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ABSTRACT

Antioxidant and sunscreen activity tests have been carried out on the methanol extract of singkil leaves
(Premna corymbosa Roxb & Willd.) in vitro with the 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) radical
scavenging method using a spectrophotometer UV-Vis. This research aims to determine the antioxidant
of singkil leaf. Based on the results of the phytochemical test, it is known that the methanol extract of
singkil leaves contains alkaloids, flavonoids, phenolics, quinone and steroids. The IC50 value of
methanol extract of singkil leaves, i.e. 50.77; in the moderate to strong antioxidant category.
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1. PENDAHULUAN

Hutan di Indonesia menyimpan kekayaan alam hayati yang sangat besar dan tergolong
dalam peringkat terbesar ketiga dunia setelah Brazil dan Zaire. Letak geografis Indonesia yang
berada pada wilayah khatulistiwa menjadikannya sebagai wilayah tropis dengan kekayaan
tumbuhan yang melimpah. Dalam era teknologi seperti sekarang, kekayaan sumber daya alam
hayati tersebut tidak kalah pentingnya dengan sumber daya alam lainnya seperti gas, mineral,
batu bara dan lain-lain. Berdasarkan pada ilmu kimia, SDA hayati dapat diartikan sebagai
sumber-sumber senyawa kimia yang tidak terbatas jenis dan jumlahnya untuk memenuhi
kebutuhan manusia maupun untuk organisme lain. Umumnya digunakan untuk obat-obatan,
insektisida, bahan kosmetika dan lain sebagainya.! Menurut Kementerian Lingkungan Hidup
dan Kehutanan, tercatat luas hutan di Indonesia berkisar 120,49 juta hektar. Hal ini
menunjukkan bahwa 62,97% dari luas daratan Indonesia adalah hutan. Diantara hutan dengan
kekayaan alam yang beragam di Indonesia yaitu hutan Kalimantan. Salah satu tumbuhan tropis
yang berada pada hutan Kalimantan dan sudah lama dimanfaatkan sebagai obat ramuan
tradisional adalah tumbuhan singkil.2

Singkil (Premna corymbosa Roxb & Willd.) termasuk ke dalam tumbuhan obat keluarga
yang tumbuh dengan mudah di Indonesia. Umumnya tanaman ini dapat berkembang biak

dengan baik di perkarangan rumah.

This is an open-access article under the CC-BY-SA license. Tumbuhan singkil pada awalnya sering
dimanfaatkan oleh masyarakat melayu sebagai
sayur.3
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Daun singkil memiliki rasa agak pahit, serta berbau khas cenderung wangi. Singkil dapat
dengan mudah tumbuh dan ditemukan di daerah Tenggarong, Kalimantan Timur. Bagian daun
mudanya seringkali di olah oleh masyarakat setempat untuk dijadikan alternatif obat
tradisional mengatasi penyakit asam urat.456 Selain itu adanya aktivitas antioksidan pada
daun singkil yang memiliki nama lain daun bebuas ini dapat dimanfaatkan sebagai bahan
baku kosmetika. mengenai hasil uji pendahuluan berupa uji fitokimia pada daun singkil
untuk mendeteksi kandungan metabolit sekunder yang terdapat di dalamnya memiliki efek
antioksidan. Daun singkil positif mengandung senyawa flavonoid yang potensial menangkal
radikal bebas. Aktivitas antioksidan yang dimiliki daun singkil termasuk aktif serta
menunjukan kategori golongan proteksi ultra pada aktivitas tabir surya yang dimiliki.6

Berdasarkan uraian diatas, ekstrak daun singkil berpotensi memiliki aktivitas antioksidan
karena adanya senyawa-senyawa yang dikandungnya. Akan tetapi, belum dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai pengujian aktivitas antioksidan sehingga dilakukannya penelitian ini
dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidani ekstrak daun singkil serta
menganalisa dan membandingkan kekuatan aktivitas ekstrak tunggal. Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan nilai % inhibisi tertinggi yang mampu diberikan berdasarkan uji aktivitas
antioksidan dengan metode peredaman DPPH dan untuk Menentukan nilai Inhibitory
Concentration 50% (ICso) aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun singkil (Premna
corymbosa Roxb & Willd.), dan bermanfaat untuk Memberikan informasi mengenai nilai
Inhibitory Concentration 50% (ICso) aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun singkil (Premna
corymbosa Roxb & Willd.), berdasarkan uji aktivitas antioksidannya.”

