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ABSTRAK 

Telah dilakukan isolasi senyawa antioksidan dari kulit batang tumbuhan 
binjai (M. caesia).  Aktivitas antioksidan senyawa hasil isolasi memiliki nilai 
IC50 sebesar 202,0 ppm yang lebih kecil dibandingkan dengan IC50 vitamin C 
sebesar 3,7 ppm.  
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ABSTRACT 

In this study, we have successfully isolated an antioxidant compound from 
the bark of M. caesia. The antioxidant activity of the isolated compounds 
have IC50 values of 202.0 ppm, smaller than the IC50 of vitamin C , which is 
3.7 ppm. 
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PENDAHULUAN 

Salah satu spesies Mangifera yang 

endemik di Kalimantan Selatan dan belum 

pernah diteliti kandungan kimianya adalah 

M. caesia (binjai). Binjai adalah pohon 

sejenis mangga dengan bau harum yang 

menusuk dan rasa yang asam manis. Di 

dalam binjai terdapat kandungan kira-kira 

65% dari keseluruhan buah binjai dapat 

dimakan. Binjai menyebar secara alami di 

Sumatera, Kalimantan dan Semenanjung 

Malaya, sebagian pakar meyakini 

Kalimantan adalah lokasi asal-usulnya. 

Dari wilayah-wilayah ini, binjai dibawa dan 

dibudidayakan orang di Bali, Filipina dan 

Thailand, serta sebagian di Jawa 

(Kostermans and Bompard, 1993).  

Tumbuhan dari genus Mangifera yang 

sudah banyak diteliti kandungan kimianya 

adalah M. indica L (mangga). Rivera, et 

al., (2008) menyebutkan bahwa senyawa 

yang diekstraksi dari batang mangga 

terdiri dari polifenol, triterpen, flavonoid, 

fitosterol, serta elemen-elemen kecil 

lainnya yang dapat berfungsi sebagai 

antiviral, antitumor, antidiabetes, dan 
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antioksidan. Mangga juga mengandung 

komponen senyawa polifenolat seperti 

mangiferin dari turunan senyawa santon, 

katekin dan epikatekin. Menurut Depkes 

(2007) biji, daun dan batang mangga 

mengandung flavonoid, sedangkan daun, 

dan kulit batang mengandung saponin 

serta biji dan kulit batangnya mengandung 

tanin. Metode isolasi tumbuhan binjai 

meliputi ekstraksi, partisi, fraksinasi 

dengan berbagai teknik kromatografi 

sehingga diperoleh senyawa murni. 

Senyawa hasil isolasi dilakukan uji 

aktivitas antioksidan. 

 

PROSEDUR PENELITIAN 

Ekstraksi, fraksinasi dan isolasi 

senyawa 

Serbuk kasar kulit batang binjai (900 g) 

dimaserasi  menggunakan pelarut metanol 

(3 x 24 jam). Ekstrak metanol dipekatkan 

dengan rotary vacum evaporator 

bertekanan rendah hingga diperoleh 

ekstrak padat. Ekstrak padat dilakukan 

partisi dengan dua campuran pelarut yaitu 

metanol dan n-heksana. Sehingga 

diperoleh tiga fraksi, yaitu fraksi n-

heksana, fraksi metanol (MeOH), dan 

fraksi saponin. Fraksi padat MeOH hasil 

partisi difraksinasi dengan metode KVC 

dengan eluen n-heksana yang ditingkatkan 

kepolarannya dengan etil asetat, sehingga 

dihasilkan beberapa fraksi gabungan 

(dipantau dengan KLT). Salah satu fraksi 

dipisahkan lebih lanjut sehingga diperoleh 

fraksi dengan noda tunggal. Uji kemurnian 

komponen hasil pemisahan dilakukan 

dengan kromatografi lapis tipis sampai 

tampak satu noda  pada minimal tiga 

eluen. Apabila kromatogram menunjukan 

satu noda pada plat dengan berbagai 

eluen maka dapat dikatakan murni.  

Uji aktivitas antioksidan dengan metode 

DPPH 

Uji Pendahuluan :  

Senyawa hasil isolasi ditotolkan di atas 

plat KLT, kemudian kromatogram 

dikeringkan dan disemprot dengan larutan 

DPPH 1 mM dalam metanol. Setelah 30 

menit kromatogram diamati, dimana 

senyawa yang aktif sebagai antioksidan 

menunjukkan noda kuning dengan latar 

ungu (Chaca, 2003; Conforti, 2002). 

