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Sejarah Artikel Abstrak
Diterima : 11-08-2024 Stres oksidatif, yang disebabkan oleh kelebihan spesies oksigen reaktif (ROS),
Direvisi : 01-09-2024 diyakini sebagai kontributor utama penuaan dan berbagai penyakit degeneratif.

Dipublikasi : 31-10-2024  Antioksidan nabati telah mendapatkan perhatian yang signifikan karena
potensinya dalam memerangi R.O.S. Hydnophytum formicarum, yang secara
tradisional digunakan untuk mengobati diabetes, dievaluasi sebagai sumber

Kata Kunci : antioksidan alami. Penelitian ini merupakan yang pertama untuk menilai aktivitas
Hydnopytum formicarium, antioksidan ekstrak etanol umbi H. formicarum menggunakan metode TEAC,
antioksidan, TEAC, mengungkapkan kapasitas antioksidan yang tinggi (220,38 £ 0,61 M TE/100 g),
ABTS menyoroti potensinya sebagai suplemen makanan.

Antioxidant Activity of Hydnophytum formicarum Extract by TEAC method
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity Assay)

Article History Abstract

Received: 11-08-2024 Oxidative stress, caused by excess reactive oxygen species (ROS), is believed to
Revised: 01-09-2024 be a major contributor to aging and various degenerative diseases. Plant-based
Published: 31-10-2024 antioxidants have gained significant attention for their potential in combating

R.0.S. Hydnophytum formicarum, traditionally used to treat diabetes, is
Keywords: Hydnopytum evaluated as a natural antioxidant source. This study is the first to assess the
formicarium, antioxidants, antioxidant activity of H. formicarum tuber ethanol extract using the TEAC
TEAC, ABTS method, revealing a high antioxidant capacity (220.38 + 0.61 M TE/100 g),
highlighting its potential as a dietary supplement.
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PENDAHULUAN

Hydnophytum formicarum, yang dikenal sebagai tanaman sarang semut atau Simbag Utak
(Bahasa Serawai, Bengkulu) termasuk dalam famili Rubiciae yang merupakan salah satu
tanaman obat yang telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional di Asia Tenggara (Sada
etal., 2018; Shahrudin etal., 2017; Yusoff et al., 2020). Tanaman ini dikenal memiliki berbagai
manfaat kesehatan, termasuk aktivitas antioksidan yang signifikan (Nugraha et al., 2019;
Safniyeti et al., 2018). Antioksidan adalah senyawa yang dapat mencegah atau memperlambat
kerusakan sel akibat radikal bebas, yang merupakan molekul tidak stabil yang dapat
menyebabkan stres oksidatif dan berbagai penyakit degenerative seperti kanker (Amir et al.,
2020; Nurwaini et al., 2024)

Kanker telah menjadi penyebab utama kematian di seluruh dunia, dengan perkiraan 10 juta
kematian pada tahun 2020 dan diperkirakan akan mencapai lebih dari tiga belas juta pada tahun
2030 (World Health Organization, 2024). Lebih dari 60% agen antikanker yang digunakan saat
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ini berasal dari sumber alami, seperti tanaman. Faktor-faktor seperti ketersediaan mudah, biaya
yang terjangkau, dan toksisitas yang rendah mendorong para ilmuwan untuk terus mempelajari
potensi tanaman darat dan laut dalam mencari solusi untuk kesehatan manusia (Lin etal., 2021;
Sababathy et al., 2020a; Safitri et al., 2020). (Sababathy et al., 2020).

Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa ekstrak H. formicarum mengandung
berbagai senyawa bioaktif seperti flavonoid, tanin, dan polifenol yang berkontribusi terhadap
aktivitas antioksidannya (Abdullah et al., 2017; Y. Andriani et al., 2017; Darwis et al., 2014;
Sababathy et al., 2020) . Evaluasi terhadap karakteristik antioksidan lainnya dari ekstrak umbi
H. formicarum juga telah diteliti oleh Andriani et al. (2017) dengan pembanding kuersetin.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat dari H. formicarum memiliki aktivitas
penangkapan radikal bebas yang tinggi dibandingkan dengan Quercetin (nilai ICso pada 0,3

pg/ml).

