
 
 
158                                                                               Aktivitas Antioksidan……………(Haryoto dkk) 

Aktivitas Antioksidan Fraksi Polar Ekstrak Metanol dari Kulit Kayu Batang 
Shorea acuminatissima  dengan Metode DPPH  

(Antioxidant Activity of Polar Fraction of Methanol Extract from Tree Bark Of 
Shorea acuminatissima with DPPH Method) 

  
Haryoto, Broto Santoso dan Hafid Nugroho 

Staf Pengajar Fakultas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta 
 

ABSTRACT 
Shorea accuminatissima, which is known locally as Meranti kuning, is one species of Dipterocarpaceae family. 
This plant contains compounds that are expected to have antioxidant activity. This research was carried out to 
examine the radical scavenger activity of polar fraction of methanolic extract from the tree bark of                       
S. accuminatissima by using DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) method with vitamin C as comparator. Powder 
of tree bark of S. accuminatissima was macerated in methanol. The methanolic extract was then evaporated to 
obtained dry extract. Extract with concentration of 200, 100, 50, 25 and 10 µg/mL were used to test its radical 
scavenger activity. The result showed that polar fraction of methanolic extract and vitamin has IC50 value of 
319.83 and 3.72 µg/mL, respectively. 
 
Keywords: Shorea acuminatissima, Dipterocarpaceae, polar fraction, antioxidant, DPPH 
 

PENDAHULUAN  
Shorea accuminatissima dikenal dengan nama 
meranti kuning dan termasuk sub genus Shorea 
(Ashton, 1983). Penelusuran pustaka mengenai 
ilmu kimia tumbuhan Shorea menunjukkan 
bahwa metabolit sekunder yang dikandung 
genus tumbuhan ini kaya akan kelompok 
senyawa oligomer resveratrol, selain itu juga 
mengandung senyawa fenolik lainnya seperti 
flavanoid dan turunan asam fenolat (Hakim, 
2002; Syah, 2005) dan juga senyawa non 
fenolik yaitu terpenoid (Haryoto, 2006). Semua 
senyawa tersebut diduga mempunyai efek 
sebagai antioksidan.  
 Radikal bebas merupakan senyawa yang 
mengandung elektron tidak berpasangan yang 
bertindak sebagai akseptor elektron (Connor, 
2002). Radikal bebas ini berbahaya karena 
sangat reaktif mencari pasangan elektronnya. 
Radikal bebas ini memerlukan elektron yang 
berasal dari pasangan elektron molekul 
sekitarnya. Radikal bebas yang terbentuk 
dalam tubuh akan menghasilkan radikal bebas 
baru melalui reaksi berantai yang akhirnya 
jumlahnya terus bertambah dan menyerang 
tubuh. (Kalt, 1999). 
 Radikal bebas berupa molekul yang 
bermuatan dan bekerja pada substansi yang 
berbeda untuk menjadi netral, proses ini 
dinamakan oksidasi. Contoh oksidasi yang 
umum pada kehidupan sehari-hari termasuk 
logam berkarat, buah dan minyak tengik. 
Beberapa contoh radikal bebas antara lain: 
anion superoksida, radial hidroksil, nitrit 
oksida, hidrogen peroksida dan sebagainya. 

Radikal bebas yang umumnya digunakan 
sebagai model dalam penelitian antioksidan 
atau peredam radikal bebas adalah: 2,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). 
Kebanyakan penyusun aktivitas antioksidan 
dibangun dari tanaman dan buah, dan bukan 
vitamin, tetapi zat kimia yang dinamakan 
phenol, poliphenol, flavonoid, resveratrol. 
Kesemuanya merupakan komponen dari 
tanaman yang menjaga dari radikal bebas 
(Hamama, 1991; Prior, 1998).  
 Dalam makalah ini akan dilaporkan 
aktivitas antioksidan dari fraksi polar ekstrak 
metanol kulit kayu batang S. acuminatissima  
menggunakan metode DPPH.  
 

