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Parijoto fruit (Medinilla speciosa B.) contains flavonoid which is one of
the phenolic groups compound. Flavonoids has biological activities as
anti free radical and antioxidants. The aim of this research was to
evaluate the antioxidant and antidiabeticantioxidant and antidiabetic
potency of ethyl acetate fraction of M. speciosa extracts. Evaluation of
antioxidant activity was carried out by in vitro assay using the ABTS
method (2,2 azinobis (3-ethylbenzotiazolin) -6-sulfonic acid), while the
antidiabetic assay was carried out by using the Nelson-Somogyi method.
Research began with the process of determination, extraction,
fractionation, and continued by examination of each variable. The
parameters of antioxidant activity was determined by IC50 values, while
antidiabetic activity was measured by a percentage of decreasing of
glucose levels. The results of antioxidant activity showed that ethyl
acetate fraction of M. speciosa had antioxidant activity with an 1C50
value of 4,246 ppm with a very strong category. In line with these
results, ethyl acetate fraction of M. speciosa had reduced glucose levels
with an optimum decrease of 50.21% at a concentration of 40 ppm.
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ABSTRAK

Buah parijoto (Medinilla speciosa B.) mengandung senyawa aktif
flavonoid yang merupakan salah satu golongan fenolik. Flavonoid
memiliki aktivitas biologis sebagai antiradikal bebas dan antioksidan.
Penelitian dilakukan untuk mengetahui kemampuan fraksi etil asetat M.
speciosa sebagai antioksidan dan antidiabetes. Pengujian aktivitas
antioksidan dilakukan secara in vitro dengan metode ABTS (2,2
azinobis  (3-etilbenzotiazolin)-6-asam  sulfonat), sedangkan  uji
antidiabetes  dilakukan menggunakan metode  Nelson-Somogyi.
Penelitian diawali dengan proses determinasi, ekstraksi, fraksinasi, dan
dilanjutkan dengan pengujian pada masing-masing variabel. Parameter
aktivitas antioksidan diwujudkan dengan nilai IC50, sedangkan aktivitas
antidiabetes diukur dengan persen penurunan kadar glukosa. Hasil
pengujian aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 sebesar 4.14+0.08 ppm
dengan kategori sangat kuat. Sejalan dengan hasil tersebut, fraksi etil
asetat buah parijoto (M. speciosa) memilili kemampuan dalam
menurunkan kadar glukosa dengan penurunan secara optimal sebesar
50.21+0.47% pada konsentrasi 40 ppm.

Kata kunci: Parijoto, flavonoid, antioksidan, antidiabetes, ABTS,
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PENDAHULUAN

Famili Melastomataceae memiliki beberapa spesies yang dilaporkan mempunyai
aktivitas antioksidan tinggi, beberapa diantaranya adalah Melastoma malabathricum dan
Osbeckia stellate (Balamurugan et al., 2014, Das et al., 2013). Spesies lain yang mulai
mendapatkan perhatian dari kalangan peneliti adalah M. speciosa. yang merupakan tanaman
khas lereng pegunungan Muria Desa Colo Kabupaten Kudus. Buah parijoto dipercaya secara
empiris memiliki akivitas sebagai antioksidan serta banyak dimanfaatkan masyarakat sekitar
sebagai penyubur kandungan (Wibowo dkk. 2012).

Antioksidan merupakan salah satu cara untuk mengatasi masalah radikal bebas
dimana antioksidan mampu menghambat proses oksidasi yang dilakukan dengan mengikat
radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif sehingga kerusakan sel akan dihambat (Tirzitis
& Bartosz, 2010). Antioksidan terbagi menjadi antioksidan enzimatis dan non enzimatis.
Antioksidan enzimatis antara lain superoksida dismutase (SOD), glutation peroksidase (GPx),
dan katalase, sedangkan antioksidan non-enzimatis antara lain vitamin E, vitamin C, beta
karoten yang diperoleh dari tanaman (Nisma dkk., 2010).

Penelitian yang dilakukan oleh Rudianto & Megawati (2017) menyebutkan bahwa
buah parijoto (M. speciosa) mengandung senyawa aktif yang mampu menangkal radikal bebas
serta memiliki aktivitas penurun kadar glukosa yang baik. Senyawa aktif pada buah parijoto
(M. speciosa) yang dipercaya mampu menangkal radikal bebas adalah flavonoid. Flavonoid
berperan sebagai agen pereduksi, donor hidrogen, penghambat oksidasi, serta pengkhelat
logam. Beberapa penelitian lain telah membuktikan bahwa flavonoid berperan aktif sebagai
agen antioksidan dan aktivitas biologis lainnya (Tapas et al., 2008).

