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Abstrak: Antioksidan merupakan senyawa yang menghambat atau menunda reaksi oksidasi molekul dengan
cara menghambat proses inisiasi atau propagasi reaksi oksidasi berantai Struktur kimiawi antioksidan, sumber
radikal bebas, dan sifat fisiko-kimia sediaan sampel yang berbeda dapat memberikan hasil uji aktivitas
antioksidan yang beragam. Oleh karena itu, diperlukan suatu metode analisa aktivitas antioksidan yang selektif
untuk suatu jenis sampel tertentu. Studi perbandingan metode uji aktivitas antioksidan DPPH, FRAP, dan FIC
telah dilakukan terhadap asam askorbat (AA), asam galat (AG), dan kuersetin. Ketiga metode uji antioksidan
dibedakan berdasarkan pada jenis mekanisme reaksinya, sedangkan sampel standar antioksidan dipilih
berdasarkan struktur polihidroksi atau polifenol yang umumnya mewakili dasar struktur antioksidan bahan alam.
Metode uji aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH ditemukan paling efektif dan efisien diantara ketiga
metode uji yang digunakan dengan nilai /Cs, berturut-turut 1,27; 2,44; dan 2,77 mg/L untuk AG, kuersetin dan
AA. Adapun metode FIC terbukti paling tidak efektif dan efisien karena sensitivitasnya yang sangat rendah dan
daya kelatnya lebih kecil dari 20%. Korelasi antara metode uji untuk semua standar antioksidan terbukti sangat
tinggi (R>0,98), khususnya antara FRAP dan DPPH. Hal ini mengindikasikan adanya keterkaitan sangat kuat
antara daya hambat radikal bebas dengan potensial reduksi senyawa polihidroksi (polifenol) terhadap ion besi.
Secara umum kedua metode ini sangat dimungkinkan bisa saling menggantikan satu sama lain.

Kata kunci: Antioksidan, DPPH, FRAP, FIC, asam akorbat, asam galat, kuersetin

Abstract: Antioxidants are compounds that prevent or postpone oxidation reaction of a molecule by inhibiting
initiation or propagation process of the chain oxidation reaction. The chemical structure of antioxidants, free
radical sources, and physico-chemical properties of different sample preparations can provide various
antioxidant activity test results. Therefore, selectivity of an antioxidant activity analysis method for a particular
sample type is compulsary. The comparative study of antioxidant activity assays (DPPH, FRAP, and FIC)
against ascorbic acid (AA), gallic acid (GA), and quercetin was accomplished. The three antioxidant activity
assays were distinguished based on their typical reaction mechanism, while the samples of antioxidant standard
were selected on the polyhydroxy or polyphenol based-structure, which are commonly available as the basic
skeleton of the natural antioxidants compounds. The antioxidant assay against a radical of DPPH was found to
be the most effective and efficient among the three assays with ICsy 1.27, 2.44, and 2.77 mg/L for GA, quercetin
and AA, respectively. In contrast, FIC method was proven to be the least one due to its poor sensitivity and low
chelating capability (<20%). The correlation between the antioxidant assay methods was found to be really
high (R>0,98), particularly between the FRAP and DPPH assay. This result indicated that the radical inhibition
has strong correlation with the reduction power of the polyhydroxy (polyphenol) compounds toward iron ion. In
general, the FRAP and DPPH assay are most probably complementary each other.