Sababathy et al. (2020) menunjukkan bahwa ekstrak metanol dari daun H. formicarum
memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi jika dibandingan dengan ekstark heksana umbi H.
formicarum. Kemampuan antioksidan dari umbi dan daun H.formicarum ini juga disebabkan
adanya senyawa flavonoid dan fenol yang berkontributor sebagai antioksidan. Dhurhania &
Novianto (2018) menunjukkan seluruh sediaan sarang semut, yaitu seduhan, rebusan, dan
ekstrak memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan ECsg secara berturut-turut 6,78;
2,45; 4,00 pg/mL, dengan ECso pembanding vitamin C 4,1685 pg/mL.

Bioaktivitas lain dari H. formicarum antara lain sebagai penghambatan DPP4 (Rachpirom et
al., 2022), antibakteri dan sitotoksik (Y. Andriani et al., 2017; Hertiani & Pratiwi, 2015;
Keawchai et al., 2022; Khasanah et al., 2020; Prachayasittikul et al., 2008; Prajuabjinda et al.,
n.d.), efek penyembuhan luka (Ananda et al., 2022; Velanital et al., 2019). Analisis
menggunakan GC-MS mengungkapkan ekstrak umbi H. formicarum Jack mengandung 28
senyawa berbeda yang memiliki potensi pengobatan, diantaranya adalah Spinasterone,
Clionasterol, dan Campesterol (Vintisen et al., 2024).

Aktivitas antioksidan merupakan kemampuan suatu senyawa atau ekstrak untuk menangkal
radikal bebas, sehingga dapat mencegah kerusakan sel dan jaringan yang disebabkan oleh
oksidasi. Radikal bebas adalah molekul yang sangat reaktif karena memiliki satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan, yang dapat merusak struktur seluler dan berkontribusi
terhadap berbagai penyakit degeneratif, termasuk kanker, penyakit jantung, dan penuaan dini
(D. Andriani & Murtisiwi, 2020; Seeram et al., 2006). Untuk mengukur kapasitas antioksidan,
berbagai metode telah dikembangkan, salah satunya adalah metode TEAC dengan
menggunaka senyawa radikal ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))
yang dikenal efektif dan sensitif dalam mengukur aktivitas antioksidan dalam berbagai sampel
(Widodo et al., 2020)

Metode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) adalah salah satu metode yang sering
digunakan untuk mengukur kapasitas antioksidan suatu senyawa atau ekstrak. Metode TEAC
merupakan salah satu metode yang umum digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan
karena keandalannya dalam berbagai jenis sampel, baik yang larut dalam air maupun lemak.
Metode ini melibatkan pembentukan radikal kation ABTS yang berwarna biru-hijau, yang akan
diredam oleh antioksidan menjadi bentuk tidak berwarna, sehingga penurunan warna dapat
diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang tertentu. Penelitian menunjukkan
bahwa metode TEAC memiliki korelasi yang baik dengan metode lainnya seperti DPPH,
FRAP, dan ORAC, namun sering kali lebih sensitif terhadap senyawa-senyawa tertentu yang
mungkin tidak terdeteksi oleh metode lainnya (Widodo et al., 2019).

Metode ini tidak hanya mengukur kemampuan ekstrak dalam menetralkan radikal bebas, tetapi
juga memberikan perbandingan yang jelas dengan standar antioksidan yang sudah dikenal.

Hydrogen: Jurnal Kependidikan Kimia, October 2024, 12(5) |941



Purnamasari, M. Antioxidant Activity of Hydnophytum ....

Dengan demikian, penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi yang signifikan
dalam pengembangan produk kesehatan berbasis tanaman, khususnya dalam pemanfaatan H.
formicarum sebagai sumber antioksidan alami. Selain itu, hasil penelitian ini juga diharapkan
dapat membuka peluang baru dalam penelitian lebih lanjut mengenai potensi terapeutik dari
tanaman ini.

METODE
Alat dan bahan

Seperangkat alat ekstraksi metode maserasi, batang pengaduk, kertas saring, corong kaca,
erlenmeyer, gelas ukur, neraca analitik OHAUS, rotary evaporator RE 100-Pro, waterbath
Memmert dan corong pisah. Alat untuk uji in vitro meliputi labu takar, tabung reaksi,
mikropipet (BioHit 1000L), pipet ukur, spatula, vial, dan spektrofotometer UV-Vis (Multiskan
Sky Thermo Scientific). Bahan uji dalam penelitian ini adalah umbi H. formicarum yang
dikumpulkan dari Provinsi Bengkulu, etanol 96%, ABTS, K:S;0s, dan Trolox dari Sigma
Aldrich®.

