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UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL DAUN
EUGENIA AROMATICA, EUGENIA POLYANTHA DAN
EUGENIA CUMINI

Endah Puspitasari1, Tri Agus Siswoyo?, Fitri Lisana’
'Fakultas Farmasi Universitas Jember
2Fakultas Pertanian Universitas Jember

ABSTRACT

The aerial part of Eugenia aromatica, Eugenia polyantha, and Eugenia cumini has been known widely
to have antioxidant properties, but their leaves has not been revealed yet. The antioxidant activity of
aethanolic extracts of E.aromatica, E.polyantha, and E.cumini leaves were investigated using DPPH
method. The result shows EC50 values is 36.19 + 2.65; 59.81 + 1.75; and 49.45 + 5.08 ppm for ethanolic
extract of E. aromatica, E. polyantha, and E. cumini leaves respectively. While quersetin as antioxidant
standard has EC50 value of 9.82 + 0.09 ppm. The antioxidant activity of the fourth samples have

significant difference.

Keywords : antioxidant activity, DPPH method, E. aromatica, E. polyantha, E. cumini.

PENDAHULUAN

Beberapa tanaman genus Eugenia seperti
cengkeh (Eugenia aromatica), salam (Eugenia
polyantha) dan jamblang (Eugenia cumini)
terdapat di banyak daerah di Indonesia dan
sebagian diusahakan sebagai komoditas
perkebunan (Agusta, 2000). Tanaman cengkeh,
salam dan jamblang sudah sejak jaman dahulu
dikenal dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat
tradisional. Penelitian tentang tanaman tersebut
telah banyak dilakukan, antara lain ekstrak air
dan etanol kuncup E. aromatic mempunyai
aktivitas anti - radikal bebas yang kuat (Gulcinet
al., 2004). Aktivitas yang sama juga ditunjukkan
oleh minyak atsiri dari E. Aromatica (Chaieb et
al., 2007a). Buah dan biji E. cumini juga
memiliki aktivitas antioksidan (Lestario, 2005 ;
Chaturvedi et al., 2007).

Daun segar cengkeh mengandung sekitar
2,79 % minyak atsiri (Agusta, 2000). Setelah
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan

kromatografi gas dan spektroskopi massa
diperoleh komposisi dari minyak atsiri cengkeh
yaitu eugenol (88,6%), eugenil asetat (5,6%),
p-caryopyllene (1,4%) dan 2-heptanon (0,9%)
(Chaiebet al., 2007a). Sedangkan Chaieb et al.
(2007b) menyebutkan bahwa kandungan
utama dari minyak atsiri cengkeh adalah
fenilpropanoid seperti carvacrol, thymol, eugenol
and cinnamaldehid.

Daun, batang dan buah jamblang
mengandung minyak atsiri sebesar 0,11, 0,20,
dan 0,03 % (Sagrawat et al., 2006). Biji jamblang
mengandung flavonoid diglikosida (quercetin dan
miricetin), tanin terhidrolisis (1-0-galloyl castalagin
dan casuarinin), triterpen dan asam oleanolat
(Chaturvedi et al., 2007). Buah mengandung asam
galat dan antosianin (Sagrawat et al., 2006).
Antosianin memiliki aktivitas antioksidan
(Lestario, 2005b). Pada daun jamblang telah
diisolasi miricitrin, miricetin dan quercetin
(Sagrawat et al., 2006). Miricetin dan quercetin
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merupakan suatu flavonoid yang memiliki
aktivitas antiradikal bebas (Amic et al., 2003).
Sedangkan uji fitokimia dari ekstrak etanol daun
salam dan fraksi-fraksinya menunjukkan adanya
senyawa saponin, steroid, flavonoid, terpenoid
dan tanin (Sayekti, 1993; Sayekti et al., 1994).

Flavonoid merupakan senyawa polifenol dan
memiliki aktivitas antioksidan (Pietta, 2000).
Penyebaran flavonoid mempunyai dugaan kuat
bahwa tanaman yang secara taksonomi berkaitan
misalnya dari marga atau suku yang sama akan
menghasilkan senyawa yang jenisnya serupa
(Markham, 1988). Berdasarkan hasil penelitian
tersebut dan kandungan senyawa yang terdapat
pada daun cengkeh, salam dan jamblang maka
kemungkinan ekstrak daun cengkeh, salam dan
jamblang memiliki aktivitas antioksidan.

