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Abstract

Dioscorea hispida Dennst or Gadung tuber has known to contain phenol compound
which has antioxidant potency. Phenolic compound extraction made of Gadung tuber
research is still limited to explore the utility. The research aimed to extract the Gadung
tuber phenolic compound by ultrasonic-assisted extraction (UAE) method at 40°C, 40
kHz for 40 minutes used various solvents such as water, ethanol and methanol, then in
vitro antioxidant activity test. Total Phenol Content (TPC) was measured by
spectrophotometer UV-Visible based on the Folin-Ciocalteu reduction by gallic acid.
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was conducted to measure the antioxidant
activity. The result indicated that the highest total phenolic compound was from the
methanol extract of gadung tuber (4,467 + 0,752 gGAE/100g) and it also had the lowest
ICs0 (4,395 pg/mL).
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EKSTRAKSI BERBANTU ULTRASONIK DAN AKTIVITAS
ANTIOKSIDAN EKSTRAK UMBI GADUNG (Dioscorea hispida

Dennst) SECARA IN VITRO

Abstrak

Dioscorea hispida Dennst atau di Indonesia dikenal dengan umbi gadung diketahui
mengandung senyawa aktif fenol yang dapat memberikan aktivitas antioksidan.
Ekstraksi senyawa fenol dari umbi gadung masih belum banyak diteliti. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengekstraksi senyawa fenol menggunakan metode ultrasonic-assisted
extraction (UAE) dengan pelarut yang bervariasi yaitu air, etanol, dan metanol serta
menguji aktivitas antioksidannya. Penentuan kandungan fenol total (TPC) ekstrak secara
kuantitatif telah dilakukan menggunakan metode spektrofotometri uv-vis dengan prinsip
reaksi reduksi antara Folin—Ciocalteu dengan asam galat. Pengujian aktivitas
antioksidan ekstrak menggunakan metode peredaman 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH). Dari penelitian ini diketahui bahwa senyawa fenol total paling tinggi terdapat
pada ekstrak metanol umbi gadung yaitu sebesar 4,467 + 0,752 gGAE/100 g dengan
aktivitas antioksidan terkuat yang dilihat dari nilai ICso-nya yaitu sebesar 4,395 ug/mL.

Kata kunci: antioksidan, fenol, gadung, ultrasonic-assisted extraction
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Pendahuluan

Gadung (Dioscorea hispida Dennst.) atau secara internasional dikenal dengan
sebutan yam merupakan sejenis umbi yang juga tumbuh cukup melimpah di Provinsi
Jawa Barat. Di beberapa daerah di Indonesia termasuk di Provinsi Jawa Barat, umbi
gadung sering diolah menjadi berbagai makanan.! Namun umbi gadung mempunyai
kandungan alkaloid beracun bernama senyawa diocscorin dan kadar HCN tinggi yang
dapat mengakibatkan mual, muntah dan pusing jika dikonsumsi secara langsung atau
jika penanganannya tidak tepat. Hal ini menyebabkan umbi gadung kurang diminati.?®
Umbi gadung juga dimanfaatkan sebagai hama bagi hewan tikus atau rodentisida di
beberapa tempat.® Umbi gadung diketahui mengandung senyawa-senyawa bioaktif
seperti flavonoid, alkaloid, saponin, dan fenolik. Selain itu terdapat pula kandungan
protein, karbohidrat, inulin, glikosida dan diosgenin.”'° Uji aktivitas farmakologi yang
telah dilakukan menunjukkan bahwa umbi gadung dapat bersifat sebagai antikanker,
antioksidan, antiinflamasi dan antimikroba.'*14

Zat antioksidan adalah suatu zat yang dapat menangkal senyawa radikal bebas.
Senyawa radikal bebas (free radical) adalah suatu zat toksik yang mengakibatkan
beberapa gangguan stress oksidatif di antaranya peradangan kanker dan gejala-gejala
penuaan dini. Zat antioksidan yang berasal dari alam seperti fenol menjadi senyawa
yang menarik minat para ilmuwan karena dapat mendukung perkembangan obat dengan
efek samping yang lebih rendah.*>1¢