 

Penentuan Panjang Gelombang 

Maksimum (λmaks) DPPH: 

Sebanyak 9 ml metanol p.a. 

ditambahkan ke dalam 1 ml larutan DPPH 

1 mM, dikocok dengan kuat dan disimpan 

dalam ruang gelap selama 30 menit, 

kemudian diukur absorbansnya 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

Absorbans yang paling besar, dilihat 

panjang gelombangnya dan dijadikan 

panjang gelombang maksimum (λmaks). 
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Penentuan Nilai IC50:  

Senyawa hasil isolasi dilarutkan ke 

dalam metanol p.a. sehingga diperoleh 

beberapa variasi konsentrasi. Sebanyak 9 

ml larutan senyawa hasil isolasi 

ditambahkan ke dalam 1 ml larutan DPPH 

1 mM, dikocok dengan kuat dan disimpan 

dalam ruang gelap selama 30 menit, 

kemudian diukur absorbansnya 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

(Vankar, 2006; Molyneux, 2004; Han, 

2004). Nilai IC50 dihitung dari interpolasi 

pada grafik hubungan antara konsentrasi 

larutan uji dan daya antioksidan, kemudian 

dibandingkan dengan nilai IC50 larutan 

standar vitamin C yang dihitung dari 

interpolasi pada grafik hubungan antara 

konsentrasi vitamin C dan daya 

antioksidan. Nilai IC50 merupakan 

konsentrasi penghambatan 50% terhadap 

radikal bebas DPPH dari senyawa murni 

hasil isolasi. Besarnya daya antioksidan 

dihitung dengan rumus pada persamaan 1.  

 

 …………(1) 
 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Sebanyak 900 gram serbuk kasar kulit 

batang binjai dimaserasi dengan  1,8 L 

metanol selama 24 jam, kemudian ekstrak 

yang diperoleh disaring dan dipisahkan 

dari endapannya (filtrat I). Maserasi 

dilakukan sebanyak 3 kali. Filtrat yang 

diperoleh digabungkan dan dipekatkan 

dengan rotary vacum evaporator hingga 

diperoleh 148,18 gram ekstrak metanol 

kering yang berwarna coklat tua. 

Ekstrak metanol kering yang diperoleh 

dari hasil evaporasi dilarutkan ke dalam 

300 ml metanol, kemudian dimasukkan ke 

dalam corong pisah 500 ml. Selanjutnya 

dipartisi dengan pelarut yang berbeda 

kepolarannya.  Pelarut yang digunakan 

untuk partisi pada penelitian ini adalah 

metanol dan n-heksana. Partisi 

memberikan hasil berupa 3 lapisan yaitu 

lapisan atas berupa fraksi n-heksana, 

lapisan tengah berupa fraksi metanol, dan 

fraksi bawah berupa padatan. Fraksi 

metanol dipisahkan dari fraksi n-heksana 

dan fraksi padat, kemudian dipekatkan 

dengan rotary vacum evaporator hingga 

diperoleh fraksi metanol kering sebesar  

15,6031 gram. 

 Berdasarkan pola kromatogram 

KLT diketahui bahwa eluen yang 

menghasilkan pemisahan yang terbaik 

adalah n-heksana dengan etil asetat (1:9). 

Selanjutnya fraksi metanol dipisahkan 

dengan cara KVC. Semua fraksi metanol 
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dibuat impreg dengan dilarutkan ke dalam 

15 ml metanol, kemudian diteteskan ke 

dalam 30 gram silika gel 60 diaduk sampai 

homogen dan kering. Impreg dimasukkan 

ke dalam kolom KVC dengan diameter 

kolom = 7 cm, tinggi silika = 5,5 cm, dan 

berat silika = 100 gram, kemudian 

diratakan. Elusi diawali dengan pelarut non 

polar yaitu n-heksana sebanyak 50 ml 

kemudian dihisap dengan pompa vakum. 

Elusi dilanjutkan dengan polaritas 

meningkat mulai dari campuran n-heksana 

dengan etil asetat, kemudian etil asetat. 

Masing-masing eluen dimasukkan ke 

dalam  kolom secara perlahan-lahan, 

kemudian dihisap dengan pompa vakum. 

Fraksi-fraksi yang  dihasilkan kemudian 

ditampung dalam vial sehingga diperoleh 

55 fraksi. Semua fraksi hasil pemisahan 

dengan cara KVC dipantau dengan KLT 

menggunakan eluen n-heksana : etil 

asetat (3:7). Penggabungan fraksi 

didasarkan pada pola noda yang sama 

pada kromatogram dan diperoleh 4 fraksi 

(A,B,C,D). Fraksi A memiliki massa 

sebesar 0,4870 gram, fraksi B memiliki 

massa 0,0687 gram, fraksi C memiliki 

massa 1,4500 gram dan fraksi D sebanyak  

massa 0,1915 gram. 