METODE 
Bahan dan Peralatan Penelitian 
Bahan yang digunakan adalah jaringan 
tumbuhan berupa kulit kayu batang S. 
acuminatissima yang dikumpulkan dari 
wilayah HPH PT Aya Yayang Indonesia Camp 
63, Tanjung, Tabalong, Kalimantan Selatan 
pada bulan Juli 2004. Contoh tumbuhan telah 
diidentifikasi di Herbarium Bogoriense, Balai 
Penelitian dan Pengembangan Biologi, LIPI, 
Bogor, Indonesia, dan spesimen disimpan di 
Herbarium tersebut. Penyiapan bahan 
tumbuhan dilakukan dengan membersihkan 
kulit batang kemudian dikeringkan di bawah 
sinar matahari. Kulit kayu batang yang telah 
kering selanjutnya dipotong-potong dan dibuat 
serbuk. 
 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah Vacuum rotary evaporator, lampu 
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ultraviolet, neraca analitik, spektrofotometer 
UV-VIS, corong buchner, Jarum totol, 
Chamber, dan alat-alat gelas yang lazim 
digunakan di Laboratorium Kimia Analisis. 
 
Bahan Kimia 
Pelarut yang digunakan ada yang berkualitas 
teknis seperti n-heksan, etil asetat, aseton, dan 
metanol, dan ada yang berkualitas pro analis 
yaitu kloroform. Untuk pelarut kualitas teknis 
maka dilakukan destilasi sebelum digunakan. 
Berbagai teknik pemisahan dengan 
kromatografi antara lain : kromatografi cair 
vakum (KCV) dilakukan dengan menggunakan 
silika gel Merck 60 GF254, kromatografi kolom 
gravitasi (KKG) dan kromatografi lapis tipis 
(KLT) pada pelat aluminium berlapis silika gel 
Merck Kieselgel 60 GF254 0,25 mm. Larutan 
penampak noda yang digunakan adalah serium 
sulfat Ce (SO4)2.4H2O 1,5% dalam asam sulfat 
2N. 
 
Pelaksanaan Penelitian  
Ekstraksi 
Ekstraksi senyawa polar dari kulit kayu batang 
S. acuminatissima dilakukan dengan metode 
maserasi dengan menggunakan pelarut metanol 
yang dilakukan pada suhu kamar. Sebanyak 3,0 
Kg serbuk kulit batang dimaserasi dalam 
metanol 3 × 10 L @ 24 jam sehingga diperoleh 
ekstrak metanol. Ekstrak metanol yang 
diperoleh selanjutnya dikeringkan dengan 
evaporator kemudian hasilnya dipartisi dengan 
menggunakan pelarut dietil eter yang berfungsi 
untuk mengendapkan tanin. Tanin yang 
mengendap kemudian dipisahkan dari ekstrak 
dengan cara dekantasi dan diperoleh ekstrak 
metanol-dietil eter. Pemisahan lebih lanjut 
dilakukan terhadap senyawa-senyawa polar 
yang larut dalam fraksi aseton-dietil eter. 
 
Fraksinasi 
Fraksinasi dengan metode kromatografi vakum 
cair dilakukan terhadap ekstrak metanol-dietil 
eter yang sudah kering. KCV dilakukan dengan 
menggunakan fasa diam silika gel Merck 60 
GF254 dan fasa gerak eluen organik  yang 
ditingkatkan kepolarannya secara gradien. 
Ekstrak yang akan digunakan untuk satu kali 
proses KCV adalah sebanyak 20 gram dan 
eluen yang digunakan dimulai dari n-heksan 
100%, n-heksan-etil asetat 6:4, 7:3, 8:2, etil 
asetat 100%,  dan etil asetat-metanol 2:8. Hasil 
fraksinasi sebanyak 2,5 gram ekstrak kering 
metanol-dietil eter selanjutnya dipisahkan 

dengan kromatografi kolom gravitasi (KKG) 
menggunakan kolom Φ 3 cm.  
 
