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Abstrak

Rimpang temulawak mengandung senyawa fitokimia yang bersifat sebagai antioksidan seperti total
fenol, namun senyawa tersebut memiliki kelemahan yaitu mudah mengalami reaksi oksidasi akibat
pengaruh suhu, pH, dan intensitas cahaya, selain itu temulawak memiliki rasa pahit serta aroma yang
khas. Proses enkapsulasi menggunakan penyalut kitosan-STPP diharapakan mampu memperbaiki
sifat dan stabilitas zat aktif dari ekstrak temulawak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh nanoenkapsulasi pada ekstrak temulawak dengan berbagai variasi penyalut terhadap kadar
total fenol.Penentuan kadar total fenol menggunakan metode Spektrofotometri UV-Vis dengan
larutan standar asam galat. Metode penelitian yang digunakan adalah true experimental dengan desain
penelitian yang dipilih yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hasil penelitian kadar total fenol
tertinggi yaitu 261,9 mg GAE/gram sampel dengan konsentrasi penyalut kitosan 0,1% : STPP
0,05%.Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) perbedaan konsentrasi penyalut berpengaruh terhadap
kadar total fenol (p<0,05).Hal ini menunjukan bahwa semakin tinggi konsentrasi kitosan dan STPP

maka kandungan total fenolnya semakin rendah.

Kata Kunci: Ekstrak Temulawak, Nanoenkapsulasi, Total Fenol
Abstract

Temulawak rhizome contains phytochemical compounds as antioxidants such as total phenol, but these
compounds have a weakness that is easy to oxidated due to the influence of temperature, pH and light
intensity, besides that, Temulawak has a bitter taste and a unique smell. The encapsulation process used
chitosan-STPP’s coating that have ability to repair stability and characteristic of temulawak extract active
compound. The purpose of this research is to determine the nanoencapsulation’s effect on temulawak extract
with every coating variation based on the concentration of total phenol. The determination of total phenol
concentration using the spectrophotometric UV-Vis method with the standard of gallic acid. The research’s
method are through true experimental with the chosen research’s design are rancangan acak lengkap (RAL).
The result of the research is the highest concentration of total phenol 261,9 mgGAEL/gram with the coating
concentration of chitosan 0,1% :STPP 0,05% . Based on the ANOV A, the difference of coating concentration
effect the concentration of total phenol (p<0,05). It shows that the higher chitotan and STPP concentration,

the lower total phenol concentration is.
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PENDAHULUAN

Senyawa fenol merupakan senyawa yang bersifat antioksidan yang mudah
teroksidasi dengan adanya cahaya, oksigen dan panas, sehingga khasiat dari senyawa
aktif tersebut dapatmenurun (Duru, 2013).Mekanisme senyawa fenolik sebagai
antioksidan menurut Janeiro dan Brett (2004), yaitu dengan cara mendonorkan atom
hidrogennya melalui transfer elektron, proses ini mengubah total fenol menjadi
radikal enoksil yang dapat menstabilkan diri sehingga tidak terjadi reaksi berantai
pembentukan radikal. Sumber radika bebas diantaranya efek samping dari
metabolisme tubuh, polusi udara dan makanan tertentu, untuk mencegah kerusakan
sel akibat paparan radikal bebas maka tubuh membutuhkan antioksidan
(Soeksmanto et al,. 2007). Senyawa total fenol menjadi antioksidan utama dibanyak
spesies tanaman tingkat tinggi seperti sayuran, buah dan tanaman pangan fungsional

(Jimenes-Escrig et al., 2001; Cai et al., 2004; Soong & Barlow, 2004; Li et al., 2007).

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb) merupakan salah satu tanaman
rempah yang banyak tumbuh di Indonesia (Prana, 2008). Temulawak termasuk ke
dalam famili Zingiberaceae (suku jahe-jahean) yang dapat tumbuh merumpun, bagian
temulawak yang dapat dimanfaatkan adalah rimpang yaitu bagian yang
mengandung zat antioksidan (Jayaprakhasha, 2006). Menurut Hayani (2006)
rimpang temulawak mengandung beberapa zat bioaktif diantaranya yaitu alkaloid,
flavonoid, saponin, triterpennoid, glikosida, fenolik. Senyawa fenolik total
merupakan metabolit sekunder terbesar pada tumbuhan, yang terdiri dari fenol,
tanin, asam fenolat, lignin dan falvonoid (Watson, 2014).

