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Pengaruh Metode Ekstraksi terhadap Kadar
Phenol dan Flavonoid Total, Aktivitas
Antioksidan serta Antilipase Daun Jati Belanda
(Guazuma ulmifolia)

(Effect of extraction methods on total phenol and flavonoid contents, antioxidant and antilipase
activities of West Indian elm leaves (guazuma ulmifolia))
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ABSTRACT: The leaf of Guazuma ulmifolia has been used traditionally for antiobesitas. The activity of antiobesitas was affected
by the content of bioactive compounds. Extraction is the primary step to obtain bioactive compounds from plant material. The
method and solvent used for extraction are crucial factors to produce extracts that have a high amount of active compounds. This
study aims to determine the total phenolic and total flavonoids content from ethanolic extracts, water extract, and infusions of G.
ulmifolia leaf and to evaluate the antioxidant and antilipase activity. Folin-Ciocalteu method was used to determine the phenolic
content, while flavonoid content determination was done using aluminium chloride colorimetric assay. The antioxidant activity
was done using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay, and the antilipase activity was quantified using p-nitrophenol release
from p-nitrophenyl butyrate (p-NPB) substrate-colorimetric assay. The result of G. uimifolia leaf extraction showed that the highest
yield was obtained from water extraction (10.50%). Whereas, the ethanolic extract was showed the highest total phenolic content
(67.761+1.811 mg GAE/g extract) and the highest total flavonoid content (124.643 + 1.033 mg QE/g extract). The same extract
also exhibited the highest antioxidant activity (IC,; = 6.544 + 0.271 ug/mL) and antilipase activity (IC, = 307.280 + 21.430 pg/mL).

Keywords: west indian elm; Guazuma ulmifolia; extraction methods; antioxidant; antilipase.

ABSTRAK: Daun Guazuma ulmifolia telah digunakan secara tradisional untuk antiobesitas. Aktivitas antiobesitas dipengaruhi
oleh kandungan senyawa bioaktif. Ekstraksi adalah langkah utama untuk mendapatkan senyawa bioaktif. Metode dan pelarut
ekstraksi merupakan faktor penting untuk menghasilkan ekstrak dengan jumlah kandungan senyawa aktif yang tinggi. Penelitian
ini bertujuan untuk menentukan kadar fenol dan flavonoid total dari ekstrak etanol, rebusan, dan infusa daun G. u/mifolia serta
untuk menentukan aktivitas antioksidan serta antilipase. Metode Folin-Ciocalteu digunakan untuk menentukan kadar fenol total,
sedangkan penentuan kadar flavonoid total dilakukan menggunakan uji kolorimetri aluminium klorida. Aktivitas antioksidan
ditentukan dengan metode 2,2-difenil-1-pikrillhidrazil (DPPH), dan aktivitas antilipase dikuantifikasi secara kolorimetri berdasarkan
pelepasan p-nitrofenol dari substrat p-nitrofenil butirat (p-NPB). Hasil penelitian menunjukkan bahwa rebusan memiliki rendemen
tertinggi (10,50%). Sebaliknya, ekstrak etanol menunjukkan total kandungan fenolik tertinggi (67,761 + 1,811 mg GAE/g ekstrak)
) dan total kandungan flavonoid tertinggi (124,643 + 1,033 mg QE/g ekstrak). Ekstrak yang sama juga menunjukkan aktivitas
antioksidan dan aktivitas antilipase tertinggi (IC, berturut-turut 6,544 + 0,271 ug/mL dan 307,280 + 21,430 pg/mL).

Kata kunci: jati belanda; Guazuma ulmifolia; metode ekstraksi; antioksidan; antilipase.