Keywords: Antioxidant, DPPH, FRAP, FIC, ascorbic acid, gallic acid, quercetin

PENDAHULUAN dihasilkan dari metabolisme tubuh maupun faktor

Antioksidan adalah zat yang dapat menghambat eksternal lainnya (Halliwell 1995). Secara kimiawi
proses oksidasi (Schuler 1990), sehingga dapat antioksidan alami yang terdapat dalam tumbuh-
melindungi sel dari bahaya radikal bebas yang tumbuhan dan bahan pangan terutama berasal dari
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golongan senyawa turunan fenol seperti flavonoid
(kuersetin) (Rice-Evans et al. 1996; Kaur & Kapoor
2001), turunan senyawa asam hidroksamat (Liu et al.
2008), kumarin (Christos et al. 2006), vitamin
(tokoferol) (Kamal-Eldin 1996), asam organik (asam
galat) dan vitamin C (asam askorbat) (Moon &
Shibamoto 2009; Chen & Ho, 1997, Kikukazi et al.,
2002; Kelebek et al., 2009; Fang et al. 2002). Sistem
kerja antioksidan secara umum dibagi menjadi dua,
yaitu enzimatik: Superoxide dismutase (SOD),
Katalase (CAT), Peroksidase (POX), Asam askorbat
peroksidase (APX), glutation reduktase (GR) dan
polifenol oksidase (PPO) dan non-enzimatik;
contohnya asam askorbat (vitamin C), senyawa
fenolik, karotin dan a-tokoferol (Mandal et al. 2009).
Senyawa fenolik yang sangat aktif sebagai
antioksidan alam dan paling banyak ditemukan dalam
tanaman diantaranya adalah asam galat (Moon &
Shibamoto 2009) dan kuersetin (Kaur & Kapoor
2001). Penelitian tentang hubungan antara struktur
dan aktivitas antioksidan senyawa fenolik telah
membuktikan bahwa aktivitas antioksidan senyawa
ditentukan oleh adanya gugus hidroksil bebas dan
terkonyugasi seperti pada asam galat, asam tanat dan
kuersetin (Materska 2008).

Pengujian aktivitas antioksidan non enzimatis
pada tanaman dan bahan pangan umumnya dapat
menggunakan metode yang berbasis air 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) (reaksi dengan radikal bebas),
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) (reaksi
reduksi-oksidasi), Ferrous lIon Chelating (FIC)
(reaksi kelat atau melalui pembentukan komplek),
dan yang Dberbasis lemak misalnya dengan
Thiobarbituric acid (TBA) (Moon & Shibamoto
2009; Liu et al. 2006; Masoud et al. 2012; Dudonne
et al. 2009; Thaipong et al. 2006; Lai et al. 2011;
Pokorny 2001). Banyaknya metode uji aktivitas
antioksidan tersebut dapat memberikan hasil uji yang
beragam. Hal tersebut diakibatkan oleh adanya
pengaruh dari struktur kimiawi antioksidan, sumber
radikal bebas, dan sifat fisiko-kimia sediaan sampel
yang berbeda. Oleh karena itu, sangat diperlukan
pemilihan metode analisa aktivitas antioksidan yang
tepat dan selektif untuk suatu jenis sampel tertentu.
Pada penelitian ini telah dilakukan perbandingan tiga
metode uji aktivitas antioksidan yang berbasis air
(DPPH, FRAP, dan FIC) yang digunakan terhadap
standar antioksidan bersifat polar dan mewakili
struktur antioksidan pada umumnya seperti asam
askorbat (AA), asam galat (AG), dan kuersetin.
Selain itu, korelasi diantara ketiga metode uji tersebut
juga telah diteliti. Prosedur yang digunakan adalah
hasil modifikasi dan optimalisasi dari metode yang
telah dilaporkan.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan kimia yang digunakan terdiri dari asam
askorbat (AA) (Merck), asam galat (AG) (Merck),
kuersetin (Sigma), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

(DPPH) (Sigma), buffer fosfat pH 6,6 (0,2 M),
larutan kalium heksasianoferat 1%, larutan asam
trikloroasetat 10%, larutan besi(Il)klorida 0,1%,
larutan besi(II)klorida tertrahidrat 1 mM dan Ferozin
2,5 mM. akuades, aquabides, dan metanol (Merck).

Persiapan sampel

Larutan stok 100 mg/L standar AA, AG dan
kuersetin dibuat dalam metanol yang akan digunakan
dalam metode DPPH dan FRAP. Variasi konsentrasi
masing-masing  standar dibuat dengan cara
pengenceran dari larutan stok 100 mg/L. Variasi
konsentrasi yang digunakan adalah 2, 4, 8, 16 dan 32
mg/L, sedangkan untuk metode FIC, larutan stok AA
dan AG dibuat pada konsentrasi 40 mg/mL, untuk
kuersetin dibuat larutan stok 1 mg/mL.

Metode DPPH (2,2 dipenyl-1-picrylhidrazyl)

Metode uji antioksidan terhadap radikal bebas
DPPH yang digunakan dalam penelitian ini adalah
hasil modifikasi dari beberapa prosedur yang telah
dilaporkan oleh Brand-Williams et al. (1995),
Sharma & Bhat (2009), Panda (2012) dan Dolatabadi
et al. (2014).

