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ABSTRACT

Curcuma longa Linn. is widely used in Indonesia.as an important traditional medicine. Curcuminoids are the mosl
important compound of C. longa which is responsible for its antioxidant activity. A comparative study of maceration
microwave, and sonication methods using 70% ethanol as a solvent has been assessed for the antioxidant activity anc
curcuminoids content of the fresh and dried rhizome of C. longa. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) assay was usec
for measuring antioxidant activity and spectrophotometry for curcuminoids contents. The 70% ethanol extracts fror
sonication method possessed the highest antioxidant activity and curcuminoids content. The ICs, values of antioxidani
activity from 70% ethanol extract of fresh and dried rhizome of C. longa were 69.24 to 215.32 and 35.44 to 61.53 ¢
mL?, respectively. The curcuminoids content from 70% ethanol extract of fresh and dried rhizome of C. longa wer¢
1.89 to 2.45 and 7.17 to 17.91 %. A positive correlation between antioxidant activity and the curcuminoids conten

was found in the three of extraction methods.
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PENDAHULUAN

Bertambah pesatnya ilmu pengetahuan dan teknologi di
dunia mendorong terjadinya perubahan pada pola
hidup masyarakat yang kurang sehat. Menurut Legards
et al. (2002), hal tersebut berdampak pada munculnya
berbagai penyakit degeneratif yang dapat diatasi
melalui penggunaan antioksidan. Berbagai penelitian
menunjukkan bahwa beberapa tumbuhan sebenarnya
ada yang bermanfaat sebagai antioksidan. Menurut
Khlifi et al. (2005), antioksidan yang berasal dari
tumbuhan dapat mencegah kerusakan oksidatif melalui
reduksi dengan radikal bebas, membentuk kelat
dengan senyawa logam katalitik, dan menangkap
oksigen. Salah satu tumbuhan yang diketahui
mengandung antioksidan yaitu kunyit (Ramsewak et al.
2011). Tanaman ini memiliki kandungan kurkuminoid
hingga 9%v (Jayaprakasha et al. 2002).

Selama ini kunyit dikenal sebagai rempah-rempah
(bumbu masakan), bahan pewarna dan obat tradisional
(jamu). Khasiat kunyit lainnya yaitu dimanfaatkan pada
pengobatan penyakit kuning, infeksi parasit, bisul,
berbagai penyakit kulit, radang sendi, gejala flu, dan
menghangatkan tubuh. Kurkuminoid pada kunyit
dilaporkan berfungsi sebagai antioksidan, antikanker,
antibakteri, antivenom, antimutagen, dan antiinflamasi
(Jayaprakasha et al. 2005, Jayaprakasha et al. 2006).

Sebagaimana terjadi pada obat bahan alami
lainnya, teknik ekstraksi kurkuminoid yang berasal dari
kunyit masih dalam proses pengembangan. Metode
yang biasa digunakan yaitu secara maserasi,
dengan merendam serbuk simplisia ke dalam pelarut.

Teknik ini hanya menggunakan peralatan sederhana
namun waktu ekstraksi yang digunakan cenderunt
lama dan hasilnya kurang sempurna (Hartmann et ai
2000). Sampel yang digunakan pun biasanya haru
melalui tahap pengeringan terlebih dahullj sehingga di
nilai kurang efisien. Berdasarkan permasalahan terse
but maka diperlukan adanya suatu metode ekstraks
kurkuminoid yang dapat menghasilkan kurkuminoi
dengan aktivitas antioksidan tinggi dalam waktu lebi
singkat, misalnya tanpa melalui tahap pengeringan da
penggunaan modifikasi teknik maserasi.

