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Abstrak

Peningkatan prevalensi penyakit degenerative disebabkan oleh adanya radikal bebas.
Lempuyang wangi (Z. aromaticum) dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat Indonesia. Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki
aktivitas antioksidan. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui aktivitas antioksidan dan
kadar flavonoid total pada Z. aromaticum dari Lembang. Ekstrak diperoleh dengan
menggunakan metode maserasi dalam etanol. Uji kadar flavonoid total dilakukan
dengan metode spektrofotometri. Uji antioksidan dilakukan menggunakan metode Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP). Korelasi flavonoid total dengan aktivitas
antioksidan di uji secara statistik dengan Pearson’s Correlation. Hasil penelitian
menunjukkan aktivitas antioksidannya lemah dengan kadar flavonoid total 9,924 + 0,544
mg kuersetin/ g ekstrak.

Kata kunci: Antioksidan, Zingiber aromaticum, Flavonoid total

Abstract

Increase prevalence of degenerative disease caused by free radicals. Zingiber
aromaticum is known to be used as traditional medicine. The purpose of this study was
to known antioxidant activity and total flavonoid content of Z. aromaticum from
Lembang. The extract was obtained by maceration method using ethanol solvent. Total
flavonoid content was carried out using spectrophotometry. The antioxidant activities
was carried out by Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) method. Corellation
between total flavonoid content and antioxidant activities using statistic with Pearson’s
Correlation method. The results shown that antioxidant activities of Z. aromaticum is
weak with total flavonoid content is 9,924 + 0,544 mg quercetin/ g extract.

Keywords: Antioxidant, Zingiber aromaticum, Total flavonoid content

PENDAHULUAN

Reaktif oksigen spesies (ROS) merupakan radikal bebas turunan oksigen yang berasal
dari endogen dan eksogen tubuh. ROS berupa hidroksi radikal (OH) merupakan radikal
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reaktif yang terbentuk melalui reaksi Fenton yang dikalisis oleh ion Fe (Kim et al.,
2015; Liguori et al., 2018). Ketidakseimbangan antara ROS dan antioksidan dapat
menyebabkan stres oksidatif yang berperan pada patogenesis kanker, penyakit
kardiovaskular, neurodegeneratif dan diabetes. Stres oksidatif dapat dipicu oleh
merokok (Gutteridge dan Halliwell, 2018; Liguori ef al., 2018). Riset kesehatan dasar
tahun 2018 melaporkan adanya peningkatan prevalensi merokok dan beberapa penyakit
dibandingkan tahun 2013. Prevalensi merokok pada populasi usia 10-18 tahun
meningkat dari 7,2 % menjadi 9,1 %. Prevalensi kanker meningkat dari 1,4 % menjadi
1,8 %, prevalensi hipertensi meningkat dari 25,8 % menjadi 34,1 %, dan prevalensi
diabetes meningkat dari 6,9 % menjadi 8,5 % (Kemenkes RI, 2018). Strategi yang dapat
dilakukan untuk mencegah kerusakan oksidatif akibat ROS adalah menggunakan
antioksidan (Liguori ef al., 2018).

Zingiber sebagai salah satu genus Zingiberaceae berpotensi sebagai agen antioksidan
yang tumbuh melimpah di Indonesia (Danciu et al., 2015). Berdasarkan studi
kemotaksonomi diketahui lempuyang gajah (Zingiber zerumbet) dan lempuyang wangi
(Zingiber aromaticum) memiliki kekerabatan dengan indeks similaritas 90 sehingga
diperkiran memiliki kandungan senyawa dan aktivitas yang mirip (Marsusi et al., 2001).
Namun, uji terhadap Z. aromaticum masih terbatas penelitian Handayani (2007) yang
melaporkan bahwa kadar flavonoid total ekstrak Z. aromaticum yang berasal dari
Wonogiri, Sleman dan Tawangmangu masing-masing sebesar 17,03%, 16,71% dan
15,26%.