Salah satu senyawa aktif yang terkandung cukup banyak pada spesies Dioscorea
adalah senyawa fenol. Bagian daging dari umbinya diketahui mempunyai kadar fenol
yang lebih besar daripada bagian daunnya. Pada penelitian terdahulu diketahui bahwa
kadar fenol total pada ekstrak metanol hasil maserasi dari simplisia umbi gadung adalah
sebesar 160,65 + 0,18 mgGAE/g dengan ICsy sebesar 141.3 + 3.33 pg/mL yang
menunjukkan aktivitas antioksidan.'> Senyawa metal ester asam protokatekuat, p-
hidroksibenzaldehid asam kafeat dan asam klorogenat merupakan senyawa-senyawa
yang berhasil ditemukan pada tanaman umbi gadung dan golongan fenol.t’

Sampai penelitian ini dibuat, telah dilakukan penelitian ekstraksi terhadap senyawa
aktif fenol dari umbi gadung dengan metode konvensional seperti maserasi, sokhletasi,
dan juga metode MSPD (Matrix Solid Phase Dispersion).212181 Qleh karena
manfaatnya yang cukup besar dan potensial, maka riset berkenaan dengan ekstraksi
senyawa fenol menjadi suatu tantangan bagi para ilmuwan untuk mencari metode
ekstraksi yang paling efektif. Metode ekstraksi berbantu ultrasonik merupakan suatu
metode ekstraksi kerja cepat, ramah lingkungan (environmentally friendly) dengan
teknologi yang cukup baru, yang sesuai untuk ekstraksi senyawa aktif dengan optimal
dan efisien. Metode ekstraksi berbantu ultrasonik atau disebut juga Ultrasound-assisted
extraction (UAE) dapat menghasilkan gelembung kavitasi dalam sel biologi, khususnya
sel tumbuhan. Metode ekstraksi ini diketahui dapat meningkatkan persentase rendemen
ekstrak senyawa bioakti.?° Metode ini juga cukup ekonomis dan berpotensi besar untuk
dapat dikembangkan dan diaplikasikan.

Maka dari itu, tujuan dari penelitian ini adalah untuk memperoleh informasi
mengenai senyawa fenol secara kuantitatif dan aktivitas antioksidan dari umbi gadung
dengan metode UAE dengan pelarut air, etanol dan metanol. Ketiga pelarut tersebut
memiliki perbedaan tetapan dielektrik, namun kepolarannya sesuai dengan senyawa
fenol.
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Metode

Alat

Ultrasonic bath (Skymen, China), Oven (Memmert, Jerman), Spektrofotometer Uv-
vis (Agilent Technologies, USA) dan alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium
analisis.

Bahan

Dioscorea hispida Dennst. atau umbi gadung liar yang berasal di Kabupaten
Tasikmalaya (Nomor Surat Determinasi 3262/11.C0O2.2/PL/2019 dari SITH ITB), air,
metanol (Sigma Aldrich, USA), etanol (Sigma Aldrich, USA), air, reagen Folin-Ciocalteu
(Merck, Jerman), Asam Galat (Merck), Natrium Karbonat (Merck, Jerman), reagen 2,2-
diphenyl-1-picrylhidrazyl atau DPPH (Sigma Aldrich, USA) dan sebagai pembanding
digunakan Asam Askorbat (Merck, Jerman). Seluruh zat yang digunakan memiliki grade
pro analisis.