Adanya senyawa flavonoid dalam buah parijoto berperan penting dalam aktivitasnya
sebagai antioksidan maupun antidiabetes. Pengukuran aktivitas antioksidan dapat dilakukan
menggunakan beberapa metode yang salah satunya adalah metode ABTS (2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat). ABTS merupakan metode vyang lebih mudah
diaplikasikan, sederhana, serta fleksibel dalam mengukur aktivitas antioksidan yang bersifat
hidrofilik maupun lipofilik dalam ekstrak makanan dan cairan (Apak et al., 2007). Mekanisme
ABTS diawali dengan pembentukan radikal antara garam ABTS dengan oksidator kalium
permanganat atau kalium persulfat. Pengukuran absorbansi ABTS dilakukan pada panjang
gelombang spesifik 734 nm (Shalaby & Shanab, 2013).

Pengujian aktivitas penurunan kadar glukosa secara in vitro dilakukan menggunakan

metode Nelson-Somogyi. Metode Nelson-Somogyi termasuk sederhana yang tidak melibatkan
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adanya proses enzimatis. Prinsip metode Nelson-Somogyi adalah reaksi oksidasi antara reagen
Nelson dan glukosa yang kemudian dapat membentuk senyawa kompleks setelah penambahan
reagen arsenomolibdat. Senyawa kompleks yang terbentuk diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi yang terukur sebanding dengan jumlah
glukosa yang terikat (Razak dkk., 2012).

Penelitian dilakukan untuk mengkaji potensi antioksidan dan aktivitas antidiabetes
fraksi etil asetat buah parijoto serta mengetahui korelasinya. Pengukuran daya antioksidan
dengan metode ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat) diharapkan
memberikan hasil yang spesifik pada pengujian. Aktivitas penurunan kadar glukosa dapat
memberikan kajian awal pemanfaatan buah parijoto (M. speciosa) sebagai kandidat terapetik
antidiabetes.

METODE

Penelitian dilaksanakan dalam dua tahapan, yakni tahap skrining atau identifikasi
senyawa aktif serta pengujian aktivitas fraksi etil asetat. Tahap identifikasi senyawa aktif
dilaksanakan di laboratorium fitokimia, sedangkan tahap pengujian aktivitas antioksidan dan
antidiabetes fraksi etil asetat dilaksanakan di Laboratorium Instrumen.

Alat yang digunakan antara lain, peralatan gelas standar, Eppendorf Reference 200uL,
neraca analitik and GR-300, rotary evaporator Ryela N-1000, dan waterbath Eyela SB-1000,
tabung reaksi, mikropipet, mikropipet Socorex Swiss 1000uL, spatula, vial, dan
spektrofotometer UV-Vis Shimadzu UV Mini 1240. Bahan utama yang digunakan adalah
buah parijoto yang diperoleh dari Desa Colo Kecamatan Dawe Kabupaten Kudus Jawa
Tengah diambil pada puncak masa panen bulan Maret tahun 2018, serta beberapa reagen
kimia yang meliputi serbuk glukosa anhidrat, Silika GF254, Ka Na-Tartrat, NaHCO3, natrium
sulfat anhidrat, CuS04.2H20, amonium heptamolibdat, Na2HAsO4.7H20, amoniak 25%,
ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat), K2SO4, nheksan, etil asetat, n-
butanol, asam asetat glasial, etanol 96%, dari Merck dan akuades.

Pembuatan fraksi etil asetat diawali dengan proses ekstraksi buah parijoto dengan
pelarut etanol 96%. Sebanyak 200 gram serbuk buah parijoto dimaserasi dengan pelarut etanol
(1:10) selama dua hari, dilanjutkan remaserasi satu hari. Filtrat yang terkumpul diuapkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 80°C hingga diperoleh ekstrak kental dan berbobot
konstan. Fraksinasi dilakukan dengan melarutkan 10 gram ekstrak dengan 50 ml akuades dan
dimasukkan dalam corong pisah dan dipartisi menggunakan tiga pelarut yang berbeda tingkat
kepolarannya. Pada tahap awal fraksinasi dilakukan dengan menambahkan pelarut n-heksan

(2:1) dan dipisahkan sampai fase n-heksan jernih. Fraksinasi dilanjutkan dengan pelarut etil
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asetat (1:1), fraksi yang diperoleh ditampung dan dipekatkan dengan waterbath dan dihitung
rendemennya.

