ISSN: 1693-8666

J a Jurnal [lmiah Farmasi (Scientific Journal of Pharmacy) 20(1) Januari-Juli 2024, 15-30
f available at http://journal.uii.ac.id/index.php/JIF

Antioxidant activity of the ethyl acetate fraction of the seed of kesumba (Bixa
orellana L.), ethyl-acetate of the turmeric fraction (Curcuma longa L.), and its
combination

Aktivitas antioksidan fraksi etil asetat biji kesumba (Bixa orellana L.), fraksi etil
asetat kunyit (Curcuma longa L.), dan kombinasinya

Asniati Asniati, Winda Rahmalia, Endah Sayekti*

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Tanjungpura, Pontianak,

Indonesia

*Corresponding author. endah.sayekti@chemistry.untan.ac.id
Abstract
Background: Antioxidants are compounds that can neutralize free radicals, so they can prevent
degenerative diseases such as cardiovascular disease, carcinogenesis, and other diseases. Natural
ingredients such as kesumba (Bixa orellana L.) seeds and turmeric (Curcuma longa L.) contain natural
pigments that have antioxidant activity. Kesumba seeds contain bixin, and turmeric contains curcumin, each
of which is an antioxidant compound that can protect cells in the body and prevent oxidative stress due to
free radicals.
Objective: To determine the effect of the combination ratio of the ethyl acetate fraction of kesumba seeds
and the ethyl acetate fraction of turmeric on antioxidant activity.
Method: Extraction was carried out by the maceration method, followed by fractionation. A qualitative test
of the content of compounds in each extract and fraction of kesumba seeds and turmeric was carried out
using the TLC method. The antioxidant activity test of each ethyl acetate fraction of kesumba seeds (FB) and
ethyl acetate fraction of turmeric (FK) and their combination was carried out using the DPPH method.
Results: The research showed that each combination in the mass ratio of the ethyl acetate fraction of
kesumba seeds (FB) to the ethyl acetate fraction of turmeric (FK) was 242.95, 65.78,42.48,108.81,and 51.46
mg/L for each of the mass ratios (1:0), (3:7), (1:1), (7:3), and (0:1. The combination ratio of FB:FK, which is
1:1, has an effect on increasing antioxidant activity. This combination provides a synergistic effect that can
increase antioxidant activity, with an IC50 value of 42.48 mg/L.
Conclusion: Based on the results of the study, it can be concluded that the combination of the ethyl acetate
fraction of kesumba seeds (FB) and the ethyl acetate fraction of turmeric (FK) has an effect on increasing
antioxidant activity in the ratio of FB:FK (1:1) with an ICso value of 42.48 mg/L, which is included in the very
strong antioxidant category.
Keywords: Kesumba seeds, turmeric, bixin, curcumin, antioxidant

Intisari

Latar belakang: Antioksidan adalah senyawa yang dapat menetralisir radikal bebas sehingga mampu
mencegah penyakit-penyakit degeneratif seperti kardiovaskuler, karsinogenesis dan penyakit lainnya.
Bahan alam seperti biji kesumba (Bixa orellana L.) dan kunyit (Curcuma longa L.) mengandung pigmen alami
yang memiliki aktivitas antioksidan. Biji kesumba mengandung bixin dan kunyit mengandung kurkumin
yang masing-masing merupakan senyawa antioksidan sehingga mampu melindungi sel-sel dalam tubuh dan
mencegah stress oksidatif yang diakibatkan oleh radikal bebas.

Tujuan: Untuk mengetahui pengaruh rasio kombinasi fraksi etil asetat biji kesumba dan fraksi etil asetat
kunyit terhadap aktivitas antioksidan.

Metode: Ekstraksi menggunakan metode maserasi dan dilanjutkan dengan fraksinasi. Uji kualitatif
kandungan senyawa dalam masing-masing ekstrak dan fraksi bixin dan kurkumin dilakukan menggunakan
metode kromatografilapis tipis (KLT). Uji aktivitas antioksidan masing-masing fraksi etil asetat biji kesumba
dan fraksi etil asetat kunyit serta kombinasinya dilakukan menggunakan metode DPPH.

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa tiap kombinasi rasio massa fraksi etil asetat biji kesumba (FB);
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fraksi etil asetat kunyit (1:0), (3:7), (1:1), (7:3) dan (0:1) memiliki aktivitas antioksidan berturut-turut
sebesar 242,95; 65,78; 42,48; 108,81; dan 51,46 mg/L. Kombinasi tersebut memberikan efek sinergis yang
dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 42,48 mg/L.

Kesimpulan: Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pada kombinasi fraksi etil asetat biji
kesumba (FB) dan fraksi etil asetat kunyit (FK) dengan rasio FB:FK (1:1) memberikan pengaruh pada
peningkatan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 42,48 mg/L yang termasuk dalam kategori
antioksidan sangat kuat.

