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Abstract. This study aims to determine total polyphenol content of Bromelia
(Neoregelia marmorata) leaves extract with ethanol and water solvent ratio. There are
three kinds of comparisons, ethanol 96%, ethanol 50 % and aquadest. The third
variation of the extract is then determined the total polyphenol content. Determination
of total polyphenol content was performed using visible light spectrophotometry at
wavelength 758 nm with Folin-ciocalteu reagent and standard used was gallic acid.
The highest average polyphenol content was obtained ethanol extract 96% then
ethanol 50%, aquadest that is 0,4710 mgGAE / g; 0.3677 mgGAE / g; 0.1847 mgGAE
/ g. The more part of ethanol 96%, the total polyphenol content is higher. Furthermore,
one way anova test is used to know the difference in the three extracts and followed
by Post Hoc test. The results of the analysis showed significant differences between
the three variants extract with probability value (p<0,05).

Keywords: Folin-Ciocalteu, Bromelia leaves, total polyphenol

Abstrak. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar polifenol total
dalam ekstrak daun Bromelia (Neoregelia marmorata) dengan berbagai
perbandingan pelarut etanol dan air. Terdapat tiga macam perbandingan, yaitu air,
etanol 50% dan etanol 96%. Ketiga variasi ekstrak selanjutnya ditetapkan kadar
polifenol totalnya. Penetapan kadar polifenol total dilakukan menggunakan
spektrofotometri sinar tampak pada panjang gelombang 758 nm dengan pereaksi
Folin-ciocalteu dan standar yang digunakan adalah asam galat. Rata-rata kadar
polifenol total paling tinggi diperoleh ekstrak etanol 96% kemudian etanol 50%, air
yaitu 0,4710 mgGAE/g; 0,3677 mgGAE/g; 0,1847 mgGAE/g. Semakin banyak
bagian etanol 96% maka kadar polifenol total semakin tinggi. Selanjutnya, untuk
mengetahui adanya perbedaan dalam ketiga ekstrak tersebut dilakukan uji one way
anova dan dilanjutkan uji Post Hoc. Hasil analisis menunjukkan perbedaan signifikan
antara ketiga varian ekstrak dengan nilai probabilitas (p<0,05).

Kata kunci: Folin-Ciocalteu, daun Bromelia, polifenol total.
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PENDAHULUAN

Radikal bebas didefinisikan sebagai suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau lebih electron tidak
berpasangan pada orbital luarnya (Winarsi, 2011). Adanya elektron yang tidak berpasangan menyebabkan senyawa
radikal bebas bersifat reaktif untuk mencari pasangan, yaitu dengan menyerang dan mengikat elektron molekul yang
berada di sekitarnya. Radikal bebas dapat ditangkal dengan senyawa antioksidan. Antioksidan adalah senyawa atau
komponen kimia yang dalam kadar atau jumlah tertentu mampu menghambat atau memperlambat kerusakan akibat
proses oksidasi (Sayuti dan Yenrina 2015).

Antioksidan bisa didapat dari tanaman. Senyawa yang banyak ditemukan dalam tanaman dan memiliki potensi
antioksidan adalah polifenol. Senyawa polifenol merupakan golongan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
dalam tanaman yang bertanggung jawab terhadap aktivitas antioksidan, antikanker, antiviral dan antiinflamasi (Amin
et al., 2006). Polifenol adalah senyawa yang memiliki satu atau lebih cincin aromatic dengan gugus fenol lebih dari
satu. Polifenol larut dalam metanol, etanol, aseton, etil asetat, dan kombinasinya, seringkali dengan proporsi air yang
berbeda. Senyawa polifenol meliputi fenol, asam fenol, tanin, lignan, dan flavonoid (Dai and Mumper , 2010).

