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ABSTRAK

Radikal bebas berkontribusi pada beberapa gangguan pada manusia termasuk ateroklerosis, radang sendi, iskemia, gastritis, kanker dan inflamasi. Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai antioksidan adalah tanaman kembang bulan (Tithonia diversifolia (Hemsi.) A.Grey). Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh kepolaran cairan penyari terhadap aktivitas antioksidan dari ekstrak daun kembang bulan dengan metode 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-asam sulfonat) (ABTS). Sampel diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan tiga cairan penyari yaitu etanol 70%, etil asetat, dan n-heksan. Sedangan aktivitas antioksidan diuji dengan metode ABTS. Hasil penelitian menunjukan aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70%, etil asetat dan n-heksan masing-masing dengan nilai IC50 56,7127 µg/mL (kuat), 106,4751 µg/mL (sedang) dan 191,5693 µg/mL (lemah) dan vitamin C sebagai pembanding 10,4562 µg/mL (sangat kuat). Semakin polar cairan penyari semakin kuat aktivitas antioksidannya. 
Kata kunci: Antioksidan, ABTS, kembang bulan, Flavonoid.
ABSTRACT

Free radicals contribute to several disorders in humans including atherosclerosis, arthritis, ischemia, gastritis, cancer and inflammatory. One of the plants that have the potential as antioxidants is the Mexican sunflower (Tithonia diversifolia (Hemsi.) A.Grey). The purpose of this study was to determine the effect of solvents polarity on the antioxidant activity of Mexican sunflower leaves with ABTS method. Determination of antioxidant activity was carried out by the ABTS method using a UV-Vis spectrophotometer. Simplisia Mexican sunflower leaves macerated on ethanol, ethyl acetate, and n-hexane solvents for 24 hours. The results showed that ethanol, ethyl acetate, and n-hexane extract have antioxidant activity with IC50 values ​​of 56.7127 µg / mL (strong), 106.4751 µg / mL (moderate) and 191.5693 µg / mL (weak), respectively. And vitamin C 10.4562 g/mL (very strong). Polarity of solvent affects the antioxidant activity, which the more polar of solvent the stronger of antioxidant activity.
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Pendahuluan

Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan. Elektron-elektron yang tidak berpasangan ini menyebabkan radikal bebas menjadi senyawa yang sangat reaktif yang kemudian akan menangkap atau mengambil elektron dari senyawa lain seperti protein, lipid, karbohidrat dan DNA untuk menetralkan diri (Umayah & Amrun, 2007). Radikal bebas dapat masuk ke dalam tubuh yang menyerang sel-sel yang sehat dan menyebabkan sel-sel tersebut kehilangan fungsi dan strukturnya. Akumulasinya dari kerusakan tersebut berkontribusi terhadap beberapa penyakit dan menyebabkan kondisi yang biasa disebut sebagai penuan dini (Liochev, 2013).
Radikal bebas ini dapat dihindari dengan antioksidan yang dihasilkan oleh tubuh. Akan tetapi, antioksidan yang terdapat dalam tubuh harus dalam jumlah yang memadai. Produksi antioksidan merupakan mekanisme kontrol dari jaringan untuk menyeimbangkan konsentrasi ROS. Antioksidan endogen seperti glutation, piruvat, dan lycopene diproduksi oleh tubuh untuk menghadapi akibat stres oksidatif. Jika konsentrasi antioksidan endogen tidak mencukupi atau tidak seimbang, perlu bantuan antioksidan eksogen (Dayan & Kromidas, 2011) Antioksidan eksogen dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti antioksidan sintetik (vitamin E dan Vitamin C) dan antioksidan alami yang bersumber dari tanaman.
Antioksidan dibagi menjadi dua kelompok, yaitu antioksidan alami dan antioksida sintetik. Antioksidan alami berasal dari hasil ekstrak bahan alami yang berpotensi meredam radikal bebas, sedangkan antioksidan sintetik diperoleh dari hasil sintetik secara kimia (Isfahlan et al., 2010). Namun, adanya kekhawatiran terhadap efek samping penggunaan antioksidan sintetik menyebabkan banyak penelitian tentang potensi antioksidan alami yang berasal dari tanaman (Saleh et al., 2010).
Beberapa penelitian menujukan bahwa beberapa tumbuhan terbukti bermanfaat melindungi tubuh manusia dari bahaya radikal bebas. Secara alami, tumbuhan yang mengandung antioksidan tersebar pada berbagai bagian tumbuhan seperti akar, batang, kulit, ranting, daun, buah, bunga, dan biji (Selawa et al., 2013). Sumber antioksidan alami banyak terdapat dalam bahan pangan misalnya buah-buahan, rempah-rempah, teh, coklat, dedaunan, biji-bijian, sayur-sayuran, enzim dan protein. Pada umumnya aktivitas antioksidan disebabkan karena tumbuhan tersebut mengandung senyawa metabolit sekunder/senyawa aktif, diantara seperti flavonoid, fenolik, tanin, dan antosianin (Winarsi, 2007).

