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ABSTRAK

Kulit coklat (Theobroma cacao L.) merupakan hasil perkebunan yang dapat dimanfaatkan karena
memiliki kandungan senyawa kimia polifenol jenis flavonoid. Tujuan dari penelitian ini untuk
mengetahui kadar flavonoid total dan perbedaan nilai ICso aktivitas antioksidan ekstrak kulit coklat
melalui metode DPPH (2,2 Difenil-1-Pikrilhidrazil) dan FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power)
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Tahapan pada penelitian ini yaitu penyiapan bahan
uji, pembuatan ekstrak, pengujian kuantitatif kadar flavonoid total, pengujian antioksidan metode
DPPH dan FRAP. Hasil uji kuantitatif ekstrak kulit coklat kadar flavonoid total mendapatkan nilai
147,115 mgQE/g ekstrak, dalam setiap g/ekstrak setara dengan 147,115 mgQE. Nilai ICso uji DPPH
3,302ppm dinyatakan sebagai antioksidan sangat kuat karena nilai ICso kurang dari 50 ppm. Hasil uji
metode FRAP 6,805 VCEAC/g ekstrak menunjukkan bahwa dalam setiap g/ektrak mampu meredam
radikal bebas setara dengan 6,805 pg/mL vitamin C ekstrak.

Kata kunci: Antioksidan; DPPH dan FRAP; Flavonoid Total; Kulit Coklat

ABSTRACT

Cocoa skin (Theobroma cacao L.) is a plantation product that can be utilized because it contains
flavonoid polyphenol chemical compounds. The purpose of this study was to determine the total
flavonoid content and the difference in IC50 values of the antioxidant activity of cocoa bark extract
through the DPPH (2,2 Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power)
methods measured using a UV-Vis spectrophotometer. The stages in this study were preparation of
test materials, extract making, quantitative testing of total flavonoid content, antioxidant testing
using the DPPH and FRAP methods. The results of the quantitative test of cocoa bark extract for total
flavonoid content obtained a value of 147.115 mgQE / g extract, in each g / extract equivalent to
147.115 mgQE. The IC50 value of the DPPH test of 3.302ppm was stated as a very strong antioxidant
because the IC50 value was less than 50 ppm. The results of the FRAP method test of 6.805 VCEAC/g
extract showed that each g/extract was able to reduce free radicals equivalent to 6.805 pg/mL of
vitamin C extract.
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PENDAHULUAN

Kulit coklat mengandung senyawa kimia di antaranya lignin, polifenol, dan teobromin namun
masih kurang pemanfaatannya. Polifenol yang terdapat di dalam kulit coklat dikelompokkan sebagai
polifenol jenis flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Fitri, 2023). Penelitian dari
Hasil penelitian Ananta et al,, (2021) menyatakan bahwa hasil isolasi senyawa flavonoid dari kulit
coklat memiliki aktivitas antioksidan.

Kadar flavonoid dalam suatu sampel dapat dihitung menggunakan metode spektrofometri UV-
Vis karena flavonoid mampu memberikan serapan dan spektrum sinar tampak pada gelombang 400-
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800 nm dari gugus aromatik terkonjugasi (Wediningsih et al, 2022). Kadar flavonoid total
dinyatakan dalam mgQE/g ekstrak (Mursiany et al., 2023).

Prinsip penetapan kadar flavonoid metode aluminium Klorida yaitu adanya ikatan kompleks
antara Aluminium Klorida dengan gugus fungsi yang terdapat di flavonoid. Gugus kimianya adalah
gugus keto pada atom C-4 dan gugus hidroksi pada atom C-3 atau C-5 yang posisinya berdekatan dari
golongan flavon dan flavonol. Senyawa yang digunakan sebagai standar pada penetapan kadar
flavonoid ini adalah kuersetin, karena kuersetin merupakan flavonoid golongan flavonol yang
memiliki gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksil pada atom C-3 dan C-5 yang bertetangga
(Pra & Indri, 2024).

Aktivitas antioksidan flavonoid terjadi melalui dua mekanisme utama, yaitu quenching dan
transfer proton. Quenching adalah mekanisme di mana flavonoid dapat mengikat radikal bebas
dengan membentuk senyawa yang stabil, menyebabkan radikal bebas terreduksi dan tidak aktif.
Pada mekanisme transfer proton, flavonoid memberikan hidrogennya untuk berikatan dengan
radikal bebas dan menyebabkan inaktivasi (Al Kausar et al, 2023). Metode umum untuk menguji
aktivitas antioksidan, yakni DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-anzinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) dan FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) (Ezra et al,
2023).