Kata kunci: Biji kesumba, kunyit, bixin, kurkumin, antioksidan

1. Pendahuluan

Antioksidan adalah senyawa yang penting dalam tubuh kita karena dapat menghambat
radikal bebas. Radikal bebas merupakan senyawa yang sangat reaktif akibat adanya elektron yang
tidak berpasangan pada kulit terluar sehingga menyebabkan terjadinya reaksi berantai secara terus
menerus. Reaksi ini mengambil elektron yang terdapat pada sel normal untuk menstabilkan reaksi
berantai dan menyebabkan kerusakan pada sel normal. Senyawa antioksidan dapat menghentikan
reaksi berantai dengan cara mendonorkan satu elektronnya pada radikal bebas yang tidak stabil
sehingga elektron terluarnya menjadi berpasangan dan menjadi stabil (Rahmi, 2017).

Senyawa antioksidan dapat bersumber dari bahan alam seperti tanaman kesumba (Bixa
orellana 1.). Biji kesumba berwarna merah karena mengandung pigmen alami dari golongan
apokarotenoid bixin dan norbixin. Warna orange kemerahan pada biji kesumba disebabkan bixin
memiliki sembilan ikatan rangkap terkonjugasi yang disebut kromofor (Rahmalia & Naselia, 2021).
Pigmen bixin berkaitan erat dengan aktivitas antioksidannya. Menurut Kurniawati et al. (2007)
pigmen bixin memiliki sifat antioksidan yang bisa menetralisir radikal bebas berlebihan namun
aktivitasnya sangat lemah dengan nilai ICso sebesar 548 mg/L.

Selain kesumba, tanaman kunyit (Curcuma longa L.) juga termasuk tanaman tropis yang
banyak terdapat di Indonesia (Ar Rahmah, 2019). Kunyit mengandung kurkuminoid utama yaitu
kurkumin dan dua turunan demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin yang memiliki berbagai
aktivitas termasuk antioksidan. Kurkumin merupakan senyawa polifenol dengan rumus kimia
C12H2006 yang merupakan kelompok senyawa antioksidan alami yang dapat menangkal radikal bebas
dan berperan sebagai donor hidrogen (Abdurrahman, 2019). Uji aktivitas antioksidan kurkumin
yang dilakukan oleh Wahyuningtyas et al. (2017) menghasilkan nilai ICso sebesar 51,17 mg/L.

Riaminanti et al. (2016) melaporkan bahwa kapasitas antioksidan (mg GAEC/100 mg
ekstrak) dari ekstrak kunyit dan ekstrak asam masing-masing sebesar 3,73% dan 1,43%. Setelah
ekstrak kunyit dan ekstrak daun asam dicampur dengan rasio 55:45 menghasilkan kapasitas
antioksidan (mg GAEC/100 mg ekstrak) sebesar 4,844%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa terjadi

sinergisme terhadap meningkatnya kapasitas antioksidan ketika ekstrak kunyit dan ekstrak daun
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asam dicampur pada rasio tertentu. Dalam penelitian ini, dilakukan uji aktivitas antioksidan dari
fraksi etil asetat biji kesumba, fraksi etil asetat kunyit, serta kombinasi keduanya untuk mengetahui

pengaruh rasio kombinasi keduanya terhadap sifat aktivitas antioksidan.

2. Metode
2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu aluminium foil, ayakan 80 mesh, gelas
beker, blender, batang pengaduk, bulb, corong pisah, cawan petri, chamber KLT, hot plate, kaca arloji,
kertas saring, kertas label, labu ukur, neraca analitik, pipet volume, pipet tetes, pisau, plat KLT silica
geleo F2sq, rak tabung reaksi, rotary evaporator, saringan, spatula, tabung reaksi, wrapping dan

spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV 2600).

2.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuades, aseton (Smart-Lab), etanol
(Supelco), biji kesumba yang diperoleh dari Pontianak Kalimantan Barat, DPPH (1,1 difenil-2-
pikrilhidrazil) (Himedia), Diklorometana (Supelco), etil asetat (Full time), kunyit, klorofom

(Supelco), metanol (Supelco) dan n-heksana (Fulltime).

2.3. Preparasi sampel biji kesumba
Preparasi biji kesumba pada penelitian ini mengadopsi metode Naselia et al. (2020) yang telah
dimodifikasi. Biji kesumba dipisahkan dari kulit buahnya dan dikeringkan dalam oven pada suhu

50°C selama 7 jam.

