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Sea Fern (Acrostichum aureum L.), which typically grows in mangrove ecosystem, has two
distinguished leaves which are fertile leaves (rich in spores) and sterile leaves (no spores). Those
leaves are known rich in phenolic compounds. Flavonoids, moreover, which belong to class of
phenolic compound, have antioxidant activity. This study aims were to analyze the phenolic
content, flavonoid content, and antioxidant activity of fertile leaves, sterile leaves, and spores of
sea fern which grow in mangrove ecosystem that is located in Kulon Progo, Yogyakarta. Leaf and
spore samples were extracted using ethanol solvent. Then, total content of phenol and flavonoid
were measured by spectrophotometry, while the antioxidant activity was measured by DPPH
method. The results showed that the phenolic content of fertilized leaves and sterile leaves did
not show a significant difference. In other hand, the spores sample showed highest both of
flavonoids content (2.32 mg/mL) and the antioxidant activity with the IC50 value was 23.25 ppm.
Thus, the ethanolic extracts of spores of sea fern sterile leaves showed the highest flavonoid

content and could be categorized as a very strong antioxidant.

1. Pendahuluan

Senyawa fenolik merupakan senyawa yang dihasilkan
oleh tumbuhan sebagai respons terhadap stres lingkungan.
Senyawa fenolik berfungsi sebagai pelindung terhadap sinar
UV-B dan kematian sel untuk melindungi DNA dari dimerisasi
dan kerusakan (Lai & Lim, 2011). Komponen pada senyawa ini
diketahui memiliki peranan penting sebagai agen pencegah
dan pengobatan beberapa gangguan penyakit seperti
arteriosklerosis, disfungsi otak, diabetes dan kanker (Garg et
al, 2016).

Kelompok terbesar dari senyawa fenolik adalah
flavonoid. Setiap tumbuhan umumnya mengandung satu atau
lebih senyawa kelompok flavonoid dan memiliki komposisi
kandungan flavonoid yang khas (Indrawati & Razimin, 2013).
Flavonoid terdapat hampir di semua bagian tumbuhan,
seperti daun, akar, kulit tepung sari, nektar, bunga, buah dan
biji (Neldaati et al., 2013). Senyawa flavonoid memiliki
aktivitas antioksidan yang dapat meningkatkan pertahanan

diri dari penyakit yang diinduksi oleh radikal bebas. Aktivitas

antioksidan pada senyawa flavonoid diketahui memiliki
potensi untuk mencegah terjadinya penumpukan lemak
sehingga mampu mengatasi masalah obesitas yang menjadi
penyebab penyakit DM (Anwar, et al.,, 2017). Selain itu
senyawa flavonoid juga diketahui dapat mengurangi risiko
terjadinya penyakit jantung dan kanker (Ukoha et al., 2011).
Paku Laut (Acrostichum aureum L.) adalah satu-
satunya tumbuhan paku dengan genus yang tumbuh di
kawasan hutan mangrove. Tumbuhan ini tumbuh dengan baik
di habitat air payau (Lobo & Khrisnakumar, 2014). Paku Laut
terdistribusi secara luas di seluruh di daerah tropis, di
antaranya di negara Brazil, Ekuador, Paraguay, India, Sri
Lanka, Bangladesh dan Indonesia (Raja & Ravindranadh,
2014). Salah satu daerah dengan Paku Laut yang melimpah
adalah kawasan hutan Mangrove, Kulon Progo Yogyakarta.
Selama ini, pemanfaatan daun Paku Laut di daerah tersebut
hanyalah sebagai pakan ternak. Di negara lain, daun Paku
Laut telah tradisional  untuk

dimanfaatkan secara

menghentikan pendarahan, penghilang rasa sakit dan
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mengobati cloudy urine pada wanita (Raja & Ravindranadh,
2014). Kandungan glikosida, saponin, steroid dan fronds pada
tanaman ini juga telah digunakan sebagai pain-killer dan
mengobati penyakit perut (Hossain et al., 2011).

