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Abstrak

	Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari potensi minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi sebagai antioksidan. Penelitian ini menggunakan  rancangan acak kelompok satu faktor, yaitu proporsi daun beluntas teh hitam meliputi 100:0; 75:25; 50:50; 25:75; dan 0:100% (b/b). Tiap faktor diulang sebanyak 5 kali. Parameter yang diamati pada penelitian ini meliputi senyawa fitokimia, total fenol (TPC), total flavonoid (TFC), kemampuan menangkal radikal bebas DPPH, dan kemampuan mereduksi ion besi. Data dianalisis secara statistik dengan Analysis of Variance (ANOVA) pada  α = 5%,  jika terdapat beda signifikan dilanjutkan dengan  uji Duncan's Multiple Range Test (DMRT). Data dinyatakan dengan rata-rata ± standar deviasi.  Hasil menunjukkan bahwa senyawa fitokimia yang terkandung dalam minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi adalah alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, tannin, dan kardiak glikosida. Peningkatan proporsi teh hitam menambah intensitas senyawa alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, dan  kariak glikosida yang terdeteksi, tetapi kandungan senyawa tannin berkurang. Senyawa fitokimia ini berkorelasi dengan total fenol (TPC) dan total flavonoid (TFC). Peningkatan proporsi the hitam dalam minuman menurunkan kemampuan menangkal radikal bebas DPPH dan kemampuan mereduksi ion besi, kecuali pada propors teh hitam 100%. Kansungan senyawa tannin dalam minuman menentukan aktivitas antioksidan. Berdasarkan koefisien korelasi antara TPc atau TFC dan kemampuan menangkal radikal bebas DPPH atau kemampuan mereduksi ion besi menunjukkan bahwa kemampuan menangkal radikal bebas DPPH dominan dikontribusi oleh TPC dan kemampuan mereduksi ion besi ditentukan oleh TPC dan TFC.
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PENDAHULUAN
	Beluntas (Pluchea indica Less) adalah tanaman herba kelompok Asteraceae, telah terbukti mempunyai aktivitas antioksidan, baik dalam bentuk ekstrak (Widyawati, 2016; Widyawati dkk., 2014a) maupun dalam bentuk seduhan (Widyawati dkk., 2016; Srisook dkk., 2012). Hal ini disebabkan daun beluntas mengandung sejumlah senyawa fitokimia, seperti alkaloid, fenolik, flavonoid, tannin, sterol, fenol hidrokuinon, saponin, dan kardiak glikosida (Widyawati dkk., 2011; Widyawati dkk., 2014a; Ardiansyah dkk., 2013; Andarwulan dkk., 2010).  Studi sebelumnya telah membuktikan aktivitas antioksidan ekstrak daun beluntas dalam berbagai metode uji, seperti : kemampuan menangkal radikal bebas DPPH, mereduksi ion besi, menangkal radikal superoksida, hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil, mengkelat ion besi dan hemoglobin, mencegah pemucatan pada sistem uji asam linoleat-β-karoten (Widyawati dkk., 2012; 2014b).
  	Teh hitam (Camelia sinensis) merupakan daun teh yang diolah dengan proses fermentasi, sehingga menyebabkan senyawa-senyawa polifenol mengalami oksidasi dengan adanya enzim polifenol oksidase dengan bantuan oksigen dari udara menjadi ortokuinon, kemudian berkondensasi menjadi teaflavin dan tearubigin (Obanda et al., 2004). Teaflavin berhubungan erat dengan karakteristik air seduhan, seperti kecerahan (brightness), kesegaran (briskness), dan kekuatan (strength). Tearubigin berhubungan dengan penampilan, terutama warna air seduhan (Gardjito dan Rahadian, 2015). Teh hitam mengandung komponen volatil sebanyak 404 macam, komponen ini berperan memberikan cita rasa yang khas. Komponen aktif yang terkandung dalam teh, baik yang volatil maupun non volatil antara lain polifenol, metal xantine, asam amino, peptida, asam tanat, vitamin C, vitamin E, vitamin K, β-karoten, kafein, kalsium, dan mineral lainnya. Komponen polifenol meliputi flavon, flavonol, flavonon, katekin, antosianidin, dan isoflavon. Teh berkhasiat untuk menurunkan resiko penyakit kanker, menurunkan kolesterol, menurunkan resiko penyakit kardiovaskular (Leenen dkk., 2000), menurunkan berat badan, mencegah osteoporosis, dan meningkatkan sistem kekebalan tubuh (Gardjito dan Rahadian, 2015), antibakterial (Yam dkk., 1997), antidiabetik (Cabrera dkk., 2006), antiinflamasi (Karori dkk., 2008), dan antiviral (Song dkk., 2005). Senyawa katekin, theaflavin dan thearubigin pada teh hitam berpotensi sebagai antioksidan yang kuat (Maurya dan Rizvi, 2009).
	Potensi senyawa fitokimia dalam minuman dari air seduhan campuran daun beluntas teh hitam pada berbagai proporsi sebagai antioksidan belum pernah dipelajari. Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui  aktivitas antioksidan minuman daun beluntas teh hitam  (Pluchea indica less-Camelia sinensis).
BAHAN DAN METODE 
Bahan Baku dan Kimia
Daun beluntas diperoleh dari kebun tanaman beluntas di daerah Manggrove, Wonorejo, Rungkut, Surabaya, Jawa Timur, Indonesia. Teh hitam dibeli dari PT. Rolas Nusantara Mandiri Surabaya, Jawa Timur, Indonesia. Kantong teh dibeli dari Akas Packaging (Kwarasan, Godean, DI Yogyakarta). 
Metanol, besi (II) klorida, kalium  ferrisianida, natrium karbonat, etanol, petroleum eter, tembaga sulfat, Folin ciocalteus’s fenol,  aluminium klorida, natrium nitrit, natrium hidroksida, amil alkohol, kloroform, amonium hidroksida, asam sulfat, merkuri klorida, kalium iodida, iodin, magnesium, asam asetat,  asam klorida, eter, asam kloroasetat, natrium dihidrogen fosfat, dinatrium hidrogen fosfat, natrium asetat, dan aloksan dibeli dari  Merck Company (Darmstadt, Germany). Kalium natrium tartrat tetrahidrat, radikal bebas 2,2-difenil-1-pikrilhidrasil, asam gallat,  (+)-katekin, dibeli dari Sigma–Aldrich Company Ltd. (Gillingham, UK). Air mineral kemasan pH 7,65 dibeli dari  PT Erindo Mandiri (Surabaya, Jawa Timur, Indonesia) dan akuades dibeli dari PT. Akua Surabaya (Surabaya, Jawa Timur, Indonesia). 