2.4. Preparasi sampel kunyit

Preparasi sampel kunyit pada penelitian ini mengadopsi metode Christina et al. (2018) yang
telah dimodifikasi. Sebanyak 2 kg kunyit dicuci dengan air mengalir untuk membuang pengotor
seperti tanah, pasir, dan sebagainya hingga bersih lalu ditiriskan. Kemudian rimpang kunyit
dipotong-potong menjadi bagian yang lebih kecil sekitar 1 mm. Kunyit yang sudah diiris kemudian
diakukan proses pengeringan menggunakan oven pada suhu 55°C selama 5 jam. Setelah sampel
kering lalu dihaluskan dengan menggunakan blender. Setelah itu disaring dengan menggunakan

saringan 60 mesh sehingga menjadi bubuk kunyit.
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2.5 Ekstraksi bixin

Ekstraksi bixin dari biji kesumba pada penelitian ini mengadopsi metode Rahmalia et al.
(2021) yang telah dimodifikasi. Sebanyak 100 g biji kesumba kering direndam dalam 200 mL etil
asetat dalam gelas beaker, diaduk selama 1 jam dan disaring menggunakan kertas saring untuk
memisahkan filtrat dan biji kesumba setelah proses ekstraksi. Proses tersebut diulangi sampai semua
warna terekstraksi kedalam pelarut etil asetat, kemudian ekstrak etil asetat biji kesumba dilakukan
evaporasi menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental etil asetat biji kesumba.
Selanjutnya terhadap ekstrak kental tersebut dilakukan partisi menggunakan n-heksana, endapan
yang terbentuk disaring lalu dilarutkan dalam metanol. Endapan yang tidak larut dalam metanol
kemudian disaring lalu dilarutkan ke dalam etil asetat (selanjutnya disebut dengan fraksi etil asetat

biji kesumba, FB). FB diuapkan lalu ditimbang dan dihitung rendemennya.

2.6 Ekstraksi kurkumin

Ekstraksi senyawa aktif dari kunyit pada penelitian ini mengadopsi metode Christina et al.
(2018) yang telah dimodifikasi. Sebanyak 100 g sampel bubuk kunyit dilakukan maserasi dalam 200
mL etanol selama 24 jam dengan pengadukan setiap 12 jam sekali. Setelah 24 jam, larutan disaring
menggunakan kertas saring Whatman No.1. Berikutnya ke dalam sampel ditambahkan lagi dengan
pelarut etanol, setelah 24 jam lalu disaring menggunakan kertas saring Whatman No.1. Larutan hasil
penyaringan (filtrat) diuapkan menggunakan rotary evaporator. Setelah itu ekstrak etanol dipartisi
menggunakan n-heksana, endapan yang terbentuk disaring lalu dilarutkan menggunakan etanol.
Selanjutnya endapan yang tersisa setelah penambahan metanol disaring lalu dilarutkan
menggunakan etil asetat (selanjutnya disebut dengan fraksi etil asetat kunyit, FK). FK diuapkan pada
suhu 40°C menggunakan rotary evaporator, dilanjutkan pengeringan menggunakan gas N.. Setelah

itu FK yang dihasilkan ditimbang dan dihitung rendemennya.

2.7 Pembuatan larutan kombinasi bixin dan kurkumin

Pembuatan larutan sampel kombinasi FB dan FK mengadopsi metode Septiawan et al. (2020)
yang telah dimodifikasi. Kombinasi tersebut dibuat dengan menyiapkan larutan induk terlebih
dahulu dengan cara menimbang masing-masing FB dan FK sebanyak 50 mg secara terpisah,
kemudian dilarutkan dalam etanol absolut menggunakan labu ukur 100 mL dan ditepatkan hingga
tanda batas sehingga diperoleh larutan induk FB dan FK masing-masing dengan konsentrasi larutan

sebesar 500 mg/L. Setelah itu, pembuatan larutan kombinasi FB:FK dengan variasi rasio 1:0, 7:3, 1:1,
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3:7 dan 0:1 (v/v) dilakukan dengan mengencerkan larutan induk dari 500 mg/L menjadi 50 mg/L,
dimana tiap variasi rasio larutan tersebut diambil dengan total volume larutan sebanyak 5 mL untuk
mendapatkan konsentrasi larutan sebesar 50 mg/L. Pembuatan larutan sampel untuk variasi rasio
FB:FK (1:0) dibuat dengan mengambil larutan induk FB sebanyak 5 mL; untuk variasi (7:3) dibuat
dengan mengambil larutan induk FB sebanyak 3,5 mL dan larutan induk FK 1,5 mL; variasi (1:1)
dibuat dengan cara mengambil larutan induk FB dan FK masing-masing sebanyak 2,5 mL; dan variasi
(3:7) dibuat dengan cara mengambil larutan induk FB sebanyak 1,5 ml dan larutan induk FK 3,5 mL
dan variasi (0:1) dibuat dengan cara mengambil larutan induk FK sebanyak 5 mL, lalu setiap variasi
rasio dimasukan ke dalam labu ukur 50 mL dan ditepatkan menggunakan etanol absolut, sehingga

diperoleh konsentrasi larutan tiap variasi rasio sebesar 50 mg/L.