Pendahuluan C. xanthorrhiza [3]. Penelitian lain menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun G. whwifolia yang diberikan kepada
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lain polifenol dan flavonoid. Ada korelasi positif yang
bermakna antara penghambatan lipase pankreas dengan
kadar fenol dan flavonoid dari 28 tanaman obat [6].
Ekstrak daun G. #mifolia  memiliki  beberapa
kandungan fitokimia, termasuk polifenol dan flavonoid
[7] antara lain; asam kafeat, asam klorogenat, kuersetin,
kuersitrin, katekin, luteolin, rutin, dan tilirosid. Struktur
kimia senyawa-senyawa tersebut ditunjukkan Gambar 1
[8,9]. Hasil penelitian efek hambatan lipase ekstrak-ekstrak
Z. cassumunar, G. ulmifolia, dan M. paniculata menunjukkan
bahwa ketiganya mampu menghambat lipase. Demikian
juga campuran ketiga ckstrak tersebut menunjukkan
hal yang sama, tetapi efek hambatannya lebih kecil
dibandingkan ekstrak tunggal. Hasil penelitian tersebut
juga menunjukkan bahwa ekstrak G. w/mifolia memiliki
kandungan flavonoid dan tanin lebih tinggi dibandingkan
senyawa lainnya serta dibandingkan eckstrak tanamam
lainnya [10]. Keberadaan senyawa-senyawa ini diyakini
berperan dalam mencegah dan mengobati obesitas melalui
penghambatan enzim lipase dan mencegah stres oksidatif
Ekstraksi

memperoleh senyawa bioaktif dari simplisia tanaman.

merupakan langkah utama untuk

OH Sy

OH
OH
Asam kafeat

Luteolin

Kadar senyawa bioaktif dalam ckstrak tergantung pada
beberapa faktor. Metode dan pelarut yang digunakan
untuk ekstraksi adalah faktor penting untuk menghasilkan
ekstrak yang memiliki kadar senyawa bioaktif yang
tinggi [14]. Seperti disebutkan di atas, secara tradisional
proses ekstraksi G. wlmifolia dilakukan dengan merebus
daun dengan air. Hasil ekstraksi ini umumnya disebut
"jamu". Di sisi lain, menurut Farmakope Indonesia,
daun dickstraksi dengan menggunakan air pada 90 °C
selama 15 menit untuk mendapatkan infusa. Kedua cara
penyiapan herbal ini (jamu dan infusa) dimaksudkan untuk
segera digunakan. Namun demikian untuk industri obat
tradisional, yang biasanya membutuhkan ekstrak dalam
bentuk kering, metode ini kurang efisien karena tingginya
biaya penguapan air tanpa merusak senyawa bioaktif.
Mereka menggunakan pelarut organik untuk mengekstrak
senyawa bioaktif dari bahan tanaman untuk memudahkan
proses pengeringan. Oleh karena itu tujuan dari penelitian
adalah untuk mengevaluasi pengaruh cara penyiapan daun
G. ulmifolia, yaitu rebusan, infusa, dan ekstrak etanol,
terthadap kadar fenol dan flavonoid total serta terhadap

aktivitas antioksidan dan aktivitas antilipase.

Katekin

Tilirosid

Kuersitrin OH

Gambar 1. Kandungan polifenol dan flavonoid daun G. Ulwifolia
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Gambar 2. Hasil ekstraksi daun G. ulmifolia

Metode Penelitian

Bahan

Bahan yang digunakan adalah porcne pancreatic lipase
(PPL) (Sigma, USA), p-nitrofenil butirat (p-NPB) (Sigma,
USA), asam galat (Sigma, China), kuersetin (Sima, India),
folin ciocalteu (Merck, Jerman), DPPH (Aldrich, Jerman),
buffer tris (Sigma, USA).

Penyiapan Sampel

Daun G. uimifolia dikumpulkan dari Taman Nasional
Meru Betiri, Jember, dan diidentifikasi di Kebun Raya
Purwodadi, Jawa Timur. Daun disortir, dicuci, dan
dikeringkan sebelum dihaluskan menjadi bubuk. Ekstraksi
daun G. wuimifolia dilakukan dengan 3 (tiga) metode, yaitu
ckstraksi dengan etanol, perebusan, dan infusa.