Skrining fitokimia dilakukan secara kualitatif dengan uji tabung dan semi kuantitatif
dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Uji tabung dilakukan untuk mengidentifikasi adanya
senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin dalam buah parijoto. KLT menggunakan fase
diam silika GF254 dan fase gerak n-butanol:asam asetat:akuades (3:1:1) hasil optimasi.

Penentuan aktivitas antioksidan diawali dengan penentuan panjang gelombang
maksimum larutan ABTS pada rentang panjang gelombang 414-734 nm dan dilanjutkan
dengan penentuan waktu operasional. Fraksi etil asetat buah parijoto sebanyak 50 mg
dilarutkan dalam metanol p.a. add 50 ml dalam labu ukur sehingga diperoleh larutan stok 1000
ppm dan kemudian dibuat seri konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm. Masing-
masing konsentrasi ditambahkan larutan ABTS untuk selanjutnya diukur absorbansinya pada
panjang gelombang yang telah ditentukan. Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan
persam.

Penentuan aktivitas antidiabetes diawali dengan penentuan panjang gelombang
maksimum, waktu operasional, serta pembuatan kurva baku glukosa. Fraksi etil asetat buah
parijoto masing-masing dibuat seri konsentrasi 10, 20 30, 40, 50, dan 60 ppm. Masing-masing
seri larutan diambil 3 ml dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambahkan dengan 3 ml baku
glukosa konsentrasi 80 ppm. Selanjutnya, diambil 1 ml dari larutan, dimasukkan ke dalam
labu takar 10 ml, dan ditambah 1 ml reagen Nelson. Selanjutnya, ditutup dengan kapas dan
dipanaskan di atas air mendidih selama 10 menit. Larutan didinginkan selama 5 menit,
ditambah 1 ml reagen arsenomolibdat, dan ditambah akuades sampai tanda batas, dikocok dan
didiamkan pada waktu operasional. Hasilnya dibaca dengan spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang maksimal. Aktivitas penurunan kadar glukosa dihitung menggunakan
persamaan.

HASIL PENELITIAN

Hasil determinasi buah parijoto yang dilakukan di laboratorium Ekologi dan Biosistematik
universitas audi menunjukkan bahwa spesimen yang digunakan merupakan buah tanaman M.
speciosa yang berasal famili Melastomaceae. Hasil fraksinasi ekstrak etanol buah parijoto
memperoleh rendemen fraksi sebesar 12,91%. Penapisan fitokimia secara kualitatif pada
fraksi etil asetat buah parijoto menunjukkan hasil positif adanya kandungan flavonoid,
alkaloid, tanin, dan saponin sesuai yang ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil skrining kuantitatif dan frekuensi asetat buah parijoto
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No Jenis Uji Ekstrak etanol  Fraksi etil asetat
1 Flavonoid + +
2 Alkaloid + +
3 Tanin + +
4 Saponin + +

Penapisan fitokimia dilanjutkan dengan metode KLT yang bertujuan mempertegas
adanya kandungan flavonoid pada fraksi etil asetat buah parijoto. KLT merupakan metode
pemisahan yang sederhana, cepat, murah serta efektif, dan dapat diaplikasikan pada berbagai
sampel bahan alam (Skorek et al., 2016). Pemisahan senyawa dengan KLT dilakukan dengan
fase diam silik gel GF254 dan fase gerak n-butanol:akuades:asam asetat (3:1:1). Fase gerak
yang digunakan bersifat sangat polar sehingga dapat memisahkan senyawa secara optimal.
PEMBAHASAN

Hasil KLT menunjukkan adanya senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat buah
parijoto yang ditandai dengan terbentuknya spot berwarna kuning kehijauan setelah disemprot
dengan uap amoniak. Kandungan senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat buah parijoto
diduga memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan antidiabetes. Disebutkan bahwa flavonoid
terdapat pada sebagian besar bagian tanaman baik pada buah, daun, biji, dan bunga pada
tanaman serta memiliki efek terapetik sebagai antioksidan, antijamur, antiinflamatori,
antikanker, dan beberapa aktivitas lainnya (Itoh et al. 2009, Proestos & Varzakas, 2017)

