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ABSTRACT

Effect of ethanol-water ratio as extraction solvent in gaining of extractive, phenolic content and antioxidant activity in Psidium guajava Linn. leaves have been investigated. The ethanol-water ratio tested were 100:0, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 and 40:60. Results revealed that ethanol-water ratio gave significant effect on extractive obtainability, phenolic content and antioxidant activity (p<0,05). Among the ethanol-water ratio tested, the best result was obtained by ethanol-water ratio 50:50 as extraction solvent for Psidium guajava Linn. leaves.
Keywords : Antioxidant, Psidium guajava Linn., extraction solvent, phenolic compounds.

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian mengenai pengaruh perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi terhadap perolehan kadar ekstraktif, senyawa fenolat dan aktivitas antioksidan dalam daun jambu biji (Psidium guajava Linn.). Perbandingan etanol-air yang diuji adalah 100:0, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 dan 40:60. Hasil penelitian menunjukkan bahwa perbandingan etanol-air memberikan pengaruh yang nyata terhadap perolehan ekstraktif, kadar senyawa fenolat dan aktivitas antioksidan (p<0,05). Di antara perbandingan etanol-air yang diuji, hasil yang terbaik ditunjukkan oleh perbandingan etanol-air 50:50 sebagai pelarut ekstraksi untuk daun jambu biji. 

Kata kunci : Antioksidan, Psidium guajava Linn., pelarut ekstraksi, senyawa fenolat, 
PENDAHULUAN

Jambu biji (Psidium guajava Linn.) adalah salah satu tumbuhan obat Indonesia yang telah lama digunakan secara turun-temurun untuk pengobatan berbagai penyakit seperti antidiare, astringens dan menghentikan perdarahan (Ditjen POM, 1989), disentri, haid tidak lancar, keputihan, mencret, pencernaan tidak baik pada anak-anak, radang usus, sariawan usus, panu (obat luar) dan sakit kulit (obat luar) (Sudibyo, 1998). Daun jambu biji telah terbukti mempunyai berbagai efek farmakologis, antara lain analgesik (Lutterodt & Malique, 1988; Shaheen et al., 2000; Ojewole, 2006), antiinflamasi (Ojewole, 2006), antimutagenik (Grover & Bala, 1993), antidiare (Almeida et al., 1995; Lutterodt et al., 1999; Zhang et al., 2003; Goncalves et al., 2005; Salgado et al., 2006; Belemtougri et al., 2006; Kamath et al., 2008), antibatuk (Jaiarj et al., 1999), antibakteri (Jaiarj et al., 1999; Lutterodt et al., 1999; Nascimento et al., 2000; Vieira et al., 2001; Arima & Danno, 2002; Holetz et al., 2002; Limsuwan et al., 2005; Voravuthikunchai & Kitpipit, 2005; Akinpelu & Onakoya, 2006; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2007; Nair & Chanda, 2007; Chansue et al., 2007; Kamath et al., 2008), antijamur (Sato et al., 2000),  antiplak gigi (Razak et al., 2006),  menekan inotropisme otot jantung (Garcia et al., 2003), antidiabetes (Oh et al., 2005; Ojewole, 2005; Kamath et al., 2008; Wu et al., 2009), anticestoda (Tangpu & Yadav, 2005, 2006), antihipertensi (Ojewole, 2005; Belemtougri et al., 2006; Olatunji-Bello et al., 2007), hepatoprotektif (Roy et al., 2006; Kamath et al., 2008), antikoagulan (Hsieh et al., 2007) dan antioksidan (Qian & Nihorimbere, 2004; Abreu et al., 2006; Tachakittirungrod  et al., 2007a,b; Chen & Yen, 2007; Wang et al., 2007; Ayoola et al., 2008; Kamath et al., 2008). Malahan daun jambu biji telah terbukti secara klinis menghambat pertumbuhan rotavirus yang menyebabkan enteritis pada anak-anak (Wei et al., 2000) dan menyembuhkan kejang dan penyakit diare akut (Lozoya et al., 2002). 