Modifikasi teknik maserasi dapat dilakukan melalt
sonikasi dan gelombang mikro. Metode sonika:
memanfaatkan gelombang ultrasonik berfrekuensi lebi
dari 20kHz yang dapat menghancurkan sel tanama
sehingga mempercepat proses perpindahan mass
senyawa bioaktif dari dalam sel ke pelarut (Vinator
2001). Sementara itu, gelombang mikro memanfaatka
frekuensi sebesar 2500 mHz yang menembus larute
secara merata sehingga atom tereksitasi dz
menghasilkan panas. Proses tersebut tidak melibatke
konduksi panas seperti pada oven (Wang & Well
2006). Teknik ekstraksi secara sonikasi dan gelombar
mikro diketahui dapat meningkatkan efisiensi ekstrak
serta membutuhkan waktu yang lebih sedikit (Roldan
al. 2008; Mandal et al. 2007a). Hingga saat i
ekstraksi melalui gelombang mikro serta pengguna:
ekstrak segar belum diketahui korelasinya terhad:
aktivitas antioksidan ekstrak dan kadar kurkumino
yang dihasilkan. Penelitian yang telah ada mas
terbatas pada hubungan aktivitas antioksidan ekstri
dengan kadar kurkuminoid yang dihasilkan pa
ekstraksi suhu ruang.
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penelitian ini bertujuan membandingkan kadar
kurkuminoid ekstrak kunyit simplisia dan ekstrak
segarnya berdasarkan ekstraksi maserasi konvensional
dan modifikasinya secara sonikasi dan gelombang
mikro dengan menggunakan pelarut etanol 70%.
penelitian juga bertujuan ~mengetahui korelasi
kandungan kurkuminoid dan aktivitas antioksidan
ekstrak-ekstrak penggunaan
gelombang mikro diduga dapat meningkatkan kadar

kurkuminoid ekstrak kunyit namun belum diketahui

tersebut, karena

korelasinya terhadap aktivitas antioksidan. Hipotesis
penelitian ini adalah modifikasi maserasi dan jenis
berbeda terhadap kadar
kurkuminoid dan aktivitas antioksidannya, yaitu dengan

ekstrak berpengaruh

meningkatnya kandungan kurkuminoid yang
terekstraksi dan aktivitas antioksidannya yang
meningkat pula. Penelitian ini diharapkan memberikan
informasi ilmiah mengenai teknik yang lebih efisien
dalam menghasilkan kurkuminoid dengan aktivitas
antioksidan tertinggi melalui pemanfaatan ekstraksi
maserasi, sonikasi, ataupun gelombang mikro pada
ekstrak kunyit simplisia dan ekstrak kunyit segar.
Teknik ekstraksi kurkuminoid yang memiliki aktivitas
antioksidan tinggi diharapkan dapat menjadi dasar
pada proses ekstraksi lainnya baik pada skala
laboratorium maupun industri.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan yaitu kunyit, etanol p.a,
THF  (Tetrahidrofuran), = metanol p.a, standar
kurkuminoid, dan DPPH. Alat-alat yang digunakan yaitu
neraca timbang, Erlenmeyer, tabung reaksi, corong,
kertas saring, gelas piala, dan microwell. Selain itu
digunakan juga ultrasonic bath 42kHz, microplate
reader EPOCH, spektrofotometer UV-VIS U-2800,
microwave NN-SM320M.

Persiapan Kunyit

Rimpang kunyit berus'ia 9 bu|aﬁ yang berasal dari
BALITRO dibagi menjadi dua kelompok, yaitu yang
akan dijadikan sebagai ekstrak segar dan ekstrak
simplisia. Sampel yang akan dijadikan simplisia diiris
secara manual dan melalui tahap pengeringan,
sedangkan sampel

segarnya melalui proses

pemblenderan sebelum diekstraksi.
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Penetapan Kadar Air (AOAC No 934.01 1998)

Cawan porselin dicuci lalu dikeringkan pada suhu 105°C
selama 30 menit. Setelah didinginkan dalam eksikator,
cawan ditimbang dan sebuah kunyit segar dimasukkan
ke dalamnya. Kunyit dikeringkan pada suhu 105°C
selama 24 jam. Penetapan kadar air simplisia dilakukan
dengan ditimbangngnya 2 g (dicatat sampai empat
desimal dalam gram) bahan ke dalam cawan, serta
melalui tahap pengeringan pada suhu 105°C selama 24

jam. Masing-masing sampel dilakukan sebanyak 3

ulangan. Setelah didinginkan dalam eksikator, sampel
ditimbang dan diukur kadar airnya. Kadar air kunyit
segar adalah 92.12%, sedangkan kadar air simplisia
yaitu 5.39%.