Beberapa penelitian yang telah dilakukan pada daun
Paku Laut menunjukkan adanya aktivitas antioksidan dan
jumlah total senyawa fenolik yang cukup tinggi. Lai dan Lim
(2011) juga menyebutkan bahwa daun Paku Laut termasuk
dalam tumbuhan paku yang mengandung senyawa fenolik
dengan kadar antioksidan dan total fenolik sedang. Khan et
al. (2013) menyebutkan bahwa kandungan antioksidan pada
ekstrak etanol Acrostichum aureum mencapai 41,95 pg/mL.

Daun Paku Laut dibedakan menjadi dua macam, yaitu
daun fertil dan daun steril. Daun fertil berwarna agak lebih
cokelat dan pada bagian bawah dipenuhi sporangia (Ragavan
2014).

sebelumnya, belum terdapat informasi mengenai aktivitas

et al., Dari penelitian yang telah dilaporkan
antioksidan dan kandungan total flavonoid pada daun Paku
Laut yang fertil dan steril, serta pada spora Paku Laut.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan
golongan senyawa fenol, flavonoid dan aktivitas antioksidan
daun Paku Laut fertil, daun steril, daun fertil yang diambil
sporanya dan spora Paku Laut. Hasil penelitian ini diharapkan
mampu memberikan informasi bagian daun yang memiliki
akivitas antioksidan tertinggi dikaitkan dengan kandungan

fenol dan flavanoid.

2. Bahan dan Metode
2.1. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2016 -
Februari 2017. Pengambilan sampel dilakukan di Hutan
Mangrove Kulon Progo, Yogyakarta. Adapun tempat
pelaksanaan penelitian yaitu di Laboratorium Penelitian dan
(LPPT) Universitas Gadjah Mada

Pengujian Terpadu

Yogyakarta.

2.2. Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah
daun paku fertil, daun steril, spora yang dilepaskan dari daun
fertil, dan daun fertil yang telah dilepas sporanya. Daun yang
diambil merupakan daun yang berada di pucuk kedua hingga
keempat pada batang Paku Laut. Daun yang digunakan pada
telah di identifikasi

Sistematika Tumbuhan Fakultas Biologi Universitas Gadjah

penelitian ini oleh Laboratorium
Mada dan dinyatakan sebagai daun Acrostichum aureum L.
Sampel diekstrak dengan pelarut etanol, akuades, asam galat,
pereaksi Folin-ciocalteu, sodium karbonat 20%, quercetin,

aluminium klorida 10%, larutan DPPH dan kertas saring.
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Daun Paku Laut fertil dan steril dikoleksi dan dibagi
menjadi 4 sampel, yaitu daun fertil, daun steril, spora, dan
daun fertil yang telah diambil sporanya. Khusus untuk spora
Paku Laut, di preparasi dengan cara mengerok daun fertil.
Selanjutnya sampel berupa daun dipotong kecil dan dikering
anginkan selama 24 jam. Sampel dikeringkan menggunakan
oven dengan suhu 60°C. Daun yang telah kering dihaluskan

dengan cara diblender atau di giling.

2.3. Ekstraksi Senyawa Bioaktif

Sampel diekstraksi menggunakan pelarut etanol 95%
selama 24 jam Ekstrak etanol disaring dengan kertas saring
dan diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary
evaporator sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental
yang diperoleh dari proses tersebut disimpan di dalam

refrigerator dengan suhu + 4° C.

2.4. Penghitungan Kadar Fenolik

Sebanyak 50 mg sampel ditimbang dan ditambahkan
0,5 ml pereaksi Folin-ciocalteu dan 4 ml akuabides. Campuran
dibiarkan Selama 10 menit
ditambahkan 1,5 ml sodium karbonat 20%.

dipanaskan dalam waterbath suhu 40°C selama 20 menit dan

pada suhu kamar dan

Larutan

di dinginkan. Selanjutnya ditambahkan akuabides hingga
volume 10 ml. Larutan dipindahkan ke dalam kuvet dan
dibaca serapannya menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 755 nm. (Chaovanalikit & Wrolstad,
2004).