Fraksi A terlihat memiliki pola yang 

sederhana, sehingga dilanjutkan 

pemisahan dengan KVC. Fraksi A dibuat 

impreg dengan cara dilarutkan dalam  2 ml 

n-heksana, kemudian diteteskan ke dalam 

2 gram silika gel 60 diaduk sampai 

homogen dan kering. Impreg dimasukkan 

ke dalam kolom KVC berdiameter 2 cm 

kemudian diratakan. Elusi diawali dengan 

pelarut non polar yaitu n-heksana 

sebanyak 20 ml kemudian dihisap dengan 

pompa vakum. Elusi dilanjutkan dengan 

kombinasi pelarut dengan polaritas 

meningkat yaitu campuran n-heksana 

dengan MTC, MTC, campuran MTC 

dengan etil asetat, etil asetat, campuran 

etil asetat dengan metanol, dan metanol, 

sehingga diperoleh 35 fraksi. Semua fraksi 

diamati dengan KLT dan berdasarkan 

kromatogram KLT,  vial 16-19 

menunjukkan noda tunggal. Vial 16-19 

digabung selanjutnya dilakukan uji 

kemurnian dengan menggunakan KLT 

dengan tiga sistem eluen yang berbeda, 

yaitu MTC : n-heksana  (7:3), n-

heksana:etilasetat (7:3) dan 

MTC:kloroform (3:7). Berdasarkan pola 

kromatogram, fraksi gabungan 

menunjukkan noda tunggal, sehingga 

dapat dikatakan fraksi gabungan ini 

merupakan senyawa murni.  Selanjutnya 

fraksi gabungan 16-19 ini disebut sebagai 

senyawa hasil isolasi dengan massa 49,1 

mg, berupa padatan berwarna kuning. 

 

Uji Aktivitas Antioksidan 
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Uji pendahuluan digunakan untuk 

mengetahui apakah senyawa hasil isolasi 

memiliki aktivitas antioksidan. Menurut 

Chaca (2003), senyawa aktif sebagai 

antioksidan, apabila senyawa tersebut 

ditetesi larutan DPPH menunjukkan noda 

kuning dengan latar ungu. Berdasarkan 

hasil uji pendahuluan senyawa hasil isolasi 

positif bersifat antioksidan, yang ditandai 

dengan timbulnya warna kuning berlatar 

ungu.  

Senyawa hasil isolasi menunjukkan 

hasil positif pada uji pendahuluan 

sehingga dilanjutkan penentuan aktivitas 

antioksidan dengan spektrofotometer UV-

Vis. Senyawa hasil isolasi dibuat menjadi 

larutan dengan konsentrasi 10, 30, 50, dan 

70 ppm. Larutan senyawa diukur 

absorbansnya pada λmaks 516 nm. Menurut 

Darmanto (2005), kemampuan suatu 

senyawa sebagai antioksidan, dinyatakan 

dengan IC
50 

pada konsentrasi kurang dari 

1000 ppm.  

 

 
 

Gambar 1. Grafik Hubungan Konsentrasi dengan Daya Antioksidan Senyawa  

 
 

Gambar 2.  Grafik Hubungan Konsentrasi dengan Daya Antioksidan Vitamin C 
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Berdasarkan grafik pada Gambar 1 

didapatkan nilai IC50 senyawa hasil isolasi 

sebesar 202 ppm. Menurut Darmanto 

(2005), senyawa ini dapat dikatakan aktif 

sebagai antioksidan dan memerlukan 

konsentrasi sebesar 202 ppm untuk 

mampu meredam 50% radikal bebas.  

Grafik pada Gambar 2 menunjukkan 

daya antioksidan vitamin C mempunyai 

nilai IC50 sebesar 3,7 ppm. Jika  

dibandingkan dengan IC50 vitamin C, maka 

senyawa hasil isolasi kurang aktif sebagai 

antioksidan. Vitamin C memiliki aktivitas 

antioksidan yang cukup tinggi karena 

vitamin C memiliki 4 gugus hidroksil. 

Menurut May (1999) vitamin C sebagai 

antioksidan dapat memberikan satu atau 

dua elektronnya untuk menstabilkan 

radikal bebas. 

Pada Mangifera indica L. yang berasal 

dari Brazil dilaporkan banyak mengandung 

senyawa golongan flavonol dan glikosida 

santon misalnya mangiferin, isomangiferin, 

isomangiferin gallat, quersetin dan 

turunannya yang bersifat antioksidan 

(Ribeiro, et al., 2008). Pada binjai juga 

telah dilaporkan terdapat senyawa 

golongan alkilfenol yang bersifat 

antioksidan diantaranya  alkenilfenol 

dengan C23:1 sebagai rantai samping dan 

asam alkenilsalisilat dengan rantai 

samping C23:2, C25:2, and C25:1 yang 

belum pernah dilaporkan dari tumbuhan 

lain (Masuda, et al., 2002). 

 

KESIMPULAN 

Senyawa hasil isolasi dari kulit batang 

binjai bersifat aktif antioksidan. Aktivitas 

antioksidan senyawa hasil isolasi memiliki 

nilai IC50 sebesar 202 ppm yang lebih kecil 

dibandingkan dengan IC50 vitamin C 

sebesar 3,7 ppm. 
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