Pembuatan ekstrak umbi H. formicarum

Pengumpulan sampel, preparasi, dan ekstraksi dilakukan dengan mengumpulkan umbi H.
formicarum dari daerah Bengkulu Selatan. Sampel tersebut kemudian diiris, dikeringkan, dan
digiling hingga menjadi bubuk. Sebanyak 750 gram serbuk umbi H. formicarum ditimbang dan
dimaserasi dalam etanol selama 7 hari. Setelah itu, campuran disaring menggunakan kertas
saring. Proses ekstraksi diulangi hingga ekstrak menjadi tidak berwarna. Filtrat yang diperoleh
kemudian dikeringkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C untuk mendapatkan
ekstrak etanol. Ekstrak H. formicarum ini disimpan dalam freezer hingga siap digunakan untuk
pengujian aktivitas antioksidan selanjutnya

Trolox equivalent antioxidant capacity assay

Pengujian dilakukan menurut (Widodo et al., 2020) sebagai berikut: larutan ABTS-+ segar
dibuat dengan melarutkan 38,4 mg ABTS dalam 10 ml 2,5 mM K;S>0Og, dicampur seluruhnya
dan disimpan di tempat gelap (suhu kamar; 12—-16 jam). Larutan tersebut kemudian diencerkan
dengan metanol sehingga diperoleh serapan 0,70 = 0,02. Kurva standar dihasilkan dengan
membuat rangkaian Trolox dengan konsentrasi 0—45 mM. Sepuluh mg ekstrak umbi H.
formicarum dilarutkan dalam 1 ml metanol, disonikasi (15 menit), dan diencerkan hingga
mendapatkan 100 pg/ml. Uji antioksidan menggunakan aktivitas, kapasitas antioksidan setara
trolox (TEAC), dilakukan dalam rangkap tiga. Semua data dinyatakan sebagai mean + standar
deviasi dan diproses menggunakan Excel (Microsoft Inc., USA).

Aktivitas Antikanker

Kultur sel yang akan digunakan untuk menguji aktivitas antikanker diuji dengan metode Presto
Blue. Kultur dimasukkan ke dalam 96 tabung tabung dan diinkubasi hingga persentase
pertumbuhan sel mencapai 70%. Setelah diberi perlakuan sampel, sel diinkubasi selama 48
jam. Tambah reagen presto blue ke sel. Untuk mengukur absorbansi, Multimode Reader
digunakan pada panjang gelombang 570 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Stres oksidatif dianggap sebagai penyebab penyakit degeneratif muncul dan berkembang.
Ketidakseimbangan fisiologis dalam sistem homeostatis dikenal sebagai stres oksidatif. Ini
dapat terjadi karena peningkatan spesies oksigen reaktif (ROS) yang tidak biasa atau
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kekurangan sistem pertahanan antioksidan. Antioksidan adalah senyawa yang membantu
melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas yang
menyebabkan stres oksidatif, yang berkontribusi pada perkembangan penyakit, termasuk
kanker. Banyak tanaman yang digunakan untuk mengobati penyakit kanker dilaporkan
memiliki aktivitas antioksidan. Oleh karena itu, perlu untuk mengkonfirmasi aktivitas
antioksidan dari tanaman obat terpilih secara in vitro menggunakan metode yang dapat
diandalkan seperti aktivitas penangkal radikal.

Hasil penelitian yang didapatkan bertujuan untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dari
ekstrak H. formicarum. Ekstrak diperolen melalui metode maserasi dengan menggunakan
pelarut etanol 96%. Setelah ekstraksi, dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan metode TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Metode TEAC, juga dikenal sebagai uji
dekolorisasi kation radikal ABTS [2,2’ azino bis(3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonat)],
didasarkan pada pengukuran hilangnya warna ABTS-+ yang memiliki warna biru-hijau karena
adanya antioksidan. Sampel tanaman yang mengandung senyawa antioksidan akan mereduksi
ABTS-+ menjadi ABTS dan menghilangkan warnanya pada panjang gelombang 743 nm. Oleh
karena itu, penurunan absorbansi ABTS-+ dapat digunakan sebagai indikasi aktivitas
antioksidan menggunakan metode ini. Kurva kalibrasi standar dibuat menggunakan Trolox,
sehingga aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai nilai TEAC (dalam mM), dihitung dari kurva
standar Trolox (Seeram et al., 2006). Semakin tinggi nilai TEAC maka semakin aktif sampel
tanaman tersebut sebagai antioksidan (Widodo et al., 2020).