2.5. Perhitungan Kadar Flavonoid

Sampel ditimbang sebanyak 5 mg, lalu ditambahkan
0,3 ml natrium nitrit 5%. Setelah 5 menit tambahkan 0,6 ml
aluminium klorida 10%. Setelah ditunggu selama 5 menit
larutan ditambahkan natrium hidroksida 1M sebanyak 2 ml.
selanjutnya ditambahkan akuades hingga 10 ml pada labu
takar. Larutan dipindahkan ke dalam kuvet dan dibaca
serapannya menggunakan spektrofotometer dengan panjang

gelombang 510 nm (Pekal & Pyrzynska, 2014).

2.6. Uji Aktivitas Antioksidan

Ekstrak Paku Laut ditimbang sebanyak 10 mg, lalu
dilarutkan dalam 10 mL methanol p.a (1000 pg/mL), larutan
ini merupakan larutan induk. Sebanyak 500, 1000, 2000,
3000, dan 4000 pL larutan induk dimasukkan ke dalam
tabung reaksi 5 mL untuk mendapatkan konsentrasi 100, 200,
300, 400, dan 500 pg/mL. Tiap tabung ditambahkan 1 mL
DPPH dan (p.a) 5 mL

dihomogenkan dan diinkubasi selama 30 menit. Kemudian

metanol hingga Campuran



absorbansi diukur dengan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 516 nm.

2.7. Perhitungan ICs

Presentase inhibisi dihitung menggunakan rumus
berikut :

(Serapan blanko - Serapan sampel )

% Inhibisi = x 100%

Serapan blanko

Persen inhibisi adalah nilai penghambatan nilai radikal bebas.
Sedangkan untuk menghitung konsentrasi antioksidan (ug/
mL) yang dibutuhkan untuk mereduksi DPPH sebanyak 50%
digunakan perhitungan nilai ICso. Nilai ICso diperoleh dari
perpotongan garis antara sumbu konsentrasi dan sumbu
hambatan, kemudian dimasukkan ke dalam persamaany = a
+ bx, dengan y = 50 dan nilai x menunjukkan ICs,. Ekstrak
disebut aktif sebagai antioksidan jika nilai ICsq kurang dari 200
pg/mL (Molyneux, 2004).

3. Hasil dan Pembahasan

Data yang didapat dari proses ekstraksi berupa fraksi
dalam gram dan persentase rendemen. Hasil tersebut dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil ekstraksi Acrostichum aureum

No Bahan Simplisia Fraksi Etanol Rendemen
(g) (g) (%)
1. Daun Steril 200,02 21,89 10,94
2. Daun Fertil 200,03 40,42 20,21
3. Spora 200,02 23,88 11,94
4. Daun diambil 200,02 21,80 10,9
sporanya

Berdasarkan Tabel 1, diketahui bahwa hasil ekstraksi
terbanyak dihasilkan dari sampel daun fertil yang memiliki
Hal

menunjukkan bahwa pada sampel daun fertil mengandung

selisih hampir 18 g dari sampel lainnya. tersebut
banyak senyawa bioaktif yang bersifat polar, sesuai dengan

sifat pelarutnya vyaitu etanol. Pemilihan pelarut yang
digunakan untuk ekstraksi harus tepat agar dapat menarik
senyawa yang dikehendaki (Firdiyani et al., 2015). Pelarut
akan lebih mudah menarik ekstrak dengan sifat kepolaran
yang sama. (Sarastani et al., 2002). Etanol memiliki polaritas
yang tinggi sehingga dapat mengekstrak senyawa yang
bersifat polar, di antaranya senyawa fenolik, steroid,
terpenoid, alkaloid dan glikosida (Dia et al., 2015). Etanol juga

memiliki titik didih yang tinggi serta tidak beracun sehingga

J. Trop. Biodiv. Biotech., Vol. 2 (2017), 51—56

aman digunakan (Aziz, et al., 2014).