Nanoenkapsulasi merupakan salah satu cara untuk mempertahankan
kestabilan suatu senyawa melalui proses penyalutan dalam bentuk nanopartikel
(Mohanraj dan Chen, 2006). Nanoenkapsulasi ini bertujuan untuk mengatasi
kelarutan zat aktif yang sukar larut, meningkatkan bioavaibilitas yang buruk,
modivikasi sistem penghantaran zat sehingga dapat langsung menuju target,
meningkatkan stabilitas zat aktif dari degradasi lingkungan (penguraian enzimatis,
oksidasi, hidrolisis) dan meningkatkan absorbsi (Mohanraj and Chen, 2006).STPP
merupakan polianion yang akan bereaksi secara ionik untuk berikat silang (cross link),
sehingga dapat mempengaruhi jumlah bahan aktif yang akan tersalut (Kurniawan,
2012). Penelitian Jayanudin et al., (2017) penambahan agen crosslink STPP akan
lebih menguatkan jaringan di sistem, STPP akan berinteraksi dengan kitosan,
sehingga rantai-rantai polimer kitosan akan semakin rapat.Kitosan akan bertaut
silang dengan bantuan tripolifosfat karena muatan positif dari kitosan akan
berinteraksi dengan muatan negatif dari tripolifosfat, sementara itu komponen
ekstrak akan terjebak dalam matriks kitosan yang bertautsilang (Mardliyati, El
Muttaqien, Setyawati, 2012). Tween 80 digunakan sebagai emulsifyingagent (nonionik
surfaktan) pada emulsi minyak dalam air (Rowe et al., 2009). Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mengetahui kadar total fenol pada ekstrak temulawak dengan
variasi penyalut menggunakan metode nanoenkapsulasi.
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METODE
Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan yaitu eksperimental laboratorium, dengan
desain penelitian Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini terdiri dari 4
perlakuan dan 3 kali ulangan. Tempat Penelitian yaitu di Laboratorium Kimia
Pangan Universitas Muhammadiyah Semarang, Laboratorium Universitas Katolik

Soegijapranata yang dilaksanakan mulai januari 2021 — April 2021.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik, freeze dryer,
sonikator, Shaker (vortex), Spektrofotmeter UV-Vis, kertas alumunium foil,
Sentrifugator.

Bahan yang digunakan berupa ekstrak temulawak yang sudah diekstraksi
berasal dari PT. Java Plant, Kitosan berasal dari Biotechsurindo, asam asetat 1%,
STPP dari Toko kimia indrasari, Tween 80 Toko kimia indrasari, Akuades, Etanol,
Folin ciocalteu 50%, Na2C03 5%

Tahapan Penelitian
1. Ekstraksi

Prosedur penelitian ekstraksi temulawak mengacu pada penelitian Rosidi, A.
et al., (2014) ekstrak etanol temulawak diekstraksi kembali menggunakan n-heksan
dengan perbandingan ekstrak etanol temulawak dan n-heksan 1 : 3. Ekstrak etanol
temulawak dimasukkan bersama n-heksan kedalam corong pisah kemudian dikocok
hingga homogen. Larutan didiamkan kurang lebih 2 jam sampai muncul 2 lapisan
yang terdiri dari lapisan atas n-heksan dan lapisan bawah ekstrak etanol temulawak.
Endapan yang diperoleh dipisahkan sebagai ekstrak murni.Proses ekstraksi ini
bertujuan untuk meningkatkan komponen zat bioaktif yang ada pada ekstrak

temulawak.
2. Nanoenkapsulasi Ekstrak Temulawak

Nanoenkapsulasi menggunakan metode gelasi ionik. Prosedur pembuatan
nanoenkapsulasi ekstrak temulawak mengacu pada penelitian Sari et al.,(2018)
formulasi terbaik yang dihasilkan yaitu pada konsentrasi kitosan : STPP 0,2% : 0,1%
(g/mL).