Pencarian antioksidan dari tanaman banyak
menarik perhatian karena antioksidan dapat
melindungi tubuh terhadap kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas. Antioksidan dapat
mencegah oksidasi sel tubuh oleh radikal bebas
schingga tubuh dapat terhindar dari penyakit-
penyakit degeneratif dan penuaan dini. Selain
manfaat tersebut, saat ini penggunaan
antioksidan sintetik mulai dibatasi (Indriati et
al.,, 2002). Hasil penelitian Ford et al. (1980)
dalam Indriati et al. (2002) menunjukkan bahwa
antioksidan sintetik seperti BHT (butil hidroksi
toluen) ternyata dapat meracuni binatang
percobaan dan juga bersifat karsinogen.
Amarowics et al. (2000) dalam Rohman dan Rianto
(2005) menyebutkan bahwa antioksidan sintesis
seperti BHT, BHA (butil hidroksi anisol), PG (propil
galat), dan TBHQ (tert-butil hidrokuinon) dapat
meningkatkan terjadinya karsinogenesis. Oleh
karena itu, perlu dicari sumber antioksidan alami
yang lebih aman daripada antioksidan sintesis
untuk dikembangkan, misalnya antioksidan yang
berasal dari rempah-rempah, buah atau tanaman
(Pujimulyani, 2003).

METODE PENELITIAN

A. BAHAN DAN ALAT

Bahan : daun cengkeh (E. aromatica), salam
(E. polyantha) dan jamblang (E. cumini),
difenilpikrilhidrazil/DPPH (sigma), quercetin,
etanol 70 %, etanol p.a, lempeng silika gel F,,,
reagen folin ciocalteu, asam galat, natrium
karbonat, NaNO,, AICl,, NaOH dan aquades.

ISSN: 2086-3373

Alat : Spektrofotometer Hitachi Ul 800, dan ro-
tary evaporator Heidolph Laborota 4000

B. PENGUKURAN KADAR ToTAL SEnvawA FENOL

Kadar polifenol diukur dengan metode
pewarnaan dengan reagen Folin Ciocalteu
(Marinova et al., 2005). Masing-masing ekstrak
dilarutkan dengan etanol p.a (1 : 1). Diambil
sebanyak 100 ul sampel ditambah dengan 100 pl
larutan Folin Ciocalteu (50%), ditambahkan 2 mL
natrium karbonat (7,5%), campuran ini didiamkan
selama 30 menit pada suhu kamar. Diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 750 nm.
Nilai absorbansi yang diperoleh dimasukkan ke
dalam persamaan regresi larutan standar asam
galat sehingga diperoleh kadar total fenolik yang
ditunjukkan dengan miligram asam galat
ekuivalen per gram berat kering (mgGAE/g).

C. PencukuraN Kapar TotaL FrLavonoip

Kadar total flavonoid diukur dengan reagen
AICI, (Marinova et al., 2005). Masing-masing
ekstrak dilarutkan dengan etanol p.a (1 : 1).
Diambil 150 pl sampel ditambah dengan 400 pl
aquades, 30 pl NaNO, 5% dan 30 ul AICI,
kemudian didiamkan. Campuran ditambah 200
pul NaOH 1 N dan 240 pl aquades. Campuran
dihomogenkan dan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 510 nm. Nilai absorbansi
yang diperoleh dimasukkan ke dalam persamaan
regresi larutan standar quercetin sehingga
diperoleh kadar senyawa flavonoid dalam ekstrak
ditunjukkan dengan miligram quercetin ekuivalen
per gram berat kering (mgQE/g).

D. PENGUJIAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan
dengan dua metode. Metode yang pertama adalah
yang dilakukan dengan modifikasi dari metode
Dot Blot yang dilaksanakan oleh Huang et al.
(2004). Dibuat larutan DPPH dengan konsentrasi
0,1mM. Masing-masing larutan ekstrak dan
quercetin ditotolkan pada lempeng silika sebanyak
2, 4, 6, 8 dan 10 | kemudian lempeng disemprot
dengan larutan DPPH 0,1mM dan dikeringkan
dengan hair dryer. Pada lempeng silika tampak
latar berwarna ungu dengan noda berwarna
putih pada daerah penotolan.

Pengujian antioksidan selanjutnya dilakukan
dengan metode DPPH. Pengujian ini dilakukan
berdasarkan modifikasi dari metode yang
dilakukan oleh Santoso et al. (1998). Dipipet 600
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I pelarut ekstrak ke dalam kuvet, ditambahkan
larutan DPPH sampai 3 ml, segera dibuat spektra
absorbansi sinar tampak (360 - 720 nm). Dicatat
absorbansi pada panjang gelombang maksimum
dan pada * 20 nm. Masing-masing ekstrak
dilarutkan dengan etanol diperoleh larutan uji
yang mengandung 0,25; 0,4 ; 0,55 ; 0,7 dan 0,85
mg fenol. Dipipet 600 pl larutan uji dimasukkan
ke dalam kuvet, ditambahkan larutan DPPH sampai
3 ml kemudian diukur absorbansinya pada tiga
panjang gelombang maksimum = 20 nm.