Uji aktivitas antioksidan fraksi etil asetat buah parijoto (M. speciosa) dilakukan dengan
metode ABTS. Pada umumnya, metode ABTS digunakan sebagai penentu aktivitas
antioksidan dengan pembanding vitamin C atau vitamin E yang dikondisikan pada fase air.
Kemampuan penangkal radilkal bebas pada fraksi etil asetat buah parijoto (M. speciosa)
ditandai dengan berkurangnya intensitas warna biru dari larutan ABTS yang telah
ditambahkan dalam sampel (Shalaby & Shanab, 2013).

Hasil pengujian aktivitas antioksidan yang menunjukkan bahwa fraksi etil asetat buah
parijoto memiliki kemampuan dalam menghambat pembentukan radikal bebas ABTS ditandai
dengan penurunan nilai absorbansi seiring kenaikan konsentrasinya. Nilai IC50 rata-rata yang
dihasilkan sebesar 4.14+0.08 ppm dengan kategori antioksidan sangat kuat. 1C50
menggambarkan kemampuan antioksidan dalam meredam 50% radikal bebas (Tirzitis &
Bartosz, 2010). Prinsip pengujian dengan metode ABTS adalah mengukur daya peredaman
antioksidan terhadap radikal bebas ABTS. Pengujian ABTS berdasarkan pada generasi
ABTS.+ biru/hijau yang dapat direduksi oleh antioksidan. Flavonoid bereaksi dengan kation
ABTS.+ membentuk ABTS radikal yang lebih stabil atau senyawa bukan radikal. Dalam hal

ini terjadi oksidasi radikal yang mana intensitas warna berkurang karena direduksi oleh
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molekul ABTS dan terjadi perubahan warna menjadi hijau-biru. Antioksidan seperti flavonoid
menekan pembentukan warna karena terjadi reduksi ABTS.+ sehingga terjadi penurunan
absorbansi (Floegel et al., 2011).

Kenaikan konsentrasi fraksi etil asetat buah parijoto (M. speciosa) berbanding terbalik
dengan nilai absorbansinya. Semakin tinggi konsentrasi, nilai absorbansi semakin kecil,
sehingga persen aktivitas antioksidan yang dihasilkan semakin meningkat. Kurva hubungan
antara konsentrasi dan aktivitas antioksidan secara regresi linier digunakan untuk menentukan
nilai 1C50 sesuai dengan persamaan yang telah diperoleh.

Fraksi etil asetat buah parijoto mengandung senyawa flavonoid yang merupakan salah
satu golongan senyawa fenolik, dimana senyawa golongan tersebut memiliki kemampuan
dalam menangkap radikal bebas dengan cara mendonorkan atom hidrogen pada senyawa
radikalnya (Melichacova et al., 2010). Senyawa-senyawa fitokimia yang mudah larut dalam
pelarut polar maupun semi polar seperti flavonoid, tanin, sterol, serta antrakuinon telah
terbukti memiliki aktivitas sebagai penangkap radikal bebas dan antioksidan (Shalaby &
Shanab, 2013; Ali et al., 2018). Aktivitas penurunan kadar glukosa fraksi etil asetat buah
parijoto dilakukan secara in vitro menggunakan metode Nelson-Somogyi. Metode Nelson-
Somogyi mudah diterapkan pada pengukuran sampel yang mengandung glukosa dengan hasil
lebih spesifik serta faktor pengganggu lebih mudah dikendalikan. Konsentrasi fraksi etil asetat
yang digunakan adalah 10, 20, 30, 40, 50, dan 60 ppm dengan kadar baku glukosa sebelum
perlakuan sebesar 44.74 ppm. Hasil uji aktivitas antidiabetes fraksi etil asetat buah parijoto