Tabel 1. Variasi Konsentrasi Penyalut

Konsentrasi Penyalut

Formula
Sampel Kitosan STPP Tween 80
F1 0,3 ¢ 0,1 % 0,02 gram 200 uL.
F2 0,3 ¢ 0,2 % 0,04 gram 200 pL.
F3 0,3 ¢ 0,3 % 0,06 gram 200 uL.
F4 0,3 ¢ 0,4 % 0,08 gram 200 pL.
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Keterangan :
F = Variasi penyalut

Proses nanoenkapsulasi dimulai dengan pembuatan formulasi penyalut 1
yaitu melarutkan kitosan 0,1 gram ke dalam 100 mL asam asetat 1% (b/v) sehingga
menghasilkan konsentrasi 0,1% kemudian sebanyak 0,02 gram STPP dilarutkan ke
dalam 40 mL aquades sehingga didapatkan konsentrasi 0,05%. Larutan STPP
ditambahkan ke dalam larutan kitosan bersamaan dengan tween 80 sebanyak 200 pL,
dan terakhir ditambahkan sebanyak 0,3 gram sampel lalu larutan diaduk hingga
homogen menggunakan magnetic strirer dengan kecepatan aliran 0,75 ml/menit

selama 2 jam (Sari et al.,2018).
3. Uji Kadar Total Fenol(Yangthong et al., 2009)

Pengujian total fenol bertujuan untuk menentukan senyawa fenolik yang
terkandung dalam sampel, jika kandungan senyawa fenolik di dalam sampel tinggi
maka aktivitas antioksidannya akan tinggi (Gross 1991).

a. Pembuatan kurva standar asam galat :

Sebanyak 0,01 gram asam galat dilarutkan dengan 100 ml aquades, kemudian
pipet sebanyak 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, dan 2,5 ml kedalam labu ukur sehingga
dihasilkan konsentrasi 1,2, 3, 4 dan 5 ppm. Ditambahkan 10 ml Na2CO3 5% dan 0,5
ml larutan Folin-Ciocalteau 50%. Kemudian divortex selama 1 menit. Tambahkan
aquades kedalam labu ukur hingga mencapai 50 ml kemudian diamkan selama 30
menit dalam ruangan gelap. Diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometri
pada panjang gelombang 765 nm dan didapat kurva kalibrasi asam galat serta
persamaan garis linier y = ax —b.

b. Penetapan kadar total fenol

Sebanyak 0,02 gram ekstrak etanol temulawak dilarutkan dalam 200 ml
etanol. Diambil larutan sebanyak 5 ml dan dimasukkan dalam tabung reaksi.
Ditambahkam 10 ml Na2CO35% dan 0,5 ml Folin-Ciocalteu 50%. Kemudian divortex
selama 1 menit. Larutan didiamkan selama 30 menit diruangan gelap.Ukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 765
nm.

Nilai total fenol dinyatakan dalam mg Galic Acid Equivalent (GAE)/gram
sampel. Standar kurva yang digunakan adalah asam galat.Adapun perhitungan total
fenol sebagai berikut :

Total fenolik (mg GAE/gram)

=Konsentrasi (ppm) x Volume sampel (L) x Faktor Pengenceran

Bobot Sampel (gram)
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4. Pengolahan dan Analisis Data

Data yang diperoleh diuji kenormalan menggunakan uji shapiro wilk, jika
p>0,05 artinya data terdistribusi normal sehingga dilakukan analisis ragam
(ANOVA) dengan taraf kepercayaan 95%. Perbedaan dianggap signifikan secara

statistik jika p<0,05 maka analisis statistik dilanjutkan dengan uji Duncan.
HASIL DAN PEMBAHASAN
a. Nanoenkapsulasi ekstrak temulawak

Dari hasil ekstraksi yang dilakukan, tampilan hasil berupa ekstrak kental,
berwarna coklat kekuningan, memiliki bau yang khas, sukar larut dalam air tapilarut
dalam alkohol. Hasil ekstrak etanol dan n heksan memiliki warna kuning, hal ini
menunjukkan sampel mengandung kurkumin. Ekstrak temulawak memiliki
kandungan pigmen berupa kurkumin. Senyawa kurkumin termasuk jenis pigmen
polar sehingga dapat larut dalam pelarut polar. Suatu senyawa akan larut pada
pelarut yang kepolarannya sama sehingga penggunaan jenis pelarut memberikan

pengaruh terhadap senyawa fitokimia yang dihasilkan (Anggitha, 2012)

Hasil enkapsulasi ekstrak temulawak berdasarkan variasi rasio penyalut

kitosan dan STPP dapat dilihat pada Gambar 1.