Kembang bulan atau Insulin (Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.Gray) merupakan spesies tumbuhan yang secara empirik telah lama digunakan oleh masyarakat di Asia Selatan. Tanaman ini berkhasiat sebagai obat antidiabetes, malaria dan penyakit lainnya. Kandungan kimia dari daun, kulit, batang dan akar tumbuhan kembang bulan mengandung saponin, polifenol dan flavonoid. (Zirconia et al., 2015).
Beberapa aktivitas daun kembang bulan telah dilaporkan diantaranya ekstrak etanol daun kembang bulan dapat menurunkan kadar glukosa darah tikus putih wistar yang diinduksi aloksan yang diduga karena kandungan senyawa flavonoid dan alkaloid yang berfungsi sebagai antioksidan yang memicu regenerasi sel β-pankreas, dan saponin yang berfungsi meningkatkan sensitivitas kembang bulan di jaringan adiposa (Pradiningsih et al., 2018). Ekstrak etanol daun kembang bulan memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus (Mulyani, 2017). Dan peneliti lain melaporkan senyawa flavonoid yang diisolasi dari kembang bulan yaitu senyawa 5,7,8,3’,4’-pentahidroksiflavonol (Zirconia et al., 2015). Ekstrak etanol daun kembang bulan memiliki daya antibakteri terhadap bakteri Porphyromonas gingivalis (Andini Koptaria et al., 2019).
Metode Penelitian

Alat dan Bahan 


Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu oven simplisia (IL-80EN), spektrofotometer UV-Visibel (Shimadzu®), rotary evaporator (Pilotvap®) timbangan analitik (Mettlet Toledo®) dan alat-alat gelas. 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu air suling, almunium foil, daun kembang bulan, etil asetat, etanol p.a, etanol 70%, n-heksan, ABTS dan kertas saring.
Jalannya Penelitian
Pengelolahan Sampel

Sampel daun kembang bulan diperoleh dari kecamatan Tanete Riattang Barat Kabupaten Bone. Determinasi tanaman dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI). Sampel disortasi basah, kemudian dicuci hingga bersih dengan air mengalir. Sampel kemudian dirajang dan dikeringkan dalam oven simplisia pada suhu 50⁰c.

Pembuatan ekstrak daun kembang bulan 

Simplisia diesktraksi menggunakan pelarut etanol, etil asetat, dan n-heksan dengan metode maserasi. Simplisia dimasukkan kedalam wadah, kemudian ditambahkan pelarut secukupnya untuk proses pembasahan. Sisa pelarut ditambahkan hingga semua simplisia terendam sempurna kemudian didiamkan ditempat yang terlindung dari cahaya matahari selama 3 hari sambil sesekali diaduk. Setelah 3 hari kemudian sampel disaring hingga diperoleh filtrat dan residu. Selanjutnya residunya dimaserasi kembali (remaserasi) dengan mengunakan pelarut yang sama seperti sebelumnya. Filtrat kemudian dikumpulkan dan diuapkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental.