Efek farmakologis tersebut disebabkan oleh berbagai kandungan kimia dalam daun jambu biji seperti senyawa fenolat, flavonoid, karotenoid, terpenoid dan triterpen (Gutierrez et al., 2008; Kamath et al., 2008). Ekstrak kental daun jambu biji mengandung kuersitrin, minyak atsiri, tanin, (-sitosterol dan asam guaiakolat (Badan POM, 2004).  Selain itu berbagai kajian fitokimia telah menemukan kandungan kimia daun jambu biji yang lebih rinci, antara lain senyawa fenolat total 575,3 mg/g daun kering (Qian & Nihorimbere, 2004),  kuersetin 0,181 – 0,393% (El Sohafy et al., 2009), morin, morin-3-O-liksosida, morin-3-O-arabinosa, kuersetin dan kuersetin-3-0-arabinosida (Arima & Danno, 2002; Rattanachaikunsopon & Phumkhachom, 2007), guaijavarin (Arima & Danno, 2002), guajadial (Yang et al., 2007), asam ferulat (Chen & Yen, 2007)

Karena pentingnya daun jambu biji dalam pengobatan, maka mutu, keamanan dan kemaanfaatannya harus ditingkatkan melalui penelitian dan pengembangan. Untuk meningkatkan mutu, keamanan dan kemanfaatan daun jambu biji sebagai obat bahan alam Indonesia, perlu dilakukan standardisasi terhadap bahan bakunya, baik yang berupa simplisia maupun yang berbentuk ekstrak atau sediaan galenik. Salah satu faktor yang mempengaruhi mutu ekstrak tumbuhan obat adalah konsentrasi pelarut yang digunakan untuk ekstraksi (Gaedcke et al., 2003). Pelarut yang dapat digunakan untuk membuat ekstrak daun jambu biji adalah campuran etanol dan air (Badan POM, 2004). Namun perbandingan pelarut dan air untuk ekstraksi belum dioptimasi. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian untuk menentukan perbandingan etanol dan air yang cocok untuk ekstraksi senyawa fenolat dari daun jambu biji sehingga didapat ekstrak yang bermutu baik. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan pelarut etanol dan air yang cocok untuk memperoleh ekstrak daun jambu biji yang bermutu baik. Paramater mutu ekstrak daun jambu biji yang diukur adalah perolehan ekstraktif (rendemen ekstrak), kadar senyawa fenolat dan aktivitas antioksidannya (Ditjen POM, 2000).

METODE PENELITIAN
· Bahan Tumbuhan
Daun jambu biji dikumpulkan dari daerah sekitar kampus Universitas Andalas, Limau Manih, Padang pada bulan Juli 2009. Tumbuhan ini diidentifikasi di Herbarium Universitas Andalas dan spesimennya disimpan di Laboratorium Kimia Farmasi, Universitas Andalas dengan Nomor Koleksi HR-20090702.
· Bahan Kimia

Natrium karbonat p.a. (Merck), asam galat (Sigma), etanol p.a (Merck), Reagen Folin-Ciocalteau (Merck), DPPH (Sigma), etanol p.a. (Merck), metanol p.a. (Merck) dan air suling.
· Alat


Seperangkat alat rotary evaporator (Buchi®), oven (Memmert®), timbangan analitik (Shimadzu® AUX 220) dan alat spektrofotometer UV–Visibel (Shimadzu®  1240).