2.8 Uji aktivitas antioksidan
2.8.1 Pembuatan larutan stok DPPH 40 mg/L

Pembuatan larutan stok mengadopsi metode Adrianta (2020) yang telah dimodifikasi.
Sebanyak 2 mg DPPH dimasukan ke dalam labu ukur 50 mL kemudian ditambahkan etanol absolut
hingga tanda batas dikocok hingga homogen.
2.8.2 Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH

Penentuan panjang gelombang maksimum mengadopsi metode Adrianta (2020). Larutan
baku DPPH 40 mg/L dipipet sebanyak 2 mL dan ditambahkan 2 mL pelarut etanol absolut,
dimasukan kedalam tabung reaksi lalu dikocok hingga homogen ditutup dengan aluminium foil
dalam ruangan gelap selama 30 menit. Setelah itu dituang ke dalam kuvet kemudian diukur pada
panjang gelombang 400-600 nm.
2.8.3 Pengukuran aktivitas peredaman radikal bebas DPPH

Pengukuran aktivitas peredaman radikal bebas DPPH mengadopsi metode Adrianta (2020).
Larutan kombinasi FB:FK (1:0), (7:3), (1:1), (3:7) dan (0:1) dengan konsentrasi larutan 50 mg/L,
diencerkan menjadi seri konsentrasi 4, 6, 8, 10 dan 12 mg/L. Pembuatan seri konsentrasi dilakukan
dengan mengambil larutan tiap kombinasi FB:FK (1:0), (7:3), (1:1), (3:7) dan (0:1) masing-masing
sebanyak 2, 3, 4, 5, dan 6 mL lalu dimasukkan masing-masing ke dalam labu ukur 25 mL dan
ditambahkan etanol absolut hingga tanda batas.

Preparasi larutan untuk pengukuran aktivitas peredaman radikal bebas. Larutan kombinasi
FB:FK (1:0), (7:3), (1:1), (3:7) dan (0:1) dengan konsentrasi 4, 6, 8, 10 dan 12 mg/L, masing-masing

diambil sebanyak 2 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berbeda, lalu ditambahkan 2 mL
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larutan DPPH 40 mg/L. Pengukuran larutan blanko dilakukan dengan cara mengambil larutan DPPH
2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu ditambahkan 2 mL pelarut etanol absolut. Setelah itu,
seluruh tabung reaksi dikocok dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit di tempat gelap.
Setelah itu, masing-masing larutan diamati absorbansinya pada panjang gelombang maksimum
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan seluruh hasil yang diperoleh dicatat. Perlakuan sampel

uji masing-masing konsentrasi dilakukan secara triplo.

2.9 Perhitungan parameter uji antioksidan
Persentase aktivitas antioksidan dengan metode peredaman radikal bebas DPPH (1,1 difenil-
2-pikrilhidrazil) dinyatakan dalam bentuk persentase peredaman, dapat dihitung dengan persamaan

berikut (Souhoka et al., 2019):

A0-At
A0

% Inhibisi = X 100%

Keterangan:
A0 = Absorbansi kontrol (tanpa sanpel)
At = Absorbansi sampel uji

Konsentrasi antara persen peredaman dengan konsentrasi sampel uji diplotkan dan nilai ICso
dihitung dari persamaan regresi linier y = ax + b, dimana y sebesar 50 dan x sebagai nilai ICso,
Parameter yang digunakan untuk uji peredaman radikal bebas DPPH adalah nilai ICso yang
merupakan konsentrasi sampel uji yang dibutuhkan untuk menghambat radikal DPPH sebesar 50%,

semakin kecil nilai ICso maka semakin tinggi aktivitas antioksidannya.

3. Hasil dan pembahasan
3.1. Ekstraksi bixin

Ekstraksi senyawa aktif dari biji kesumba dilakukan menggunakan menggunakan metode
maserasi menggunakan pelarut etil asetat karena sifat kandungan utama dari biji kesumba yaitu
bixin dapat larut baik dalam pelarut etil asetat dibandingkan dengan pelarut lainnya. Struktur bixin
yang terdiri dari rantai poliena dan memiliki gugus karboksilat serta metil ester yang menyebabkan
bixin memiliki afinitas yang lebih besar pada pelarut semi polar (Rahmalia et al, 2014). Hasil
rendemen ekstrak kasar biji kesumba yang diperoleh adalah sebesar 3,019% dari berat kering biji
kesumba 100 gram. Ekstrak yang diperoleh kemudian dilakukan partisi dengan melarutkan ekstrak

ke dalam pelarut n-heksana dan metanol (Maharani et al., 2022).
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Ekstrak etil asetat biji kesumba dan fraksi etil asetat biji kesumba (FB) yang diperoleh
kemudian dianalisis menggunakan metode KLT yang bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa
yang terkandung dalam ekstrak biji kesumba. Prinsip KLT adalah distribusi senyawa antara fase
diam (padat) yang diterapkan pada kaca atau pelat plastik dan fase gerak cair (pelarut elusi) yang
bergerak melalui fase diam. Fase gerak adalah pelarut yang dipilih sesuai dengan sifat-sifat
komponen dalam campuran (Kumar et al., 2013). Analisis KLT ini dilakukan menggunakan eluen n-

heksan dan etil asetat dengan perbandingan (6:4), dapat dilihat pada Gambar 1.

