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Abstrak

Antioksidan adalah senyawa yang mampu menangkal atau meredam dampak negatif dari oksidan yang ada di
dalam tubuh. Buah salak (Salacca zalacca (Gaert ) Voss) diketahui memiliki kandungan antioksidan yang hampir
sama dengan kandungan antioksidan pada buah kiwi dan manggis. Adanya distribusi metabalit sekunder yang
secara umum terjadi pada tumbuhan, memungkinkan adanya bagian lain dari tanaman salak yang juga
memiliki kandungan senyawa antioksidan, khususnya bagian biji salak yang seringkali dianggap limbah.
Penelitian ini bertujuan untuk mengufi aktivitas antioksidan dari ekstrak biji salak, serta menentukan golongan
senyawa apa yang berperan dalam menghasilkan aktivitas antioksidan tersebut. Ekstrek biji salak diperoleh
dengan menggiunakan metode refluks secara bertingkat menggunakan tiga pelarut berbeda kepolarannya (n-
heksana, etil asetat etanol 70%). Adapun metode analisis kualitatif yong digunakan untuk mendeteksi
keberadaan senyawa antioksidan adalah KLT dengan penampak bercak DPPH 0,29, serta analisis secara
kuantitatif menggunakan metade peredaman radikal bebas DPPH dengan spektrofotometer UV-sinar tampak.
Hasil pemantauan dengan KLT mengidentifikasi adanya senyawa antiaksidan pada ekstrak n-heksana, etil asetat
dan etanal biji salak. Adapun potensi antioksidan terbaik dimiliki aleh ekstrak etanol 70% biji salak dengan nilai
1€50 792,422 ppm, yang setara dengan 0,613% vitamin C. Golongan senyawa yang diduga berperon dalom
menghasiikan aktivitas antioksidan adalah gelongon alkaloid, tanin, polifenclat dan monoterpen/ sesquiterpen.
Kata Kunci: DPPH, antiaksidan, Salacca zalocca (Gaert.) Voss, biji

1. Pendahuluan

Indonesia merupakan negara dengan iklim tropis, oleh karena itu berbagai macam tanaman dapat
tumbuh dengan baik. Salah satu tanaman yang tumbuh dengan baik di Indonesia adalah Salacca
zalacca (Gaert.) Voss atau biasa dikenal dengan sebutan salak. Salak sudah dibudidayakan di
beberapa kota di Indonesia dan menjadi ciri khas dari kota tersebut, di antaranya salak condet dari
Jakarta, salak pondoh dari Yogyakarta, salak bali dari Bali dan salak sumedang dari Sumedang
(Rukmana, 1999:18-21).

Buah salak bisa dikonsumsi langsung atau diolah terlebih dahulu menjadi manisan maupun Keripik
salak. Daun salak secara tradisional digunakan sebagai antidiare, bagian kulit buahnya digunakan
sebagai antidiabetes. Biji salak yang memiliki tekstur keras tidak diolah dan seringkali dibuang
kerena dianggap sebagai sampah atau limbah salak. Tetapi di beberapa daerah seperti di Tapanuli
Selatan-Sumatera Utara dan di Sleman-Yogyakarta, biji salak diolah menjadi kopi dan dipercaya
oleh masyarakat sekitar dapat menurunkan tekanan darah tinggi dan mengobati asam urat
(Rukmana, 1999:75).

Beberapa penelitian ilmiah mengenai khasiat dari buah serta kulit salak telah dilakukan
sebelumnya. Penelitian yang dilakukan oleh Priyatno, dkk. {2012) mengenai efek antihiperurisimia
dalam ekstrak etanol buah salak, menunjukan bahwa ekstrak tersebut mampu menurunkan kadar
asam urat dalam darah tikus jantan. Selain itu Dembitsky, dkk (2011) menguji aktivitas biologi,
kandungan antioksidan dan kandungan senyawa aktif dari berbagai macam buah tropis, salah
satunya buah salak. Hasil penelitian ini menyatakan bahwa kandungan senyawa antioksidan di
dalam buah salak hampir sama dengan kandungan antioksidan di dalam buah kiwi (Actinidia
deliciosa, suku Actinidiaceae) dan buah manggis (Garcinia mangostana, suku Clusiaceae). Adanya
distribusi metabolit sekunder yang secara umum terjadi pada tumbuhan, memungkinkan adanya
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bagian lain dari tanaman salak yang juga memiliki kandungan senyawa antioksidan, khususnya
bagian biji salak yang pada umumnya dibuang oleh masyarakat.