Pembuatan reagen DPPH

DPPH dengan konsentrasi 160 mg/L dibuat
dengan menimbang zat tersebut sebanyak 4,0 mg dan
dilarutkan dalam 25 mL metanol di dalam labu ukur.
Larutan yang dihasilkan disimpan di ruang gelap dan
dilindungi dengan aluminium foil.

Pembuatan Kurva baku DPPH

Larutan DPPH dengan konsentrasi 160 mg/L
diencerkan dengan metanol untuk memperoleh
larutan dengan konsentrasi 4, 8, 16, dan 32 mg/L.
Panjang gelombang maksimum DPPH di dalam
metanol ditentukan dari pengukuran serapan salah
satu larutan DPPH tersebut. Selanjutnya, masing-
masing larutan DPPH dengan konsentrasi yang
berbeda tersebut diukur serapannya pada panjang
gelombang maksima.

Pengukuran sampel

Pengenceran sampel uji dengan DPPH dilakukan
sesuai dengan Tabel 1. Semua larutan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu diinkubasi pada suhu kamar
selama 30 menit yang dihitung sejak penambahan
larutan DPPH pada sampel. Kemudian diukur
serapannya pada panjang gelombang maksima DPPH
(517 nm). Sampel dengan konsentrasi 2,5 mg/L
adalah AG, sedangkan sampel dengan konsentrasi 5,0
mg/LL adalah AA dan kuersetin. Daya hambat
masing-masing standar dinotasikan dengan %
inhibisi, dan dihitung dengan persamaan (1).

Inhibisi=| 1- 25 |x100 .. (1)
Ak

dengan : Ak
As

serapan kontrol
serapan sampel
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Tabel 1. Tabel pengenceran sampel uji dengan DPPH

Sampel Blanko
Kode Metanol Sampel 2,5-5 DPPH 160 Sampel Metanol
sampel (mL) mg/L (mL) mg/L (mL) (mL) (mL)
Kontrol 4 - 1 - 5
Al - 4 1 4 1
A2 2 1 2 3
A3 3 1 1 1 4
A4 3,5 0,5 1 0,5 4,5
A5 3,75 0,25 1 0,25 4,75
Tabel 2. Tabel pengenceran sampel uji dengan FIC
Sampel Blanko
Kode Metanol  Sampel FeCl, ImM  Ferozin 2,5mM Sampel  Metanol
sampel (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Kontrol 4,5 - 0,5 0,5 - 5
Al 0,5 4 0,5 0,5 4 1
A2 2,5 2 0,5 0,5 2 3
A3 3 1 0,5 0,5 1 4
A4 3,5 0,5 0,5 0,5 0,5 4,5
AS 3,75 0,25 0,5 0,5 0,25 4,75

IG5y sediaan sampel terhadap larutan DPPH
ditentukan dari persamaan regresi linier yang
dihasilkan dari pengukuran variasi konsentrasi
sampel terhadap larutan DPPH.

Metode FRAP
Power)

Metode uji antioksidan FRAP yang digunakan
dalam penelitian ini adalah modifikasi dari prosedur
yang telah dilaporkan oleh Panda (2012).

(Ferric Reducing Antioxidant

Pembuatan kurva baku Fe** dari besi(Il)sulfat
heptahidrat

FeSO,.7H,0 sebanyak 12,20 mg ditimbang dan
dilarutkan dalam labu ukur 100 mL dengan akuades
sampai dengan tanda batas labu. Alikuot masing-
masing sebanyak 1,000; 0,500; 0,250; 0,125 dan
0,063 mL diambil dari larutan tersebut, dimasukkan
ke dalam masing-masing labu ukur 100 mL dan
diencerkan sampai tanda batas, sehingga diperoleh
konsentrasi Fe2+ berturut-turut sebesar 0,88; 0,44;
0,22; 0,11 dan 0,05 uM.