Re
Ri «— — R
A B
Gambar 1. Hasil KLT A) ekstrak EA, B) fraksi EA dari biji kesumba (FB) dalam eluen n-heksana:etil asetat
(6:4) dengan fase diam silika gel

Berdasarkan Gambar 1, ekstrak EA biji kesumba menghasilkan dua spot dengan nilai R1 0,26
yang diduga senyawa bixin dan nilai R> 0,38 adalah senyawa selain bixin, sedangkan pada fraksi EA
dari biji kesumba (FB) menunjukan hanya satu spot yang diduga senyawa bixin dengan nilai Re
sebesar 0,26. Nilai R yang diperoleh mendekati nilai Rf bixin standar yang dihasilkan oleh
Albuquerque et al. (2015) yaitu sebesar 0,27.

Analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis dilakukan untuk mengetahui karakteristik
daerah serapan fraksi EA dari biji kesumba yang diduga merupakan daerah serapan bixin. Analisis
dilakukan dengan melarutkan sedikit fraksi EA biji kesumba (FB) ke dalam pelarut etanol lalu
dilakukan scanning pada rentang panjang gelombang 300-600 nm. Spektrum UV-Vis fraksi EA biji
kesumba (FB) dapat dilihat pada Gambar 2.
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Absorbansi

350 400 450 500 550 600
Panjang gelombang (nm)
Gambar 2. Spektra UV-Vis fraksi EA biji kesumba (FB) dalam pelarut etanol

Berdasarkan Gambar 2 dapat diamati bahwa fraksi EA biji kesumba (FB) memiliki
karakteristik tiga puncak serapan maksimum pada panjang gelombang 485, 457, dan 428 nm.
Karakteristik ini tidak jauh berbeda dengan pengukuran bixin yang muncul 3 puncak pada panjang
gelombang 486, 458, dan 432 nm dalam pelarut etanol (Kumar, 2005). Absorbansi yang terjadi pada
daerah panjang gelombang di atas 400 nm menunjukkan adanya ikatan rangkap terkonjugasi pada
senyawa bixin. Puncak yang muncul pada panjang gelombang 485 dan 457 nm menunjukkan adanya
transisi elektron dari m ke * yang dihasilkan dari ikatan terkonjugasi C=C, sedangkan puncak yang
muncul pada panjang gelombang 428 nm, karena adanya transisi elektron dari n ke m* yang

dihasilkan oleh gugus karbonil C=0 (Maharani et al., 2022).

3.2. Ekstraksi kurkumin

Ekstraksi senyawa aktif dari kunyit pada penelitian ini menggunakan pelarut etanol.
Senyawa kurkuminoid merupakan senyawa yang bersifat polar disebabkan adanya gugus -OH.
Kurkuminoid larut dalam pelarut-pelarut yang memiliki kepolaran hampir sama. Etanol merupakan
pelarut yang memiliki kepolaran mirip dengan kurkuminoid sehingga digunakan untuk mengekstrak
kurkuminoid (Himawan et al., 2012). Hasil rendemen ekstrak kunyit yang diperoleh adalah sebesar

33,802%.
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Gambar 3. Hasil KLT A) ekstrak kunyit, B) fraksi EA kunyit (FK) dan C) kurkumin standar dalam eluen
klorofom:metanol (95:5)