Aktivitas Antioksidan dengan Metode ABTS

Larutan Stok ABTS 7,4 mM ditambahkan larutan K2S2O8 2,45 mM dengan perbandingan 1:1 kemudian diinkubasi selama 12 jam (Shalaby & Shanab, 2013).
Pengujian Aktivitas Antioksidan Dengan Metode ABTS

Penentuan Aktivitas Pengikatan Radikal bebas ABTS 

    
Uji aktivitas antioksidan sampel ekstrak etanol, etil asetat, n-heksan dan Vitamin C sebagai pembanding masing masing dibuat Larutan induk 1000 bpj. Dari larutan induk kemudian dibuat variasi konsentrasi untuk ekstrak etanol 70% (μg/ml) 20, 40, 60, 80, 100; untuk ekstrak etil asetat (μg/ml) 40, 80, 120, 160, 200; untuk n-heksan (μg/ml) 100, 150, 200, 250, 300; dan untuk vitamin C (μg/ml) 3, 6, 9, 12 dan 15.   Masing-masing konsentrasi dari sampel dipipet 1 ml dan ditambahkan 1 ml ABTS kemudian dicukupkan dengan etanol p.a hingga 5 ml, direplikasi sebanyak 3 kali kemudian diinkubasi selama 30 menit dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 753 nm.                        

Hasil dan Pembahasan 

Daun kembang bulan (Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.Gray) merupakan tanaman yang telah banyak digunakan secara empiris untuk mengobati beberapa jenis penyakit. Pembuatan simplisia dilakukan dalam tiga tahap yaitu tahap sortasi basah, pencucian, Perajangan dan pengeringan sampel. Sortasi basah merupakan tahapan pencucian sampel dengan memisahkan sampel dari kotoran (Depkes RI, 2000). Pencucian merupakan tahapan membersihkan sampel dari kotoran yang menempel dengan menggunakan air yang mengalir. Tahapan perajangan untuk memperkecil ukuran sampel sehingga akan mempercepat proses pengeringan dan mempermudah komponen bioaktif yang terkandung sampel terlarut kedalam cairan penyari. Tahap pengeringan dilakukan dengan menggunakan oven simplisia suhu 50ºC dengan maksud agar senyawa aktif pada bahan tidak rusak karena panas. Proses pengeringan dilakukan untuk menghilangkan kadar air sehingga sampel tidak mengalami kerusakan dan penurunan mutu walaupun disimpan dalam waktu yang lama (Fahmi et al., 2020). 
Pada penelitian ini digunakan metode ekstraksi secara maserasi untuk mencegah kerusakan senyawa yang terkandung dalam sampel karena pemanasan. penggunaan cairan penyari dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk memperoleh jenis dan jumlah metabolit sekunder yang dapat tersari serta tingkat aktivitas antioksidannya sehingga dapat digunakan sebagai rujukan untuk mengevaluasi potensi bioaktivitas suatu senyawa. Karena perbedaan cairan penyari memungkinkan potensi bioaktivitas dan senyawa aktif yang terkandung akan berbeda (Ames et al., 1993).
Adapun hasil yang diperoleh dari data ekstraksi dapat dilihat pada tabel 1. 
Tabel 1.  Rendamen Ekstrak Etanol, Etil Asetat dan n-heksan Daun Kembang Bulan 
	Ekstrak
	Bobot Sampel (g)
	Bobot Ekstrak (g)
	Rendamen (%)

	Ekstrak etanol 
	850
	88,77
	10,44

	Ekstrak Etil Asetat
	850
	47,21
	5,55

	Ekstrak n-Heksan
	850
	1,78
	0,20


Pada table 1 terlihat rendemen terbanyak diperoleh dari ekstrak etanol, hal ini menunjukkan senyawa dalam sampel lebih larut dalam penyari polar dibandingkan semi polar & nonpolar.