DPPH adalah metode paling umum untuk menentukan kapasitas antioksidan dengan prinsip
perubahan warna ungu menjadi kuning, akibat reaksi reduksi radikal DPPH oleh atom hidrogen (H)
yang dilepas oleh senyawa yang terkandung dalam bahan uji. Daya antioksidan suatu sampel dapat
diketahui berdasarkan nilai ICso (konsentrasi yang ekuivalen meredam 50% aktivitas radikal bebas).
Semakin kecil nilai ICso, maka semakin aktif sampel tersebut sebagai antioksidan (Ulfa et al., 2019).

Penelitian yang dilakukan oleh Fu et al, (2023) menunjukan analisis aktivitas antioksidan
metode DPPH kombinasi kulit pisang dan kulit nanas dengan perbandingan 1:1 dan 1:3 memiliki
nilai ICso lebih kecil adalah kombinasi 1:3 sebesar 740,98 ppm. Pengujian dengan metode FRAP
menunjukkan kelompok sampel yang menghasilkan daya reduksi paling baik adalah kombinasi 1:1
dengan nilai ICso yaitu 1251,85 ppm. Dari hasil penelitian diatas metode DPPH memiliki nilai ICso
lebih baik, namun perbandingan hasil kedua jenis uji umumnya digunakan untuk melihat adanya
protonasi senyawa antioksidan oleh kondisi asam pada metode FRAP sehingga menurunkan
kekuatannya dalam meredam radikal. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar flavonoid
total ektrak kulit coklat dan ada tidaknya perbedaan nilai ICso aktivitas antioksidan ekstrak kulit
coklat melalui metode uji DPPH dan FRAP.

METODE
Alat

Gelas beaker, erlenmeyer, pipet tetes, cawan porselin, kaca arloji, mikropipet, timbangan
analitik, batang pengaduk, labu ukur, sendok tanduk, penjepit tabung, rak tabung, tabung reaksi,
waterbath, kuvet, Spektrofotometer UV-Vis.

Bahan

Kulit coklat dari Perkebunan coklat di Desa Tombolikat Induk, Kabupaten Bolaang
Mongondow Timur, etanol 96% (Shagufta Laboratory), methanol p.a (Planet Kimia), aquadest
(Onelab Waterone), kuersetin (Sigma), TPTZ (Sigma), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma
Aldrich), asam asetat pa (Smsart-Lab), natrium asetat (Medical and Laboratory Suplier), AICl3
(Medical and Laboratory Suplier), HCL (Delta Laboratorium), vitamin C (Larce’1000), kertas saring
(Whatman), aluminium foil (Klinpak).

Pengambilan Bahan Uji

Kulit coklat dipanen dari Kabupaten Bolaang Mongondow Timur, Kecamatan Tutuyan, Desa
Tombolikat sebanyak 2 kg dan melalui beberapa tahapan penyiapan simplisia yang dilakukan di
antaranya pengambilan sampel, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan dan sortasi
kering serta dilakukan penghalusan dengan diblender hingga diperoleh serbuk simplisia yang dapat
melewati ayakan mesh 40 (Damania et al.,, 2023).
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Pembuatan Ekstrak

Serbuk simplisia kulit coklat ditimbang sebanyak 329 gram kemudian direndam dalam 450
mL larutan etanol 96% dengan ketinggian pelarut waktu merendam 1-2 cm diatas sampel. Sampel
dimaserasi selama 3 x 24 jam, pada sat proses maserasi dilakukan pengadukan setiap 6 jam selama
5 menit. Maserasi dilakukan pada wadah maserasi dengan kondisi tertutup rapat pada suhu ruang
dan dilakukan remaserasi dengan menambahkan pelarut sebanyak 300 mL etanol 96% (Pratyaksa
etal.,, 2020).

Penentuan Panjang Gelombang Larutan Baku Kuersetin

Dibuat larutan induk 1000 ppm dengan melarutkan 10 mg kuersetin dalam 10 mL methanol
p.a. Kemudian diambil 1 mL larutan kuersetin ditambahkan 1 mL AlCl3s 10% dan 8 mL asam asetat
5%. Panjang gelombang maksimum kuersetin dapat ditentukan dengan menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 300-400 nm (Astuti at al., 2023).