Ekstrak yang diperoleh kemudian dilakukan partisi dengan melarutkan ekstrak ke dalam
pelarut n-heksana. Tujuannya adalah untuk melarutkan senyawa selain bixin, senyawa yang bersifat
non-polar dari ekstrak. Endapan yang terbentuk pada proses ini menunjukan bahwa senyawa target
dalam ekstrak biji kesumba tidak larut dalam pelarut non-polar, namun larut dalam semi polar.
Setelah itu, larutan disaring untuk memisahkan ekstrak n-heksana dan fraksi etil asetat (EA). Fraksi
yang terdapat pada kertas saring, kemudian diambil dan dilarutkan kembali dalam pelarut metanol.
Tujuannya adalah untuk melarutkan senyawa polar selain bixin yang masih ada dalam ekstrak
kemudian larutan disaring kembali dengan kertas saring untuk memisahkan fraksi EA dan fraksi
metanol. Hasil saringan sebelumnya diambil dan dibilas kembali menggunakan pelarut etil asetat
yang bertujuan untuk mendapatkan ekstrak yang hanya mengandung senyawa bixin. Fraksi EA yang
dihasilkan kemudian dikeringkan untuk menghilangkan pelarutnya (Maharani et al., 2022). Ekstrak
dan fraksi EA kunyit yang diperoleh kemudian dianalisis dengan metode KLT yang bertujuan untuk
mengetahui komponen kimia yang terdapat pada ekstrak dan fraksi kunyit seperti pada Gambar
3.Berdasarkan Gambar 3, ekstrak kunyit dan fraksi EA kunyit (FK) masing-masing menghasilkan tiga
spot pemisahan dengan nilai Rs1 0,62, Rez 0,76 dan Rz 0,92 untuk ekstrak kunyit, sedangkan fraksi EA
kunyit (FK) dengan nilai Ri1 0,60, Rz 0,72, Rez 0,88. Nilai Rr masing-masing ekstrak kunyit dan fraksi
EA kunyit (FK) yang dihasilkan mendekati nilai Rrkurkumin standar yaitu Re 0,62, Rr2 0,76 dan Rs3
0,90. Hasil dari tiga spot pemisahan yang dihasilkan secara berurutan diidentifikasikan sebagai

bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin dan kurkumin (Suharsanti et al., 2020).
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Gambar 4. Hasil KLT (A) Ekstrak kunyit (B) Fraksi EA kunyit (FK) dan (C) kurkuminoid standar dalam eluen
diklorometana:etanol (95:5)

Hasil identifikasi kurkumin dengan KLT terhadap ekstrak EA kunyit dan fraksi EA kunyit (FK)
menggunakan eluen yang berbeda yaitu diklorometana:etanol (95:5) (pada Gambar 3) juga
menghasilkan tiga spot pemisahan pada masing-masing ekstrak kunyit dan fraksi EA kunyit (FK).
Ekstrak EA kunyit menghasilkan nilai Rs1 sebesar 0,34, Ri2 0,52 dan Rsz 0,78, sedangkan pada fraksi
EA kunyit menghasilkan nilai R; sebesar 0,32, Rrz 0,50 dan R 0,76. Fraksi EA kunyit (FK) mendekati
nilai Rf kurkuminoid standar dengan nilai Ri1 0,34, Rrz 0,52 dan Rgz 0,78. Berdasarkan hasil yang
diperoleh dengan eluen yang berbeda dihasilkan tiga spot pemisahan, maka ekstrak kunyit dan fraksi
EA kunyit (FK) dapat diidentifikasikan sebagai bisdemetoksikurkumin, demetoksikurkumin dan
kurkumin. Fraksi EA kunyit (FK) dalam pelarut etanol, dilakukan scanning dengan spektrofotometer

UV-Vis pada rentang panjang gelombang 300-600 nm dapat dilihat pada Gambar 5.

Absorbansi

250 300 350 400 450 500 550 600
Panjang gelombang (nm)

Gambar 5. Spektra UV-Vis fraksi EA kunyit (FK) dalam pelarut etanol

Hasil analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis menunjukkan bahwa fraksi EA kunyit
(FK) memiliki panjang gelombang maksimum pada 423 nm. Hasil yang diperoleh tidak jauh berbeda
dengan panjang gelombang maksimum kurkumin yaitu pada panjang gelombang 421 nm (Van Nong

etal, 2016).
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3.4. Uji aktivitas antioksidan bixin dan kurkumin serta kombinasinya

Pengujian aktivitas antioksidan FB, FK dan kombinasinya dilakukan dengan metode DPPH
(difenil pikrihidrazil) menggunakan spektrofotometer UV-Vis. DPPH merupakan radikal bebas yang
stabil pada suhu ruang. Penentuan panjang gelombang maksimum larutan DPPH dilakukan dengan
cara mengukur serapan absorbansi larutan DPPH 40 mg/L yang telah dibuat larutan berwarna warna
ungu, diambil dengan pipet sebanyak 2 mL larutan DPPH dan 2 mL larutan etanol absolut lalu
dimasukan ke dalam tabung reaksi dan dikocok hingga homogen, kemudian dilakukan scanning pada
rentang panjang gelombang 400-800 nm dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Berdasarkan Gambar 6, spektra UV-Vis larutan DPPH memiliki A maks 517 nm, sehingga
panjang gelombang tersebut akan digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan pada sampel.
Hasil yang diperoleh sesuai dengan penelitian Handayany et al. (2018) bahwa DPPH memberikan
serapan kuat pada panjang gelombang 517 nm dengan warna violet yang gelap. Menurut Septiawan
et al. (2020), panjang gelombang maksimum DPPH berkisar antara 515-522 nm. Senyawa bixin dari
biji kesumba merupakan zat warna yang termasuk dalam golongan karotenoid memiliki aktivitas

antioksidan, sehingga berpotensi dalam menetralisir radikal bebas (Souhoka et al., 2019).