Nilai TEAC ekstrak umbi H. formicarum adalah 220.38 + 0.61 M TE/100 mg. Nilai tersebut
menunjukkan bahwa 100 mg dari ekstrak umbi H. formicarum memiliki kekuatan antioksidan
yang setara dengan 220,38 uM Trolox yang mengindikasikan bahwa ejtrak memiliki kapasitas
antioksidan yang signifikan. Dalam metode TEAC, menunjukkan bahwa ektrak ini sangat
efektif dalam meredam radikal bebas ABTS+. Nilai TEAC yang didapatkan termasuk dalam
kategori yang tinggi sehingga ektrak tersebut adalah sumber antioksidan kuat.

Tabel 1. Hasil Pengujian antioksidan ekstrak terhadap senyawa radikal ABTS.

Sampel Antioksidan (M TE/100 g) Rerata Antioksidan (M TE/100 g)
H.formicarum 1 220,26
H.formicarum 2 219,85 220,38 + 0,61
H.formicarum 3 221,04

Pengujian aktivitas antikanker juga dilakukan pada ekstrak umbi H. formicarum terhadap sel
B16-F10. Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas antikanker ekstrak dalam
menghambat proliferasi sel kanker kulit B16-F10 dengan metode Presto Blue. Pengujian ini
menggunakan pelarut DMSO (dimetil sulfoksida). Ekstrak umbi simbagh utak H. formicarum
dibuat menjadi delapan varian konsentrasi untuk diliat pola hubungan konsentrasi dengan
aktivitas sel. Delapan variasi konstentrasi yang dibuat, meliputi 1000 pg/mL untuk konsetrasi
peghambatan tidak toksik, 500 pg/mL untuk kategori penghambatan kurang toksik, 250
pg/mL, 125 pg/mL dan 62,5 pg/mL untuk kategori penghambatan toksik moderat.
Penambahan konstrasi 31,25 upg/mL, 15,63 pug/mL, 7,81 pg/mL mewakili kategori
penghambatan toksik kuat.

Nilai ICso Ekstrak umbi simbagh utak H. formicarum yang didapat sebesar 3.440,83 nug/mL.
Nilai ini menggambarkan bahwa Ekstrak umbi simbagh utak H. formicarum memiliki aktivitas
antikanker yang tidak toksik terhadap sel kanker kulit B16-F10. Menururt Prayong et al.,
(2008), jika aktivitas sitotoksik bernilai IC50 +1000 pg/mL maka artinya penghambatan
terhadap pertumbuhan sel kanker masuk dalam kategori tidak toksik karena membutuhkan
konsentrasi sampai +1000 pg/mL atau dalam hal ini Ekstrak umbi simbagh utak H. formicarum
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membutuhkan konsentrasi 3.440,83 pg/mL untuk dapat menghambat pertumbuhan 50% sel.
Hal ini disebabkan Jenis dari berbagai sel kanker memiliki sensitivitas yang berbeda terhadap
senyawa tertentu. Misalnya, sel kanker payudara mungkin merespons berbeda dibandingkan
dengan sel kanker paru-paru.

Hal tersebut juga ditunjukkan pada gambar 2 pada well plate masih terjadi perubahan warna
menjadi merah muda yang menandakan masih adanya aktivitas metabolik sel sehingga
menghasilkan enzim-enzim pereduksi. Perubahan warna terhenti setelah penambahan cisplatin
(43 uM). Cisplatin digunakan sebagai kontrol positif karena merupakan zat murni agen
antikanker (Khalidah, 2020) . Penampakan morfologi sel ketika ditambahkan cisplatin dan
Ekstrak umbi simbagh utak H. formicarum dengan berbagai konsentrasi dapat dilihat pada
gambar 2.
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Gambar 2. Morfologi Sel B16-F10 Hasil Uji Ekstrak

KESIMPULAN

Ekstrak H. formicarum yang diperoleh dilakukan uji antioksidan, menunjukkan kapasitas
antioksidan yang lebih tinggi sebesar 220,38 M TE/100 mg, Aktivitas antioksidan yang tinggi
membuat ekstrak H. formicarum tersebut dapat dikembangkan sebagai suplemen makanan.
Nilai 1Cso ekstrak H. formicarum terhadap sel B16-F10 secara in vitro sebesar 3.440,83 ug/mL
dan disimpulkan bahwa ekstrak H.formicarum tidak bersifat toksi terhadap sel B16-F10.
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