2. METODE
2.1 Alat dan Bahan
2.1.1. Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian dituliskan secara lengkap dalam bentuk
paragraf. Jika menggunakan instrument tertentu, perlu mencantumkan jenis/spesifikasi dan
mereknya.

2.1.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian dituliskan dalam bentuk paragraf secara
lengkap termasuk merek jika ada.

2.2 Prosedur Penelitian
2.2.1. Ekstraksi

Sampel daun singkil (P. corymbosa Roxb & Willd.) dan daun salam (S. polyantum (Wight)
Walp.) yang telah dihaluskan kemudian diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan
pelarut metanol selama 72 jam. Kemudian hasil maserasi disaring dengan kertas saring agar
ekstrak dan residu menjadi terpisah. Filtrat hasil ekstraksi yang diperoleh setiap pergantian
larutan digabungkan kemudian dipekatkan menggunakan alat rotary evaporator pada rentang
suhu 40- 50 °C sehingga diperoleh ekstrak metanol daun singkil dan daun salam, serta
dilakukan uji fitokimia berupa alkaloid, flavonoid, terpenoid, steroid, saponin, kuinon dan
fenolik.8 Uji aktivitas antioksidan pada penelitian ini mengacu pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Handayani dkk. yang telah dimodifikasi.”.89

2.2.2. Pembuatan Larutan DPPH

Padatan DPPH seberat 2,5 mg dilarutkan dalam metanol sebanyak 25 mL hingga larut
sempurna dan diperoleh larutan DPPH konsentrasi 100 ppm. Larutan DPPH konsentrasi 100
ppm dimasukkan ke dalam botol reagen gelap yang telah dilapisi alumunium foil kemudian
disimpan dalam keadaan tertutup dan terlindungi dari cahaya matahari dan ditempatkan di
dalam lemari pendingin. Selanjutnya pada penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan
dengan cara Larutan DPPH konsentrasi 100 ppm sebanyak 1 mL dicampurkan dengan
metanol sebanyak 3 mL. Campuran larutan didiamkan selama + 30 menit dalam ruangan gelap.
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Serapan larutan DPPH konsentrasi 100 ppm diukur menggunakan alat spektrofotometer
Visible pada rentang panjang gelombang 500-550 nm. Diperoleh panjang gelombang
maksimum 522 nm.

2.2.3. Penentuan Nilai % Inhibisi Ekstrak Tunggal

Masing-masing larutan ekstrak tunggal sebanyak 3 mL dengan masing- masing variasi
konsentrasi larutan dimasukkan ke dalam botol vial yang berbeda kemudian ditambahkan
dengan larutan DPPH konsentrasi 100 ppm sebanyak 1 mL lalu dihomogenkan. Campuran
larutan diinkubasi pada suhu 37°C selama + 30 menit dalam ruangan gelap. Nilai absorbansi
masing-masing sampel diukur menggunakan alat spektrofotometer vissible pada panjang
gelombang maksimum DPPH. Pengujian dilakukan kembali untuk kontrol positif dan kontrol
negatif.

2.3 Analisis Data

2.3.1 Penentuan Nilai % Inhibisi
Berdasarkan nilai absorbansi yang telah diperoleh, nilai % inhibisi dapat dihitung
menggunakan rumus pada Persamaan 1.7

(Absorbansi kontrol DPPH—Absorbansi sampel)

%Inhibisi =
% Absorbansi kontrol DPPH

x 100 Persamaan 1

Keterangan:

Absorbansi kontrol = Absorbansi tidak mengandung sampel

Absorbansi sampel = Absorbansi ekstrak
2.3.2 Penentuan Nilai ICso

Berdasarkan nilai % inhibisi yang telah diperoleh, maka nilai ICs5y ditentukan melalui
persamaan regresi linear, dengan konsentrasi ekstrak (ppm) sebagai absis (sumbu X) dan nilai
% inhibisi antioksidan sebagai ordinatnya (Sumbu Y). Nilai IC;, dihitung pada saat nilai %
inhibisi sebesar 50% dengan persamaan Y=ax + b, di mana nilai Y= 50.9.10