517 nm
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Gambar 6. Spektra UV-Vis larutan DPPH

Selain itu, kurkumin dari ekstrak kunyit termasuk golongan senyawa fenolik yang memiliki
aktivitas antioksidan sehingga dapat menangkal radikal bebas karena mengandung gugus hidroksil
yang melekat pada dua cincin aromatik. Gugus hidroksil pada isomer keto dan enol berperan dalam
aktivitas antioksidan yang diduga mampu mengurangi dua radikal bebas karena gugus O-H fenolik

bersifat labil, sehingga atom H mudah untuk didonorkan pada radikal bebas (Barzegar, 2012).
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Tabel 1. Hasil perhitungan % inhibisi FB, FK dan kombinasinya

Konsentrasi (mg/L)

Sampel % Inhibisi
4 6 8 10 12
FB:FK (1:0) 14,387 14,465 14,858 15, 369 15,448
FB:FK (7:3) 1,340 3,485 4915 6,792 7,507
FB:FK (1:1) 3,687 6,391 8,702 11,013 13,373
FB:FK (3:7) 1,348 3,356 4,647 4,876 5,163
FB:FK (0:1) 8,277 10,746 12,204 13,195 15,786

Hasil pada Tabel 1, menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi larutan uji, maka
semakin meningkat persen inhibisi. Hal ini karena semakin banyak atom hidrogen dari senyawa bixin
dan kurkumin yang berpasangan dengan elektron radikal bebas DPPH. Menurut Septiawan et al.
(2020) bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin tinggi persen inhibisi yang dihasilkan.
Hal ini juga sesuai dengan pernyataan dalam penelitian Rikantara et al. (2022) bahwa semakin tinggi
konsentrasi sampel, maka semakin besar kemampuan sampel dalam menangkal radikal bebas
karena banyak atom hidrogen yang didonorkan oleh senyawa metabolit sekunder pada senyawa
DPPH sehingga semakin banyak juga reduksi yang dapat dilakukan terhadap DPPH.

Persen inhibisi yang dihasilkan kemudian diplot dengan konsentrasi sampel uji untuk
menghasilkan grafik dengan persamaan regresi linier yang digunakan untuk mencari nilai ICso yaitu
konsentrasi senyawa sampel yang dapat menangkal radikal bebas sebesar 50%. Hasil persamaan
regresi linier (y=ax+b) dan ICso diperoleh setelah menghitung persen inhibisi untuk tiap variasi FB
dan FK beserta kombinasinya, dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil persamaan regresi linier dan nilai ICso FB, FK dan kombinasinya
Persamaan

Sampel Regresi linier 1Cs0 (mg/L)
FB:FK (1:0) y= 0&19&;;;2,703 242,95
FB:FK (7:3) y= 0&25%2%’;} 486 65,78
FB:FK (1:1) y= 1;;2938”‘9'8;9%36 42,48
FB:FK (3:7) y= %fff;;f;zm 108,81
FB:FK (0:1) y= 0’3273:(;75;0548 51,46

Nilai ICso yang dihasilkan memiliki arti bahwa pada konsentrasi tersebut sampel uji yang
digunakan dapat meredam 50% dari DPPH (Apriliani & Tukiran, 2021). Berdasarkan hasil pada
Tabel 2 menunjukkan bahwa nilai ICso yang dihasilkan dari kombinasi FB:FK pada rasio (1:0) adalah
sebesar 242,95 mg/L termasuk kategori antioksidan sedang karena berada pada rentang 100-250
mg/L (Putri & Hidajati, 2015). Hasil tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan penelitian Kurniawati
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et al. (2007) yang menyatakan bahwa nilai ICso dari ekstrak biji kesumba dalam metanol adalah
sebesar 548 mg/L, namun lebih rendah jika dibandingkan dengan penelitian Souhoka et al. (2019)
dimana diperoleh ICso ekstrak biji kesumba dalam metanol sebesar 69,425 mg/L.

Hasil ini menunjukkan bahwa pelarut sangat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan
(Firdiyani et al.,, 2015). Adanya perbedaan nilai ICso yang dihasilkan tersebut juga dapat disebabkan
oleh faktor pelarut yang digunakan saat ektraksi berbeda. Pelarut yang digunakan saat proses
ekstraksi berpengaruh terhadap konsentrasi senyawa bioaktif seperti antioksidan. Hal ini sesuai
dengan pernyataan (Dawidowicz & Olszowy, 2012) bahwa aktivitas antioksidan dalam
menangkal/meredam radikal DPPH dapat bervariasi dipengaruhi oleh jenis pelarut yang digunakan
untuk ekstraksi berdasarkan polaritas pelarut.

