Senyawa Aktif

Lempeng KLT disemprot dengan pereaksi DPPH 0,2% dan diinkubasi dalam keadaan
gelap selama 30 menit. Senyawa antioksidan akan berwarna kuning dengan latar belakang ungu
pada sinar tampak (Masoko and Eloff, 2007).

Langkah selanjutnya adalah karakterisasi golongan senyawa aktif dengan penampak
bercak FeCls, 2,4-DNPH, AlCl; dananisaldehid asam sulfat. Kromatogram diamati pada sinar
tampak setelah disemprot FeCls, begitu juga dengan kromatogram yang disemprot pereaksi 2,4-
DNPH. Kromatogram setelah disemprot dengan AlClz diamati pada sinar tampak dan dibawah
sinar UV 366. Sedangkan kromatogram setelah disemprot dengan anisaldehid asam sulfat,
selanjutnya dipanaskan pada suhu 100°C selama 5-10 menit dan perubahan warna bercak
diamati pada sinar tampak (Markham, 1988).

Perhitungan % Penangkapan Radikal DPPH

Hasil absorbansi sampel dan kontrol diolah untuk mendapatkan persen penangkapan
radikal DPPH pada tiap konsentrasi. Selanjutnya dibandingkan persen penangkapan radikal
DPPH pada masing-masing fraksi. Besarnya aktivitas penangkapan radikal digunakan rumus:

Abs. kontrol - Abs. sampel
Penangkapan radikal DPPH (%) = x 100 %

3s. kontrol
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Data kromatogram berupa hRf serta penampakan bercak sebelum dan setelah ditambah
pereaksi semprot, diamati dengan sinar tampak, di bawah sinar UV2s: serta UVse, penampak
bercak DPPH, FeCl;, 2,4-DNPH, AlCl; serta anisaldehid asam sulfat. Kenampakan bercak akan
menunjukkan aktivitas antioksidan dan golongan senyawa aktif dari sampel uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak kental etanolik yang diperoleh pada bunga kecombrang berwarna merah tua
dengan rasa pahit dan beraroma khas. Ekstrak kental etanolik serbuk simplisia bunga
kecombrang sebesar 19,35 gram dan rendeman ekstrak terhadap serbuk bunga kecombrang
sebesar 0,97 %b/b. Hasil partisi terhadap serbuk simplisia bunga kecombrang diperoleh
rendemen22,3 %b/b pada heksan, 19,2 %b/b pada fraksi etil asetat, serta 48,9 %b/b pada fraksi
air. Kemudian ekstrak kental etanolik buah talok berwarna kecoklatan dan beraroma khas.
Ekstrak kental etanolik serbuk simplisia buah talok sebesar 83,95 gram dan rendemen ekstrak
serbuk buah talok sebesar 3,91 %b/b. Hasil partisi dari serbuk simplisisa buah talok berupa
rendemen sebesar 15,9 %b/b pada fraksi heksan, 1,64 %b/b pada fraksi etil asetat dan 74,5
%b/b pada fraksi air.

Ekstrak etanolik bunga kecombrang dan buah talok serta fraksi-fraksinya diuji aktivitas
antioksidannya menggunakan metode DPPH. Parameter uji penangkapan radikal DPPH ini
adalah ICso. Nilai ICso diperoleh dari suatu persamaan regresi linier yang menyatakan hubungan
antara konsentrasi senyawa uji (x) dengan persen aktivitas antioksidan (y). Semakin kecil nilai
ICso senyawa uji, maka semakin poten senyawa uji tersebut sebagai antioksidan.

Fraksi etil asetat merupakan fraksi yang bersifat semi polar. Hasil uji aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH, menunjukkan bahwa fraksi etil asetat bunga kecombrang memiliki
aktivitas penangkapan radikal tertinggi dengan nilai ICsosebesar 29,81 pg/ml. Kemudian harga
ICsopada ekstak etanol bunga kecombrang memiliki harga ICso sebesar 44,08 pg/ml, diikuti
fraksi air (polar) memiliki harga 1Cso sebesar 39,27 pg/ml, dan fraksi heksan (non polar) dengan
harga 1Cso sebesar 135,36 pg/ml. Data hasil perhitungan ICsodari ekstrak dan fraksi-fraksinya
pada bunga kecombrang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil perhitungan 1Cso dari ekstrak dan fraksi-fraksinya pada bunga kecombrang