Bhavesh et al. (2013) melaporkan nilai ICso uji antioksidan ekstrak etil asetat rimpang
Zingiber zerumbet yang berasal dari Udupi India sebesar 117,65 pg/ml berdasarkan
metode DPPH dan 78,72 pg/ml berdasarkan metode penelitian lainnya menunjukkan
bahwa ekstrak rimpang lempuyang gajah aktif sebagai agen antioksidan dengan nilai
ICso sebesar 70-90 ug/ml (Bhavesh et al., 2013; Gandhi dan Saravanan, 2018)ABTS.
Sedangkan, Ganapathy dan Nair (2017) melaporkan nilai ICsy ekstrak etil asetat rimpang
Zingiber zerumbet yang berasal dari Indian Institute of Spices Research sebesar 275,4
pg/ml berdasarkan metode DPPH. Kadar flavonoid total ekstrak etanol rimpang
Zingiber zerumbet sebesar 128,6 mg kuersetin ekuivalen/g esktrak, sedangkan pada
minyak atsiri sebesar 29,7 mg kuersetin ekuivalen/g ekstrak (Tzeng et al., 2015;
Ghasemzadeh et al., 2016). Uji aktivitas antioksidan ekstrak rimpang Z. aromaticum
baru dilakukan oleh Muktapa (2000) menggunakan metode DPPH dan menyarankan
untuk melakukan uji lebih lanjut menggunakan metode lain. Dengan demikian dapat
diketahui bahwa pelarut, asal lokasi tanaman dan metode merupakan faktor yang
mempengaruhi hasil uji aktivitas antioksidan dan penetapan kadar flavonoid. Penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan Z. aromaticum dari Lembang
menggunakan metode FRAP dan mengetahui kadar total flavonoid pada rimpang
tersebut.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan untuk penelitian adalah lempuyang wangi (Z. aromaticum),
etanol 96 %, n-heksan, etil asetat, plat silika GF»s4, alumunium klorida (AICls3), kalium
asetat, kalium dihidrogen fosfat (KH:PO.), natrium hidroksida (NaOH), kalium
ferrisianida (K3;Fe(CN)s), asam trikloroasetat (TCA), aquades, agua dm, besi klorida
(FeCls), dan asam askorbat.
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Metode
Pembuatan Simplisia dan Ekstraksi

Z. aromaticum diperoleh dari Lembang Bandung dan dilakukan determinasi di
Laboratorium Lingkungan, Fakultas Biologi, Universitas Jenderal Soedirman. Rimpang
disortasi basah dan dicuci dengan air mengalir hingga bersih. Rimpang yang sudah
bersih diiris melintang dengan ketebalan antara 3-5 mm. Irisan rimpang tersebut
dikeringkan di bawah sinar matahari langsung dengan ditutup kain hitam selama 5 hari.
Setelah kering dilakukan sortasi kering dan dibuat menjadi serbuk. Sebanyak 300 g
serbuk lempuyang wangi dimaserasi dalam 2,4 L etanol 96 % (1:8). Maserasi dilakukan
selama 24 jam, dan diremaserasi sebanyak 2 kali. Ekstrak yang diperoleh dipekatkan
menggunakan rotary evaporator dan dilanjutkan menggunakan waterbath hingga
didapatkan ekstrak kental.

Uji Aktivitas Antioksidan

Ekstrak Z. aromaticum sebanyak 25 mg kemudian dilarutkan dalam 25 ml etanol 96 %.
Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga didapatkan konsentrasi 50, 100, 150, 200 dan
250 ppm. Masing-masing konsentrasi ekstrak dipipet 1 ml, ditambahkan dengan 1 ml
buffer fosfat 0,2 M pH 6,6 dan 1 ml K3Fe(CN)s 1 %. Setelah itu, diinkubasi selama 20
menit pada suhu 50°C. Selanjutnya, ditambahkan 1 ml TCA 10 % kemudian
disetrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Dipipet 1 ml bagian
supernatan, dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 ml akua dm dan 0,5 ml
FeCl; 0,1 %. Larutan kemudian diinkubasi selama 10 menit. Absorbansi diukur pada A
684 nm. Pengukuran dilakukan dengan replikasi sebanyak 3 kali (Ganapathy & Nair,
2017).

Penetapan Kadar Flavonoid Total

Penetapa kadar flavonoid total mengikuti metode yang dilakukan oleh Chang et al.
(2002).

a. Penentuan kurva baku

Kurva baku dibuat dengan mengukur absorbansi larutan kuersetin konsentrasi 60, 70, 80,
90, dan 100 pg/ml. Masing-masing diambil sebanyak 0,5 ml dan ditambahkan 1,5 ml
etanol 96 %, 0,1 ml AICl; 10 %, 0,1 ml kalium asetat 1,002 M dan 2,8 ml aquades.
Larutan kemudian dihomogenkan dan diinkubasi selama 30 menit. Diukur absorbansi
pada A 435,5 nm. Pengukuran dilakukan dengan replikasi sebanyak 3 kali.

