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Abstrak

Kedondong (Spondias dulcis) merupakan tumbuhan tropis yang diketahui memiliki aktivitas
antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana, etil
asetat dan metanol daun S. dulcis melalui penangkal radikal superoksida serta mengkarakterisasi
senyawa fitokimia pada ekstrak dengan LCMS/MS. Serbuk daun S. dulcis dimaserasi dengan n-heksana,
etil asetat dan metanol. Aktivitas antioksidan diuji melalui penangkal radikal superoksida. Ekstrak n-
heksana daun S. dulcis memiliki aktivitas antioksidan terbaik dengan nilai ICso sebesar 2080 pg/mL.
Berdasarkan LCMS/MS terdeteksi 6 senyawa pada ekstrak n-heksana yaitu pada waktu retensi (Rt)
3,23-9,89 menit. Senyawa ajmalin, skopoletin, skoparon, 3-metil-6-[[2-(2-metilbut-3-en-2-il)-1H-indol-
3-il]  metiliden]  piperazin-2,5-dion,  [3-hidroksi-3-metilbut-1-enil]-5,7-dimetoksi-2-fenil-2,3-
dihidrokromen-4-on, dan 4-hidroksi-3-(3-metilbut-2-enil)fenil]etanon.

Kata kunci: antioksidan, n-heksana, Spondias dulcis, superoksida.
Abstract

Ambarella (Spondias dulcis) is a tropical plant which is known to have antioxidant activity. This study
aims to determine the antioxidant activity of the n-hexane, ethyl acetate and methanol extracts of S.
dulcis leaves through superoxide radical scavenging and to characterize the phytochemical compounds
in the extract using LCMS/MS. S. dulcis leaf powder was macerated with n-hexane, ethyl acetate and
methanol. Antioxidant activity was tested through superoxide radical scavengers. The n-hexane extract
of S. dulcis leaves had the best antioxidant activity with an ICs, value of 2080 ug/mL. Based on
LCMS/MS, 6 compounds were detected in the n-hexane extract at retention time (Rt) 3.23-9.89 minutes.
Compounds Ajmalin, Scopoletin, scoparone, 3-methyl-6-[[2-(2-methylbut-3-en-2-yl)-1H-indole-3-yl]
methyldene]piperazine-2,5-dione, [3-hydroxy-3-methylbut-1-enyl]-5,7-dimethoxy-2-phenyl-2,3-
dihydrochromene-4-one, and 4-hydroxy-3-(3-methylbut-2-enyl)phenyl Jethanone.

Keywords: antioxidant, n-hexane, Spondias dulcis, superoxide

1 Pendahuluan komunikasi sel-selnya, terutama melalui reseptor

Sistem kekebalan tubuh sangat sensitif yang terikat membran untuk bekerja secara
terhadap stres oksidatif yang diakibatkan oleh efektif. Radikal bebas yang dihasilkan dari
ketidakseimbangan radikal bebas dalam tubuh peroksidasi lipid dapat ditunda atau dicegah
[1,2]. Sel-sel imun sangat bergantung pada dengan senyawa antioksidan [1]. Antioksidan
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dapat meningkatkan produksi interleukin-2,
meningkatkan jumlah subset sel T, berpotensi
sebagai sel pembunuh alami, meningkatkan
respons terhadap vaksin virus influenza dan
meningkatkan respon limfosit terhadap mitogen
[3].

Indonesia merupakan negara dengan
biodiversitas tinggi memiliki banyak tanaman
dengan potensi sebagai tanaman obat, kedondong
(Spondias dulcis) merupakan salah satunya.
Genus Spondias mengandung senyawa fitokimia
seperti saponin, sterol, tanin, triterpenoid, fenolik
dan flavonoid [4]. Fenolik merupakan golongan
senyawa sekunder terbesar yang ditemukan pada
tanaman dengan beragam aktivitas biologis seperti
antioksidan.

Berbagai penelitian telah dilakukan terkait
pengujian antioksidan terhadap tanaman genus
Spondias.  Pengujian  aktivitas  antioksidan
dilakukan terhadap ekstrak etanol yang berasal
dari berbagai bagian tanaman S. dulcis diperoleh
nilai 1Cso yaitu daging buah, kulit batang dan daun
masing-masing sebesar 19,109; 17,609; dan daun
13,687 pg/mL [5]. Ekstrak metanol daun S. dulcis
memiliki total flavonoid dan fenolik paling tinggi
dibandingkan jaringan lain yaitu sebesar 33,96 mg
kuersetin/g danl6,35 GAE/g [5,6], sedangkan
pada ekstrak kloroform daun S. dulcis memiliki
nilai 1Cso sebesar 8,96 pg/mL [6].

Eksplorasi senyawa metabolit sekunder serta
aktivitas terhadap antioksidan terutama enzim
SOD dari daun S. dulcis belum banyak dilaporkan.
Pada penelitian ini dilakukan eksplorasi potensi
antioksidan dari daun S. dulcis sebagai peningkat
sistem imun di masa new normal secara in vitro
melalui penangkal radikal superoksida, sehingga
diharapkan dapat dijadikan sebagai sediaan
farmasi dan dapat dijadikan sebagai senyawa
rujukan dalam isolasi dan pengembangan.