k(‘M\AA

Gambar 1:
Sampel enkapsulasi ekstrak etanol temulawak

Gambar 1 menunjukkan hasil nanoenkapsulasi ekstrak temulawak yang
terdiri dari F'1, 2, F'3 dan I'4 dimana setiap formula memiliki bentuk dan warna yang
berbeda. Masing-masing formula memiliki konsentrasi bahan inti yang sama yaitu 0,3
gram ekstrak temulawak dengan konsentrasi penyalut (Kitosan-STPP) yang berbeda
yaitu 0,1%:0,05, 0,2%:0,1, 0,3%:0,15% dan 0,4%:0,2%pada setiap formula
ditambahkkan tween 80 sebanyak 200pL. Karakteristik hasil enkapsulasi ekstrak
temulawak dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2 Karakteristik hasil enkapsulasi ekstrak temulawak

Formula Warna Tekstur Bentuk
F1 Kuning gelap Kasar Mengkerut
2 Kuning kecoklatan Kasar Mengkerut
F3 Kuning muda Lembut Bervolume
F4 Kuning muda Lembut Bervolume
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Menurut Pamekes (2007) kitosan mampu membentuk lapisan film yang

membungkus permukaan produk dan mengatur pertukaran gas dan kelembaban.
Semakin tinggi konsentrasi penyalut, produk enkapsulasi yang dihasilkan semakin
bervolume dengan terbentuknya benang-benang halus yang membentuk rongga.
Konsentrasi penyalut yang semakin tinggi akan menghasilkan matriks dengan rantai
polimer yang semakin rapat dan kuat, hal tersebut dikarenakan bahan penyalut
STPP sebagai crosslink agent berinteraksi dengan kitosan membentuk polimer yang
kuat (Jayanudin et al., 2017).

Gambar 2. Larutan sampel enkapsulasi ekstrak temulawak

Gambar 2 merupakan larutan sampel nanoenkapsulasi ekstrak temulawak
yang sudah dilarutkan dengan etanol.Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Flmemiliki warna lebih keruh dan semakin meningkatnya konsentrasi penyalut pada
F2, F3 dan F'4 maka warna larutan semakin jernih. Meningkatnya rasio kitosan dalam
sistem meningkatkan kejernihan dari dispersi yang terbentuk (Fitri, et al. 2020).

b. Penetapan Kandungan Total Fenol

Penetapan kadar fenol total dilakukan dengan metode spektrofotometri UV -
Vis menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu. Prinsip dari metode ini adalah
terbentuknya senyawa berwarna biru akibat reaksi antara senyawa fenolik dengan
Folin-Ciocalteu yang dapat diukur pada panjang gelombang 765 nm(Biofarmaka,
2013).Pereaksi ini mengoksidasi fenolik-hidroksi mereduksi asam heteropoli
(fosfomilibdat-fosfotungstat) yang terdapat dalam pereaksi Folin-Ciocalteu menjadi
satu kompleks molibdenum-tungsten berwarna biru yang dapat dideteksi dengan
spektrofotometer. Senyawa fenolik bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu hanya
dalam suasana basa agar terjadi disosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion
fenolik. Suasana basa ini dibentuk dengan menambahkan Na2CO3 5% (Alfian dan
Susanti, 2012). Senyawa fenol yang digunakan sebagai pembanding adalah asam
galat. Pemilihan asam galat berdasarkan pada ketersediaan substansi yang stabil dan
murni (Rahmawati, 2009).

Hasil penentuan kurva kalibrasi asam galat

Uji kadar total fenolik yang dilakukan menggunakan kurva standar asam
galat dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Kurva Kalibrasi Asam Galat pada panjang gelombang 765 nm

Hasil pengukuran absorbansi larutan standar asam galat dibuat kurva
kalibrasi hubungan antara konsentrasi (C) dengan absorbansi (A) dan diperoleh
persamaan garis linear y = 0,0765x — 0,0443 dengan nilai R?= 0,964atau mendekati 1
menunjukkan bahwa kurva kalibrasi tersebut linear dan terdapat hubungan kuat
antara konsentrasi asam galat dengan serapan, dapat dilihat pada Gambar 3.

Hasil pengukuran kadar total fenol

Kadar total fenol dihitung dengan mensubstitusikan nilai absorban (y) sampel
larutan ekstrak etanol temulawak ke dalam persamaan regresi linear y = ax - b yang
diperoleh dari kurva kalibrasi asam galat sehingga diperoleh konsentrasinya (x). Nilai
x kemudian disubstitusikan dalam rumus perhitungan kadar total fenol. Pengukuran
kadar total fenol dilakukan dengan pengulangan sebanyak 3 kali dan diambil rerata.