Preparasi Sampel  
Daun beluntas (Pluchea indica Less) dipetik dari ruas tertentu (Widyawati dkk., 2011). Daun kemudian dikeringkan di suhu kamar dan dibubukkan dengan ukuran 40 mesh. Kadar air bubuk daun beluntas sebesar 13,05 ± 0,34 % (db). Sedangkan teh hitam yang sudah kering dibubukan dengan ukuran 40 mesh dengan kadar air sebesar 6,32 ± 0,16% (db). Bubuk daun beluntas dan teh hitam dihomogenkan masing-masing, selanjutnya ditimbang dengan perbandingan proporsi daun beluntas teh hitam masing-masing 100;0; 75:25; 50:50; 25:75; dan 0:100 % (b/b). Campuran bubuk daun beluntas teh hitam dimasukkan kantong teh celup dengan total berat 2g untuk diseduh dalam 100 ml air mineral kemasan.
Pembuatan Minuman Daun Beluntas Teh Hitam 
Setiap campuran bubuk daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi dalam kemasan kantong teh  diseduh dengan air mineral suhu 95oC sebanyak 100 ml selama 5 menit sambil diaduk (Deetae dkk., 2012). Ampas campuran daun beluntas teh hitam dalam kemasan kantong teh dipisahkan dari air seduhan, selanjutnya air seduhan dianalisis lebih lanjut. Setiap analisis air seduhan harus dalam kondisi fresh.  
Komposisi Fitokimia
Senyawa fitokimia yang terkandung dalam air seduhan campuran daun beluntas teh hitam dideteksi menggunakan metode  Harborne (1996). Senyawa yang diidentifikasi meliputi : alkaloid, flavonoid, fenolik, triterpenoid,  sterol, saponin, tanin, dan kardiak glikosida (Fehling test). 
Analisis Total Fenol
Total fenol (TPC) dianalisis dengan metode Folin ciocalteu’s phenol. Analisis ini didasarkan pada reaksi antara senyawa antioksidan yang mempunyai cincin aromatik dan senyawa fosfomolibdat dari pereaksi Folin ciocalteu’s phenol. Reaksi tersebut menghasilkan larutan berwarna biru yang dapat diukur dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu spectrophotometer  UV-Vis 1700) pada λ 760 nm, hasil dinyatakan sebagai  mg ekuivalen asam gallat/L sampel (mg GAE/L sampel) (Singleton dkk., 1999).
Analisis Total Flavonoid 
Total flavonoid (TFC) dianalisis berdasarkan metode Al-Temimi dan  Choundary (2013). Prinsip analisis ini adalah pembentukan senyawa kompleks asam yang stabil dari reaksi antara AlCl3 dan gugus okso pada cincin C4 dan gugus hidroksil pada cincin C3 atau C5 pada senyawa flavon dan flavonol, sehingga menghasilkan larutan merah setelah ditambah larutan NaOH. Senyawa ini dapat diukur dengan spektrofotometer UV-Vis  (Shimadzu spectrophotometer  UV-Vis 1700) pada λ 510 nm yang dinyatakan sebagai mg ekuivelen katekin/L sampel (mg CE/L sampel).
Analisis Kemampuan Menangkal Radikal Bebas DPPH
Kemampuan menangkal radikal bebas DPPH didasarkan metode Brand William dkk. (1995). Prinsip analisis ini adalah pembentukan senyawa pikrilhidrasin yang berwarna kuning (DPPH-H) akibat donor elektron atau atom hidrogen oleh senyawa antioksidan kepada radikal DPPH. Penurunan intensitas warna ungu diukur dengan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu spectrophotometer  UV-Vis 1700) pada λ 517 nm dengan asam gallat sebagai larutan standar.
Analisis Kemampuan Mereduksi Ion Besi
Kapasitas mereduksi ion besi ditentukan dengan metode  Chanda dan Dave (2009), berdasarkan kemampuan mereduksi ion Fe3+ menjadi ion Fe2+. Senyawa kompleks biru Berlin yang terbentuk ditentukan dengan spsktrofotometri UV-Vis (Shimadzu spectrophotometer  UV-Vis 1700) pada λ 700 nm menggunakan asam gallat sebagai larutan standar (Al-Temimi dan Choudhary, 2013).  
Analisa Data
	Penelitian ini menggunakan rancangan acak kelompok satu faktor yaitu proporsi daun beluntas teh hitam. Percobaan diulang sebanyak  lima kali. Data dianalisa  statistik menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) pada α = 5%,  jika analisa menunjukkan ada perbedaan signifikan dilanjutkan uji Duncan's Multiple Range Test (DMRT). Data dinyatakan dalam rata-rata ± standar deviasi.
HASIL DAN DISKUSI
Komposisi Fitokimia
	Minuman campuran daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi teridentifikasi  mengandung alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, tanin dan kardiak glikosida (Tabel 1). Semakin besar proporsi teh hitam yang ditambahkan maka intensitas warna larutan yang menunjukkan adanya senyawa fitokimia alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, dan kardiak glikosida semakin bertambah, kecuali senyawa tanin.  Hal ini menunjukkan bahwa teh hitam dominan sebagai sumber alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, dan kardiak glikosida, sedangkan daun beluntas sumber tanin.  Kamtekar dkk. (2014) menjelaskan bahwa senyawa  polifenol dan flavonoid dapat menghasilkan radikal bebas dan mereduksi stress oksidasi.  Mohan dkk. (2013) juga menambahkan bahwa alkaloid, tannin, flavonoid dan sterol dapat berfungsi sebagai antioksidan. Stanojević dkk. (2009) menyebutkan bahwa senyawa fenolik mempunyai aktivitas antioksidan karena mempunyai sifat redoks sehingga dapat berfungsi sebagai agen pereduksi, donor hidrogen, sequenser oksigen singlet, dan pengkelat logam.
Total Fenol
	Total fenol minuman campuran daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi ditunjukkan pada Gambar 1. 