Pada penelitian ini digunakan pelarut etanol-air. Air adalah pelarut yang sering digunakan dan tidak beracun.
Sedangkan etanol dipilih karena etanol bersifat semi polar sehingga memudahkan penarikan senyawa yang polar dan
non polar dimana senyawa fenolik yang ada pada sampel ada yang bersifat non polar dan ada yang polar (Lestari
dkk., 2018). Penggunaan pelarut yang dikombinasikan dengan air dapat meningkatkan daya ekstraksi, sesuai dengan
konsep like dissolve like dimana senyawa yang bersifat polar akan larut dalam pelarut polar begitu juga sebaliknya.
Perbandingan pelarut etanol dan air diharapkan dapat diperoleh polifenol paling tinggi.

METODE

BAHAN
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun bromelia, etanol 96% teknis, etanol 96% p.a, aquades,
pereaksi Folin-Ciocalteu, Na2CO3, FeClI3, NH40OH, NaCl, dan gelatin.

ALAT

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah loyang, blender (Philips), timbangan analitik (Ohaus), ayakan 40
mesh, tabung reaksi, pipet volume, cawan penguap, alat penyaring vakum, rotary vacuum evaporator (IKA RV 10),
water bath, spektrofotometer UV-Vis, dan kain saring halus.

DESAIN PENELITIAN

Penelitian kadar polifenol total pada ekstrak daun Bromelia (Neoregelia marmorata) menggunakan berbagai
macam pelarut yaitu air, etanol 50%, dan etanol 96%. Data dianalisis menggunakan uji one way anova dan dilanjutkan
uji Post Hoc untuk mengetahui adanya perbedaan dalam ketiga estrak tersebut.

TAHAPAN PENELITIAN

Tahapan Pelaksanaan Penelitian

1. Determinasi tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di Lembaga Iimu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Purwodadi, Pasuruan.

2. Pembuatan simplisia

Daun yang sudah dipotong kemudian dikumpulkan dan dicuci bersih lalu ditiriskan. Daun kemudian digunting melintang
dan dioven pada suhu 40°C sampai kering. Hasil yang sudah kering kemudian di haluskan menggunakan blender dan
diayak menggunakan ayakan mesh no 40.

3. Ekstraksi

Serbuk simplisia yang sudah siap selanjutnya diekstraksi dengan pelarut air, etanol 50%, dan air. Ekstraksi dilakukan
di dalam botol gelap. Perbandingan antara sampel dan pelarut yaitu 1:10. Ekstraksi dilakukan selama 3 hari dan
sesekali dilakukan pengadukan. Setelah 3 hari dilakukan penyaringan untuk memisahkan residu dan ekstrak. Ekstrak
yang sudah disaring kemudian diuapkan pelarutnya dengan rotary vaccum evaporator dengan suhu 40°C sampai
ekstrak agak kental. Ekstrak kemudian dipekatkan dengan water bath.

Metode Analisis

Uji Pendahuluan

Uji Polifenol (Guntarti, 2016)

Sejumlah ekstrak ditambah 3 tetes pereaksi FeCls. Terjadinya warna hijau biru menunjukkan adanya polifenol.

Uji Flavonoid

Ekstrak dilarutkan dalam methanol kemudian larutan ekstrak diteteskan diatas kertas saring, dikeringkan dan

Journal of Tropical Food and Agroindustrial Technology /

https:

14 January 2023/Volume 04/Issue 01
jtfat.umsida.ac.id/index.php/jtfat



https://jtfat.umsida.ac.id/index.php/jtfat

Safitri and Susanti

Total Polyphenol Content of Bromelia Leaves (Neoregelia marmorata) Ethanol Extract

selanjutnya kertas saring diluapi dengan amoniak. Imbulnya warna kuning intensif menunjukan adanya flavonoid.

Uji Tanin

Ekstrak dilarutkan dalam air suling dan dipanaskan selama 30 menit di atas penangas air kemudian disaring. Filtrat
ditambabh larutan NaCl 2%; bila terjadi endapan, disaring melalui kertas saring. Filtrat ditambah larutan gelatin 1%; bila
timbul endapan menunjukkan adanya tannin atau zat samak.