Pengujian Kadar Flavonoid Total

Larutan induk kuersetin 1000 ppm selanjutnya dibuat variasi konsentrasi menjadi 10 ppm,
25 ppm, 50 ppm, 75 ppm dan 100 ppm (Oktaria & Mauritz, 2023). Deri masing-masing konsentrasi
tersebut dipipet sebanyak 0,5 mL dan dimasukan dalam tabung reaksi, kemudian tambahkan 1,5 mL
metanol p.a, 0,1 mL larutan AlICI3 10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M dan 2,8 mL aquadest, lalu digojok
sampai homogen. Setelah itu larutan uji tersebut diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C
kemudian dilakukan pengukuran menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
370 nm (Segara & Agus, 2023).

Ditimbang sebanyak 10 mg ekstrak kulit coklat, dilarutkan dalam 10 ml metanol p.a sehingga
diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Dari larutan ekstrak kulit coklat 1000 ppm dipipet sebanyak 0,5
mL dicampurkan dengan 1,5 mL metanol p.a dalam tabung reaksi, ditambahkan 0,1 mL AlCl3 10%,
0,1 mL Natrium Asetat 1 M dan 2,8 mL aquadest. Selanjutnya, larutan tersebut dinkubasi selama 30
menit pada suhu 37°C kemudian dilakukan pengukuran menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 370 nm (Segara & Agus, 2023).

Penentuan Panjang Gelombang DPPH

Sebanyak 5 mg serbuk DPPH dimasukkan ke dalam labu ukur 250 ml, kemudian dicukupkan
volumenya dengan etanol p.a sampai batas tanda. diperoleh larutan induk DPPH konsentrasi 20 ppm
(Kusuma & Anisa, 2022). Selanjutnya larutan DPPH 1 mL ditambahkan etanol 96% sampai 5 mlL,
kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang rentang 500-600 nm (Prasetyo et al.,
2021).

Pengujian Antioksdian Metode DPPH

Terhadap ekstrak kental kulit coklat dilakukan uji aktivitas antioksidan mengunakan metode
DPPH dengan vitamin C sebagai pembanding. Larutan uji dibuat dengan melarutkan ekstrak dalam
metanol proanalisis (pa) sehingga didapat konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm.
Diambil larutan sampel pada masing-masing konsentrasi sebanyak 0,5 mL ditambahkan 3,8 mL
larutan DPPH 20 pg/mL dan 0,2 mL etanol 96% dalam tabung reaksi yang ditutup dengan aluminium
foil. Setelah dinkubasi selama 30 menit di tempat yang gelap. Selanjutnya, diukur pada panjang
gelombang maksimum 515 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Kusuma & Anisa, 2022).
Pembuatan larutan induk Vitamin C dengan konsentrasi 1000 pg/mL larutan pembanding Vitamin C
dengan konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm dan 5 ppm. Dipipet masing-masing 0,5 mL
ditambahkan larutan DPPH sebanyak 3,5 mL dan dinkubasi 30 menit. Selanjutnya, diukur pada
panjang gelombang maksimum 515 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Fatmawati et al.,
2023).

Larutan Buffer Asetat

Pembuatan larutan buffer asetat pH 3,6, dibuat dengan mencampurkan 46,3 mL asam asetat,
3,7 mL natrium asetat dan diencerkan dengan aquades hingga 100 mL (Safitri et al., 2020).
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Larutan TPTZ

Pembuatan larutan TPTZ (2,4,6-tripyridil-steriazine) yaitu dibuat larutan 40mmol/L HCl
dengan cara melarutkan 380 pl HCI pekat dalam 100 mL aquadest, kemudian 31 mg TPTZ dilarutkan
dalam 40mmol/L HCI hingga tepat 10 mL (Nurhayati et al., 2022).

Larutan FeCl3.6Hz0
Pembuatan larutan FeCl3.6H20. Sebanyak 32,44 mg FeCl3s.6H20 dilarutkan dengan buffer
asetat dalam labu ukur hingga tepat 10 mL (Adila et al., 2024).