Gambar 1. Total fenol minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).
Data menunjukkan bahwa bertambahnya proporsi teh hitam secara signifikan (α= 5%) menurunkan total fenol minuman hingga proporsi daun beluntas teh hitam 25: 75%, selanjutnya mengalami peningkatan pada minuman teh hitam 100%. Jika didasarkan atas uji menunjukkan bahwa peningkatan total fenol seiring dengan hasil uji tannin.  Senyawa tannin merupakan senyawa fenolik dengan berat molekul tinggi dengan gugus fungsi hidroksil dan karbonil (Ashok dan Upadhyaya, 2012). Sedangkan bertambahnya intensitas alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, dan kardiak glikosida yang terdeteksi pada minuman ini tidak meningkatkan total fenol. Data menunjukkan bahwa bertambahnya proporsi teh hitam secara signifikan (α= 5%) menurunkan total fenol minuman hingga proporsi daun beluntas teh hitam 25: 75%, saponin, dan kardiak glikosida yang terdeteksi pada minuman ini tidak meningkatkan total fenol.   
Total Flavonoid
	Total flavonoid minuman campuran daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi ditunjukkan pada Gambar 2.  Data menunjukkan bahwa  bertambahnya proporsi teh hitam menurunkan total flavonoid secara signifikan (α = 5%). Hasil ini seiring dengan pengujian kualitatif senyawa tannin dan total fenol, kecuali pada proporsi teh hitam 100%.  selanjutnya mengalami peningkatan pada minuman teh hitam 100%. Jika didasarkan atas uji menunjukkan bahwa peningkatan total fenol seiring dengan hasil uji tannin.  Senyawa tannin merupakan senyawa fenolik dengan berat molekul tinggi dengan gugus fungsi  hidroksil  dan  karbonil  (Ashok  dan Upadhyaya, 2012). Sedangkan bertambahnya alkaloid, fenolik, flavonoid,
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	(100:0%)
	(75:25%)
	(50:50%)
	(25:75%)
	(0:100%)