Uji Polifenol Total (Senet dan Sudiarta, 2017)

1. Pembuatan Larutan Induk Asam Galat

Ditimbang 50 mg asam galat, dilarutkan dengan etanol p.a sampai 50 mL sehingga konsentrasi larutan induk 2000
mg/L. Kemudian larutan 1000 mg/L diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 40, 60, 80, 100 dan 120 mg/L.

2. Pembuatan larutan sampel

Ditimbang 100 mg ekstrak, dilarutkan dengan etanol p.a 50 mL hingga didapat komsentrasi larutan induk 2000 mg/L.
3. Penentuan panjang gelombang maksimal

Sebanyak 0,1 mL larutan standar dimasukkan dalam kuvet, ditambah dengan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v
air), didiamkan 5 menit. Campuran tadi ditambah 0,8 mL Na2CO3 (75 g/L air), didiamkan selama 30 menit pada suhu
ruang. Kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang 500 sampai 800 nm. Dimana absorbansi tertinggi inilah
digunakan sebagai panjang gelombang terpilih.

4. Pembuatan kurva kalibrasi

Sebanyak 0,1 mL larutan standar dimasukan dalam kuvet, ditambah dengan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v
air), didiamkan 5 menit. Campuran tadi ditambah 0,8 mL Na2CQO3 (75 g/L air), didiamkan selama 30 menit pada suhu
ruang. Kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang terpilih.

5.  Pengujian polifenol total

Sebanyak 0,1 mL larutan sampel dimasukan dalam kuvet, ditambah dengan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v
air), didiamkan 5 menit. Campuran tadi ditambah 0,8 mL Na2CO3 (75 g/L air), didiamkan selama 30 menit pada suhu
ruang. Kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang terpilih. Kandungan polifenol total dinyatakan dalam mg
GAE (ekuivalensi asam galat) dalam 1 gram ekstrak.

Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan one way anova dan pearson correlation dengan SPSS versi 15. Uji
one way anova untuk mengetahui perbedaan polifenol total dari ketiga variasi ekstrak dan koefisien korelasi
menggunkan excel untuk mengetahui hubungan variasi perbandingan pelarut terhadap kadar polifenol total pada
sampel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil determinasi tanaman yang dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) UPT Balai Konservasi
Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi menunjukkan bahwa tanaman tersebut adalah Neoregelia marmorata.

Rendemen ekstrak paling tinggi didapat dengan pelarut etanol 50% kemudian etanol 96% dan Air. Hasil persen
rendemen disajikan pada Tabel 1. Ekstrak kental kemudian diuji pendahuluan untuk mengetahui adanya senyawa
fenolik yaitu flavonoid, tannin dan polifenol. Uji pendahuluan dilakukan dengan metode tabung. Hasil uji Pendahuluan
disajikan pada Tabel 2.

Penetapan kadar polifenol total dilakukan menggunakan pereaksi Folin-Cicalteu secara spektrofotometri dengan
standar asam galat. Setelah itu dilakukan penentuan panjang gelombang maksimal dengan larutan asam galat 100
ppm. Larutan standar dibuat dengan mengencerkan larutan induk menjadi beberapa konsentrasi dengan rentang 40,
60, 80, 100, dan 120 ppm. Masing-masing konsentrasi diberi perlakuan dengan penambahan dengan reagen Folin-
Ciocalteu dan Na>COs. Larutan kemudian dimasukan dalam kuvet dan dilakukan pembacaan absorbansi pada panjang
gelombang 758 nm. Kurva standar asam galat disajikan pada Gambar 1. Penetapan kadar polifenol total dalam sampel
dilakukan dengan tiga kali pengulangan yang diberi penambahan reagen Folin-Ciocalteu dan Na2COs.