2  Metode Penelitian
2.1 Alatdan Bahan

LCMS/MS (Acquaty UPLC®H-Class
System, BEH C18, Xevo G2-S QTof), multimode
microplate reader, rotary vacum evaporator,
berbagai alat gelas laboratorium. Daun kedondong
(S. dulcis), n-heksana, kloroform, etanol 96%, etil
asetat, metanol, nitroblue tetrazolium chloride
(NBT) 98%, buffer fosfat 1,0 M pH 7,4 (25°C),
tetramethylethylendiamine  (TEMED)  99%,
riboflavin 98%, dan akuabides.

2.2  Ekstraksi Daun S. dulcis
Daun S. dulcis sebanyak 20 kg dikumpulkan

dari Kabupaten Pandeglang Banten. Sampel

dipersiapkan dengan cara  dibersihkan,
dikeringkan, dan dihaluskan. Pelarut n-heksana,
etil asetat dan metanol digunakan sebagai pelarut
pada proses maserasi serbuk halus daun S. dulcis.
Maserat dipekatkan dengan vacuum rotary
evaporator.

2.3 Ujiin vitro aktivitas antioksidan SOD [7]

Uji aktivitas SOD diawali dengan pembuatan
larutan sampel dengan variasi konsentrasi 100; 20;
10; 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1,5; 1; 0,5 uM. Selanjutnya
dilakukan pembuatan larutan reagen NBT 10 mM,
larutan Riboflavin 0,5 mM, larutan buffer fosfat
pH 74 1 M dan larutan TEMED 0,1 M..
Berikutnya dilakukan uji pendahuluan dimana
campuran larutan sampel dengan NBT diukur
absorbansinya dengan menggunakan microplate
reader (450-560 nm).

Selanjutnya dibuat larutan kerja 1 dan 2.
Larutan kerja 1 dibuat dengan menambahkan 320
pL larutan buffer fosfat, 170 pL larutan NBT, 160
pL larutan TEMED dan 240 pL larutan Riboflavin
ke dalam 19.110 pL akuades. Larutan kerja 2
dibuat dengan menambahkan 320 pL larutan
buffer fosfat, 170 pL larutan NBT, dan 160 pL
larutan TEMED tanpa riboflavin ke dalam 19.110
pL akuades. Larutan uji dibuat sebanyak 4 yaitu
larutan S, B1, B2, dan B3. Larutan uji S dibuat
dengan menambahkan 40 pL larutan sampel
dengan 200 pL larutan kerja 1. Larutan uji Bl
dibuat dengan menambahkan 40 pL metanol
dengan 200 pL larutan kerja 1. Larutan uji B2
dibuat dengan menambahkan 40 pL larutan
sampel dengan 200 pL larutan kerja 2. Larutan uji
B3 dibuat dengan menambahkan 40 pL metanol
dengan 200 pL larutan kerja 2. Absorbansi larutan
uji diukur pada microplate reader (560 nm), lalu
dihitung nilai 1Cs aktivitas SOD.

2.4  Karakterisasi ekstrak [8]

Ekstrak dengan aktivitas terbaik dianalisis
dengan LCMS/MS. Ekstrak dilarutkan dengan
pelarut yang sesuai. Larutan ekstrak sebanyak 20
ML disuntikan pada kolom C18 (RP18) superco
(diameter 2,1 mm, panjang 50 mm, ukuran
partikel 1,8 um), sistem Electrospray lonisation
(ESI) model ion positif. Kecepatan alir fasa gerak
0,3 mL/menit (metanol:air (9:1)
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3 Hasil dan Diskusi
3.1 Ekstrak daun S. dulcis

Senyawa fitokimia yang terkandung pada
daun S. dulcis terekstrak melaui proses maserasi
dengan bantuan pelarut senyawa organik. Hal ini
dikarenakan pelarut organik dapat memecahkan
dinding dan membran sel [9].

Pelarut n-heksana digunakan di awal proses
maserasi hal ini dilakukan untuk menarik
senyawa-senyawa yang bersifat non-polar seperti
sterol, asam lemak, kumarin, dan beberapa
terpenoid [10]. Selanjutnya maserasi
menggunakan etil asetat untuk menarik senyawa
fitokimia semipolar seperti flavonoid termetilasi,
flavonoid aglikon, beberapa alkaloid dan tanin dan
tahapan terakhir maserasi menggunakan metanol
untuk mengekstrak senyawa polar seperti fenolik,
flavonoid dan alkaloid [11]. Berikut disajikan data
% rendemen dari masing-masing ekstrak:

Tabel 1. Data rendemen ekstrak

Ekstrak Massa (g) % rendemen
n-heksana 200,5 3,71
Etil asetat 168,95 3,12
Metanol 150.56 2,78

3.2  Aktivitas antioksidan Ekstrak Daun S.

dulcis
Aktivitas antioksidan ekstrak daun S. dulcis
dianalisis dengan metode Riboflavin-