b. Uji kadar flavonoid total Z. aromaticum

Ekstrak Z. aromaticum sebanyak 25 mg dilarutkan dalam 25 ml etanol 96 % (1000 ppm).
Larutan kemudian dilakukan pengenceran hingga didapatkan konsentrasi 50, 100, 150,
200 dan 250 ppm. Masing-masing konsentrasi ekstrak dipipet 1 ml, ditambahkan dengan
1 ml buffer fosfat 0,2 M pH 6,6 dan 1 ml KsFe(CN)g 1 %. Setelah itu, diinkubasi selama
20 menit pada suhu 50°C. Selanjutnya, ditambahkan 1 ml TCA 10 % kemudian
disetrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Dipipet 1 ml bagian
supernatant, dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 ml aqua dm dan 0,5 ml
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FeCl; 0,1 %. Larutan kemudian diinkubasi selama 10 menit. Absorbansi diukur pada A
684 nm. Pengukuran dilakukan dengan replikasi sebanyak 3 kali
Uji Korelasi

Penelitian ini menggunakan uji korelasi dengan beberapa metode Pearson’s Correlation.
Metode ini mengukur hubungan antar data kuantitatif kadar flavonoid total dan aktivitas
antioksidan. Hasil korelasi dinyatakan dalam nilai r yang memiliki rentang antara -1
sampai +1. Nilai -1 menunjukkan korelasi negatif, sedangkan nilai +1 menunjukkan
korelasi positif (Gogtay dan Thatte, 2017) . Hasil uji korelasi berdasarkan Pearson’s
Correlation dapat diklasifikasikan tingkat kekuatannya, kemudian dilanjutkan dengan
uji signifikansi untuk mengetahui pengaruh antar variabel yang dihubungkan (Sugiyono,
2018).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen ekstrak etanol Z. aromaticum (10%b/b) lebih besar dibandingkan rendemen
berdasarkan Farmakope Herbal Indonesia (2017) dan Widiasari (2015) yaitu 5,2% b/b
dan 4,3% b/b. Parameter yang mempengaruhi perbedaan rendemen tersebut adalah jenis
pelarut, rasio simplisia-pelarut, lama maserasi dan lokasi asal tumbuhan. Rasio
simplisia-pelarut dan lama maserasi mempengaruhi senyawa yang diperoleh. Zhang et
al., (2018) menyatakan bahwa pemisahan senyawa dari simplisisa melalui beberapa
tahapan yaitu pelarut akan terpenetrasi ke dalam simplisia, kemudian senyawa akan larut
dalam pelarut, dan senyawa akan berdifusi keluar dari simplisia. Semakin tinggi pelarut
dan lama maserasi semakin banyak rendemen yang diperoleh. Lokasi asal tumbuhan
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya tanah, cuaca, temperatur, dan air. Adanya
senyawa organik dan anorganik juga dapat mempengaruhi metabolisme tanaman
(Depkes RI, 2000; Widyastuti et al., 2018). Rendemen ekstrak Z. aromaticum yang
berasal dari daerah yang berbeda menunjukkan rendemen yang berbeda.

Kadar flavonoid total dilakukan dengan metode kolorimetri alumunium klorida dengan
prinsip alumunium klorida akan membentuk kompleks asam stabil dengan C-4 keto, C-3
atau C-5 gugus hidroksi pada flavonol dan flavon serta akan membentuk kompleks asam
labil dengan gugus ortodihidroksi pada cincin A atau B flavonoid (Mabry et al., 1970;
Chang et al., 2002). Adapun reaksi antara flavonoid dengan alumunium klorida dapat
dilihat pada gambar 1
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Gambar 1. Reaksi antara flavonoid dengan AICI; (Mabry et al., 1970)
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Penentuan kadar flavonoid total Z. aromaticum dilakukan dengan melihat hasil kurva
baku kuersetin seperti yang terlihat pada gambar 2 dan diperoleh persamaan y = 0,0079x
—0,1125 dengan 1 sebesar 0,9982 yang menyatakan linearitas. Linearitas sebesar 0,9< r*
<1 menunjukkan linearitas yang baik (Gandjar dan Rohman, 2007). Berdasarkan
persamaan tersebut, diketahui flavonoid total ekstrak Z. aromaticum sebesar 9,924 +
0,544 mg kuersetin ekuvalen/ g ekstrak atau setara dengan 0,9924 + 0,0543%. Namun,
hasil tersebut berbeda dengan Handayani (2007) yang melaporkan bahwa kadar
flavonoid total ekstrak Z. aromaticum yang berasal dari Wonogiri, Sleman dan
Tawangmangu masing-masing sebesar 17,03%, 16,71% dan 15,26%. Perbedaan tempat
tumbuh mempengaruhi metabolisme tanaman sehingga mempengaruhi kadar flavonoid
total (Depkes RI, 2000; Widyastuti et al., 2018).
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Gambar 2. Kurva baku kuersetin