	Alkaloid
	+
	++
	+++
	+++++
	+++++++

	Fenolik
	+
	++
	+++
	++++
	++++++

	Flavonoid
	+
	+
	++
	++
	++++

	Triterpenoid
	-
	-
	-
	-
	-

	Sterol
	-
	-
	-
	-
	-

	Saponin
	+
	++
	++++
	++++
	++++++

	Tanin
	+++++++
	+++++
	+++
	+++
	+

	Kardiak Glikosida
	+
	++
	++++
	+++++++
	+++++++



Catatan : + = terdeteksi, - = tidak terdeteksi
Atanassova dkk. (2011) menginformasikan bahwa flavonoid bertanggung jawab dari pengaruh  radikal bebas berdasarkan kemampuannya menangkal radikal bebas dan mengkelat ion logam. Pontis dkk. (2014) said that senyawa flavonoid yang terdeteksi pada pengujian ini adalah flavon dan flavonol. Frutos dkk. (2012) menyebutkan bahwa teh hitam banyak mengandung katekin dan turunannya, adanya fermentasi menyebabkan katekin teroksidasi Andarwulan dkk. (2010) telah membuktkan senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun beluntas kelompok flavonol, meliputi : kaemferol, kuersetin dan mirisetin. menghasilkan polimer teaflavin dan tearubigin. Amic dkk. (2003) dan Tapas dkk. (2008) menyatakan bahwa keefektifan flavonoid sebagai antioksidan sangat ditentukan     oleh   adanya struktur (katekol) ortho dihidroksi pada cincin B, ikatan 

Gambar 2.   Total flavonoid minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).
[image: ]
Gambar  3. Potensi flavonoid sebagai penangkap radikal (Amic dkk.,  2003).
rangkap pada C2-3 yang terkonjugasi dengan gugus fungsi C4 okso,  gugus OH pada C3 di cincin C, dan gugus OH pada C5 di cincin A. Kombinasi gugus C3-OH dan C5-OH dengan C4-karbonil dan ikatan rangkap C2-3 dapat meningkatkan aktivitas penangkap radikal bebas.
Kemampuan Menangkal Radikal Bebas DPPH 
Kemampuan Menangkal Radikal Bebas DPPH minuman campuran daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi ditunjukkan pada Gambar 4.  

Gambar 4.   Kemampuan       Menangkal Radikal Bebas DPPH  minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).