Serbuk daun G. #lmifolia 200 g dimaserasi dengan 1 L
etanol 70% selama 24 jam, sambil sesekali diaduk. Setelah
penyaringan, residu dimaserasi lagi dua kali dengan cara
yang sama. Filtrat digabungkan dan dipekatkan dengan
rotary evaporator (Heidolph Laborota 4000) pada suhu dan

tekanan rendah. Ekstrak pekat yang dihasilkan digunakan
untuk pengujian lebih lanjut.

Rebusan dibuat berdasarkan metode tradisional,
yakni penyiapan jamu [1]. Secara singkat, serbuk simplisia
yang setara dengan 20 lembar daun, direbus dengan 3 gelas
air suling (* 600 mL) sampai volumenya tinggal % volume
semula. Selanjutnya dikeringkan dengan freeze dryer (Zirbus
Vaco 5). Rebusan kering digunakan untuk pengujian lebih
lanjut.

Infusa dibuat berdasarkan Farmakope Indonesia 1V,
yaitu 10 g serbuk simplisia dickstraksi dengan air suling
pada suhu 90 °C selama 15 menit. Setelah dingin disaring
dan dikeringkan dengan freeze dryer (Zirbus Vaco 5). Infusa

kering ini digunakan untuk pengujian lebih lanjut.

Penentuan Kadar Fenol Total (Total Phenol Content
=TPC)

Kadar fenol total ekstrak ditentukan berdasarkan
metode standar [15]. Secara singkat, 50 pL ekstrak (1 mg/
ml) atau standar asam galat (konsentrasi akhir 0,625, 1,25,
2,5, 3,75, 5 ug / mL) dicampur dengan 1,25 mL reagen

Tabel 1. Kadar fenol dan flavonoid total ekstrak etanol, rebusan, dan infusa daun

G. ulmifolia

Sampel

Kadar Fenol Total (mg GAE/g)

Kadar Flavonoid Total (mg QE/g)

Ekstrak etanol

rebusan

infusa 38,400 +2,348°

67,761+ 1,811°

31,220+0,159°

124,643 £1,033°
39,584 + 8,026°

35,943 + 8,469°

Huruf yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan yang signifikan (P<0.05)
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Gambar 3. Aktivitas antioksidan ekstrak etanol, rebusan, dan infusa daun G. wlwifolia

folin-ciocalteu (10%) dan 1,25 mL. Na,CO, (7%), kemudian
diinkubasi selama 60 menit pada suhu kamar. Absorbansi
campuran ini diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis (Hitachi U-1800) pada panjang gelombang 725 nm.
Kurva standar dibuat dengan memplot nilai absorbansi
terhadap konsentrasi asam galat. Estimasi TPC dalam
ekstrak ditentukan menggunakan persamaan kurva
standar. Penentuan TPC dilakukan dalam tiga replikasi dan
hasilnya dinyatakan dalam mg GAE/g ckstrak.

Penentuan Kadar Flavonoid Total (Total Flavonoids
Content =TFC)

Kadar flavonoid total ditentukan berdasarkan
metode kolorimetri yang mengacu pada metode yang
sudah ada [16]. Larutan ekstrak 150 ul (1 mg/mL) atau
standar kuersetin (konsentrasi akhir 5, 10, 20, 40, 60 pg/
mL) ditambahkan ke dalam 400 pL air suling. Kemudian
ditambahkan dengan 30 ul. NaNO, (5%) dan 30 uL
AICI3 (10%). Setelah 6 menit, ditambahkan 200 pL 1
M NaOH dan 240 pL air suling. Campuran dibiarkan
selama 15 menit, dan absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis (Hitachi U-1800) pada panjang
gelombang 415 nm. Kurva standar dibuat dengan memplot
nilai absorbansi terhadap konsentrasi kuersetin. Estimasi
TFC ekstrak ditentukan dengan menggunakan persamaan
kurva standar dan hasilnya dinyatakan dalam mg QE/g
ekstrak. Penentuan TFC ini dilakukan dalam tiga replikasi.