Penyiapan larutan induk untuk uji 
peredaman radikal bebas secara 
spektrofotometri 
Pembuatan Larutan Stok DPPH (2,2–
difenil–1–pikril hidrazil)
Menimbang 3,9 mg DPPH (Mr=394,32) 
dilarutkan dalam 10 mL metanol, kocok hingga 
homogen dan simpan dalam botol yang gelap. 
1. Preparasi sampel dan standar (kontrol 

positif) 
 Sampel dibuat dalam 4 konsentrasi berbeda, 

namun agar pekerjaan yang dilakukan tidak 
sia-sia dan banyak pelarut yang terbuang, 
dibuat dahulu larutan induk baik untuk 
sampel maupun standar (kontrol positif) 
yaitu pada konsentrasi 1000 ppm. 

2. Kontrol positif yang digunakan untuk uji 
aktivitas antioksidan adalah vitamin C. 

3. Pembuatan larutan induk standar (kontrol 
positif) dan sampel (1000 ppm) : 
a. Standar : timbang 2,0 mg vitamin C, 

dilarutkan dalam 2 mL metanol, kocok 
hingga larut dan homogen. 

b. Sampel : timbang 2,0 mg sampel 
dilarutkan dalam 2 mL metanol, kocok 
hingga larut dan homogen. 

c. Blangko : blangko dibuat dengan cara 
memipet 1600 µL metanol kedalam 
tabung   reaksi, tambahkan sebanyak 
400 µL larutan DPPH, kocok hingga 
homogen kemudian diinkubasi pada 
suhu 37oC selama 30 menit. 

d. Pembuatan larutan vitamin C 2 μg/mL: 
sebanyak 4 μL larutan induk vitamin C 
dipipet kedalam tabung reaksi, 
tambahkan metanol hingga volume 
1600 μL, kemudian tambahkan 400 μL 
larutan DPPH, kocok hingga homogen  
dan inkubasi    pada suhu 37oC selama 
30 menit. 

 
Metode Pengukuran Efek Peredaman 
Terhadap Radikal Bebas DPPH 
Penyiapan larutan Pereaksi  
Larutan pereaksi adalah larutan 3,9 mg DPPH 
(Mr=394,32)  yang dilarutkan dalam 10 mL 
metanol, kocok hingga homogen dan disimpan 
dalam botol yang gelap. 
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Penentuan panjang gelombang maksimum 
dan waktu reaksi 
Penentuan panjang gelombang maksmum 
larutan DPPH dilakukan sebagai berikut: 3,0 
mL larutan DPPH pada 2.4.3.1 ditambah 1,5 
mL metanol dikocok hingga homogen dan 
diamati serapannya pada rentang λ 700-400 
nm. Waktu reaksi ditetapkan dengan 
mengamati spektrum larutan DPPH diatas pada 
rentang λ 700-400 nm, dengan interval waktu 
pengamatan 5, 10, 15, 30, 45, dan 60 menit. 
  

Pengukuran absorbansi peredaman radikal 
bebas DPPH 
Diambil 2 mL larutan uji berbagai konsentrasi 
(200, 100, 50 dan 10 ppm), ditambah 3,0 mL 
larutan pereaksi DPPH dalam tabung reaksi 
kering, dikocok homogen dan diamati 
absorbansinya pada λ maksimum pada waktu 
reaksi yang ditetapkan. Untuk blangko 
digunakan metanol (2 mL) ditambah 3,0 mL 
larutan pereaksi DPPH. 
 
Prosentase peredaman dihitung dengan  rumus 
sebagai berikut (23) :

 