Menurut Surya, dkk. (2013) ada beberapa metode yang dapat dilakukan untuk menguji aktivitas
antioksidan, di antaranya peredaman radikal bebas 2,2 difenil 1-pikril hidrazil (DPPH), Ferric
Reducing Antioxidants Power (FRAP), Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter (TRAP) dan
Asam 2,2 Azinobis (3-etilbenzatiazolin) 6-Sulfonat (ABTS). Jika dibandingkan dengan metode
lainnya, metode peredaman radikal bebas DPPH relatif lebih banyak digunakan karena mudah
cepat dan sensitif (Utomo, dkk., 2013).

Dari paparan di atas dapat dirumuskan permasalahan yaitu apakah biji salak mengandung senyawa
antioksidan seperti halnya buah salak? Berapa besar potensi peredaman ekstrak biji salak tersebut
terhadap aktivitas radikal bebas DPPH? Ekstrak apa yang memiliki potensi antioksidan terkuat?
Golongan senyawa yang berperan dalam menentukan aktivitas antioksidan pada ekstrak tersebut?

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan senyawa antioksidan dari ekstrak
biji salak, serta menentukan golongan senyawa apa yang berperan dalam menghasilkan aktivitas
antigksidan tersebut.

2. Metodologi, Hasil dan Pembahasan
2.1 Penyiapan bahan, penapisan fitokimia dan penetapan parameter standar

Pembuatan simplisia biji salak dilakukan dengan tahapan sortasi basah biji, pencucian, perajangan
dan pengeringan biji salak. Selanjutnya dilakukan proses ekstraksi dengan metode refluks
menggunakan tiga pelarut yang berbeda kepolarannya (n-heksana, etil asetat dan etanol 70%)
kemudian dilakukan penapisan fitokimia berdasarkan metode yang dijelaskan dalam Biological and
Phytochemical Screening of Plant (Farnsworth, 1966) untuk memberikan gambaran mengenai
kandungan golongan senyawa kimia yang terdapat pada bahan. Pada simplisia diketahui bahwa
dalam simplisia biji salak dan ekstrak etanol biji salak terdapat kandungan senyawa golongan
alkaloid, tanin, polifenol, kuinon, dan monoterpen/sesquiterpen.

Standarisasi yang dilakukan pada penelitian ini meliputi pengujian parameter standar non spesifik
dan parameter spesifik (Departemen Kesehatan, 2000). Pengujian parameter non spesifik yang
dilakukan pada simplisia meliputi penetapan kadar air, penetapan kadar abu total, penetapan
kadar abu tidak larut asam dan penetapan susut pengeringan. Sedangkan pengujian parameter
spesifik pada simplisia meliputi pengujian organoleptis, pengujian kadar sari larut air dan
pengujian kadar sari larut etanol. Sedangkan pengujian parameter standar untuk ekstrak biji salak
meliputi pengujian bobot jenis dan organoleptik.

2.2 Pemantauan ekstrak biji salak dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Pemantauan ekstrak biji salak dilakukan dengan menggunakan plat KLT GFzs4. Ekstrak n-heksana
dan ekstrak etil asetat dielusi dengan fase gerak n-heksana:etil asetat (8:2) sedangkan ekstrak
etanol dielusi dengan menggunakan fase gerak butanol:asam asetat:air (4:1:5}. Hasil pemantauan
ekstrak n-heksana dan ekstrak etil asetat dengan KLT dapat dilihat pada Gambar 1.

Ekstrak n-heksana (H) yang telah dielusi dengan fase gerak kemudian diamati di bawah sinar
tampak tetapi tidak terlihat bercak (Gambar 1.A(H}), sedangkan di bawah lampu UV 254 nm
teramati bercak (Gambar 1.B(H}). Hasil pengamatan pada lampu UV 366 nm menunjukan
terdapat 1 bercak (Gambar 1.C(H]}.
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Gambar 1. Profil KLT ekstrak n-heksana (H) dan ekstrak etil asetat (EA) dengan fase diam silika gel
dan fase gerak n-heksana:etil asetat (8:2). Diamati dengan A). Sinar tampak, B) Lampu UV 254 nm,
C) Lampu UV 366 nm.

Pola yang teramati di bawah lampu UV 254 nm, yaitu bercak n-heksana memiliki bentuk pipih ke
arah vertikal dengan warna bercak hijau. Pola dari bercak n-heksana yang teramati di bawah
lampu UV 366 adalah bercak berbentuk bulat dengan warna bercak ungu.

Ekstrak etil asetat (EA) yang telah dielusi dengan fase gerak kemudian diamati di bawah sinar
tampak tetapi tidak terlihat bercak {Gambar 1.A(EA)), sedangkan pengamatan di bawah lampu UV
254 nm teramati terdapat 1 bercak {Gambar 1.B{EA)) pola yang teramati di bawah lampu UV 254
nm yaitu berupa bercak etil asetat memiliki bentuk pipih ke arah horizontal dengan warna bercak
hijau. Di lain sisi pada hasil pengamatan dengan lampu UV 366 nm tidak teramati keberadaan
bercak dari ekstrak etil asetat.