146

Uji Antioksidan

Penentuan aktivitas antioksidan dari ckstrak daun
G. ulmifolia terhadap 1,1-difenil-2-pikrillhidrazil (DPPH)
mengacu pada metode Molyneux [17]. Larutan ekstrak 500
ul (2,5; 5,05 7,5,10,0, dan 12,5 pg/mL) ditambahkan ke 500
wl larutan DPPH dalam metanol (50 pg/mL). Kemudian
campuran diinkubasi di ruang gelap pada suhu ruang
Setelah 15 menit, nilai absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis (Hitachi U-1800) pada panjang
gelombang 517 nm. Pengujian dilakukan dalam tiga
replikasi. Absorbansi (A) diubah menjadi persentase

aktivitas antioksidan menggunakan persamaan berikut.

Aktivitas antioksidan (%) = ((A blanko - A sampel) /
A blanko) x 100%

Regresi linier dibuat dengan memplot nilai aktivitas
antioksidan terhadap konsentrasi ekstrak. Regresi linier ini

digunakan untuk menghitung nilai IC_ dari ekstrak.

Uji Antilipase

Aktivitas antilipase ekstrak ditentukan dengan uji
kolorimetri, di mana pelepasan p-nitrofenol dari p-nitrofenil
butirat diukur berdasarkan metode yang telah dijelaskan
sebelumnya [18]. Larutan lipase pankreas disiapkan segera
sebelum digunakan. Lipase pankreas disuspensikan dalam
buffer Tris-HCI (2,5 mM, pH 7,4 mengandung 2,5 mM
NaCl) menghasilkan konsentrasi 5 mg/ml. (200 unit/mL)
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Tabel 2. Nilai IC50 ekstrak etanol, rebusan, dan infusa daun G. ulmifolia

1C50 (pg/mL)
Sampel
Antioksidan Antilipase
Ekstrak etanol 6,544 +0,271° 307,280 £ 21,430°
rebusan 10,121+ 0,468 465,832 £72,184°
infusa 7,097£0,26% 499,046 +62,475°

Huruf yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan yang signifikan (P<0.05)

dan dicampur menggunakan pengaduk selama satu menit.
Suspensi kemudian disentrifugasi pada 6000 rpm selama
10 menit, sehingga diperoleh supernatan yang yang berupa
larutan jernih. 25 pL larutan lipase pankreas dipreinkubasi
dengan 20 pL ekstrak (konsentrasi akhir 10, 20, 50, 200, 500
pg/mL) selama 15 menit pada suhu 37 °C dalam 96-well
microplate. Kemudian ditambahkan 20 pL substrat p-NPB
(10 mM dalam asetonitril). Volume diencerkan sampai 200
pl menggunakan buffer Tris-HCI dan diinkubasi selama 5
menit sebelum absorbansi diukur menggunakan wicroplate
reader (Dialab EILx800) pada 410 nm. Pengujian dilakukan
dalam tiga replikasi. Persentase penghambatan lipase dapat

dihitung dengan persamaan berikut.

Hambatan lipase (%) = ((A blanko - A sampel) / A
blanko x 100%

Analisis statistik

Hasil dinyatakan sebagai rata-rata * standar deviasi
(SD) dari tiga replikasi. Analisis regresi digunakan untuk
menghitung TPC, TFC, dan IC,, sedangkan adanya

perbedaan bermakna antara ekstrak etanol, rebusan, dan

RO*

RO'T

ROH

ROH

infusa ditentukan menggunakan analisis one-way ANOVA
dilanjutkan L.SD dengan nilai signifikansi 95%.

Hasil dan Diskusi

Hasil rendemen ekstrak daun G. #/mifolia dirangkum
dalam Gambar 2. Efisiensi ekstraksi ditentukan oleh hasil
ekstraksi. Hasil ekstraksi daun G. w/mifolia menunjukkan
bahwa hasil tertinggi diperoleh dari rebusan (10,50%)
diikuti oleh infus (9,44%) dan ekstraksi etanol (6,13%).