Tahap Ekstraksi Umbi Gadung

Setelah dibersihkan dari pengotor, umbi dikupas dan dibersihkan Kembali dengan
air yang mengalir. Bagian daging umbi kemudian dirajang sampai ukuran lebih kecil
sehingga dapat mempercepat proses pengeringan. Tahap pengeringan dilakukan pada
oven pengering dengan suhu 40°C, kemudian dihaluskan sampai terbentuk simplisia
serbuk®?, Simplisia serbuk sebanyak 10 gram dihomogenisasi dengan masing-masing
pelarut yaitu aquabides, etanol 96% dan metanol 90% sebanyak 100 mL pada botol
gelas yang berwarna gelap. Kemudian ekstraksi dilakukan dengan ultrasonic bath
dengan pengaturan frekuensi pada 40 kHz dan temperatur 40°C dengan waktu selama
40 menit. Ekstrak cair yang diperoleh kemudian disaring dan filtratnya dipekatkan
sehingga diperoleh ekstrak kental. Persentase rendemen dihitung dengan rumus yang
terdapat pada persamaan (1).

% Rendemen = 2020t ekstrakkental , 4 gg05 . (1)

bobot simplisia

Tahap Analisis Kuantitatif Fenol Total

Analisis kuantitatif senyawa fenol total dilakukan dengan prosedur seperti yang telah
dilakukan Miah tahun 2018 dengan modifikasi pada variasi konsentrasi asam galat.
Kandungan total enyawa fenol ekstrak dianalisis menggunakan reagen Folin-Ciocalteu.
Asam galat dilarutkan menjadi larutan standar dengan variasi konsentrasi 20, 25, 30, 35,
40, 45 dan 50 pyg/mL. Asam galat sebanyak 0,5 mL dicampurkan dengan NaCO3; 7,5%
sebanyak 2 mL dan reagen Folin-Ciocalteu 2,5 mL. Sebanyak 10 mg ekstrak kental
dilarutkan dalam 5 mL metanol. Selanjutnya, sebanyak 0,5 mL larutan ekstrak ditambah
2 mL larutan Na,CO3z dan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu dan. Proses inkubasi dilakukan
selama 35 menit, kemudian nilai absorbansi diukur pada panjang gelombang 760 nm
menggunakan spektrofotometer Uv-Visible. Kurva baku asam galat diperoleh dengan
menghubungkan absorbansi dengan konsentrasi. Satuan ¢gGAE (Gallic Acid
Equivalent)/100 g ekstrak adalah satuan yang digunakan untuk menyatakan kadar fenol
total (TPC) ekstrak umbi gadung.

Tahap Uji Aktivitas Antioksidan

Asam askorbat sebagai pembanding dilarutkan dalam pelarut metanol sampai
diperoleh konsentrasi 1000 pg/mL yang kemudian disebut sebagai larutan stok.
Kemudian dilakukan beberapa pengenceran terhadap larutan stok untuk memperoleh
konsentrasi larutan 0,5 — 2,5 yg/mL. Sejumlah 15,78 mg zat DPPH dilarutkan ke dalam
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100 mL pelarut metanol sehingga diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 mM.
Ekstrak dan larutan pembanding masing-masing sebanyak 2 mL dicampurkan dengan
larutan DPPH sebanyak 3 mL. Kemudian dilakukan tahap inkubasi selama 30 menit
dalam kondisi gelap pada temperatur kamar. Absorbansi diamati dengan
spektrofotometer UV-Visible pada panjang gelombang 517 nm. Peredaman radikal
bebas DPPH dinyatakan sebagai persentase inhibisi.

. .. . _ (Abs blanko—Abs sampel)
0 = 0
% inhibisi Absorbansi blanko) x 100%.......... (2)

Abs = Absorbansi

Tahap Analisis Data

Untuk tahapan analisis data statistik, maka masing-masing percobaan dilakukan
secara triplo (n=3) dan dihitung nilai standar deviasinya (t). Uji Tukey Post Hoc
digunakan dalam uji lanjutan dengan interval kepercayaan 95%.