_ b—(c-a)

Kadar air x 100%

Keterangan:
a = Massacawan kosong
b = Massasampel
¢ = Massaaknir

Ekstraksi Maserasi (BPOM 2004)

Sampel kunyit dimasukkan dalam maserator dan
ditambahkan etanol 70% dengan nisbah pelarut 1:10.
Serbuk kunyit yang digunakan yaitu sebanyak 4.5
gram. Massa kunyit segar yang digunakan dihitung
berdasar massa padatnya. Kemudian sampel direndam
6 jam sambil sesekali diaduk. Selanjutnya sampel
didiamkan selama 24 jam dan dipisahkan maseratnya.
Proses tersebut diulang sekali lagi dengan jumlah dan
jenis pelarut yang sama. Lalu semua maserat
dikumpulkan dan diuapkan dengan penguapan vakum
sampai diperoleh ekstrak pekat. Selanjutnya rendemen
ditentukan dengan membandingkan bobot ekstrak yang
diperoleh setelah dipekatkan terhadap bobot sampel
kering yang diekstraksi.

maysa akhir - massawadah

massa padat

Rendemen = x 100%

Ekstraksi Sonikasi (Rouhani et al. 2009)

Tahap ekstraksi sonikasi menggunakan jumlah sampel
dan pelarut yang sama dengan ekstraksi maserasi.
Larutan disonikasi selama 15 menit. Ekstrak disaring
dengan menggunakan kertas saring, kemudian filtrat
yang diperoleh dipekatkan menggunakan penguapan
vakum hingga diperoleh ekstrak pekat dan diihitung
rendemennya.



Ekstraksi Gelombang Mikro (Mandal et al. 2007b)

Tahap ekstraksi gelombang mikro menggunakan
jumlah sampel dan pelarut yang sama dengan ekstraksi
maserasi dan sonikasi. Larutan dimasukkan dalam
microwave selama 4 menit pada mode temperatur
Med-High  (£65°C).  Ekstrak dengan
menggunakan kertas saring, kemudian filtrat yang
diperoleh dipekatkan menggunakan penguapan vakum
hingga diperoleh ekstrak pekat dan

disaring

dihitung
rendemennya.

Analisis Kuantitatif Kurkuminoid (ASEAN 1993)

Standar kurkuminoid 50 ppm diencerkan dengan
metanol sehingga didapat konsentrasi 0.625, 1.25, 2.5,
3.75, 5, dan 6.25ppm. Setelah itu, serapan diukur
menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang
gelombang 420 nm, untuk membuat kurva standar.
Sebanyak 50 mg ekstrak pekat dimasukkan ke dalam
labu takar 5 ml, ditambahkan THF sampai tanda tera,
dan disimpan selama 24 jam pada suhu ‘kamar dalam
kedaan gelap. Setelah 24 jam penyimpanan, larutan
disaring dan 0.1ml
dimasukkan ke dalam labu takar 25 ml, kemudian
ditera

sebanyak supernatannya

dengan metanol. Selanjutnya larutan
dihomogenkan hingga larut sempurna dan diukur

serapannya pada panjang gelombang 420 nm.

Aktivitas Antioksidan DPPH (Aranda et al. 2009).

Larutan kunyit dibuat stok sebesar 200 ppm dengan
pelarut etanol p.a. Konsentrasi sampel yang digunakan
yaitu 200 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, dan 12.5
ppm. Selanjutnya dimasukkan masing-masing 100 pL
sampel dan 100 pL DPPH 125 pM pada tiap well.
Aktivitas antioksidan diuji sebanyak 2 ulangan pada
masing-masing 3 ulangan sampel ekstrak. Selanjutnya
larutan diinkubasi pada temperatur 37°C selama 30
menit. Absorbans dibaca pada panjang gelombang 517
nm menggunakan microplate reader.