Hasil pemantauan ekstrak etanol dengan KLT dapat dilihat pada Gambar 2, Ekstrak etanal yang
telah dielusi dengan fase gerak kemudian diamati di bawah sinar tampak tetapi tidak terlihat
bercak {Gambar 2.A(E)}), sedangkan pengamatan di bawah lampu UV 254 nm teramati 1 bercak
(Gambar 2.B(E)) dan pengamatan di bawah sinar UV 365 teramati 1 bercak {Gambar 2.C(E)).

Gambar 2. Profil KLT ekstrak etanol dengan fase diam silika gel dan fase gerak butanol:asam
asetat:air (4:1:5) diamati dengan A). Sinar tampak, B} Lampu UV 256 nm, C) Lampu UV 365 nm

Pola yang teramati di bawah lampu UV 254 nm memiliki bentuk lonjong berwarna hijau, sedangkan
pola yang teramati dj bawah lampu UV 366 nm, yaitu bercak etanol memiliki bentuk bulat dengan
warna biru.
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2.3 Analisis kandungan dan aktivitas senyawa antioksidan secara kualitatif

Analisis kandungan dan aktivitas senyawa antioksidan secara kualitatif dilakukan dengan
menggunakan plat KL.T GFzs4. Ekstrak n-heksana dan ekstrak etil asetat dielusi dengan fase gerak n-
heksana:etil asetat (8:2) sedangkan ekstrak etanol dielusi dengan menggunakan fase gerak
butanol:asam asetat:air (4:1:5). Hasil pemantauan ekstrak dengan kromatografi lapis tipis dapat
dilihat pada Gambar 3.

Ekstrak n-heksana (Gambar 3 (H)) yang telah dielusi dengan fase gerak kemudian disemprot
dengan penampak bercak DPPH, terdapat 4 bercak pada ekstrak n-heksana. Pola yang teramati
yaitu bercak ekstrak memiliki bentuk pipih ke arah horizontal dengan warna kuning.

Ekstrak etil asetat yang telah dielusi dengan fase gerak kemudian disemprot dengan penampak
bercak DPPH, terdapat 1 bercak yang mucul pada ekstrak etil asetat {Gambar 3(EA}). Pola yang
teramati pada bercak etil asetat yaitu bercak ekstrak memiliki bentuk bulat dengan warna kuning.

Ekstrak etanol yang telah dielusi dengan fase gerak kemudian disemprot dengan penampak bercak
DPPH, terdapat 1 bercak yang mucul pada ekstrak etanol {Gambar 3(E)) pola yang teramati pada
bercak etanol yaitu bercak ekstrak memiliki bentuk pipih dengan warna putih.

Gambar 3. Profil KLT ekstrak n-heksana (H), ekstrak etil asetat (EA) dan ekstrak etanol (E) dengan
fase diam silika gel dan fase gerak n-heksana:etii asetat (8:2) dan butanol:asam asetat:air (4:1:5).
Diamati setelah disemprot penampak bercak DPFPH.

2.4 Analisis kandungan dan aktivitas senyawa antioksidan secara kuantitatif

Uji kualitatif daya antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode peredaman radikal bebas
DPPH dengan prinsip pengukuran peredaman radikal bebas dalam pelarut organik polar seperti
etanol atau metanol pada suhu kamar oleh suatu senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan
{Molyneux, 2004: 211 - 216).

Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen tidak stabil dan memiliki
berwarna ungu gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa antioksidan, DPPH tersebut akan tereduksi
dan warnanya akan berubah menjadi kuning. Hal ini menunjukan bahwa semakin kuat suatu
senyawa antioksidan dalam mendonorkan atom hidrogen maka semakin tinggi aktivitas
antioksidannya {Dhianawaty, 2015: 63),

Kemampuan ekstrak untuk menghambat radikal bebas dapat diketahui melalui nilai persentase
aktivitas inhibisi dan penetapan nilai ICse. Tabel 1 menggambarkan nilai persentase aktivitas
antioksidan dan nilai 1Cse senyawa aktif dari masing masing ekstrak.
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Tabel 1 Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH ekstrak biji salak

? Konsentrasi {ppm) Rata-rata %6 [nhibest IC50 (ppm)
- Boimkn-heksana  Ekstrak enlasetat  Fhkstrk ctanol stk n-heksana  Fkstraketil asetat  Ekstrak etanol
T 250 - - 11.040F
2 S0 - - 3L760P o
3 750 - - 43,500
4 1000 291N 22480 70,080°0
) 0 ) ) I 222287 2208075 2422
6 1500 981 344800 90,6400
1 o0 19.680¢ 0 47.680°o -
8 1300 59.360° 58.400P -
9 3000 514800 67.040%0 -
_El 3500 TL760"a 753600 -
Keterangan :

- =Tidak dilakukan pengujian

Dari Tabel 1 dapat terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar persen
inhibisi ekstrak tersebut, maka semakin tinggi kemampuannya untuk menghambat radikal bebas
tersebut. Pada Gambar 5 diperlihatkan peningkatan aktivitas antioksidan seiring dengan
peningkatan konsentrasi dari ekstrak n-heksana.