No. Ekstrak dan Fraksi n Persamaan Regresi r ICs0% SD

1 Ekstrak 3 y=0872x+11,56 0,979 44,08 + 0,37
2 Fraksi Hexan 3 y =0,398x - 3,875 0,995 135,36 + 0,89
3 Fraksi Etil Asetat 3 y=1,068x+18,16 0,981 29,81 £ 0,37
4 Fraksi Air 3 y=0,583x+2710 0,989 39,27 +0,11

Aktivitas penangkapan radikal tertinggidari buah talok dengan nilai ICsoterendah
sebesar14,48 pug/ml terdapat pada fraksi semi polar, yaitu fraksi etil asetat. Fraksi heksan (non
polar) memiliki nilai 1C502611,70 pg/ml, berikutnya adalah fraksi air (polar) dengan nilai
282,47 pg/ml, dan ekstrak etanol dengan nilai 137,20 pg/ml. NilailCsotertinggi pada fraksi
heksan membuktikan bahwa fraksi heksan tidak memiliki aktivitas penangkapan radikal bebas,
kalaupun ada aktivitasnya sangat kecil. Semakin tinggi nilai I1Cso, maka semakin rendah aktivitas
penangkapan radikal bebasnya, karena semakin besar kadar yang dibutuhkan untuk
mengurangi radikal DPPH sebesar 50%. Data hasil perhitungan ICso dari ekstrak dan fraksi-
fraksinya pada buah talok dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil perhitungan ICsodari ekstrak dan fraksi-fraksinya pada buah talok

No. Ekstrak dan Fraksi n Persamaan Regresi r IC50% SD

1 Ekstrak 3  y=0,354x+1,430 0,991 137,20+ 1,01
2 Fraksi Hexan 3 y=0,015x+8,734 0,980 2611,70+ 7,12
3 Fraksi Etil Asetat 3  y=4826x-19,88 0,983 14,48 £0,9
4 Fraksi Air 3 y=0171x+ 1,697 0,991 282,47 £ 0,71

Tahap selanjutnya dilakukan uji aktivitas antioksidan ektrak dan fraksi yang diperoleh
dan dibandingkan dengan kontrol positif kuersetindengan nilailCsosebesarSD 1,16 + 0,26. Kontrol
positif ini digunakan untuk megetahui apakah sistem yang kita pakai sudah benar sehingga
dapat digunakan untuk menguji aktivitas suatu sampel terhadap senyawa penangkap radikal
bebas DPPH.Perbandingan ICsetiap fraksi dari bunga kecombrang dan buah talok terhadap
kontrol positifditunjukkan dalam suatu histogram pada Gambar 1 dan 2.

IC50
(ufg{)nl)

100
) ' '
. A
0
1 2 3 4 5

Gambar 1.Histogram nilai ICso sampel pada uji penangkapan radikal DPPHbunga kecombrang; Ket.: (1) Ekstrak etanol
(44,08 pg/ml); (2) Fraksi heksan (135,36 ug/ml); (3) Fraksi etil asetat (29,81 pg/ml); (4) Fraksi air (39,27 pg/ml);
dan (5) Kuersetin (1,16 pg/ml)

Karakterisasi Golongan Senyawa Aktif

Kromatogram fraksi etil asetat bunga kecombrang disemprot larutan DPPH 0,2%
menghasilkan bercak yang diduga mengandung senyawa penangkap radikal bebas pada hRf 12,
37, 50 dan 56 (Gambar 3). Sedangkan kromatogram fraksi etil asetat buah talok setelah
disemprot DPPH 0,2% menghasilkan bercak dimana diduga mengandung senyawa penangkap
radikal bebas pada hRf 6, 19, 31, 44, 64 dan 94 (Gambar 4).
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Gambar 2.Histogram nilai ICso sampel pada uji penangkapan radikal DPPHbuah talok; Ket.: (1)Fraksi heksan (2611,70
ug/ml); (2) Fraksi air (282,47 ug/ml); (3) Ekstrak etanol (137,20 pg/ml); (4) Fraksi etil asetat (14,48 pg/ml); dan (5)
Kuersetin (1,16 pg/ml)
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Gambar 3.Kromatogram fraksi etil asetat bunga kecombrang dengan fase diam silika gel F2s4 dan fase gerak kloroform
: etil asetat (2:3 v/v); Ket.: Bercak aktif DPPH (5.1); Kromatogram dilihat di bawah sinar UV 254 (5.2.a) dan di bawah
sinar UV 366 (5.2.b); kromatogram setelah disemprot FeCls (5.3.a), kromatogram setelah disemprot 2,4-DNPH (5.3.b),
kromatogram setelah disemprot AlCls dilihat di bawahsinar tampak (5.3.c), kromatogram setelah disemprot AlCl3
dilihat di bawah UV 366 (5.3.d), kromatogram setelah disemprot anisaldehid asam sulfat (5.3.e).