Selanjutnya dilakukan pengukuran kadar senyawa
fenolik. Metode yang digunakan adalah metode Folin-
Ciocalteau dengan asam galat sebagai pembanding. Hasil dari
pengujian kadar fenolik dapat dilihat pada Gambar 1.

Berdasarkan analisis One-Way ANAVA vyang telah
dilakukan pada uji fenolik, tidak terlihat perbedaan yang
Hal
disebabkan karena daun yang digunakan pada penelitian ini

signifikan pada keempat sampel. tersebut dapat
adalah daun dewasa sehingga produksi metabolit sekunder
yang berupa senyawa fenolik sama tingginya. Pendapat ini
didukung oleh penelitian oleh Anwar et.al (2017) yang
membandingkan kadar fenolik berdasarkan usia daun pada
tanaman Aquilaria beccariana, disebutkan bahwa pada daun
lebih besar

mensintesis metabolit sekunder. Oleh karena itu kandungan

dewasa memiliki kemampuan yang untuk

fenolik dan flavonoid pada daun dewasa lebih tinggi.
Metabolit sekunder disintesis seiring dengan pertambahan
usia daun, namun pada daun yang tua jumlah sintesis
metabolit sekunder akan semakin sedikit. Selain genetik,
beberapa faktor yang mempengaruhi banyaknya sintesis
fenolik adalah cahaya, dan salinitas
(Harbone & Williams, 2000).

Bagi tumbuhan di ekosistem Mangrove seperti Paku

suhu, kekeringan,

Laut, sinar matahari merupakan salah satu faktor stres
lingkungan primer, sehingga menjadi penyebab tingginya
kadar fenolik. Sinar matahari adalah sumber energi terbesar
yang digunakan tumbuhan untuk aktivitas fotosintesis. Selain
menghasilkan senyawa utama berupa metabolit primer yang
juga
menghasilkan senyawa metabolit sekunder dan produk

mendukung pertumbuhan, proses fotosintesis
samping berupa ROS (reactive oxygen species). ROS bersifat
toksik dan berpotensi merusak komponen fotosintesis.

Keberadaan ROS dapat direduksi dan dikontrol oleh senyawa
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Daun diambil
sporanya

konsentrasi (%)
[ [
w o

=
o

Daun Steril Daun Fertil Spora

m Konsentrasi Fenolik  Okonsentrasi Flavonoid

Gambar 1. Kadar fenolik dan flavonoid total daun dan spora tanaman
Arostichum aureum L.
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yang memiliki aktivitas antioksidan dan enzim anti oksidatif.

Aktivitas antioksidan dapat menjaga sel intraseluler
mempertahankan kadar ROS pada level yang rendah (Shebis
et al., 2013). Organ yang berperan penting dalam proses
fotosintesis adalah daun, karena daun mengandung kloroplas
yang berfungsi untuk menangkap sinar matahari. Rhodes dan
Yemm (1965) menyebutkan bahwa jumlah kloroplas pada
daun dipengaruhi oleh paparan cahaya yang terlalu lama.
Kloroplas akan terdiferensiasi dan mengakumulasi lebih
banyak protein, lemak, dan pigmen fotosintesis (Biswal et al.,
2003). Paparan sinar matahari akan meningkatkan produksi
metabolit sekunder, namun jika paparan sinar matahari
terlalu berlebihan menyebabkan produksi metabolit sekunder
menurun. (Ibrahim & Jaafar, 2012). Penelitian yang dilakukan
oleh Li dan Kubota (2009) menyebutkan penggunaan sinar
LED sebagai pengganti sinar matahari dapat meningkatkan
konsentrasi fenolik pada daun selada.