· Pengeringan daun jambu biji
Daun jambu biji dicuci dan ditiriskan, kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu ± 40 oC sampai kadar air < 10%. Pengeringan daun jambu biji dalam oven pada suhu 40 oC adalah cara pengeringan yang terbaik sesuai dengan penelitian terdahulu.
· Ekstraksi daun jambu biji dengan pelarut etanol-air.
Bagian-bagian daun jambu biji kering ditimbang masing-masing 5 gram dan direndam masing-masing dengan 50 mL campuran etanol-air dengan perbandingan masing-masing 100:0, 80:20, 70:30, 60:40, dan 50:50 selama 24 jam sambil sekali-sekali diaduk. Maserat dipisahkan dan sisanya dimaserasi lagi dengan pelarut yang sama sampai tersari sempurna. Masing-masing maserat digabung lalu diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu <50ºC sampai kental. Sebelum dianalisis, masing-masing ekstrak dilarutkan dalam labu ukur sampai 50 mL dengan campuran air suling : metanol (1:1). 
· Penentuan kadar ekstraktif (rendemen)

Penentuan kadar ekstraktif (rendemen ekstrak) yang diperoleh dengan berbagai perbandingan pelarut etanol-air di atas dilakukan menurut metode WHO (1998) sebagai berikut: Larutan ekstrak yang telah disiapkan dengan cara di atas dipipet sebanyak 10 mL ke dalam piring penguap yang telah ditara. Pelarutnya diuapkan di atas penangas air sampai kering. Sisanya dipanaskan dalam oven pada suhu 105 oC selama 1 jam, kemudian didinginkan dalam desikator dan ditimbang segera. Pengeringan dan penimbangan diulangi beberapa kali sampai diperoleh bobot konstan. Kadar ekstraktif (rendemen) dinyatakan sebagai mg ekstrak per gram simplisia kering (mg/g).
· Penentuan kadar senyawa fenolat total 


Kadar senyawa fenolat total dalam larutan ekstrak daun jambu biji ditentukan dengan pereaksi Folin-Ciocalteau menggunakan prosedur yang dipakai Pourmorad et al. (2006). Larutan encer masing-masing ekstrak daun jambu biji (0,5 mL, ekstrak 1:10) atau larutan asam galat (senyawa fenolat standar) dicampur dengan pereaksi Folin-Ciocalteau (5 mL, diencerkan 1:10 dengan air suling) dan larutan natrium karbonat (4 mL, 1 M). Campuran tersebut dibiarkan selama 15 menit dan kadar senyawa fenolat ditentukan dengan mengukur serapan pada panjang gelombang 765 nm dengan spektrofometer UV-Vis. Kurva standar dibuat dengan menggunakan larutan standar asam galat dengan konsentrasi 25, 50, 75, 100 dan 125 µg/mL dalam metanol-air (1:1). Kadar senyawa fenolat total dinyatakan sebagai mg setara asam galat per gram simplisia kering (mg/g).

· Pengukuran Aktivitas Antioksidan 
Aktivitas antioksidan ekstrak daun jambu biji ditentukan dengan metode DPPH yang digunakan oleh Mosquera et al. (2009). Masing-masing ekstrak encer daun jambu biji sebanyak 1 mL dicampur dengan 2 mL larutan DPPH (20 mg/L) yang baru dibuat. Masing-masing campuran itu dikocok dan didiamkan selama 30 menit pada suhu kamar di tempat gelap. Kemudian serapan masing-masing campuran itu diukur pada panjang gelombang 517 nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Sebagai blanko, digunakan larutan yang dibuat dengan mencampurkan 1 mL metanol-air (1:1)  dengan 2 ml larutan DPPH (20 mg/L). Untuk meniadakan serapan ekstrak pada panjang gelombang ini, sampel blanko dibuat dengan mencampurkan 1 ml ekstrak dengan 2 ml metanol-air (1:1). Persentase aktivitas antioksidan dihitung dengan menggunakan rumus berikut:
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Di sini Akontrol adalah serapan larutan DPPH tanpa ekstrak, Aekstrak adalah serapan ekstrak uji yang sama dengan serapan ekstrak tumbuhan obat + DPPH dikurangi dengan serapan ekstrak blanko tanpa DPPH.