Pengukuran sampel dengan FRAP

Sebanyak 0,5 mL sampel (variasi konsentrasi 0, 2,
4, 8, 16 dan 32 mg/L) dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, ditambah dengan 0,5 mL buffer fosfat pH 6,6
(0,2 M), ditambah dengan 0,5 mL laruran kalium
heksasianoferat 1%. Larutan campuran diinkubasi
pada 50°C selama 20 menit dan kemudian ditambah

dengan 0,5 mL larutan TCA 10% (Apabila terjadi
dua lapisan, dipisahkan melalui sentrifugasi). Lapisan
atas diambil sebanyak 0,5 mL dan dimasukkan ke
dalam kuvet 1,5 mL, kemudian ditambahkan 0,5 mL
akuades, 0,5 mL FeCI3 0,1%. Campuran larutan
tersebut kemudian diinkubasi pada suhu kamar (25
oC) selama 5-10 menit. Serapan larutan tersebut
kemudian diukur pada panjang gelombang 700 nm
dan dihitung sebagai konsentrasi Fe2+ (uM/g)
berdasarkan kurva baku Fe2+.

Metode FIC (Ferrous Ion Chelating)

Metode uji antioksidan FIC yang digunakan
dalam penelitian ini adalah modifikasi dari prosedur
yang telah dilaporkan oleh Lai & Lim (2011) dan
Panda (2012).

Pengukuran sampel

Persiapan sampel dilakukan dengan mengikuti
Tabel 2. Semua larutan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan dihomogenkan. Selanjutnya larutan
diinkubasi pada suhu kamar (25°C) selama 10 menit
yang dihitung sejak dari penambahan larutan ferozin
pada sampel. Serapan sampel diukur pada panjang
gelombang 562 nm. Efek khelat ion Fe®* dihitung
dengan persamaan (2).

Efek Pengkelat(%)= (1-%}100 2

dengan : As
Ak

serapan sampel
serapan kontrol
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Semua percobaan dilakukan minimal dari 5
variasi konsentrasi sampel yang diulang masing-
masing sebanyak 3 kali dan diukur serapannya
UV/tampaknya sebanyak 3 kali. Nilai aktivitas
antioksidan masing-masing sampel dilaporkan dalam
bentuk nilai rata-rata (x) dari semua nilai hasil
pengukuran dengan standar deviasinya (sd) dan
jumlah data populasi datanya (n) serta ditulis dalam
format x + sd (n). Koefisien korelasi antara data yang
dihasilkan oleh masing-masing metode analisa
dihitung dengan menggunakan Microsoft excel.

Untuk membandingkan efektifitas dan efisiensi
ketiga metode uji aktivitas antioksidan terhadap
sampel, maka dilakukan perhitungan limit deteksi
Limit of Detection (LoD) dan Limit of Quantition
limit kuantitasi (LoQ), masing-masing dengan
persamaan (3) dan (4).

LoD =3,30/s ... (3)
LoQ=100c/s ... (4)

dengan : o = standar deviasi yang diperoleh
dari standar deviasi/standar
eror intesep kurva baku
s = slope kurva baku
HASIL DAN PEMBAHASAN
Metode Uji DPPH

Nilai konsentrasi larutan DPPH yang direaksikan
dengan sampel dipilih berdasarkan kurva baku
larutan DPPH (Gambar 1). Konsentrasi larutan DPPH
yang digunakan pada sampel yaitu 32 mg/L dengan
serapan pada 517 nm, sebesar 0,837 + 0,053 (3).
Konsentrasi tersebut dipilih berdasarkan linieritas
kurva baku terbaik. Semakin tinggi konsentrasi yang
digunakan, maka akan semakin banyak variasi
konsentrasi yang bisa dipakai dalam percobaan.
Dalam percobaan ini, metanol dipilih sebagai pelarut
karena untuk menyesuaikan dengan pelarut DPPH
(Sharma et al. 2009) dan sampel lainnya yang
mempunyai kelarutan lebih baik dalam metanol.

0.8  [Eauation y=a+b'x
Weight No Weighting

Residual Sum ~ 8.8236E-5

of Squares

Pearson's r 0.99991

Adj. R-Square 0.99977

0.6 - Value  Standard Efro

Intercept 000585 0.00267

B Slope 0.0263  1.77076E-4

Absorbansi (a.u.)