Konsentrasi 40 ppm fraksi etil asetat mampu menurunkan secara optimal kadar
glukosa dengan persentase 50,21+0,47%. Aktivitas penurunan glukosa OH) pada flavonoid
yang terkandung—pada fraksi etil asetat disebabkan adanya gugus hidroksi ( dalam fraksi etil
asetat buah parijoto. Gugus hidroksi pada flavonoid bereaksi dengan glukosa membentuk
kompleks flavonoid-glukosa. Selanjutnya, sisa glukosa yang tidak diikat oleh flavonoid,
selanjutnya bereaksi dengan reagen Nelson dan arsenomolibdat sampai terbentuk komplek dan
penurunan kadar glukosa dapat terukur. Prinsip kerja metode Nelson-Somogyi Yyaitu
tereduksinya jumlah endapan kupro-oksida yang bereaksi dengan arsenomolibdat menjadi
kompleks molybdine blue berwarna biru yang dapat terukur dengan spektrofotometer UV-Vis.
Intensitas warna yang terbentuk menunjukkan banyaknya gula pereduksi yang terdapat dalam
sampel, hal tersebut karena konsentrasi arsenomolibdat yang tereduksi sebanding dengan
konsentrasi tembaga (I) oksida (Cu20) atau kupro-oksida, sedangkan konsentrasi Cu20

sebanding dengan konsentrasi gula pereduksi (Alkayyis & Susanti, 2016).
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Reagen Nelson bereaksi dengan sisa glukosa membentuk asam D-glukonat dan
endapan kupro-oksida berwarna merah bata. Jumlah kupro-oksida yang terbentuk ekuivalen
dengan jumlah gula pereduksi yang ada. lon kupri (Cu2+) dari reagen Nelson akan
mengoksidasi glukosa menjadi asam glukonat dan membentuk endapan kupro-oksida (Cu20),
sehingga jumlah Kkupro-oksida ekuivalen dengan jumlah glukosa yang ada. Selanjutnya
endapan merah bata kupro-oksida ditambahkan dengan reagen arsenomolibdat akan
membentuk molibdenum berwarna biru kehijauan (Razak dkk., 2012; Al-kayyis & Susanti,
2016). Reaksi yang terjadi antara reagen Nelson dengan glukosa serta pembentukan kompleks
molybdine blue. Aktivitas penurunan kadar glukosa yang menunjukkan bahwa kenaikan
konsentrasi fraksi memberikan pengaruh terhadap penurunan kadar glukosa. Pada konsentrasi
sampel paling kecil memberikan absorbansi yang besar sehingga persen penurunan
glukosanya kecil. Semakin tinggi konsentrasi fraksi yang diberikan, semakin banyak glukosa
yang terikat dan sisa glukosa semakin sedikit sehingga memberikan penurunan kadar glukosa
yang besar. Setelah mencapai konsentrasi maksimum, absorbansi sampel akan kembali naik
dan memberikan penurunan glukosa yang kecil.

Antioksidan memiliki kemampuan dalam meningkatkan kerja insulin. Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa flavonoid sangat berpotensi sebagai antioksidan yang berperan
aktif dalam melawan proses oksidasi yang dapat mempengaruhi metabolisme glukosa,
sehingga menimbulkan efek hiperglikemia. Flavonoid berperan aktif sebagai penangkal
radikal yang dapat memicu terjadinya Diabetes Mellitus (DM) tipe Il (Sarian et al., 2017;
Widowati, 2010). Beberapa tanaman dilaporkan memiliki kandungan flavonoid yang berperan
sebagai antioksidan dan antidiabetes. Tumbuhan mempelas (Tetracera indica) dan semanggi
(Tetracera scandens) yang merupakan famili Dilleniaceae terbukti mengandung flavonoid dan
secara empiris dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai obat diabetes mellitus. Selain itu,
isoflavon yang berasal dari ekstrak kacang kedelai mampu memperbaiki resistensi insulin
serta penurunan kadar glukosa (Proestos & Varzakas, 2017).

SIMPULAN

Fraksi etil asetat buah parijoto (M. speciosa) memiliki aktivitas antioksidan dengan
nilai IC50 sebesar 4,14+0,08 ppm dengan kategori sangat kuat. Sejalan dengan hasil tersebut,
fraksi etil asetat buah parijoto juga memilili kemampuan dalam menurunkan kadar glukosa
dengan penurunan secara optimal sebesar 50,21+0,47% pada konsentrasi 40 ppm. Senyawa
aktif flavonoid dalam buah parijoto (M. speciosa) memiliki kemampuan dalam menangkal
radikal bebas serta berperan sebagai antioksidan dan antidiabetes.
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