E. ANALISIS DATA

Kapasitas antiradikal bebas DPPH dihitung
dari peredaman warna ungu kuning DPPH, yaitu
pada panjang gelombang maksimum dengan
perhitungan sebagai berikut :

AAMAX-I0+AAmax+ 0

A hitung A, = A}\max = [ e e

Perhitungan aktivitas antiradikal bebas
ditentukan dari persen peredaman warna ungu
dari larutan DPPH pada panjang gelombang
maksimum dengan menggunakan rumus :

% peredaman DPPH =1 - [ %% 1x 100 %

Nilai 0 % berarti tidak mempunyai aktivitas
antiradikal bebas atau antioksidan, sedangkan
nilai 100 % berarti peredaman total dan
pengujian perlu dilanjutkan dengan pengenceran
larutan uji untuk mengetahui batas konsentrasi
aktivitasnya. Dari data yang diperoleh, dibuat
kurva baku antara log konsentrasi larutan uji
dengan peredaman DPPH, kemudian dibuat
persamaan regresinya untuk memperoleh harga
EC,, (konsentrasi efektif untuk meredam aktivitas
radikal bebas larutan DPPH sebesar 50%). Nilai

EC,, masing-masing ekstrak selanjutnya dianalisis
dengan uji anova satu arah dan dilanjutkan
dengan uji LSD dengan tingkat kepercayaan 95%.

KERANGKA PIKIR

Bagian di atas dari tumbuhan Eugenia
aromatica, Eugenia polyantha, dan Eugenia cumini
telah diketahui memiliki aktivitas antioksidan,
namun bagian daunnya belum pernah diteliti.
Aktivitas antioksidan disumbang oleh berbagai
kandungan di dalam tumbuhan. Kandungan
flavonoid yang banyak terdapat dalam daun
ketiga spesies Eugenia tersebut membuka peluang
yang besar untuk memiliki aktivitas antioksidan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebelum dilakukan pengujian aktivitas
antioksidan, pada ketiga ekstrak tersebut
dilakukan pengujian kandungan total fenol dan
flavonoid. Total fenol dalam ekstrak ditunjukkan
sebagai mg ekuivalen asam galat per gram
sampel. Ekstrak etanol daun E. aromatica
memiliki kandungan fenol terbesar yaitu 485,26
+ 26,55 mgGAE/g, diikuti dengan ekstrak etanol
daun E. cumini dan E. polyantha yang nilainya
berturut-turut adalah 336,34 + 27,51 dan 302,62
+ 11,09 mgGAE/g.

Sedangkan total flavonoid pada ekstrak
ditunjukkan sebagai mg ekuivalen quercetin per
gram sampel. Kandungan flavonoid pada ekstrak
dari yang terbesar yaitu ekstrak etanol daun E.
aromatica, E. cumini dan E. polyantha dengan
nilai sebesar 108,21 + 4,06; 105,55 + 5,71 dan
101,26 + 6,77 mgQE/g. Hasil pengujian total
fenol dan flavonoid dapat dilihat di Gambar 1.

h85.2607333

atau flavonoid
S o, (o]
o
o

302.6242152

3363419424 |

fenol
w
o
o

3.2066667

E.aromatica

0 REaEanss
E.polyantha

2581818 568727

E.cumini

Gambar 1: Perbandingan Kandungan Total Fenol dan Flavonoid pada ekstrak. Total Fenol (M) (mgGAE/g), Total

Flavonoid (M) (mgQE/g).
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Gambar 4 : Hubungan Waktu Reaksi dengan Persen Peredaman terhadap DPPH. Ekstrak E. aromatica (®), E.
polyantha (M) dan E. cumini. Total fenolmasing-masing 0,85 mgGAE/g

ekstrak lain sehingga dapat diasumsikan bahwa
dalam ekstrak E. aromatica dapat menyediakan
proton lebih cepat daripada ekstrak yang lain
sehingga reaksi peredaman ekstrak terhadap DPPH
menjadi lebih cepat.

Hubungan antara nilai fenol dengan
kemampuan peredaman ekstrak etanol daun E.
aromatica, E. polyantha dan E. cuminidengan
metode DPPH ditunjukkan pada Gambar 3.
Aktivitas antioksidan berupa nilai EC,, dalam
mg fenol, ekstrak etanol daun E. aromatica, E.
polyantha dan E. cumini berturut-turut adalah
0,439 + 0,03 ; 0,454 + 0,01 dan 0.409 + 0,04 mg
fenol, nilai EC,, tidak berbeda signifikan yang
ditunjukkan dengan notasi huruf sama (Tabel 1).