Faktor lain yang dapat mempengaruhi perbedaan hasil tersebut karena faktor geografis,
faktor genetik, kondisi iklim, asal benih dan tingkat kesuburan tanah yang mempengaruhi
kandungan senyawa dalam tanaman (Apriliani & Tukiran, 2021). Kombinasi FB:FK pada rasio (0 :1)
memiliki nilai ICso sebesar 51,46 mg/L dan termasuk dalam kategori kuat karena pada rentang 50-
100 mg/L (Putri & Hidajati, 2015). Hasil yang diperoleh sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Wahyuningtyas et al. (2017) yaitu aktivitas antioksidan kurkumin dari ekstrak kunyit yang diperoleh
dalam pelarut etanol adalah sebesar 51,17 mg/L yang termasuk dalam kategori antioksidan kuat.

Hasil pengujian kombinasi FB:FK (1:1) memiliki potensi antioksidan dengan nilai ICso sebesar
42,48 mg/L dan termasuk dalam kategori aktivitas antioksidan sangat kuat karena berada pada
rentang dibawah 50 mg/L (Putri & Hidajati, 2015). Kombinasi FB:FK (7:3) memiliki aktivitas
antioksidan dengan nilai ICso sebesar 65,78 mg/L yang termasuk dalam kategori aktivitas
antioksidan kuat, karena berada pada rentang antara 50-100 mg/L (Putri & Hidajati, 2015).
Kombinasi FB: FK (3:7) juga memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 108,81 mg/L,
namun kekuatan antioksidan termasuk dalam kategori sedang karena berada pada rentang 100-250
mg/L (Putri & Hidajati, 2015).

Kombinasi FB:FK (0:1) menghasilkan nilai ICso lebih kecil dibandingkan dengan FB:FK (1:0)
yang menandakan bahwa senyawa kurkumin di dalam fraksi etil asetat kunyit (FK) lebih dominan
dalam menangkal radikal bebas daripada bixin di dalam fraksi etil asetat biji kesumba (FB). Semakin
kecil nilai ICso yang diperoleh maka senyawa tersebut semakin efektif sebagai penangkal radikal
bebas (Zuliani et al., 2019). Perbedaan hasil ini berdasarkan senyawa dan gugus fungsi yang melekat
berbeda, sehingga aktivitas antioksidan yang dihasilkan berbeda. Hal ini juga dikarenakan kurkumin

merupakan senyawa polifenol yang memiliki ikatan rangkap terkonjugasi dengan dua cincin benzena
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yang masing-masing memiliki gugus hidroksil (OH) dan gugus metoksi (OCH3) secara simetris
(Agnihotri & Mishra, 2011). Dalam molekul kurkumin, gugus OH fenolik yang berperan penting
dalam aktivitas antioksidan, dimana gugus OH fenolik akan mendonorkan atom H, sehingga senyawa
DPPH akan tereduksi menjadi senyawa non-radikal yang stabil menjadi DPPH-H (Apriliani &
Tukiran, 2021).

Oleh karena itu, kurkumin memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi karena memiliki dua
gugus hidroksil yang melekat pada cincin aromatik sehingga kemampuan dalam menangkal radikal
bebas lebih besar dari bixin. Hal ini juga diperkuat oleh penelitian Del Prado-Audelo et al. (2019)
yang berhubungan dengan aktivitas antioksidan, menunjukkan bukti bahwa kurkumin dapat
menangkal radikal bebas secara langsung oleh kedua bagian fenoliknya. Berdasarkan hasil nilai ICso
yang diperoleh menunjukkan bahwa kombinasi FB:FK pada variasi rasio (1:1) memberikan efek
sinergisme bila dikombinasikan, yang artinya penggunaan kedua pigmen tersebut secara bersamaan
dengan perbandingan tersebut dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dari masing-masing
pigmen yang dikombinasi dengan nilai ICso yang dihasilkan adalah sebesar 42,48 mg/L yang
termasuk dalam kategori antioksidan sangat kuat. Menurut Riaminanti et al. (2016) sinergisme dapat
terjadi ketika campuran dari antioksidan dengan tegas memperlihatkan peningkatan aktivitas

antioksidan melebihi dari aktivitas antioksidan ekstrak tunggal.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa aktivitas antioksidan
dari kombinasi fraksi etil asetat biji kesumba (FB) dan fraksi etil asetat kunyit (FK) pada variasi (1 :1)
memberikan pengaruh terhadap peningkatan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso yang dihasilkan

sebesar 42,48 mg/L dan termasuk dalam kategori antioksidan sangat kuat.
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