Penampak bercak FeCl; digunakan untuk mendeteksi senyawa fenol sederhana yang
menimbulkan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam dengan pengamatan di bawah sinar
tampak (Harborne, 1987). Pereaksi 2,4-DNPH mendeteksi adanya gugus karbonil dengan
menghasilkan warna kuning sampai kuning-oranye di bawah sinar tampak(Jork et al., 1990).



Jurnal Tumbuhan Obat Indonesia, 12(1): 41-53, Agustus 2019

Penampak bercak AlCl; mengidentifikasi senyawa flavon dengan menghasilkan warna kuning
pada sinar tampak dan UV 366 (Markham, 1988). Pereaksi semprot anisaldehid asam sulfat
mengidentifikasi terpenoid dengan warna violet, biru, merah, abu-abu atau hijau serta saponin
dengan warna biru-biru violet pada sinar tampak.

40

(a) (b) () (e) (f) (d (g

Gambar 4.Kromatografi fraksi etil asetat buah talok dengan fase diam silika gel F2s4 dan fase gerak toluen:etil asetat:
asam formiat (6:4:1); Ket.;Gambar 4 : Bercak aktif DPPH (6.1.a); Kromatogram dilihat di bawah sinar UV 254 (6.2.b)
dan di bawah sinar UV 366 (6.2.c); kromatogram setelah disemprot FeCl3(6.3.d), kromatogram setelah disemprot
AlClsdilihat di bawah sinar tampak (6.3.e), kromatogram setelah disemprot 2,4-DNPH (6.3.f), kromatogram setelah
disemprot anisaldehid asam sulfat (6.3.g)

Hasil uji penangkapan radikal DPPH menunjukkan bahwa secara keseluruhan aktivitas
antioksidan ekstrak dan fraksi bunga kecombrang serta buah talok masih di bawah aktivitas
antioksidan pembanding yaitu kuersetin (1,16 ug/ml). Hal ini dikarenakan kuersetin merupakan
senyawa murni sedangkan ekstrak dan fraksi bunga kecombrang serta buah talok diduga masih
banyak mengandung senyawa-senyawa lain yang tidak mempunyai aktivitas penangkapan
radikal bebas.

Fraksi etil asetat bunga kecombrang memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dari
ekstrak etanol, fraksi heksan dan fraksi air. Hal ini dapat dikatakan senyawa denganefek
antioksidan lebih bersifat semi polar. Etil asetat mampu melarutkan senyawa dengan sifat semi
polar seperti aglikon flavonoid. Begitupula pada hasil analisis ekstrak buah talok dan fraksinya,
membuktikan bahwa senyawa yang bertanggung jawab atas aktivitas penangkapan radikal
bebas cenderung bersifat kurang polar, karena banyak terlarut dalam etil asetat. Dengan
demikian, walaupun mayoritas senyawa dalam ekstrak etanol cenderung bersifat polar, tetapi
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ternyata senyawa bersifat kurang polarlah yang memiliki aktivitas penangkapan radikal bebas
tertinggi.

Metode kromatografi lapis tipis digunakan untuk analisis kualitatif dan karakterisasi
golongan senyawa pada bunga kecombrang dan buah talok. Hasil analisis KLT bunga
kecombrang dan buah talok dapat dilihat pada Tabel 3 dan Tabel 4.

Tabel 3. Bercak yang tampak pada kromatogram bunga kecombrang

Sebel
(.e eum Setelah disemprot
disemprot Interpretasi golongan
hRf 24 AlCI3 Anisal | SPIEEST 800N
UV254 UV366 FeCls - Sinar dehid Y
DNPH UV 366
tampak H2S04
56 Ppadam - Merah Kuning- i i Fenollk. dengan gugus
oranye karbonil
. . Kuning- - . F?avon cllengan gu.gus o0-
50 Padam Kuning Biru kuning kuning - hidroksi karbonil dan
oranye o )
atau gugus o-dihidroksi
. . Flavon dengan gugus
B K -
37 Padam Biru iru uning kuning Biru - 3-OH dan tanpa gugus
gelap oranye
5-OH
Kuning- Fenolik d
12 Padam - Merah Hning kuning - - en01- engan gugus
oranye karbonil
Keterangan : - =bercak tidak nampak