25 30 35
Konsentrasi DPPH (mg/L)

Gambar 1. Kurva baku larutan DPPH di dalam

metanol pada A, 517 nm

Aktivitas daya hambat AA, AG dan Kkuersetin
terhadap radikal DPPH

Rentang konsentrasi standar AA yang digunakan
dalam percobaan ini adalah 0,25-4,00 mg/L . Variasi
konsentrasi AA tersebut menghasilkan daya hambat
terhadap radikal DPPH berkisar antara 5-73 %.
Untuk standar AG, konsentrasi pada rentang 0,13-2,0
mg/L. dapat menghasilkan daya hambat terhadap
radikal DPPH berkisar antara 5-80 %. Adapun untuk
standar kuersetin, konsentrasi pada rentang 0,25-4
mg/L. dapat menghasilkan daya hambat terhadap
radikal DPPH berkisar antara 6-83 %. Rentang
konsentrasi standar yang berbeda adalah hasil
penyesuaian dengan reaktivitas masing-masing
standar terhadap radikal DPPH yang relatif berbeda
satu sama lain. Pertimbangan lain adalah berdasarkan
pada batas nilai serapan minimum dan maksimum

sampel yang masih dapat dibaca dengan
spektrofotometer UV/tampak secara akurat dan
presisi.

Tabel 3. Nilai ICsy, LoD dan LoQ senyawa AA, AG,
dan kuersetin terhadap radikal bebas DPPH.

ICs+ RSD (1) LoD LoQ
Sampel (mg/L) (mg/l)  (mg/L)

AA 2,77 0,05 (15) 0,08 0,25
AG 1,27 £0,05 (15) 0,09 0,26
Kuersetin 2,44 £ 0,07 (15) 0,11 0,33

HO o %

< HO -
d OH HO
OH

Asam askorbat (100%)

Asam galat (100%)

OH O 50% OH O 50%

Kuersetin

Gambar 2. Perkiraan bentuk terionisasi senyawa
standar antioksidan pada pH 6,6, hasil simulasi
perangkat lunak (Chem Axon)

Perbandingan nilai ICs, ketiga standar antioksidan
tersebut terhadap radikal DPPH (Tabel 3),
menunjukkan bahwa daya hambat standar
antioksidan AG terhadap radikal DPPH dua kali lebih
baik dibandingkan standar antioksidan AA.
Kemungkinan besar hal ini disebabkan oleh AG yang
lebih mampu menstabilkan radikal yang terbentuk
melalui delokalisasi elektron ke dalam sistem
aromatik fenol (Gambar 2). AG merupakan senyawa
antioksidan yang banyak terkandung dalam berbagai
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macam tanaman dan bahan pangan (Moon &
Shibamoto, 2009) serta banyak digunakan sebagai
standar pengukuran pada penentuan kadar senyawa-
senyawa fenolik (Golumbic & Mattil, 2007).
Penggunaan AG sebagai standar pada pengukuran
aktivitas antioksidan terhadap senyawa radikal DPPH
memang tidak sebanyak AA. Akan tetapi hasil
pengukuran menunjukkan aktivitas yang relatif lebih
baik daripada AA. Oleh karena itu, AG bisa menjadi
alternatif pengganti standar antioksidan AA. Seperti
halnya AA, struktur AG yang berperan sebagai
antioksidan adalah gugus hidroksil fenol. Senyawa
ini tidak larut dalam air, namun larut baik dalam
metanol dan etanol.

Perbandingan ICs, standar AA dan AG terhadap
kuersetin (Tabel 3) menunjukkan bahwa ICsg
kuersetin sebanding dengan ICsy AA dan 2 kali
kurang efektif dibandingkan terhadap ICs;, AG.
Berdasarkan strukturnya, senyawa kuersetin memiliki
kemampuan lebih baik menstabilkan radikal melalui
delokalisasi elektron radikal ke dalam sistem
poliaromatik fenol dibandingkan AG dan AA
(Gambar 2). Akan tetapi kurang efektifnya daya
hambat senyawa kuersetin dibandingkan dengan AG
dimungkinkan akibat adanya halangan sterik yang
sama-sama dimiliki oleh senyawa kuersetin dan
DPPH. Kuersetin merupakan senyawa flavonoid
utama yang termasuk ke dalam golongan flavonol.
Kuersetin banyak ditemukan dalam berbagai tanaman
dan bahan makanan, buah-buahan, juga bermanfaat
untuk kesehatan (Lakhanpal & Rai, 2007)(Materska,
2008). Ketika flavonol kuersetin bereaksi dengan
radikal bebas, kuersetin mendonorkan protonnya dan
menjadi senyawa radikal. Elektron tidak berpasangan
yang dihasilkan didelokalisasikan ke dalam sistem
aromatik sehingga senyawa radikal kuersetin
memiliki energi yang sangat rendah dan relatif
kurang reaktif (Nuengchamnong et.al., 2004), oleh
karena itu senyawa ini sangat baik menghambat
radikal bebas DPPH.