Hasil dan Pembahasan
Hasil

Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) dengan variasi 3 jenis pelarut ekstraksi
menunjukan perbedaan nilai rendemen yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Persentase Rendemen Ekstrak Gadung

Jenis Ekstrak Rendemen (%)
Metanol 3,69 +1,27
Etanol 4,62 £ 0,63
Air 7,12 + 0,47

Data hubungan antara konsentrasi asam galat dengan nilai absorbansi yang
diperoleh disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Data Konsentrasi Dan Absorbansi Standar Asam Galat

Konsentrasi Absorbansi
(ng/mL)
20 0,265
25 0,338
30 0,433
35 0,534
40 0,631
45 0,719
50 0,818
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Gambar 1. Kurva kalibrasi baku asam galat

Hasil analisis kuantitatif fenol total ekstrak umbi gadung disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Analisis Kuantitatif Total Fenol Dalam Umbi Gadung
Kadar Fenol Total

Jenis Pelarut (g GAE/100g)
Metanol 4,467 £ 0,752
Etanol 3,274 + 0,352
Air 2,726 + 0,242

Hubungan persentase inhibisi dengan konsentrasi ekstrak disajikan pada Gambar
2,3 dan 4.

y = 11,332x - 27,007
Rz = 0,9927
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% Inhibisi
w
o
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Gambar 2. Kurva persentase inhibisi dengan konsentrasi ekstrak etanol
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Gambar 3. Kurva persentase inhibisi dengan konsentrasi ekstrak metanol
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Gambar 4. Kurva persentase inhibisi dengan konsentrasi ekstrak air
Hasil perhitungan nilai ICso ekstrak umbi gadung disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Umbi Gadung

Pelarut ICso (Mg/mL)

Metanol 4,395

Etanol 6,796

Air 8,809
Pembahasan

Ekstrak air umbi gadung memiliki nilai rendemen tertinggi dengan perbedaan yang
signifikan bila dibandingkan dengan ekstrak metanol dan ekstrak etanol (p<0,05). Hasil
tersebut menunjukkan pemilihan jenis kepolaran pelarut dalam ekstraksi berpengaruh
pada rendemen ekstrak yang diperoleh. Kepolaran suatu pelarut dapat ditunjukkan dari
nilai tetapan dielektriknya. Nilai tetapan dielektrik diartikan sebagai suatu gaya antara
dua partikel pada suatu molekul yang saling tolak menolak dan bermuatan listrik. Nilai
tetapan dielektrik berbanding lurus dengan kepolaran pelarut, artinya semakin tinggi
nilainya maka semakin polar sifat suatu pelarut. Tetapan dielektrik metanol, etanol dan
air berturut-turut adalah 24,70, 33,60 dan 80,10.2* Nilai rendemen ekstrak air umbi
gadung yang tinggi menunjukkan bahwa air mampu menarik senyawa aktif lebih banyak
dibandingkan pelarut lainnya karena perolehan senyawa aktif dalam proses ekstraksi
berdasarkan kemiripan polaritas dengan pelarut sehingga dapat diperoleh ekstrak yang
lebih banyak.
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Senyawa fenol merupakan senyawa yang bersifat polar, maka proses ekstraksi
senyawa fenol sebaiknya menggunakan pelarut yang bersifat polar. Efektivitas proses
ekstraksi bergantung pada sifat kelarutan senyawa senyawa bioaktif dalam pelarutnya,
selaras dengan prinsip like dissolve like.?? Contoh pelarut yang sering digunakan dalam
ekstraksi dan bersifat polar adalah air, etanol, metanol, dan air.

Hasil Analisis Kuanatitatif Fenol Total

Analisis kuantitatif senyawa fenol total dilakukan untuk memperoleh data banyaknya
senyawa fenol yang terkandung pada ekstrak gadung. Analisis kuantitatif fenol total
dilakukan dengan menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis dan reagen Folin-
Ciocalteu didasarkan pada prinsip reaksi reduksi oksidasi. Asam galat merupakan
pembanding yang digunakan pada analisis ini. Hasil uji pendahuluan diperoleh panjang
gelombang maksimum 760 nm dan lama inkubasi 35 menit setelah dilakukan uiji
penentuan operating time.