Analisis Statistik (Mattjik & Sumertajaya 2006)

Uji statistik yang dilakukan pada penelitian ini adalah
menggunakan Analysis of Variance (ANOVA), sedang-
kan rancangan percobaan yang digunakan adalah
model RAL (Rancangan Acak Lengkap). Selanjutnya
dilakukan uji lanjut Tukey terhadap parameter yang
memiliki perbedaan nyata. Parameter yang dianalisis
antara lain hubungan perlakuan dengan kadar

kurkuminoid dan hubungan perlakuan terhadap ICso.
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Selain itu dilakukan juga uji korelasi antara aktivita

antioksidan dengan kadar kurkuminoidnya. Rancangai

percobaan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL

yang digunakan adalah sebagai berikut:
Ys=p+Ti+e ;i=1,23.;j=123.

Keterangan:

Y5 = nilai pengamatan pada perlakuan ke-i, kelompok ke-j

M = rata-rata umum

Ti = (Wi-p ) = pengaruh rataan ke-i
gy = galat percobaan atau komponen acak.

HASIL & PEMBAHASAN
Kadar Kurkuminoid

Kadar kurkuminoid ekstrak kunyit ditentukan melal
pembuatan kurva standar yang diukur pada spektr¢
fotometer panjang gelombang 420 nm. Persamac
garis yang dipeoleh yaitu y=0.3897x + 0.0105, denge
R?=0.9993. Berdasarkan penelitian, kadar kurkumino
tertinggi terjadi pada ekstrak simplisia kunyit yar
berkisar antara 7.17-12.71%, sedangkan kad:
kurkuminoid ekstrak segar hanya berkisar 1.89-2.45'

(Gambar 1). Lebih kecilnya kandungan kurkumino

pada ekstrak segar disebabkan karena ketil
diekstraksi, rimpang masih mempunyai kandungan &
sangat tinggi (92.12%) sehingga menurunki

konsentrasi pelarut pada saat pemrosesannya d:
menyebabkan pelarut menjadi lebih bersifat polz
Akibatnya, senyawa kurkuminoid yang bersifat let
nonpolar menjadi lebih sulit terlarut dalam pros
ekstraksi kunyit segar dibanding proses ekstraksi kun'
simplisia. Polaritas air lebih tinggi daripada etar
sehingga pelarut pada ekstrak segar lebih polar diba
dingkan pelarut ekstrak simplisia, akibatnya tekr
ekstraksi segar lebih dapat mengekstrak senyawa po’
seperti karbohidrat, mineral, dan vitamin (Campbell
al. 2002; Almatsier 2003). Kunyit memiliki kandung
karbohidrat sebesar 60-70%, serta mineral & vitan
hingga 6% (Suranto 2004). Menurut Rouhani (200!
kadar kurkuminoid ekstrak kunyit menggunak
pelarut etanol 70% adalah lebih tinggi dibanding kac
kurkuminoid menggunakan etanol konsentrasi lainnyz

Hasil uji Tukey menunjukkan bahwa kadar kurkun
ekstrak simplisia berbeda nyata pada masing-masi
perlakuan. Kadar kurkuminoid ekstrak simplisia sonil
si lebih tinggi (17.91%) dibandingkan dengan eksti
maserasi  (12.71%) dan ekstrak gelombang mil
(7.17%). Hal ini disebabkan karena lebih banyakr
gesekan antar membran akibat fenomena kavit
gelombang uitrasonik pada pelarut sehingga senya
metabolit yang berdifusi keluar sel adalah lebih bany:
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Proses sonikasi memiliki frekuensi 25 kHz, yang artinya
terdapat 25000 getaran yang terjadi setiap detiknya.
Ketika gelombang ultrasonik melewati cairan, akan
terjadi tekanan negatif yang melebihi kekuatan lokal
pada cairan & menghasilkan kavitasi gelembung mikro
dalam cairan, Gelembung ini akan menyerap energi
berdasarkan gelombang suara dan terus berlangsung
selama proses ekstraksi sehingga terjadi peningkatan
tekanan dan suhu yang menyebabkan perpindahan
" massa dalam bahan tanaman (Rouhani et a/ 2009).