Persen (%) Inhibition Concentration = (Abs kontrol – Abs sampel )  
Abs kontrol 

x100% 
 

 
Dari harga % peredaman yang diperoleh, 
dihitung persamaan garis regresi linear  untuk 
selanjutnya ditentukan harga konsentrasi 
hambat efektif 50%-nya (IC50). 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN  
Hasil pengujian peredaman radikal bebas 
DPPH fraksi polar ekstrak metanol kulit kayu 
batang S. acuminatissima menunjukkan bahwa 
memberikan hasil pemucatan warna pereaksi 
DPPH, yaitu memberikan bercak kuning 
dengan latar belakang ungu pada plat KLT 
silika gel GF254 yang telah disemprot dengan 
pereaksi DPPH. Hal ini berarti bahwa didalam 
fraksi polar ekstrak tersebut terdapat senyawa-
senyawa yang mempunyai daya meredam 
radikal bebas (antioksidan) terhadap DPPH. 
Untuk mengetahui seberapa besar daya 
peredamnnya dilakukan pengukuran secara 
spektrofotometri visibel. 
 Prinsip pengukuran secara spektrofotometri 
visibel adalah mengukur besarnya absorbansi 
pemucatan warna larutan DPPH. Dari berbagai 
konsentrasi larutan uji diukur % peredamannya 
menggunakan rumus (23). Nilai 0% berarti 
larutan uji tidak mempunyai daya peredaman 
radikal bebas, sebaliknya nilai 100% berarti 
peredaman total. Secara teoritis λ maksimum 
untuk larutan DPPH dalam metanol adalah 517 
nm, tetapi hasil pengamatan dalam penelitian 
ini adalah 516 nm. Hal ini antara lain 
disebabkan oleh faktor perbedaan instrumen 
yang digunakan. Atas dasar tersebut, untuk 
selanjutnya pengukuran dilakukan pada λ 
maksimum 516 nm. Melalui pengamatan pada 
berbagai waktu reaksi, akhirnya ditetapkan 
waktu reaksi yang digunakan pada menit ke 30, 
dengan alasan pengamatan absorbansi pada 

menit tersebut sudah cukup untuk memberikan 
kesempatan terjadinya reaksi, waktu lebih 
singkat (dibanding 60 menit), dan pada 
dasarnya pengukuran daya peredaman disini 
bersifat relatif, yaitu membandingkan reaksi 
yang terjadi pada kondisi pengukuran yang 
sama. 
 DPPH merupakan senyawa radikal bebas 
yang paling stabil dibandingkan dengan 
contoh-contoh radikal bebas yang lainnya, 
sehingga apabila digunakan sebagai pereaksi 
cukup dilarutkan dan tidak perlu dibuat 
recenter paratus dengan cara mereaksikan 
pereaksi-pereaksi sebagaimana yang dilakukan 
pada radikal bebas nitrit oksida. Senyawa ini 
jika disimpan dalam keadaan kering dan 
kondisi penyimpanan yang baik akan tetap 
stabil selama bertahun-tahun. Adapun reaksi 
antara DPPH dengan senyawa peredam radikal 
bebas digambarkan sebagai berikut pada 
Gambar 1. 
 Atom H adalah suatu atom hidrogen yang 
mengandung satu proton dan satu elektron 
yang merupakan contoh paling sederhana dari 
radikal bebas, dan dalam hal ini berasal 
senyawa peredam radikal bebas yang berasal 
dari senyawa yang kita uji. Dengan terjadinya 
reaksi tersebut maka radikal bebas DPPH akan 
menjadi DPP Hidrazin yang stabil yang apabila 
secara kasat mata akan menunjukkan warna 
kuning yang bisa ditunjukkan oleh pemucatan 
warna kuning pada kertas KLT silika Gel GF254 
yang telah disemprot larutan DPPH. 
Sebaliknya peredam radikal bebas yang 
kehilangan H akan menjadi radikal baru yang 
reaktif. Banyak senyawa yang mampu 
meredam radikal bebas, tetapi suatu senyawa 
dapat digunakan sebagai peredam radikal bebas 
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yang bermanfaat apabila setelah bereaksi 
dengan radikal bebas akan menghasilkan 
radikal baru yang stabil atau senyawa bukan 
radikal. Pada radikal bebas, stabilitasnya dapat 
disebabkan oleh pengaruh resonansi, halangan 
ruang maupun oleh besarnya molekul. Contoh 