Nilai IC50 ekstrak tumbuhan obat ditentukan dengan mengukur persentase aktivitas antioksidan larutan ekstrak tumbuhan dengan konsentrasi 100, 50, 25, 12,5 dan 6,76 mg/mL melalui analisis regresi linear. Nilai IC50 dihitung sebagai kadar (mg/mL) larutan ekstrak tumbuhan obat yang menyebabkan aktivitas antioksidan sebesar 50%.
· Analisis Statistika

Data percobaan dianalisis dengan menggunakan analisis variansi satu arah dan perbedaan antar rata-rata setiap perlakuan ditentukan dengan uji rentang berganda Duncan dengan menggunakan program komputer SPSS for Windows Version 10.0. Nilai P kecil dari 0,05 dianggap mempunyai perbedaan yang signifikan secara statistik
HASIL DAN DISKUSI
· Validasi metode analisis senyawa fenolat total

Pengukuran kadar senyawa fenolat total dalam ekstrak daun jambu biji kering dilakukan dengan menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteau yang telah digunakan sebelumnya oleh Pourmorad et al. (2006) untuk penentuan kadar senyawa fenolat dalam tumbuhan obat di Iran. Agar metode itu dapat dipakai dalam penelitian ini, unjuk kerja dan validasi metode tersebut harus dievaluasi terlebih dahulu karena sampel yang dipakainya berbeda dari yang dipakai dalam penelitian ini. Kriteria yang digunakan untuk mengevaluasi metode analisis disebut figures of merit (Mitra dan Brukh, 2003). Hasil evaluasi dan validasi metode tersebut menunjukkan persamaan regresi hubungan antara serapan (y) dan kadar senyawa fenolat (x) sebagai y = 0,0158 + 0,0064 x, dengan koefisien korelasi r = 0,9967, rentang linearitas 25 – 125 µg/mL, batas deteksi 11,172 µg/mL, batas kuantisasi 37,240 µg/mL, perolehan kembali 97% dan simpangan baku relatif 0,24%. Hasil evaluasi tersebut menunjukkan bahwa metode analisis untuk menentukan kadar senyawa fenolat secara spektrofotometri dengan pereaksi Folin-Ciocalteau mempunyai ketepatan dan ketelitian yang tinggi sesuai dengan batas-batas unjuk kerja yang baik (Harmita, 2004)
· Pengaruh perbandingan pelarut etanol-air terhadap perolehan kadar ekstraktif dari daun jambu biji
Tabel I memperlihatkan kadar ekstraktif yang diperoleh dari daun jambu biji kering yang diekstraksi dengan berbagai perbandingan etanol-air. Penurunan perbandingan etanol-air sampai 50:50 menyebabkan peningkatan kadar ekstraktif sampai 97,87 ± 1,01 mg/g. Namun demikian, penurunan perbandingan etanol-air lebih lanjut sampai 40:60 akan menurunkan kembali perolehan kadar ekstraktif menjadi 87,57 ± 2,78mg/g. Uji statistik menunjukkan bahwa perbandingan pelarut etanol-air berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap perolehan kadar ekstraktif dari daun jambu biji. Namun demikian perbandingan etanol-air 60:40 tidak berbeda nyata dengan perbandingan etanol-air 50:50 (p>0,05). Karena itu, perbandingan pelarut etanol-air yang optimum untuk memperoleh kadar ekstraktif yang tertinggi dari daun jambu biji adalah 50:50 (lihat Gambar 1). 
Tabel I.
Pengaruh perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi terhadap perolehan kadar ekstraktif, kadar senyawa fenolat total dan aktivitas antioksidan dari daun jambu biji 

	Perbandingan

etanol-air
	Kadar ekstraktif (mg/g)*
	Kadar Fenolat (mg/g)*
	IC50

(mg/mL)