Rendahnya kadar kurkuminoid pada ekstraksi
gelombang mikro disebabkan karena tingginya suhu
pemanasan gelombang mikro yaitu 65°C sehingga
terjadi kerusakan struktur kurkuminoid. Menurut
Karthikeyan et al 2006), pemeriksaan Scanning
(SME) dari
diperlakukan pada suhu ruang dan penggunaan panas
refluks hanya menyebabkan sedikit pecah pada
permukaan sampel, selain itu tidak ada perbedaaan
struktural antara keduanya. Namun pada ekstraksi

Micrograph  Electron sampel yang

melalui  gelombang mikro, permukaan sampel
ditemukan sangat hancur. Hal ini menunjukkan bahwa
penggunaan gelombang mikro dapat mempengaruhi
struktur sel akibat peningkatan suhu yang tiba-tiba
serta adanya tekanan internal yang membesar.
Mekanisme ekstraksi gelombang mikro berdasarkan
interaksi analit dengan pelarut melalui pecahnya se!
adalah berbeda dengan proses ekstraksi panas refluks
yang bergantung pada serangkaian proses solubilisasi
untuk mengeluarkan analit dari matriksnya. Selama
proses pemecahan sel pada ekstraksi gelombang mikro,
terjadi eksudasi cepat dari zat kimia di dalam sel ke

dalam pelarut sekitarnya.

Ekstrak simplisia ® Ekstrak segar

25.00' -

mikro

R 17.91b

' ’ 12.71a
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Metode ekstraksi

Gambar 1. Diagram kadar kurkuminoid ekstrak kunyit
simplisia dan ekstrak kunyit segar (p<0.05).

Aktivitas Antioksidan

Pengujian antioksidan dengan DPPH merupakan salah
satu metode yang sederhana dengan menggunakan
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) sebagai senyawa
pendeteksi. DPPH merupakan senyawa radikal bebas
yang bersifat stabil sehingga dapat bereaksi dengan
atom hidrogen yang berasal dari suatu
membentuk  DPPH

antioksidan
2004).
Pengujian antioksidan dengan DPPH melalui microplate
reader gelombang 517nm
menghasilkan nilai absorbans yang diolah untuk

tereduksi  (Moyneux

dengan panjang
menghasilkan persentase penghambatan (% inhibisi)
serta ditampilkan dalam bentuk kurva. -Selanjutnya
berdasarkan persamaan kurva tersebut dapat diketahui
nilai ICsy (Inhibitor Concentration) suatu sampel. ICso
menyatakan seberapa besar konsentrasi ekstrak yang
dibutuhkan untuk mereduksi radikal bebas (DPPH)
sebanyak 50%. Penghambatan radikal bebas ditandai
dengan memudarnya warna larutan DPPH dari ungu
menjadi kuning karena terjadi oksidasi senyawa dalam

- ekstrak tanaman (Molyneux 2004).

Berdasarkan penelitian, aktivitas antioksidan ekstrak
simplisia pada seluruh perlakuan adalah lebih besar
daripada ekstrak segarnya, yang diindikasikan dengan
rendahnya nilai ICsp ekstrak. Semakin kecil nilai ICsp
maka aktivitas antioksidan suatu zat akan semakin
baik. Seperti halnya kadar kurkuminoid, akfivitas
antioksidan tertinggi adalah pada ekstrak simplisia
sonikasi dengan nilai ICsy 35.44 ppm. ICsy ekstrak
simplisia maserasi yaitu 45.15 ppm, sedangkan ICso
ekstrak simplisia gelombang mikro yaitu 61.53 ppm
(Gambar 2). Walaupun demikian tidak terdapat
perbedaan nyata pada aktivitas antioksidan ekstrak
simplisia kunyit. Perbedaan nyata terdapat pada ICso
ekstrak segar gelombang mikro (215.32ppm) denga'n
ekstrak segar maserasi (110.46ppm) dan sonikasinya
(69.24ppm). Selain itu terdapat pula perbedaan nyata
antara ekstrak simplisia maserasi (45.15ppm) dan
ekstrak segarnva (110.46ppm), serta pada ekstrak
simplisia gelombang mikro (61.525ppm) dengan
ekstrak (215.32ppm). Hal tersebut
disebabkan karena kadar air rimpang kunyit segar yang
masih  tinggi