Kadar fenol total dari ekstrak dihitung dari kurva
standar asam galat menggunakan persamaan korelasi y
= 0,1847x + 0,0106 dengan koefisien determinasi R? =
0,9875. Sedangkan kadar flavonoid total dihitung dari
kurva standar kuersetin menggunakan persamaan korelasi
y = 0,0141x + 0,0926 dengan koefisien determinasi R?
= 0,9972. Kadar fenol dan flavonoid total untuk ekstrak
etanol, rebusan, dan infusa dirangkum dalam Tabel 1.
Ekstrak etanol mengandung fenol total tertinggi, diikuti
oleh infusa dan rebusan. Demikian pula, ekstrak etanol
memiliki kadar flavonoid total tertinggi. Tetapi kadar

flavonoid total rebusan dan infusa tidak menunjukkan

Radikal flavonoid yang distabilkan
dengan ikatan hidrogen

Struktur kuinon yang stabil

Gambar 4. Mekanisme antioksidan flavonoid (3’,4’-diOH flavonoid) RO¢ = radikal, ROH = radikal terstabilkan
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Gambar 5. Aktivitas antilipase ekstrak etanol, rebusan, dan infusa daun G. wiwifolia

perbedaan yang signifikan.

Hasil ekstrak dan jumlah senyawa bioaktif yang
terekstraksi dari bahan tanaman tergantung pada beberapa
faktor, diantaranya metode dan pelarut untuk ekstraksi.
Demikian juga aktivitas biologis ckstrak tergantung
pada teknik ekstraksi [19]. Hasil ekstrak tertinggi
ditunjukkan oleh rebusan. Hasil ini konsisten dengan
laporan sebelumnya yang menunjukkan bahwa hasil
ekstraksi dengan air lebih tinggi dibandingkan dengan
etanol [20]. Selain metabolit sekunder, daun G. wimifolia
juga mengandung metabolit primer yaitu protein dan
karbohidrat (gum xanthan) [21,22], yang diproduksi
dalam jumlah banyak dibandingkan metabolit sekunder.
Kedua metabolit primer ini bersifat polar, sechingga lebih
mudah larut ke dalam air [23]. Kemungkinan hal ini yang
menyebabkan rendemen rebusan dan infusa lebih banyak
dibandingkan ekstrak etanol [24]. Sebaliknya, kandungan
fenolik total dan flavonoid total ekstrak etanol lebih tinggi
daripada rebusan dan infusa. Senyawa-senyawa fenolik dan
aglikon flavonoid bersifat semipolar yang larut dalam etanol
[23], sehingga, meskipun rendemen ekstrak etanol paling
rendah, tetapi memiliki kandungan fenol dan flavonoid
total tertinggi. Hasil rendemen rebusan lebih tinggi
daripada infusa. Seperti disebutkan di atas, rebusan dibuat
dengan memanaskan 100 °C (air mendidih), sedangkan
infus dibuat dengan memanaskan 90 °C (dalam penangas
air). Hasil ini membuktikan bahwa suhu mempengaruhi
hasil ekstraksi, peningkatan suhu dapat meningkatkan hasil
ckstraksi, karena terjadi peningkatan kelarutan senyawa
metabolit skunder dalam simplisia tanaman [25,206].

Hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa

ekstrak etanol, rebusan, dan infusa memiliki aktivitas

148

antioksidan yang tergantung konsentrasi seperti yang
dipetlihatkan pada Gambar 3. Ekstrak etanol memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi, diikuti oleh infusa dan

rebusan. Hal ini ditunjukkan oleh nilai IC_, dimana

50?