Analisis kualitatif dengan metode kromatografi lapis tipis terhadap fraksi bunga
kecombrang menggunakan fase diam silika gel Fs4 dan fase gerak kloroform : etil asetat (2:3
v/v). Sedangkan analisis kualitatif dengan metode kromatografi lapis tipis pada fraksi buah talok
menggunakan fase diam silika gel F;s4 dan fase gerak toluen:etil asetat: asam formiat (6:4:1).
Hasil kromatogram dibawah sinar UV 254 pada fraksi bunga kecombrang, terlihat semua bercak
aktif DPPHterjadi pemadaman. Sedangkan pengamatan dibawah sinar UV 254 pada
kromatogram fraksi buah talok menunjukkan bahwa hampir semua bercak mengalami
pemadaman, kecuali satu bercak dengan nilai hRf 19. Bercak dengan nilai hRf 19 menunjukkan
fluoresensi berwarna hijau. Bercak tersebut kemungkinan mengandung senyawa dengan ikatan
rangkap terkonjugasi. Diduga senyawa ini adalah golongan fenolik. Senyawa fenolik menyerap di
daerah UV pendek dan dapat dideteksi pada pelat silika gel dan mengandung indikator
fluoresensi gelombang 254 nm. Senyawa fenolik akan terlihat sebagai bercak gelap dengan latar
belakang berfluoresensi (Harborne, 1987).
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Tabel 4. Bercak yang tampak pada kromatogram buah talok

Sebel
'_3 etum Setelah disemprot
disemprot Interpretasi olongan
hRf AICls Anisalde P golong
o UV366 FeCli 2% Sinar hid senyawa
254 °  DNPH UV 366
tampak H>S04
6 - Hijau - - - - - -
, Flavon dengan gugus o-
Lemb Hitam-
19  Hijau e:;l 4 bilrim Kuning Kuning Kuning - hidroksi karbonil dan atau
yung gugus o-dihidroksi
Flavon dengan gugus o-
Lemba  Hitam- . . . Merah- hidroksi ka.rl?onil d.an atau
31 Padam , Kuning Kuning Kuning gugus o-dihidroksi, serta
-yung biru coklat
merupakan senyawa
terpenoid

Hitam- Kuning

44 Padam Kuning Kuning Kuning - -

biru -jingga
64 Padam Biru - Kuning - - - -
94 Padam - - Kuning - - - -
Keterangan: - =bercak tidak nampak

Hasil kromatogram dibawah UV 366 pada fraksi bunga kecombrangterlihat bercak 2
dengan hRf 37 mengalami fluoresensi kuning. Berdasarkan Mabry et al. (1970), senyawa fenolik
berfluoresensi kuning di bawah UV 366 diduga merupakan flavon dengan 3-OH bebas dengan
atau tanpa 5-OH bebas. Bercak 3 berfluresensi biru kemungkinan adalah flavon dengan gugus 3-
OH dan tanpa gugus 5-OH.Kemudian pengamatan dibawah UV 366 pada kromatogram fraksi
buah talok, bercak nomor 1 dengan nilai hRf 6 tidak menampakkan adanya bercak. Bercak
nomor 1 hanya bereaksi positif terhadap penyemprotan DPPH, dan bereaksi negatif terhadap
penampak bercak lainnya. Dengan demikian belum dapat diambil kesimpulan lebih dalam
mengenai karakteristik golongan senyawapada buah talok, tetapi dapat dipastikan bahwa
bercak nomor 1 ini bukan senyawa fenolik, namun memiliki aktivitas penangkapan radikal
DPPH.

Satu-satunya bercak tampak adalah bercak nomor 5 dengan nilai hRf 64 dengan
fluoresensi warna hijau.Bercak nomor 5 pada fraksi buah talok tidak memberikan perubahan
warna setelah penyemprotan AlCl; maupunFeCl;,dengan demikian senyawa ini bukan
merupakan senyawa fenolik, namun bercak ini bereaksi positif terhadap DPPH dan 2,4-DNPH.
Maka dapat disimpulkan bahwa bercak nomor 5 ini memiliki gugus karbonil dan mampu
menangkap radikal DPPH.

Reaksi positif terhadap pereaksi FeClz dan 2,4-DNPH terlihat pada fraksi bunga
kecombrang aktif DPPH. Oleh karena itu, diduga semua bercak atkif DPPH merupakan senyawa
fenolik dengan gugus karbonil. Lalu pada fraksi buah talok, hanya 1 bercak saja tak mengalami
perubahan warna dengan penampak bercak 2,4-DNPH yaitu bercak nomor 6 dengan nilai hRf 94.
Pereaksi 2,4-DNPH mendeteksi adanya gugus karbonil dengan menghasilkan warna kuning
sampai kuning-oranye di bawah sinar tampak(Jork et al., 1990).
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Penampak bercak besi (III) klorida (FeClz) pada bercak dengan nomor 2, 3, serta 4 fraksi
buah talok bereaksi positif dengan nilai hRf 19, 31, dan 44. Warna bercak adalah hitam-biru di
bawah sinar tampak. Warna hitam biru setelah penyemprotan FeCls;, merupakan bukti adanya
senyawa fenolik (Robinson, 1995).