Polifenol total paling tinggi didapat dengan pelarut etanol 96%. Hasil penetapan kadar polifenol total pada sampel
disajikan pada Tabel 3. Total polifenol pada ketiga sampel tersebut kemudian dianalisis menggunakan one way anova.
Hasil analisis menunjukkan bahwa ketiga varian pelarut memiliki perbedaan signifikan terhadap kadar polifenol total.
Hubungan antara perbandingan pelarut dengan polifenol total dilhat nilai korelasinya dengan grafik yang disajikan
pada Gambar 2.
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Tabel 1. Persen Rendemen Ekstrak Kental

Pelarut Etanol

96%:air Berat Simplisia (g) Berat Ekstrak Kental (g) Rendemen Ekstrak (%)
0:1 100 7,5455 7,5455
0,5:0,5 100 12,1139 12,1139
1:0 100 7,6536 7,6536
Tabel 2. Hasil Uji Pendahuluan
.. . Ekstrak
Uji Pendahuluan Pereaksi Etanol 96% Etanol 50% Air
Flavonoid Uap NHs + + -
Tannin NaCl 2% - - -
Gelatin 1 %
Polifenol FeCls + + +
Kurva Standar Asam Galat
A
0.8
'; o ¥=0.0036x + 0.0468 -
o 0 R*=0.9976 /
I os /
: 04 /
n 03 .,/
02
1
0.1
0,0 r
0.0 200 40,0 60.0 80,0 1000 1200 1400
Konsentrasi (ppm)
Gambar 1. Kurva Kalibrasi Standar Asam Galat
Tabel 3. Polifenol total pada Sampel
Kadar polifenol
. Rata-rata Rata-rata
Sampel Absorbansi Absorbansi total (mg GAE/g Standar Deviasi
ekstrak)
0,256 0,1868
Air 0,248 0,254 0,1796 0,18470,0044
0,257 0,1877
0,461 0,3698
Etanol 50% 0,448 0,459 0,3582 0,3677+0,0089
0,467 0,3752
0,575 0,4716
Etanol 96% 0,580 0,574 0,4761 0,4710+0,0054
0,568 0,4654
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Gambar 2. Grafik hubungan perbandingan pelarut terhadap polifenol total

Pada penelitian ini, rendemen paling besar didapat dengan pelarut Etanol 50%. Hal ini mengindikasikan bahwa
metabolit sekunder pada daun Bromelia memiliki polaritas yang hampir sama dengan etanol dan air sehingga
rendemen terbesar diperoleh dari kombinasi pelarut etanol dan air. Adanya kombinasi air dan pelarut lain dapat
meningkatkan daya ekstraksi (Dai dan Mumper (2010).

Hasil uji pendahuluan yang dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak Etanol 96% dan Etanol 50% menunjukkan hasil
positif yang ditandai dengan timbulnya warna kuning intensif. Warna kuning tersebut disebabkan adanya pembentukan
struktur kinoid pada cincin B yang mengandung ikatan rangkap terkonjugasi yang lebih panjang dan planar sehingga
dapat berfluorensi (Robinson, 1955). Ekstrak air tidak menunjukkan perubahan warna kuning saat diuji, hal ini
kemungkinan disebabkan rendahnya senyawa flavonoid yang terekstraksi dan warna ekstrak yang kecoklatan
menyebabkan perubahan warna tidak terlihat pada saat dilakukan pengujian.

Uji pendahuluan senyawa tannin terhadap ketiga ekstrak menunjukkan hasil negative. Hasil positif ditandai
terbentuknya endapan setelah penambahan gelatin. Endapan terbentuk karena reaksi tannin dengan gelatin (protein)
(Apsari dan Hari, 2011). Pada ujipendahuluan senyawa polifenol pada ketiga ekstrak menunjukkan hasil positif. Hasil
uji polifenol ditandai dengan adanya reaksi antara FeCls yang membentuk kompleks berwarna hijau, ungu dan biru
(Apsari dan Hari, 2011).