Hubungan antara persen peredaman dengan
kandungan fenol pada ekstrak etanol daun E.
aromatica E. polyantha dan E. cumini memiliki

koefisien korelasi (R?) masing-masing adalah 0,992
(y=133,53x+97,914), 0,988 (y=126,77x+93,715) dan
0,949 (y=123,81x+98,63) sehingga dapat dikatakan
bahwa aktivitas antioksidan E. aromatica E.
polyantha dan E. cumini disebabkan karena
adanya senyawa fenol yang terkandung dalam
masing-masing ekstrak tersebut (Javanmardi
et al., 2003).

Hasil anova menunjukkan bahwa nilai F
hitung (1,631) lebih kecil daripada F tabel (5,14)
dengan 7 = 0,05 dari hasil tersebut dapat
dikatakan bahwa tidak ada perbedaan yang
signifikan antara nilai EC,, dalam mg fenol,
pada ekstrak etanol daun E. aromatica E. polyantha
dan E. cumini. Juga dapat dikatakan bahwa
dengan jumlah fenol yang sama pada ketiga
ekstrak akan memberikan aktivitas antioksidan
yang tidak berbeda signifikan.
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Tabel 1. Nilai EC,, dan hasil uji LSD dengan notasi huruf

EC,, (mg fenol)

EC,, (ppm Ekstrak)

Quercetin = 9,82 + 0,098°
E. aromatica 0,439 + 0,03° 36,19 + 2,65°
E. cumini 0,454 + 0,01° 48,45 + 5,08°

E. polyantha

0.409 + 0,04°

59,81+ 1,75°

Keterangan : notasi a, b, ¢, dan d yang berbeda menunjukkan perbedaan bermakna (p < 0,05)

Hubungan antara konsentrasi ekstrak dengan
aktivitas antioksidan ditunjukkan pada Gambar
4. Dari Gambar tersebut dapat dikatakan bahwa
quercetin, sebagai kontrol positif, memiliki
aktivitas antioksidan terbesar diikuti dengan
etanol daun E. aromatica, E. cumini dan E.
polyantha. Hasil ini juga dapat dilihat pada
Tabel 1 yang menunjukkan bahwa nilai EC,,
dalam ppm, quercetin, E. aromatica, E. polyantha
dan E. cumini berturut-turut adalah 9,82 = 0,098;
36,19+ 2,65; 59,81 + 1,75 dan 48,45 + 5,09 ppm.

Nilai EC,, tersebut menunjukkan bahwa
semakin besar kandungan fenol dalam suatu
tanaman maka semakin besar aktivitas
antioksidannya. Selain karena memiliki
kandungan fenol yang tinggi, aktivitas antioksidan
cengkeh kemungkinan disebabkan karena daun
E. aromatica mengandung flavonoid yang
terbukti memiliki aktivitas antioksidan. Beberapa
jenis flavonoid yang mempunyai aktivitas sebagai
antioksidan adalah quercetin, kaemferol, luteolin,
apigenin dan miricetin (Amic et al., 2003 ;
Wojdyolo et al., tanpa tahun). Dalam daun E.
aromatica mengandung quercetin sebanyak 155
mg/100g berat kering (Wojdyolo et al., tanpa
tahun). Sedangkan pada daun E. cumini
mengandung quercetin (0,0085%) dan miricetin
(0,023%) (Sagrawat et al., 2006).

Hasil anova nilai EC,, dalam ppm,
menunjukkan bahwa nilai F hitung (153,737)
lebih besar daripada F tabel (4,07) dengan 7 =0,05.
Hasil tersebut dapat dikatakan bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan nilai EC,, dalam ppm,
pada quercetin, ekstrak etanol daun E. aromatica,
E. polyanthadan E. Cumini. Hasil tersebut
selanjutnya diuji LSD. Hasil uji LSD menunjukkan
bahwa nilai EC,, dari quercetin, ekstrak E.
aromatica, E. polyanthadan E. cumini, berbeda
signifikan yang ditunjukkan dengan notasi huruf
yang berbeda seperti yang ditunjukkan pada
Tabel 1 di atas.

KESIMPULAN

Ekstrak etanol daun E. aromatica, E. polyantha
dan E. cumini memiliki aktivitas antioksidan.
Ekstrak etanol daun E. aromatica memiliki
aktivitas antioksidan paling besar (EC,, = 36,19 +
2,65 ppm) diikuti dengan ekstrak etanol E. cumini
(EC,, = 48,45 = 5,08 ppm) dan ekstrak etanol
daun E. polyantha (EC,, = 59,81 + 1,75 ppm).
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