segarnya

sehingga menyebabkan

konsentrasi etanol 70% pada saat proses ekstraksi

penurunan

kunyit segar. Selain itu, tingginya suhu pemanasan
gelombang mikro (+£65°C) menyebabkan kerusakan
struktur kurkuminoid yang mengandung gugus fenol

sehingga kandungan antioksidan ekstrak kunyit

menjadi lebih rendah.
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Gambar 2. Diagram ICsp ekstrak ekstrak kunyit simplisia dan
ekstrak kunyit segar (p<0.05).
Berdasarkan nilai aktivitas antioksidan, kadar kurkumi-
noid ekstrak bersifat positif terhadap aktivitas anti-
oksidannya. Dengan kata lain, semakin tinggi kadar
kurkuminoid suatu ekstrak, maka aktivitas antioksidan-
nya semakin tinggi pula. Penggunaan gelombang mikro
tidak membuat kadar kurkuminoid ekstrak menjadi
lebih besar dan aktivitas antioksidannya menurun,
namun membuat kedua variabel tersebut menjadi

rendah karena rusaknya struktur kurkuminoid.

Kurkuminoid mengandung gugus hidroksibenzaldehida
yang merupakan senyawa turunan fenol. Menurut
Miquel et al. (2002) antioksidan diketahui banyak
terdapat pada bahan alam yang memiliki gugus fenolik.
Aktivitas antioksidan akan meningkat ketika gugus
hidroksil pada fenoliknya memiliki posisi orto dengan
metoksinya (Jayaprakasha et al. 2005). Gugus metoksi
dan fenol pada kurkuminoid

berperan dalam

melepaskan hidrogen sehingga dapat menangkal
radikal bebas dan bersifat sebagai antioksidan. Namun
penelitian lebih lanjut melalui kalkulasi DFT (Density
Functional Theory) menunjukkan bahwa hidrogen pada
—OH lebih labil dibanding hidrogen pada —CH, dalam
kurkumin sehingga gugus fenol memiliki peran yang
paling penting dalam aktivitas antioksidan (Priyadarsini
et al. 2003). DFT merupakan salah satu pendekatan
yang telah banyak digunakan dalam penentuan sifat
molekul (Ulrich 2012). Gugus fenol —-OH akan bereaksi
dengan radikal hidroksi dan radikal peroksi, selanjutnya
kedua radikal tersebut akan mencabut atom hidrogen
fenolik sehingga menghasilkan radikal fenoksi yang
lebih stabil dan tidak membahayakan bagi manusia
(Hart 2011). Proses ekstraksi maserasi dan sonikasi
dilakukan pada suhu ruang sehingga tidak
menyebabkan kerusakan zat aktif kunyit yang berperan

sebagai antioksidan.
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H Ekstrak segar

Suatu zat mempunyai sifat antioksidan bila nilai ICs;o
kurang dari 200 ppm (Molyneux 2004). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak kunyit memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi selain pada perlakuan ekstrak
segar gelombang mikro. Beberapa keuntungan metode
DPPH adalah mudah digunakan, cepat, cukup teliti
(Prakash et al 2001), dan baik digunakan dalam pelarut
organik, khususnya alkohol (Apak et al.. 2007). ‘Metode
ini juga sensitif untuk menguji aktivitas antioksidan
dalam ekstrak tanaman (Pourmorad et al. 2006).

SIMPULAN

Ekstrak simplisia sonikasi merupakan ekstrak memiliki
kadar kurkuminoid dan aktivitas antioksidan terbesar
dengan kadar 17.91%. dan nilai ICsp 35.438ppm. Nilai
aktivitas antioksidan semua sampel berkorelasi positif
terhadap kadar kurkurhinoidnya. Aktivitas antioksidan
berbeda nyata pada ekstrak segarnya, sedangkan
kadar kurkuminoid berbeda nyata pada ekstrak

simplisianya.
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