Metode Uji FRAP terhadap senyawa AA, AG, dan
kuersetin

Metode ini berdasarkan pada reaksi reduksi dalam
suasana asam terhadap senyawa kompleks Fe'
(Kalium heksasianoferat) yang berwarna kuning
menjadi senyawa kompleks Fe?* yang berwarna hijau
kebiruan akibat donor elektron dari senyawa
antioksidan. Metode uji aktivitas antioksidan dengan
metode FRAP ini dapat dimonitor dengan
pengukuran serapan senyawa komplek Fe®* yang
terbentuk dengan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimal 700 nm (Panda 2012).
Uji antioksidan dengan metode FRAP sangat singkat
prosesnya, sehingga hasilnya dapat diperoleh dengan
cepat. Berdasarkan perbandingan data hasil uji FRAP
terhadap senyawa AA, AG dan kuersetin pada
rentang konsentrasi 2 - 32 mg/L (Gambar 3),
menunjukkan bahwa Secara umum AG mempunyai
kemampuan daya reduksi terhadap Fe®* dua kali lebih

kuat dibandingkan AA dan kuersetin. Sedangkan
kuersetin hanya sedikit lebih kuat daya reduksinya
dibandingkan dengan AA. Seperti halnya pada
metode uji DPPH, rentang konsentrasi standar
disesuaikan dengan reaktivitas daya reduksi masing-
masing standar terhadap Fe™* yang relatif berbeda
satu sama lain, dan juga berdasarkan pada batas nilai
serapan minimum dan maksimum sampel yang masih
dapat dibaca dengan spektrofotometer UV/tampak
secara akurat dan presisi.

1 Fe—na =
—e—AG
A— Kuersetin
0.8
0.6
A
/.

0.4

A

Konsentrasi Fe*" (:M/g)

A
004 =

T T T T
10 15 20 25 30 35

Konsentrasi senyawa antioksidan (mg/L)

Gambar 3. Perbandingan daya reduksi AA, AG, dan
kuersetin terhadap Fe**(uM Fe/g)

Tabel 4. Nilai LoD dan LoQ pembentukan Fe** hasil
reduksi AA, AG, dan kuersetin terhadap ion Fe**
(FRAP)

sampel 00 ey
AA 0,08 0,25
AG 1,64 4,96
Kuersetin 0,89 2,69

Kondisi asam pada uji FRAP secara umum dapat
menurunkan kemampuan reduksi senyawa
antioksidan akibat protonasi asam (Sharma & Bhat
2009). Berdasarkan hasil simulasi perangkat lunak
Chem Axon, bentuk ionisasi ketiga senyawa
antioksidan tersebut pada pH 6,6 dapat diperkirakan
seperti terlihat pada (Gambar 2). Senyawa AA dan
AG pada pH 6,6 diperkirakan terionisasi 100%
membentuk monoanion, sedangkan kuersetin hanya
terionisasi sebagian membentuk senyawa netral dan
monoanion (1:1). Kemampuan kuersetin mereduksi
Fe’* pada kondisi pH 6,6 diperkirakan berkurang
akibat elektron pada atom oksigen yang terionisasi
terstabilkan dengan lebih baik oleh sistem aromatik
daripada AA dan AG. Pada senyawa AA, elektron
pada atom oksigen yang terionisasi terstabilkan oleh
proses konjugasi dengan sistem karbonil tak jenuh
dan ikatan hidrogen intramolekuler (1,6) dengan
proton dari gugus hidroksi alifatik.
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Metode Uji FIC terhadap AA, AG, dan Kuersetin