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Ekstraksi Sampel

Daun Singkil (Premna corymbosa Roxb & Willd.) di maserasi selama 72 jam pada suhu
ruang menggunakan pelarut metanol. Metode ekstraksi ini dilakukan dengan cara merendam
sampel menggunakan pelarut sesuai untuk menarik komponen senyawa yang diinginkan
pada suhu ruang. Maserasi dipilih karena sederhana baik dari segi pengerjaan maupun alat
yang digunakan serta tidak memerlukan pemanasan sehingga tidak merusak senyawa
metabolit sekunder. Pemilihan pelarut metanol dikarenakan kemampuannya dalam
melarutkan senyawa polar dan non polar yang terkandung pada sampel. Pada tahapan ini
terjadi pemecahan dinding sel tumbuhan oleh pelarut akibat adanya perbedaan tekanan di
luar dan di dalam sel sehingga senyawa bioaktif pada sitoplasma akan terdesak keluar dan
larut dalam pelarut yang digunakan.!! Pengadukan dilakukan secara berkala dan tahapan ini
berlangsung terus menerus sehingga proses ekstraksi senyawa akan sempurna.l2 Maserat
yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C. Tekanan
pada saat proses ini menyebabkan pelarut menguap di bawah titik didih sebenarnya
sehingga metabolit yang terdapat di dalam sampel tidak mengalami kerusakan akibat suhu
tinggi.13 Ekstraksi dari 655 g daun singkil diperoleh ekstrak kasar sebanyak 40 gr (6,1 %).
Adapun faktor yang mempengaruhi hasil rendemen salah satunya adalah lamanya waktu
ekstraksi. Proses ekstraksi akan semakin optimal seiring dengan meningkatnya lama waktu
ekstraksi. Hal ini dikarenakan waktu kontak antara bahan dan pelarut semakin besar.1415

3.2 Fitokimia
Pada penelitian ini dilakukan uji fitokimia untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder daun singkil (Premna corymbosa Roxb & Willd.). Uji fitokimia dilakukan
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berdasarkan metode uji warna secara kualitatif menggunakan pereaksi spesifik. Adapun hasil
dari uji fitokimia ekstrak daun singkil ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Metanol Daun singkil (Premna corymbose Roxb & Willd)

Golongan Senyawa Daun Singkil

Alkaloid +
Flavonoid ++

Saponin -
Triterpenoid -

Steroid +

Kuinon +
Fenolik ++

Keterangan:

(+) =Positif mengandung metabolit sekunder
(-) =Negatif mengandung metabolit sekunder
(++) = Positif mengandung metabolit sekunder dengan warna larutan pekat

Berdasarkan hasil yang ditunjukkan pada Tabel 1 diketahui bahwa ekstrak metanol daun
singkil positif mengandung alkaloid, flavonoid, fenolik, kuinon dan steroid yang ditandai
dengan perubahan warna yang sesuai. Hampir seluruh senyawa metabolit sekunder dapat
teridentifikasi pada ekstrak kasar karena sampel masih dalam bentuk kasar dan belum
dipartisi. Pada proses ekstraksi kelarutan yang baik dari sifat pelarut yang digunakan mampu
melarutkan berbagai senyawa metabolit sekunder yang ada. Metabolit sekunder yang
terkandung pada ekstrak memiliki potensi sebagai senyawa aktif khususnya sebagai
antioksidan.

3.3 Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan secara kuantitatif dilakukan dengan menggunakan metode
DPPH. Metode uji menggunakan DPPH di mana reagen DPPH yang bereaksi dengan antioksidan
akan mengalami perubahan warna dari ungu ke kuning, intensitas warna tergantung
kemampuan dari senyawa antioksidan.1617 Semakin banyaknya senyawa antioksidan akan
menyebabkan semakin besar pula peredaman warna ungu dari DPPH sehingga nilai absorbansi
yang diperoleh menjadi semakin kecil. Peredaman tersebut dihasilkan oleh bereaksinya
molekul sampel sehingga terbentuk senyawa 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH-H) serta
menyebabkan peluruhan warna dari ungu ke kuning. Jika absorbansi rendah maka nilai %
aktivitas semakin tinggi. Adapun nilai aktivitas antioksidan dapat di identifikasi melalui
penurunan serapan tersebut.17.18

Parameter yang diperoleh dalam pengujian ini berupa nilai % inhibisi yaitu nilai
penghambatan radikal bebas dan nilai inhibitory concentration 50% (ICso) yaitu konsentrasi
larutan sampel yang dibutuhkan untuk dapat menghambat atau mereduksi radikal bebas
sebanyak 50%.1° Sebelum melakukan uji aktivitas antioksidan terlebih dahulu dilakukan
pengukuran panjang gelombang maksimum DPPH dengan mengukur serapan larutan DPPH
yang telah ditambahkan metanol pada rentang 508 nm sampai 540 nm. Panjang gelombang
maksimum ditentukan dari puncak kurva sebab memiliki sensitivitas paling tinggi dan
ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang paling tinggi.2® Radikal DPPH memiliki warna
komplementer ungu. Panjang gelombang maksimum DPPH diperoleh pada 522 nm . Kontrol
positif yang digunakan adalah asam askorbat sebagai pembanding untuk mengetahui potensi
kekuatan antioksidan pada ekstrak yang diuji. Asam askorbat digunakan karena memiliki gugus
hidroksil yang banyak sehingga dapat mendonorkan lebih banyak atom hidrogen untuk
bereaksi dengan DPPH.19.20
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3.3 Nilai ICso

Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam nilai ICs, yaitu besarnya konsentrasi dari senyawa

yang memiliki kemampuan dalam meredam 50% radikal bebas. Berdasarkan pengujian
aktivitas antioksidan diperoleh nilai IC50 dari ekstrak metanol daun singkil, ditunjukkan pada
Tabel 2.

Tabel 2. Penentuan Nilai IC5, Ekstrak Metanol Daun Singkil (Premna corymbosa Roxb &

Wwilld.)
Sampel Konsentrasi Rata-rata  Inhibisi ICso Kategori
Uji (ppm) (%) (ppm)  Antioksidan
20 0,586 37,18
40 0,503 46,31
Singkil 60 0,458 51,26 50,77 Kuat
80 0,338 64,46
100 0,286 70,18
2 0,372 40,46
Asam 4 0,266 57,89 3,15 Sangat Kuat
Askorbat 6 0,195 69,57
8 0,142 78,28

Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan pada Tabel 2. menunjukkan bahwa semakin
kecil nilai IC;, maka akan semakin kuat untuk meredam radikal DPPH dan kemampuan
peredaman akan semakin menurun apabila nilai IC;, tinggi. Nilai absorbansi dipengaruhi oleh
konsentrasi sampel. Penambahan konsentrasi akan mengakibatkan penurunan pada nilai
absorbansi dan peningkatan pada % inhibisi. Hal ini dapat terjadi akibat adanya reduksi
radikal DPPH oleh antioksidan, semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun singkil ataupun
daun salam maka partikel-partikel senyawa antioksidan yang terkandung akan semakin
banyak sehingga semakin besar pula aktivitas antioksidannya.1?

Absorbansi sampel menurun diakibatkan elektron pada DPPH menjadi berpasangan dengan
elektron yang ada pada ekstrak yang ditandai dengan perubahan warna larutan dari ungu
menjadi kuning pucat.2! Beberapa metabolit sekunder seperti flavonoid maupun fenolik
mempengaruhi nilai aktivitas antioksidan. Dapat dilihat pada Tabel 2, hasil skrining fitokimia
metabolit sekunder baik pada ekstrak kasar daun singkil positif mengandung senyawa
flavonoid dan fenolik dengan uji perubahan warna yang cukup pekat pada ekstrak daun singkil
memungkinkan kedua ekstrak potensial antioksidan dengan aktivitas cukup kuat. Dalam reaksi
penetralan radikal bebas, aktivitas struktur dari fenolik didasarkan pada posisi maupun jumlah
gugus -OH.22 Adapun mekanisme reaksi peredaman radikal bebas oleh senyawa fenolik pada
Gambar 1.

DPPH  DPPH-H DPPH  DPPH-H

OH
Senyawa Fenolik

~ ¢}

Senyawa Polifenol
yang Terstabilkan

Gambar 1. Mekanisme Reaksi Peredaman Radikal Bebas oleh Senyawa Fenolik

Flavonoid merupakan salah satu senyawa pereduksi yang mampu menghambat berbagai
reaksi oksidasi. Flavonoid (FL-OH) dapat bertindak sebagai antioksidan karena memiliki
kemampuan untuk mentransfer sebuah elektron kepada suatu senyawa radikal bebas (Re) di
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mana (FL-OH)e merupakan radikal flavonoid.23 Mekanisme peredaman radikal bebas oleh
senyawa flavonoid pada Gambar 2.

o] o]
H, - H, RH
i FL- FL-»

Gambar 2. Mekanisme Reaksi Peredaman Radikal Bebas oleh Senyawa Flavonoid.23

Berdasarkan pada keterangan diatas diperoleh bahwa nilai ICso ekstrak metanol daun
singkil termasuk ke dalam aktivitas antioksidan yang kuat yaitu sebesar 50.77 ppm.

4.KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dari penelitian yang dilakukan dapat diperoleh kesimpulan yaitu: Nilai
Inhibitory Concentration 50% (IC50) aktivitas antioksidan ekstrak daun singkil (Premna
corymbosa Roxb & Willd.) sebesar 50,77 ppm berdasarkan uji aktivitas antioksidan dengan
metode peredaman DPPH.
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