Setelah uji pendahuluan, dilakukan penetapan kadar polifenol total menggunakan pereaksi Folin-Cicalteu secara
spektrofotometri dengan standar asam galat. Prinsip metode ini adalah oksidasi dan reduksi dan reagen Folin-
Ciocalteu merupakan reagen pengoksidasi. Reagen Folin-Ciocalteu berwarna kuning. Senyawa fenolik yang ada pada
sampel akan dioksidasi oleh molybdotungstate yang merupakan komponen dari Folin-Ciocalteu. Pada suasana asam
reaksi keduanya berjalan lambat, maka ditambahkan Na>-COs untuk memberikan suasana basa untuk mempercepat
reaksi. Sebagai standar digunakan asam galat atau asam 3,4,5-trihidroksibenzoat (CeH2(OH)3CO2H. Asam galat
termasuk golongan senyawa fenolik dan stabil.

Berdasarkan hasil scanning yang telah dilakukan, maka panjang gelombang yang dipakai untuk pembacaan kurva
standard dan sampel yaitu 758 nm. Larutan standar dibuat dengan mengencerkan larutan induk menjadi beberapa
konsentrasi. Konsentrasi tersebut berkisar 40-120 ppm, masing-masing konsentrasi diberi perlakuan dengan
penambahan dengan reagen Folin-Ciocalteu dan Na2COs. Larutan kemudian dimasukan dalam kuvet dan dilakukan
pembacaan absorbansi pada panjang gelombang 758 nm. Hasil pengukuran larutan standar kemudian dibuat kurva
dan diperoleh Persamaan regresi yaitu Y=0,0056x+0,0468, dimana Y= absorban. Persamaan ini akan digunakan untuk
menghitung kadar polifenol total dalam sampel. Polifenol total pada sampel berkisar 0,17-0,48 mgGAE/g ekstrak.
Kadar polifenol total paling tinggi terdapat pada ekstrak Etanol 96% sebesar 0,4710 mgGAE/g ekstrak kemudian Etanol
50% sebesar 0,3677 mgGAE/g ekstrak, Air sebesar 0,1847 mgGAE/g. Data ini kemudian dianalisis dengan one way
anova.

Data hasil analisis uji one way anova diperoleh nilai probabilitas (Sig.) 0,000 < 0,05 sehingga Hi diterima yang
artinya terdapat perbedaan rata-rata tiap variasi konsentrasi pelarut yang digunakan terhadap hasil kadar polifenol
total. Setelah uji one way anova, jika terdapat perbedaan maka dilanjutkan uji Post Hoc untuk mengetahui kelompok
mana saja yang berbeda. Hasil uji Post Hoc didapat nilai probabilitasnya (Sig.) 0,000 < 0,05 maka terdapat perbedaan
signifikan antar ketiga varian.

Hubungan perbandingan pelarut dengan polifenol yang didapat memiliki hubungan yang kuat. Hal ini dapat dilihat
dari nilai R? sebesar 0,9748. Sebagai perbandingan, dilakukan juga uji korelasi Pearson menggunakan SPSS. Nilai
probabilitas (Sig.) (0,987>0,05) artinya hubungan perbandingan pelarut dengan kadar polifenol total sangat erat. Nilai
probabilitas bernilai positif, hal ini menunjukkan hubungan hubungan perbandingan pelarut dengan kadar polifenol total
searah sehingga jika konsentrasi pelarut etanol makin tinggi, maka kadar polifenol total semakin tinggi.
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KESIMPULAN

Hasil penentuan kadar polifenol total dalam ekstrak daun bromelia dengan pelarut air sebesar 0,1847 mgGAE/g, Etanol
50% sebesar 0,3677 mgGAE/g dan Etanol 96% sebesar 0,4710 mgGAE/g.Terdapat perbedaan signifikan terhadap
kadar polifenol total dalam ekstrak daun bromelia yang diekstraksi dengan pelarut air, Etanol 50% dan Etanol 96%.
Perbandingan pelarut etanol 96%:air berpengaruh kuat terhadap kadar polifenol total, semakin banyak bagian etanol
96% kadar polifenol total semakin tinggi.
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