	100 : 0
	58,97 ± 4,85a
	28,53 ± 0,30a
	7,702

	80 : 20
	64,23 ± 1,50b
	33,16 ± 0,12b
	7,503

	70 : 30
	71,27 ± 1,21c
	49,44 ± 0,30c
	7,313

	60 : 40
	93,80 ± 1,97d
	57,60 ± 1,18d
	7,287

	50 : 50
	97,87 ± 1,01d
	66,88 ± 0,43e
	7,033

	40 : 60
	87,57 ± 2,78e
	55,06 ± 0,09f
	7,917


* Kadar dihitung dalam satuan mg per g berat kering, nilai rata-rata ± SD, n = 3; nilai yang mempunyai angka superskrip yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p < 0,05)

· Pengaruh perbandingan pelarut etanol-air terhadap perolehan kadar senyawa fenolat dari daun jambu biji

Ekstraksi daun jambu biji dengan etanol saja akan diperoleh kadar senyawa fenolat sebesar 28,53 ± 0,30 g/mg berat kering (Tabel I). Penambahan air sebanyak 20% kepada etanol menyebabkan peningkatan kadar senyawa fenolat menjadi 33,16 ± 0,12 mg/g, penambahan air 30% menyebabkan peningkatan kadar senyawa fenolat menjadi 49,44 ± 0,30 mg/g, penambahan air 40% menyebabkan peningkatan kadar senyawa fenolat menjadi 57,60 ± 1,18 mg/g dan penambahan air 50% menyebabkan peningkatan kadar senyawa fenolat menjadi 66,88 ± 0,43 mg/g. Namun demikian, penambahan air 60% malahan menyebabkan penurunan kadar senyawa fenolat menjadi 55,06 ± 0,09 mg/g. Uji statistik menunjukkan bahwa perbandingan pelarut etanol-air berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap perolehan kadar senyawa fenolat dari daun jambu biji. Perbandingan pelarut etanol-air yang optimum untuk memperoleh kadar senyawa fenolat yang tertinggi dari daun jambu biji adalah 50:50 (lihat Gambar 2). 
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Gambar 1. 
Pengaruh perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi terhadap perolehan kadar ekstraktif dari daun jambu biji
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Gambar 2. 
Pengaruh perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi terhadap perolehan kadar senyawa fenolat dari daun jambu biji
· Pengaruh perbandingan pelarut etanol-air terhadap aktivitas antioksidan dari daun jambu biji
Tabel I memperlihatkan perbandingan pelarut etanol-air terhadap aktivitas antioksidan daun jambu biji. Pengurangan perbandingan etanol-air dari 100:0 menjadi 80:20 sebagai pelarut untuk ekstraksi daun jambu biji menyebabkan peningkatan aktivitas antioksidan dari IC50 7,702 mg/mL menjadi 7,503 mg/mL.. Semakin tinggi angka IC50 semakin rendah aktivitas antioksidan. Pengurangan perbandingan etanol-air lebih lanjut dapat meningkatkan aktivitas antioksidan, namun perbandingan etanol-air yang optimum adalah 50:50 (Gambar 3).
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Gambar 3. 
Pengaruh perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi terhadap aktivitas antioksidan (IC50) dari daun jambu biji
KESIMPULAN
Perbandingan etanol-air sebagai pelarut ekstraksi untuk daun jambu biji mempunyai pengaruh yang nyata (p<0,05) terhadap perolehan ekstraktif, kadar senyawa fenolat dan aktivitas antioksidan. Perbandingan etanol-air yang optimum untuk memperoleh kadar ekstraktif, kadar senyawa fenolat dan aktivitas antioksidan yang tertinggi dari daun jambu biji adalah 50:50. Perbandingan etanol-air 60:40 tidak berbeda nyata (p>0,05) pengaruhnya terhadap perolehan ekstraktif dengan perbandingan etanol air 50:50 sebagai pelarut ekstraksi.
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