Pereaksi utama dalam analisi ini adalah Folin-Ciocalteu (3H>O-P,0s5-13WO0Os3-
5Mo00s-10H,0) atau disebut juga molibdo tungsto fosfotungstat heteropolianion.
Pereaksi ini akan bereaksi dengan fenol membentuk suatu senyawa kompleks
[(PMoW1104)s-] yang berwarna biru dan dapat diamati serapannya pada panjang
gelombang 760 nm dengan metode spektrofotometri uv-visible. Warna biru yang
terbentuk diakibatkan oleh reduksi logam Mo (VI) atau molybdenum dalam kompleks
Folin-Ciocalteu menjadi logam Mo (V) karena terdapat donasi elektron dari fenol.?® Kadar
senyawa reduktor, seperti fenol berbanding lurus terhadap instensitas warna yang
terbentuk.?* Jika suatu sampel memiliki kadar fenol yang tinggi, maka warna biru yang
terbentuk pada hasil analisis akan semakin pekat.

Larutan standar asam galat dibuat dalam beberapa konsentrasi, yaitu dari mulai
konsentrasi 20 ug/mL sampai dengan konsentrasi 50 pg/mL. Kurva standar yang
terbentuk diperoleh berdasarkan hubungan absorbansi dengan konsentrasinya.

Hubungan nilai absorbansi dan konsentrasi asam galat menghasilkan suatu
persamaan garis y= 0,0187x — 0,1207 dan nilai R (koefisien kolerasi) sebesar 0,9988.
Nilai R tersebut menunjukkan bahwa persamaan garis tersebut layak digunakan dalam
suatu metode analisis.

Persamaan regresi linear yang dihasilkan kemudian digunakan untuk menghitung
kadar fenol total dalam ekstrak umbi gadung. Berdasarkan hasil perhitungan tersebut
diketahui bahwa kadar fenol total tertinggi diperoleh dari ekstrak metanol yaitu
4,467+0,752 gGAE/100g ekstrak yang menunjukkan bahwa dalam 100 gram ekstrak
terdapat senyawa fenol yang jumlahnya setara dengan jumlah asam galat. Berdasarkan
hasil uji statistik, semua jenis ekstrak tidak memiliki perbedaan yang signifikan yang
ditunjukkan dengan nilai p>0,05.

Dilihat dari tingkat kepolarannya, air memiliki kepolaran lebih tinggi dibandingkan
dengan metanol dan secara teori seharusnya dapat menarik senyawa fenol lebih banyak
dibandingkan metanol. Hal ini bisa disebabkan karena adanya zat-zat pengganggu
seperti pengotor atau senyawa lainnya yang ikut terekstraksi sehingga mengganggu uji
kadar fenol total. Senyawa fenol yang terdapat pada umbi gadung merupakan senyawa
bioaktif yang cukup potensial dalam efek farmakologinya sebagai antioksidan.!?

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Gadung

Perubahan warna larutan dari ungu ke kuning merupakan hasil reaksi yang terjadi
berdasarkan prinsip dari metode peredaman radikal bebas DPPH untuk uji aktivitas
antioksidan ekstrak umbi gadung yaitu radikal bebas DPPH akan mengalami reduksi
akibat proses donor atom hidrogen atau elektronnya. Intensitas warna sebanding
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dengan jumlah elektron yang didonasikan dan diikuti dengan berkurangnya absorbansi
DPPH.? Pada penelitian ini, Panjang gelombang maksimal DPPH adalah 516 nm dan
absorbansi sebesar 0,578 yang sesuai dengan panjang gelombang teoritis untuk DPPH
yaitu antara 515-520 nm.%®

Asam askorbat berperan sebagai baku pembanding dalam penelitian ini dan dipilih
karena dapat meredam radikal bebas DPPH. Besarnya aktivitas antioksidan dari suatu
zat ditentukan oleh nilai Inhibitory Concentration (ICso) yaitu nilai konsentrasi suatu zat
yang dapat menghambat 50% aktivitas radikal bebas. Adanya variasi konsentrasi dari
larutan asam askorbat dan ekstrak bertujuan untuk mengukur nilai absorbansi sehingga
persentase inhibisi dapat dihitung.