Hasil pengukuran kadar total fenol dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 3. Rerata kandungan total fenol

Formulasi Rerata kadar Total Fenol Nilai p
(mg GAE/g sampel)
F1 261,997 + 1,305
F2 18,207 + 0,265 0,000
F3 8,797 + 9,265¢
F4 7,750 + 0,250¢

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda
nyata (p<0,05). F: Formula

Rerata kadar total fenol pada nanoenkapsulasi ekstrak temulawak berkisar
antara 7,75 mg GAE/gram sampel sampai dengan261,997mg GAE/gram sampel.
Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) ada perbedaan konsentrasi penyalut
berpengaruh terhadap kadar total fenol (p< 0,05). Analisis statistik dilanjutkan
dengan uji Duncan dapat dilihat pada Tabel 3 menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan nyata kadar total fenol antara F'1 dengan F2, kecuali I3 dan F4.

Berdasarkan Tabel 3 hasil pengukuran rerata kadar total fenol pada
nanoenkapsulasi ekstrak temulawak mulai dari yang terendah yaitu F4 7,75 mg
GAE/gram sampel hingga yang tertinggi Il sebesar 261,997 mg GAE/gram.Kadar

total fenol pada nanoenkapsulasi ekstrak temulawak menurun sejalan dengan
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penambahan konsentrasi penyalut. Peningkatan konsentrasi penyalut (Kitosan-

STPP) yang digunakan dapat menyebabkan terjadinya penggumpalan dan
pembentukan dinding yang tebal sehingga bahan aktif yang tersalut menjadi
sedikit(Jayanudin et al., 2015). STPP merupakan polianion yang akan bereaksi secara
ionik untuk berikat silang, sehingga dapat mempengaruhi jumlah bahan aktif yang
akan tersalut (Jayanudin et al., 2017).Hasil penelitian lain menunjukkan semakin
tinggi konsentrasi penyalut (STPP — Kitosan) maka ikatan yang terbentuk semakin
rumit dan pori-pori yang terbentuk semakin kecil sehingga terjadi penurunan
penyerapan senyawa inti(Gayo, 2013). Penelitian sebelumnya telah dilaporkan oleh
Wu et.al (2005) peningkatan konsentrasi kitosan menurunkan efisiensi enkapsulasi
pada preparasi nanopartikel senyawa amonium glycyyhizinate dengan menggunakan
metode gelasi ionik.Efisiensi enkapsulasi merupakan perbandingan antara
kandungan total fenolik yang terenkapsulasi dengan kandungan total fenolik dari
larutan sebelum enkapsulasi (%) dilakukan sesuai dengan Isailovic et al. (2012).

Hasil penelitian Kawiji et al. (2015) pada oleoresin temulawak dengan
beberapa perlakuan yaitu pengeringan menggunakan sinar matahari langsung
memiliki kadar total fenol sebesar 9,291% dan pengeringan menggunakan solar
dryersebesar 15,160%. Susilowati et al., 2014 menyatakan bahwa kandungan total
fenol pada ekstrak temulawak dengan proporsi pelarut yaitu 1 : 3 yaitu 6,89 gram/
100 gram ekstrak rimpang temulawak, dari hasil penelitian tersebut kadar total fenol
pada ekstrak temulawak lebih rendah jika dibandingkan dengan kadar total fenol
pada F1 nanoenkapsulasi ekstrak temulawak. Hasil penelitian lain menunjukkan
bahwa kandungan total fenol pada ekstrak temulawak lebih tinggi dibandingkan
dengan temu ireng. Besarnya kandungan total fenol secara berurutan yaitu 139,15
dan 51,49 mg TAE/gram untuk temulawak dan temu ireng (Nurcholis, et al. 2017).
Hal ini menunjukkan bahwa kadar total fenol pada nanoenkapsulasi ekstrak
temulawak lebih tinggi jika dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yaitu kadar
total fenol pada ekstrak temulawak sebesar 139,15 mg TAE/gram ini.

KESIMPULAN

Ada pengaruh variasi rasio penyalut terhadap kadar total fenol enkapsulasi
ekstrak temulawak. Semakin tinggi rasio penyalut maka kandungan total fenol
semakin rendah.
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