nilai IC, terendah dimiliki oleh ekstrak etanol (Tabel 2).
Aktivitas antioksidan mungkin terkait dengan kandungan
fenolik dan flavonoid [27]. Faktanya, ekstrak ini memiliki
kadar fenol dan flavonoid total tertinggi. Fenol adalah
senyawa yang memiliki setidaknya satu gugus hidroksil,
dan keberadaan gugus hidroksil ini menyebabkan semua
senyawa fenolik menjadi reduktan. Reduksi berarti transfer
elektron, dan elektron ini disediakan oleh fenol sebagai
atom hidrogen dengan elektron tunggal (He). Atom ini
dihasilkan dari pemecahan ikatan O — H dengan proses
di mana masing-masing fragmen mempertahankan salah
satu elektron. He ini akan mengurangi jumlah oksidasi
yang disebabkan oleh radikal bebas [28,29]. Flavonoid
dapat berkontribusi pada aktivitas antioksidan dari ekstrak
tanaman, bahkan pada konsentrasi rendah. Hal ini terutama
disebabkan oleh adanya ikatan rangkap terkonjugasi, gugus
hidroksil pada C4' dan C3', dan katekol dalam cincin B
dalam struktur flavonoid (Gambar 4). Struktur semacam
itu menjadikan flavonoid sebagai sasaran untuk diserang
oleh radikal bebas dengan cara menggerakkan awan
elektron di sekitar cincin aromatik dan donor elektron,
schingga menghambat reaksi berantai dan menstabilkan
bentuk radikal [26,30].

Hasil uji aktivitas antilipase menunjukkan bahwa
persentase  penghambatan enzim meningkat dalam
tren hiperbolik seiring dengan peningkatan konsentrasi
ekstrak (Gambar 5). Sama seperti aktivitas antioksidan,

ckstrak etanol juga menunjukkan aktivitas antilipase
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tertinggi. Namun, aktivitas antilipase rebusan dan infusa

tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan (Tabel

2). Senyawa yang mungkin berkontribusi pada aktivitas
adalah fenol dan flavonoid. Senyawa fenol, seperti tanin,
dapat membentuk senyawa kompleks yang larut maupun
tidak larut dengan enzim karena pengikatan non-spesifik
pada permukaan enzim [31]. Demikian juga flavonoid
dapat bertindak sebagai inhibitor enzim karena mereka
membentuk senyawa kompleks dengan logam seperti
tembaga, magnesium, dan seng, yang diperlukan untuk
pemeliharaan konformasi tiga dimensi enzim [32]. Namun,
efek penghambatan flavonoid pada enzim lipase lebih
dominan daripada senyawa fenol lainnya [33].

Patogenesis obesitas merupakan proses kompleks
yang dipicu oleh konsumsi lemak yang berlebihan dan
kondisi hipoksia dalam jaringan adiposa. Kombinasi
kedua kondisi ini memicu adiposit untuk menghasilkan
ROS dan selanjutnya menyebabkan kondisi yang dikenal
sebagali stres oksidatif. Kondisi ini merangsang diferensiasi
adiposit dan akumulasi lemak dalam jatingan adiposa
[34]. Aktivitas antilipase dapat mengurangi penyerapan
lemak yang berlebihan, sementara antioksidan mencegah
stres oksidatif. Oleh sebab itu aktivitas antioksidan dan
antilipase dapat secara sinergis mencegah obesitas.

Hasil  penelitian  ini  memberikan  justifikasi
penggunaan daun G. ulmifolia dalam pengobatan tradisional
untuk pengelolaan obesitas. Oleh karena itu daun ini dapat
digunakan sebagai alternatif atau strategi pelengkap dalam
mengelola komorbiditas terkait obesitas dan juga sebagai
bahan baku yang mungkin untuk pengembangan obat
antiobesitas di masa depan. Hasil ini juga mengungkapkan
untuk pertama kalinya bahwa ckstraksi dengan etanol
dapat menghasilkan kandungan fenol dan flavonoid total
yang lebih tinggi dan memberikan efek antioksidan dan
antilipase yang lebih baik dibandingkan ekstraksi dengan

air, seperti pada penggunaan tradisional.
Kesimpulan

Hasil ekstraksi daun G. wmifolia dengan etanol
memberikan rendemen yang terendah dibandingkan
dengan metode ekstraksi lainnya. Namun, ekstrak etanol
memiliki kadar fenol dan flavonoid total serta aktivitas
antioksidan dan antilipase tertinggi dibandingkan dengan

rebusan dan infusa.
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