Data menunjukkan bahwa kemampuan menangkal radikal bebas DPPH minuman campuran daun beluntas teh hitam  menurun signifikan (α=5%) dengan bertambahnya proporsi teh hitam, kecuali pada penggunaan 100% teh hitam terjadi peningkatan kembali.  Pola grafik kemampuan menangkal radikal bebas DPPH ini seiring dengan pola grafik total fenol. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan menangkal radikal bebas DPPH ditentukan oleh semua senyawa fitokimia yang terdeteksi pada minuman campuran tersebut. Senyawa fitokimia yang mempunyai kemampuan mereduksi pereaksi Folin Ciocalteus, yaitu mereduksi ion Mo6+ menjadi Mo5+ berpotensi terdeteksi (Keerthana dkk., 2013). Rohman dkk. (2010) menyatakan bahwa aktivitas antioksidan juga dikontribusi oleh adanya senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak, seperti : mnyak atsiri, karotenoid, dan vitamin. Rebaya dkk. (2014) dan Rohman dkk. (2010) menyatakan fenolik dan flavonoid adalah senyawa yang bertanggung jawab atas aktivitas antioksidan. Analisis korelasi antara kemampuan menangkal radikal bebas DPPH dengan total fenol dan total flavonoid ditunjukkan pada Gambar 6 dan 7.  Korelasi antara total fenol atau total flavonoid dengan kemampuan menangkal radikal bebas DPPH dinyatakan dengan koefisien determinasi (R2). Data menunjukkan bahwa korelasi dengan total fenol diperoleh nilai R2 = 0,981 dan total flavonoid diperoleh nilai R2 = 0,631. Hasil menunjukkan bahwa senyawa fenolik dan total flavonoid memberikan kontribusi terhadap kemampuan menangkal radikal bebas masing-masing 98,1 % dan 63,1 %. 
Kemampuan Mereduksi Ion Besi 
	Kemampuan mereduksi ion besi minuman campuran daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi ditunjukkan pada Gambar 5. Data menunjukkan bahwa peningkatan proporsi teh hitam menurunkan kemampuan mereduksi ion besi, hasil ini seiring dengan pengujian kemampuan menangkal radikal bebas DPPH.

Gambar 5.   Kemampuan   mereduksi ion besi minuman daun beluntas teh hitam diberbagai proporsi (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).
Potensi minuman beluntas mereduksi ion besi sangat tergantung pada kemampuan senyawa fitokimia mendonorkan elektron sehingga mengubah ion Fe3+ pada ion [Fe(CN)6]3- menjadi ion Fe2+ pada ion [Fe(CN)6]4- sehingga dihasilkan larutan berwarna biru berlin setelah bereaksi dengan ion Fe3+ (Widyawati dkk., 2014a). 

Gambar 6.   Korelasi antara total fenol dengan aktivitas antioksidan (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).


Gambar 7.   Korelasi antara total fenol dengan aktivitas antioksidan (Data dinyatakan dalam rata-rata ± SD pada α=5%).
Kemampuan menangkal radikal bebas DPPH dan kemampuan mereduksi ion besi dikontribusi oleh senyawa tannin pada daun beluntas. Rebaya dkk.. (2014) menunjukkan bahwa ada korelasi antara aktivitas antioksidan (DPPH, ABTS, dan FRAP) dengan kandungan senyawa tannin, terutama condensed tannin. Tannin adalah kelompok senyawa fenolik yang mempunyai aktivitas antioksidan (Ashok dan Upadhyaya, 2012). Hasil pengujian korelasi antara kemampuan mereduksi ion besi dengan total fenol dan total flavonoid ditunjukkan pada Gambar 6 dan 7. Koefisien determinasi (R2) antara total fenol  dan total flavonoid dengan kemampuan mereduksi ion besi masing-masing sebesar 0,895 dan 0,90. Hal ini membuktikan bahwa kemampuan mereduksi ion besi dikontribusi oleh total fenol dan total flavonoid.
KESIMPULAN 
	Perbedaan proporsi minuman campuran daun beluntas teh hitam menentukan aktivitas antioksidan. Semakin bertambah proporsi teh hitam menurunkan total fenol, dan kemampuan menangkal radikal bebas DPPH secara signifikan pada α=5%, kecuali pada proporsi teh hitam 100%.  Sedangkan pengujian total flavonoid dan kemampuan mereduksi ion besi mengalami penurunan signifikan pada α= 5%. Pengujian ini seiring dengan hasil uji fitokimia bahwa semakin tinggi proporsi daun beluntas semakin tinggi intensitas uji kualitatif terhadap senyawa tannin. Senyawa tannin berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan. Senyawa fitokimia yang terdeteksi pada minuman campuran daun beluntas the hitam meliputi tannin, alkaloid, sterol, saponin, fenolik, flavonoid, dan kardiak glikosida. Semakin tinggi proporsi the hitam intensitas uji kualitatif senyawa alkaloid, fenolik, flavonoid, saponin, dan kardiak glikosida meningkat. Kemampuan menagkal radikal bebas DPPH lebih ditentukan oleh total felon, sedangkan 
kemampuan mereduksi ion besi dikontribusi oleh total fenol dan total flavonoid.
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