Prosentase daya hambat standar antioksidan AA
dan AG terhadap senyawa kompleks besi(I)ferozin
untuk rentang konsentrasi 1,2-20 mg/mL adalah 0-
5%. Adapun untuk senyawa kuersetin, rentang
konsentrasi uji yang digunakan pada rentang 0,03-0,5
mg/mL menghasilkan daya khelat sebesar 0,5-18%.
Rentang konsentrasi standar yang digunakan sesuai
dengan reaktivitas daya khelat masing-masing
standar terhadap ion Fe™* yang relatif berbeda satu
sama lain, dan disesuaikan dengan batas nilai serapan
minimum dan maksimum sampel yang masih dapat
dibaca dengan spektrofotometer UV/tampak secara
akurat dan presisi. Berdasarkan nilai ICsy daya khelat
ketiga senyawa antioksidan tersebut terhadap ion Fe®*
(Tabel 5), kuersetin mempunyai daya khelat 140 kali
lebih kuat dibandingkan kedua senyawa antioksidan
lainnya (AA dan AG). Akan tetapi, secara umum
hasil uji FIC ketiga senyawa standar antioksidan
terhadap Fe’ mempunyai daya hambat di bawah
20%, hal ini kemungkinan besar disebabkan oleh
lemahnya kemampuan ikatan koordinasi senyawa
polifenol terhadap logam besi akibat adanya
resonansi sistem aromatik dan elektronegatifitas atom
oksigen dari fenol yang cukup kuat menahan
pasangan elektron bebas dari atom oksigen. Hal ini
secara umum sesuai dengan hasil yang telah
dilaporkan oleh Andjelkovic et al. (2006). Senyawa
polifenol dari bahan alam dilaporkan mempunyai
daya kelat terhadap Fe® yang relatif lemah
dibandingkan terhadap EDTA (Berker et al. 2010).
Sehingga uji FIC dinilai relatif kurang sensitif
terhadap wuji aktivitas antioksidan dibandingkan
dengan metode uji yang lainnya.

Tabel 5. Nilai ICsy, LoD dan LoQ daya khelat
senyawa AA, AG dan kuersetin terhadap ion Fe**
(FIC)

Sampel Icsé)miglfrrsﬂl?) o (m]?;gm <m1;7§L>
AA 210,51 £ 8,27 (15) 1,68 5,09
AG 202,39 £ 8,37 (15) 1,22 3,69

Kuersetin 1,44 £ 0,05 (15) 0,04 0,12

Berdasarkan nilai LoD dan LoQ ketiga metode uji
aktivitas antioksidan terhadap sampel pada (Tabel
4.1, 4.2, dan 4.3), metode uji DPPH terbukti lebih
efektif dan efisien daripada metode FRAP. Adapun
metode FIC terbukti sangat tidak efektif dan efisien
karena nilai LoD dan LoQ nya 700-20000 kali lebih
rendah sensitivitasnya terhadap sampel dibandingkan
terhadap metode uji FRAP dan DPPH. Untuk
menguji hubungan antara ketiga metode uji aktivitas
antioksidan terhadap ketiga standar senyawa
antioksidan, maka dilakukan analisa regresi
(koefisien korelasi, R). Korelasi yang sangat
signifikan telah ditemukan pada semua metode uji
untuk ketiga standar antioksidan (R>0,98) khususnya

antara FRAP dan DPPH. Koefisien korelasi yang
signifikan ini menunjukkan bahwa potensi
antioksidan ketiga standar antioksidan tersebut
mempunyai keterkaitan dengan kemampuan reaksi
reduksi dan oksidasi serta stabilisasi radikal oleh
senyawa tersebut melalui resonansi sistem aromatik
fenol. Selain itu, daya kelat juga dapat mencegah
radikal yang terbentuk, walaupun tidak berperan
dominan.

KESIMPULAN

Metode uji aktivitas antioksidan terhadap radikal
DPPH ditemukan paling efektif dan efisien diantara
tiga metode uji yang gunakan, sedangkan metode FIC
paling tidak efektif dan efisien karena sensitivitasnya
yang sangat rendah dan daya kelatnya lebih kecil dari
20%. Ketiga metode uji mempunyai korelasi yang
sangat tinggi (R>0,98), khususnya antara FRAP dan
DPPH. Hal ini mengindikasikan adanya keterkaitan
sangat kuat antara daya hambat radikal bebas dengan
potensial reduksi senyawa polihidroksi (polifenol)
terhadap ion besi. Secara umum kedua metode ini
sangat dimungkinkan bisa saling mempengaruhi
bahkan dapat menggantikan. Standar antioksidan AG
terbukti relatif paling reaktif sebagai antioksidan
diantara AA dan kuersetin, sehingga bisa menjadi
alternatif standar antioksidan disamping AA yang
sudah menjadi standar acuan.
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