Nilai 1Cso dapat ditentukan dari persamaan yang dihasilkan oleh kurva yang
menghubungkan antara konsentrasi dengan persentase inhibisi. Nilai 1Cso asam
askorbat sebagai pembanding pada uji ini adalah 2,061 ug/mL. Hasil perhitungan nilai
ICso ekstrak umbi gadung menunjukkan bahwa ekstrak metanol mempunyai aktivitas
antioksidan terkuat jika dibandingkan dengan dua ekstrak lainnya yaitu dengan nilai ICs0
sebesar 4,395 pg/mL. Bila dibandingkan dengan penelitian sebelumnya,*? nilai ICso
ekstrak metanol umbi gadung dengan metode ekstraksi maserasi adalah sebesar
141.3+£3.33 ug/mL, lebih besar dibandingkan nilai ICso ekstrak metanol pada penelitian
ini. Hal ini menunjukkan bahwa ekstraksi umbi gadung dengan Teknik UAE lebih baik
dibandingkan dengan Teknik maserasi.

Berdasarkan pernyataan Blois (1958) bahwa aktivitas antioksidan suatu zat
termasuk kategori aktivitas lemah jika nilai ICso > 150 ug/mL, kategori aktivitas sedang
jika nilai ICsp 101-150 ug/mL, termasuk kategori kuat jika nilai ICso 50-100 yg/mL dan
kategori sangat kuat jika nilai ICso < 50 pg/mL.?%’

Hasil perhitungan nilai ICso pada penelitian ini menunjukkan bahwa semua ekstrak
umbi gadung mempunyai aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa adanya korelasi antara konsentrasi fenol dengan nilai ICso ekstrak
umbi gadung. Hubungan tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi total fenol, maka
kekuatan antioksidannya semakin tinggi. Senyawa fenol yang terdapat pada tanaman
mempunyai sifat oksidasi-reduksi, sehingga dapat berperan sebagai senyawa
antioksidan.?® Aktivitas antioksidan dari senyawa fenol terjadi berdasarkan mekanisme
reaksi reduksi-oksidasi, yaitu senyawa fenol berfungsi sebagai pereduksi radikal bebas
yang pada awalnya zat reaktif kemudian akan terbentuk menjadi zat yang non reaktif.
Oleh karena itu, zat radikal bebas terhambat pembentukannya dan efek serangan radikal
bebas seperti kerusakan dapat diperbaiki maupun dihambat. Mekanisme lainnya yaitu
bahwa senyawa fenol mempunyai gugus hidroksi yang dapat mendonasikan atom
hidrogennya dan mampu menetralisasi kekurangan elektron pada zat radikal bebas.?®

Kesimpulan

Proses ekstraksi senyawa golongan fenol dari gadung dengan metode UAE lebih
efisien dan cepat dibandingkan metode maserasi. Perbedaan pada jenis pelarut dalam
ekstraksi dapat mempengaruhi total kadar fenol serta kekuatan sifat antioksidan dari
ekstrak gadung. Semua jenis ekstrak umbi gadung mempunyai aktivitas antioksidan
yang cukup tinggi yang ditunjukkan dengan ICso < 50 pg/mL. Kandungan fenol total
ekstrak umbi gadung memiliki korelasi dan berbanding lurus dengan kekuatan aktivitas
antioksidan. Dari hasil penelitian ini memperlihatkan potensi farmakologi umbi gadung
yang cukup baik sebagai antioksidan.
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