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode FRAP yang
didasarkan pada reaksi redoks (Berker et al., 2010) yaitu:

Fe(CN)¢> + antioksidan =, Fe(CN)q* + antioksidan teroksidasi

Fe(CN)s* + Fe** <, Fe[Fe(CN)s]

Berdasarkan reaksi tersebut, K3Fe(CN)s berfungsi sebagai oksidan yaitu senyawa yang
kehilangan 1 elektron akibat adanya donor elektron dari senyawa antioksidan. Reaksi
redoks tersebut membutuhkan pH netral atau mendekati agar berlangsung dengan baik.
Oleh karena itu, dalam perlakuannya ditambahkan dengan buffer fosfat pH 6,6. Agar
reaksi redoks dapat berjalan dengan baik selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu
50 °C selama 20 menit. Adapun fungsi dari TCA adalah untuk menghentikan reaksi
redoks yang terjadi. Salah satu kelemahan metode FRAP adalah kemungkinan
terbentuknya presipitasi Prussian blue yang membentuk suspensi dan dapat terabsorbsi
pada cuvvet. Oleh karena itu, dilakukan sentrifugasi untuk memisahkan besi yang larut
dan tidak terlarut. Penambahan FeCl; berfungsi menstabilkan produk reduksi dari
KsFe(CN)g, dan akan menghasilkan warna Prussian blue (Berker et al., 2010; Ganapathy
dan Nair, 2017).

Hasil uji aktivitas antioksidan Z. aromaticum menunjukkan persamaan seperti yang
terlihat pada gambar 3 yaitu y = 0,194x + 20,14 dengan r> = 0,967 dan memiliki 1Cso
sebesar 154,056 pg/ml (tabel 1). Penelitian sebelumnya terhadap Z. aromaticum
menggunakan metode DPPH menunjukkan bahwa konsentrasi 560 pg/ml memiliki daya
hambat sebesar 56,62 % (Muktapa, 2000). Berdasarkan 1Cso yang diperoleh dari hasil uji
menunjukkan bahwa ekstrak etanol lempuyang wangi yang berasal dari Lembang
Bandung memiliki aktivitas antioksidan lemah (Blois, 1958). Penelitian ini
menggunakan standar asam askorbat dengan nilai ICso sebesar 10,944 pg/ml (tabel 1).
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Gambar 3. Kurva hubungan konsentrasi dengn %FRAP Z. aromaticum

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antioksidan

Konsentrasi o I1Cso0 (ug/ml)
No Sampel (ug/ml) YoFRAP Hasil uji
1 Asam Askorbat 5 30,508 10,944
10 54,444
15 57,732
20 76,023
25 81,019
2 Z. aromaticum 50 26,3914 154,056
100 42,2535
150 51,5939
200 59,6457
250 66,1157

Hasil uji korelasi berdasarkan Pearson’s Correlation antara flavonoid total dengan
aktivitas antioksidan pada Z. aromaticum adalah 0,739 menunjukkan adanya korelasi
yang kuat dan signifikan. Hasil yang diperoleh menunjukkan korelasi yang sama dengan
Nordin et al. (2018) yang melaporkan korelasi antara flavonoid total dengan aktivitas
antioksidan metode DPPH dari ekstrak etanol rimpang lempuyang gajah yang berasal
dari Malaysia berdasarkan Pearson’s Correlation adalah 0,785. Adanya korelasi
menunjukkan bahwa flavonoid memiliki aktivitas antioksidan berdasarkan metode
FRAP. Adapun mekanisme flavonoid sebagai antioksidan dalam metode FRAP yaitu:
2n[Fe(CN)s]* + Ar(OH), — 2n[Fe(CN)s]* + Ar(=0), + 2nH"

K' + Fe** + [Fe(CN)s]* —» KFe[Fe(CN)s]

SIMPULAN

Z. aromaticum memiliki aktivitas antioksidan lemah dengan nilai ICso sebesar 154,056
pg/ml dan kandungan flavonoid total sebesar 9,924 + 0,544 mg kuersetin/ g ekstrak.
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