Nitrobluetetrazolium (Rb-NBT) dimana cara
kerjanya seperti enzim superoksida dismutase
(SOD). Metode uji antioksidan ini bekerja dengan
menangkal radikal bebas anion superoksida (O2").
Radikal superoksida akan bereaksi dengan
nitrobluetetrazolium  dan  diukur  serapan
kompleksnya pada panjang gelombang 560 nm
(Gambar 1) [12]. Radikal anion superoksida
adalah prekursor pembentukan spesi oksigen
reaktif lainnya (ROS). Oleh karena itu
penangkalan radikal superoksida sangat penting
agar dapat mencegah penyakit yang ditimbukan
akibat dari stres oksidatif.
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Gambar 1. Mekanisme reaksi penangkalan
radikal superoksida oleh reagen NBT
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Tabel 2. Aktivitas antioksidan ekstrak daun

S. dulcis
Ekstrak Nilai 1Cso (ppm)
n-heksana 2080
Etil asetat 3500
Metanol 2200
Ekstrak n-heksana daun S. dulcis

menghasilkan nilai antioksidan terbaik dengan
ICso sebesar 2080 pg/mL (Tabel 2). Nilai ICso
yang dihasilkan tersebut berada pada kategori
sangat lemah [13].

3.3 Karakteristik ekstrak n-heksana daun S.
dulcis

Karakterisasi dilakukan menggunakan LC-
MS/MS supaya dapat diketahui senyawa yang
terkandung di dalam esktrak. Fasa terbalik
digunakan pada sistem LC-MS/MS. Fasa gerak
bersifat lebih polar dibandingkan dengan fasa
diamnya. Fasa diam yang digunakan adalah kolom
C18 (oktadesil silana) [14]. Pemisahan yang
terjadi pada kromatogram cair dikarenakan
senyawa-senyawa yang bersifat kurang polar akan
tertahan lebih lama pada kolom C18. Tertahannya
senyawa-senyawa tersebut karena adanya gaya
Van der Waals. Senyawa polar akan terelusi lebih
cepat dengan fasa gerak, sehingga terjadi
pemisahan [15]. Hal ini menyebabkan pada
kromatogram akan terlebih dahulu muncul
senyawa yang bersifat lebih polar [16].

Gambar 2. Kromatogram esktrak
n-heksana daun S. dulcis

Ekstrak n-heksana yang dikarakterisasi
memunculkan sebanyak 6 senyawa Yyang
terdeteksi pada LC-MS/MS (Tabel 3).
Kromatogram yang didapatkan (Gambar 2)
memunculkan banyak senyawa, sedangkan hanya
sebanyak 6 senyawa yang terdeteksi. Hal ini dapat
terjadi akibat koelusi pada proses pemisahan.
Koelusi merupakan kejadian dimana 2 atau lebih
senyawa tidak terpisah secara kromatografi [17],
yang menyebabkan satu puncak kromatografi
berisi beberapa molekul senyawa. Berikut adalah
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senyawa-senyawa Yyang diperkirakan ada pada
ekstrak (Tabel 3).

Tabel 3. Perkiraan senyawa yang terdapat pada
ekstrak n-heksana daun S. dulcis

Rt Fit
Nama Senyawa (menit) Conf.
(%)

Ajmalin (1) 3,23 90
Skopoletin (2) 5,01 99
Skoparon (3) 7,20 94
3-metil-6-[[2-(2- 8,13 70
metilbut-3-en-2-il)-1H-
indol-3-il] metiliden]
piperazin-2,5-dion (4)
[3-hidroksi-3-metilbut-1- 9,60 85
enil]-5,7-dimetoksi-2-
fenil-2,3-
dihidrokromen-4-on (5)
4-hidroksi-3-(3-metilbut- 9,89 84

2-enil)fenil]etanon (6)

Hasil Kkarakterisasi menunjukkan bahwa
ekstrak n-heksana daun S. dulcis mengandung
sedikit senyawa yang memiliki gugus pendonor H
(Gambar 3). Hal ini dikarenakan ekstraksi pelarut
n-heksana bersifat non-polar sehingga hanya
dapat melarutkan senyawa fitokimia yang
memiliki kepolaran sama. Gugus H biasanya
memiliki peran penting dalam menangkal radikal
bebas.

Gambar 3. Struktur senyawa yang terkandung
pada ekstrak n-heksana daun S. dulcis

4  Kesimpulan

Nilai aktivitas antioksidan (ICsg) ekstrak n-
heksana daun S. dulcis sebesar 2080 pg/mL.
Berdasarkan analisis LCMS/MS ekstrak n-

heksana menunjukkan adanya 6 senyawa yang
terdeteksi yaitu senyawa ajmalin, skopoletin,
skoparon,  3-metil-6-[[2-(2-metilbut-3-en-2-il)-
1H-indol-3-il] metiliden] piperazin-2,5-dion, [3-
hidroksi-3-metilbut-1-enil]-5,7-dimetoksi-2-fenil-
2,3-dihidrokromen-4-on, dan 4-hidroksi-3-(3-
metilbut-2-enil)fenil]etanon.
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