reaksi antara radikal bebas (DPPH) dengan 
senyawa peredam radikal bebas membentuk 
senyawa bukan radikal, dan radikal bebas yang 
distabilkan resonansi, masing-masing dapat 
dilihat pada Gambar 2 dan 3. 
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Gambar 1 : Reaksi antara DPPH dengan ion H+ yang berasal dari senyawa  
                    peredam radikal bebas 
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Gambar 2 : Reaksi antara (+)-katecin dengan DPPH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3 : Reaksi antara etil galat dengan DPPH 
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Setelah mendapatkan harga % peredaman, 
selanjutnya dihitung besar koefisien korelasi r, 
antara kadar larutan uji terhadap % peredaman 
dengan menggunakan rumus (23). Berdasarkan 
perhitungan terdapat korelasi positif kuat antara 
konsentrasi semua larutan uji dengan % 
peredaman, artinya semakin tinggi kadar 
larutan uji, maka semakin tinggi pula daya 
peredaman terhadap radikal bebas DPPH. 
Grafik hubungan antara konsentrasi larutan uji 
dan vitamin C dengan % hambatan/ peredaman 
dapat dilihat pada Gambar 4. 
 Selanjutnya dihitung persamaan garis 
regresinya, berdasarkan rumus Y = BX + A. 
Dari persamaan garis tersebut dihitung harga 
IC50-nya yang merupakan konsentrasi larutan 

uji yang mampu meredam 50% larutan radikal 
bebas DPPH. Harga IC50 menggambarkan 
besarnya daya meredam radikal bebas 
(antioksidan) larutan uji dan sebagai 
pembanding adalah vitamin C, disebabkan 
senyawa ini memiliki daya meredam radikal 
bebas (antioksidan) yang baik. Oleh karena itu 
vitamin C dapat digunakan untuk 
membandingkan daya meredam radikal 
diantara senyawa-senyawa peredam radikal 
bebas. Data % inhibisi, persamaan regresi 
linear dan harga IC50 dari vitamin C dapat 
dilihat pada Tabel 1. Sedangkan untuk 
persamaan regresi serta harga IC50 untuk 
larutan uji dapat dilihat pada Tabel 2. 

 

 
 

Gambar 4. Hubungan konsentrasi larutan uji dan vitamin C terhadap % 
hambatan 

 
Tabel 1. Hubungan antara konsentrasi dan 

absorbansi vitamin C dengan % 
inhibisi 

 
Konsentrasi 

(ppm) Absorbansi % inhibisi 

8 0,1233 88,86 

6 0,3969 64,15 

4 0,5770 47,88 

2 0,6594 40,43 

    
Persamaan Regresi Linier : Y = BX + A 

A  =  19,94;      
B    = 8,078;            
r     = 0,946; 
y   = 8,078x + 19,94 
IC50  = 3,72 μg/mL  
X  = konsentrasi vitamin C 
Y  = aktivitas penangkap radikal rata-rata 
vitamin C 
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Tabel 2. Hubungan antara konsentrasi dan 
absorbansi larutan uji dengan % 
inhibisi 

 
Konsentrasi 

(ppm) Absorbansi % inhibisi 

200 2,438 31,337 

100 1,832 24,856 

50 2,045 16,119 

10 2,435 4,225 

   Persamaan Regresi Linier : 
A  =  7,0472;      
B  =  0,1343;       
R  =  0,9392 
Y  =  0,1343x + 7,0472 
IC50   =  319,83 μg/mL 
x  =  konsentrasi fraksi polar ekstrak  
      metanol  
y  = aktivitas penangkap radikal rata-rata  
      fraksi polar ekstrak metanol  
 

KESIMPULAN 
Pada penelitian ini telah berhasil 
mengungkapkan bahwa fraksi polar ekstrak 
metanol kulit kayu batang S. acuminatissima 
mempunyai efek sebagai antioksidan. Sifat 
antioksidan dari fraksi polar ekstrak metanol 
kulit kayu batang tumbuhan ini kurang aktif 
dibanding vitamin C sebagai kontrol positif 
mempunyai nilai IC50 berturut-turut 319,83 dan 
3,72 μg/mL.   
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