Setelah disemprot dengan AlCl; fraksi bunga kecombrang dengan hRf 12, 37 dan 50
menunjukkan bercak berwarna kuning pada sinar tampak Bercak fraksi buah talok
menunjukkan adanya perubahan warna pada bercak nomor 2, 3, serta 4 dengan nilai hRf 19, 31,
dan 44 menjadi kuning di bawah sinar tampak. Hal ini menunjukkan bahwa bercak mengandung
senyawa golongan flavon. Pengamatan kromatogram pada hRf 50 pada sinar tampak dan di
bawah sinar UV menunjukkan bercak kuning. Bercak tersebut diduga mengandung flavonoid
dengan gugus gugus o-dihidroksi (pada cincin B) atau gugus o-hidroksi karbonil pada cinicin A
dan C (Markham, 1988).

Penampak bercak anisaldehid asam sulfat menunjukkan hasil negatif pada bercak fraksi
bunga kecombrang. Bercak nomor 3 fraksi buah talok dengan nilai hRf 31 merupakan satu-
satunya bercak yang bereaksi positif terhadap penyemprotan anisaldehid asam sulfat. Bercak
berubah warna menjadi coklat-merah. Pereaksi semprot anisaldehid asam sulfat akan
menunjukkan perubahan warna bagi senyawa terpenoid(Wagner, H., & Bladt, 1996).

Karakterisasi golongan senyawa di atas menunjukkan bahwa senyawa golongan fenolik
dan flavonoid bertanggung jawab terhadap aktivitas penangkapan radikal bebas dari bunga
kecombrang. Lalu pada karakterisasi golongan senyawa dengan KLT, merupakan suatu bukti
bahwa golongan senyawa fenolik bertanggung jawab terhadap aktivitas penangkapan radikal
bebas dari buah talok. Senyawa dengan gugus OH seperti senyawa fenolik serta flavonoid
mampu mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal bebas DPPH dan mengubahnya
menjadi senyawa non-radikal (Molyneux, 2004). Semakin banyak donor atom hidrogen maka
semakin poten senyawa tersebut sebagai antioksidan. Ikatan rangkap terkonjugasi dengan
karbonil pada flavonoid mampu menstabilkan diri melalui pengaturan ulang elektron (electron
rearrangements) sehingga tidak ikut berubah menjadi radikal (Bors, W. et al, 1990; Foti et al.,
1996).Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai acuan dalam pengembangan
agen antioksidan alami yang lebih murah, efektif, aman, dan aplikatif di masyarakat.

KESIMPULAN

Fraksi etil asetat baik bunga kecombrang (Nicolaia speciosa (Bl.) Horan) maupun buah
talok (Muntingia calabura L.) memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan ICso sebesar 29,81
pug/ml dan 14,48pug/ml. Pada fraksi etil asetat ini, buah talok mempunyai potensi aktivitas
antioksidan dua kali lipatnya dari bunga kecombrang. Sedangkan pada bunga kecombrang untuk
fraksi air dan ekstrak etanol mempunyai nilai ICspyang hampir sama yaitu 39,27 pg/ml dan
44,08 pg/ml. Nilai ICsoekstrak etanol pada buah talok lebih kecil dibanding fraksi airnya sebesar
137,20 pg/ml dan 282,47 pg/ml. Hasil KLT bunga kecombrangmenunjukkan bahwa bercak pada
hRf 12 serta 56 diduga mengandung senyawa fenolik dengan gugus karbonil, sedangkan pada
hRf 37 diduga merupakan senyawa flavon dengan gugus 3-OH serta pada hRf 50 diduga
mengandung senyawa flavon dengan orto-dihidroksi dan atau orto-hidroksi karbonil bebas.
Sedangkan, pada buah talok hasil KLT menunjukkan bahwa bercak dengan nilai hRf 19, 31, dan
44 merupakanflavon dengan gugus o-hidroksi karbonil dan atau gugus o-dihidroksi, pada hRf 31
juga mengindikasikan adanya golongan senyawa terpenoid.
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