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS. Yang mana, metode ini memiliki kelebihan dapat digunakan pada sistem larutan berbasis air maupun organik, mempunyai absorbansi spesifik pada panjang gelombang region visible dan membutuhkan waktu reaksi yang lebih sedikit (Lee et al., 2003). Senyawa radikal bebas ABTS merupakan senyawa yang diperoleh dari hasil oksidasi kalium persulfat dengan garam diammonium ABTS dalam pelarut etanol yang dapat dianalisis dengan spektrofotometri pada panjang gelombang 753 nm (Dong et al., 2015) dan (Dawidowicz & Olszowy, 2013). Aktivitas antioksidan dari sampel ditandai dengan hilangnya warna biru pada pereaksi ABTS. Aktivitas antioksidan seperti pada tabel 2. 

Tabel 2. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol, Etil asetat, dan N-heksana Daun kembang bulan
	Sampel
	Konsentrasi (µg/mL)
	Rata-rata Aktivitas Peredaman (%)
	Nilai IC50 (µg/mL)
	Kategori

	N-Heksan
	100 
	27,18 
	191,5693 ± 0,0452
	Lemah

	
	150
	40,43 
	
	

	
	200
	52,88 
	
	

	
	250
	64,66 
	
	

	
	300
	74,97 
	
	

	Etil asetat
	40
	32,73 
	106,4751 ± 0,0454
	sedang

	
	80
	37,71 
	
	

	
	120
	 54,81
	
	

	
	160
	 67,49
	
	

	
	200
	 77,35
	
	

	Etanol
	20
	20,04 
	56,7127 ± 0,0589
	Kuat

	
	40
	40,77 
	
	

	
	60
	50,85 
	
	

	
	80
	66,14 
	
	

	
	100
	84,94 
	
	

	Vitamin C
	3
	28,45
	10,4562 ± 0,0361
	Sangat Kuat

	
	6
	33,97
	
	

	
	9
	43,84
	
	

	
	12
	55,51
	
	

	
	15
	65,16
	
	


Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan pada tabel 2 menunjukkan bahwa ketiga cairan penyari yang digunakan dapat menyari senyawa dari sampel dan memiliki aktivitas antioksidan. Ekstrak etanol memberikan hasil aktivitas antioksidan yang lebih tinggi (kategori kuat) dibandingkan dengan ekstrak etil asetat dan n-heksan. Dengan urutan kekuatan aktivitas antioksidan ekstrak etanol > etil asetat > n-heksan daun kembang bulan. Hal ini dipengaruhi oleh kandungan senyawa aktif yang terekstrak pada masing-masing cairan penyari. Pada daun kembang bulan senyawa yang memberikan kontribusi terhadap aktivitas antioksidannya adalah senyawa polar yang lebih terlarut dalam penyari polar. 

Aktivitas antioksidan (nilai IC50) ekstrak etanol daun kembang bulan jika dibandingkan dengan nilai IC50 asam askorbat, memiliki aktivitas antioksidan yang lebih lemah. Hal tersebut terjadi karena asam askorbat memiliki sifat stabil dan dapat mendonorkan dua atom hidrogen pada radikal bebas yang nantinya akan membentuk L- askorbil stabil akibatnya aktivitas antioksidan asam askorbat lebih kuat (Fitriansyah et al., 2017) 
Simpulan

Aktivitas antioksidan daun kembang bulan dipengaruhi oleh kepolaran cairan penyari yang digunakan. Semakin polar cairan penyari maka aktivitas antioksidan semakin kuat dengan nilai IC50 masing-masing cairan penyari etanol, etil asetat dan n-heksan sebesar 56,7127 µg/ml (kategori kuat), 106,4751 µg/ml (kategori sedang) dan 191,5693 (kategori lemah).
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