Sementara itu, hasil perhitungan kadar flavonoid pada
Gambar 1,

flavonoid tidak selalu berbanding lurus dengan kadar total

menunjukkan bahwa banyaknya senyawa
senyawa fenolik pada suatu sampel. Spora merupakan bagian
dari tumbuhan yang dapat bertahan di lingkungan ekstrem.
Bahkan spora dapat bertahan selama satu tahun di atas
permukaan tanah (Forest Practice Branch Ministry of Forest,
2002). Hal tersebut disebabkan karena flavonoid adalah salah

satu senyawa metabolit sekunder yang dapat melindungi

kelangsungan hidup spora sehingga spora banyak
mengandung senyawa flavonoid.
Selanjutnya dilakukan perhitungan aktivitas

antioksidan menggunakan metode DPPH. Metode DPPH

dipilih karena mudah dan praktis digunakan untuk

radikal bebas. DPPH adalah

molekul radikal bebas yang dapat berubah warna dari ungu

perhitungan penangkapan

menjadi kuning ketika direaksikan dengan antioksidan. Pada
saat DPPH berubah warna antioksidan memberikan satu
elektron dan meredam sifat radikal bebas DPPH (Yuhernita &
Juniarti, 2011). Ketika penelitian ini berlangsung, terjadi
perubahan warna dari ungu menjadi kuning. Hal tersebut
membuktikan bahwa pada ekstrak etanol Paku Laut memiliki
aktivitas antioksidan. Kisaran panjang gelombang yang umum
digunakan untuk mengukur serapan DPPH adalah 515-517
nm (Prakash et.al, 2001). Penelitian ini menggunakan panjang
gelombang 516 nm untuk mengukur tingkat serapan DPPH.
Berdasarkan Gambar 2, diketahui bahwa ekstrak spora
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan nilai ICs
sebesar 23,25 ppm. Sementara itu, ICsy terendah adalah
sampel daun yang diambil sporanya yaitu 125,18 ppm.
Putri Hidajati (2015), tingkat kekuatan

Menurut dan
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Gambar 2. Nilai ICsqgpada sampel daun dan spora Acrostichum

aureum L. dengan metode DPPH

antioksidan dibagi menjadi 4 level, yaitu sangat kuat (ICso <
50 ppm), kuat (ICso 50-100 ppm), sedang (ICsq 100-250 ppm,
dan lemah (ICso 250-500 ppm). Oleh karena itu pada sampel
spora aktivitas antioksidannya tergolong dalam kategori
sangat kuat karena memiliki nilai 1Csokurang dari 50 ppm.
Aktivitas antioksidan yang diperoleh dari ekstrak etanolik
spora Paku Laut ini lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian
dari Lai dan Lim (2011), yakni ICsq pada daun Paku Laut
sebesar540 + 0.04 ppm dengan metode yang sama. Pada
penelitian Lai dan Lim juga menyebutkan beberapa paku jenis
lain  seperti  Dizplazum  esculentum,  Pityrogramma
calomelanos, dan Pyrossia nunmularifolia memiliki 1Cspyang
lebih kecil dibandingkan Acrostichum aureum L. yaitu sebesar
570 * 0.12 ppm, 1200 + 0.18 ppm, 1470 * 0.08 ppm.
Berdasarkan informasi mengenai beberapa kandungan
flavonoid beberapa jenis paku, spora Paku Laut memiliki
potensi untuk dikembangkan sebagai bahan alam yang
memiliki aktivitas antioksidan yang cukup tinggi. Sehingga
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui

potensi dari spora Paku Laut.

4. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
diketahui bahwa kandungan fenolik pada daun fertil, daun
steril, daun tanpa sopra dan spora daun Paku Laut tidak
berbeda secara signifikan. Spora Paku Laut memiliki
kandungan flavonoid tertinggi serta memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat.

Ucapan Terima Kasih

Ucapan terima kasih khususnya bagi Keluarga Besar
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