80 —
_28 , /'/I£=O.Ol"x+l4‘006
250 T RE=09891
210 —— IC50=2122.28 ppm
50 W
$20 -

10 -

0 .

0 2000 4000

o konsentrasi (ppm) )

Gambar 5. Kurva aktivitas peredaman radikal bebas DPPH dari ekstrak n-heksana biji salak

Dari kurva tersebut diperoleh persamaan garis regresi linier y = 0,017X + 14,006 dan nilai I1Cso yang
dihitung dari persamaan garis tersebut adalah 2122,287 ppm. Dengan demikian diketahui bahwa
pada konsentrasi tersebut ekstrak n-heksana biji salak dapat menghambat 50% aktivitas radikal
bebas. Adapun senyawa yang diduga memiliki peran sebagai antioksidan dari hasil penapisan
fitokimia ekstrak n-heksana adalah senyawa pgolongan monoterpen dan sesquiterpen yang
memiliki karakter mudah menguapdan dapat berkurang kadarnya sehingga dapat berakibat pada
penurunan potensi antioksidan pada ekstrak n-heksana.

Sama halnya dengan ekstrak n-heksana, ekstrak etil asetat juga menunjukan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak etil asetat, maka kemampuannya untuk meredam radikal bebas juga semakin
meningkat, seperti yang tercantum pada Gambar 6.
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Gambar 6. Kurva aktivitas peredaman radikal bebas DPPH dari ekstrak etil asetat biji salak

Dari Gambar 6 terlihat bahwa seiring dengan kenaikan konsentrasi ekstrak etil asetat menunjukan
semakin besar pula kemampuannya untuk menghambat radikal bebas DPPH. Dari kurva tersebut
diperoleh persamaan garis regresi linier y = 0,0213X + 2,9687 dan nilai ICsp yang dhitung dari
persamaan garis tersebut adalah 2208,075 ppm. Dengan demikian diketahui bahwa pada
konsentrasi 2208,075 ppm, ekstrak etil asetat biji salak dapat menghambat 50% aktivitas radikal
bebas. Adapun senyawa yang diduga memiliki peran sebagai anticksidan dari hasil penapisan
fitokimia ekstrak etil asetat adalah senyawa golongan tanin, polifenolat dan
monoterpen/sesquiterpen.

Hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol biji salak menunjukan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak etanol, maka kemampuannya untuk meredam radikal bebas juga semakin

meningkat (Gambar 7).
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Gambar 7. Kurva aktivitas peredaman radikal bebas DPPH ekstrak etanol biji salak

Pada Gambar 7 diperlihatkan persamaan garis regresi linier vy = 0,0637X - 0,7147 dan nilai ICso
yang dhitung dari persamaan garis tersebut adalah 792,422 ppm. Dengan demikian diketahui
bahwa pada konsentrasi 792,422 ppm, ekstrak etanol biji salak dapat menghambat 50% aktivitas
radikal bebas, Adapun senyawa yang diduga memiliki peran sebagai antioksidan dari hasil
penapisan fitokimia ekstrak etanol adalah senyawa golongan alkaloid, tanin, polifenolat dan
monoterpen/ sesquiterpen.

Antioksidan pembanding yang digunakan pada penelitian ini adalah vitamin C dengan seri
konsentrasi antara 1-6 ppm. Diketahui bahwa kemampuan vitamin C dengan konsentrasi 6 ppm
mampu meredam radikal bebas DPPH sebesar 65,4%.
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lanjut kandungannya dengan pemantauan menggunakan KL1.
2.5 Pemantauan Ekstrak Terpilih Dengan KLT

Setelah plat KLT disemprot dengan penampak bercak FeCls teramati terdapat 1 bercak samar
berwarna hijau yang menandakan bahwa dalam ekstrak etanol terdapat senyawa golongan
polifenol.

3. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa di dalam biji salak (Salacca
zalacca (Gaert.) Voss memiliki aktivitas antioksidan. Potensi antioksidan yang dimiliki oleh ekstrak
yang diuji pada penelitian ini, dinyatakan sebagai nilai [Cso dalam penetapan aktivitas radikal bebas
DPPH. Ekstrak n-heksana memiliki [Cse 2122,287 ppm, ekstrak etil asetat 2208,075 ppm dan
ekstrak etanol 792,422 ppm.
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