Penentuan Panjang Gwelombang FRAP

Pembuatan reagen FRAP dengan mencampurkan 25 mL buffer asetat, 2,5 mL larutan TPTZ dan
2,5 mL larutan FeCls.6H20 dan ditambahkan aquadest hingga tepat 100 mL. Kemudian campurkan 3
mL reagen FRAP dan 1 mL aquadest, selanjutnya diukur pada panjang gelombang rentang 500-600
nm (Nurhayati et al., 2022).

Pengujjian Antioksidan Metode FRAP

Pembuatan larutan induk ekstrak dengan melarutkan 10 mg ekstrak dalam 10 mL etanol 96%
hingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya, dilakukan pengenceran hingga 200 ppm
dengan cara diambil 2 mL dari larutan induk dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan
ditambahkan etanol 96% hingga batas tanda dan digojok sampai homogen. Untuk pengujian sampel,
sebanyak 1 mL larutan ekstrak dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 3 ml
reagen FRAP. Larutan pembanding Vitamin C 1000 ppm diencerkan ke 100 ppm dan 10 ppm untuk
divariasikan menjadi konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm. Dari masing-masing
konsentrasi dipipet 1,1 mL dan dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian tambahkan 3 mL reagen
FRAP. Selanjutnya campuran tersebut diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C. Setelah itu semua
larutan uji dibaca serapannya pada panjang gelombang maksimum 595 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis (Yuliawati, et al., 2022).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pembuatan Ektrak Kulit Coklat

Simplisia kering kulit coklat (Theobroma cacao L.) yang telah dimaserasi dan di remaserasi
kemudian dipekatkan menggunakan waterbath, sehingga dihasilkan ekstrak kental sebesar 2,944
gram, dengan susut pengeringan 0,8355%, kadar air 6,079%, dan rendemen 8,948%. Uji susut
pengeringan bertujuan untuk memberikan batas maksimum banyaknnya senyawa yang hilang
selama proses pengeringan. Tujuan penentuan kadar air adalah memberikan Batasan minimal
rentang besarnya kandungan air dalam serbuk simplisia tersebut. Penentuan rendemen bertujuan
untuk mengetahui berapa banyak ekstrak yang didapatkan dari simplisia segar yang digunakan
(Ariya & Dwi., 2022).

Penentuan Kadar Flavonoid

Nilai kadar flavonoid total dinyatakan dalam Ekuivalen Kuersetin (EK) dengan menggunakan
kurva kalibrasi kuersetin sebagai standar. Larutan induk kuersetin dibuat menjadi 5 variasi
konsentrasi dan dibaca serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kadar flavonoid total
dihitung menggunakan persamaan regresi linier kurva baku yaitu y = 0,0052x + 0,025 dengan
koefisien korelasi (r) sebesar 0,9444, sehingga diperoleh kadar flavonoid total ektrak kulit cokelat
sebesar 147.11 mgQE /g ekstrak. Dengan kadar flavonoid yang cukup tinggi dalam ektrak kulit coklat
maka potensinya sangat besar terhadap antioksidan.

Hasil Uji Antioksidan

Uji antioksidan menggunakan metode DPPH pada larutan ekstrak kulit coklat diperoleh nilai
ICso yaitu 3,30 ppm. Pada larutan pembanding menggunakan Vitamin C diperoleh nilai ICso yaitu
1,238 ppm. Nilai ICso yang semakin kecil menunjukkan semakin tingginya aktivitas antioksidan.
Secara spesifik, suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai ICso kurang dari
50 ppm. Dan pada ekstrak kulit coklat mempunyai kekuatan antioksidan yang sangat kuat karena
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Gambar 1. Kurva Baku Kuersetin
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Gambar 2. Kurva Perendaman DPPH oleh Ekstrak Kulit Coklat
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Gambar 3. Kurva Perendaman DPPH oleh Ekstrak Kulit Coklat

Tabel 1. Hasil Ekstraksi Kulit Coklat

Simplisia Kulit Berat Ekstrak % Susut % %
Coklat Pengeringan Kadar Air Rendemen
329 gram 2,944 gram 0,8355% 6,079% 8,948%
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Gambar 4. Kurva Absorbansi Vitamin C terhadap FRAP

kurang dari 50 ppm. Penelitian yang dilakukan Ansyori (2024) menunjukkan bahwa ekstrak etanol
biji buah nyirih (Xylocarpus granatum) memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar
8,2729 ppm.

Nilai uji antioksidan menggunakan metode FRAP dinyatakan dalam mg equivalen asam
askorbat/g ekstrak (AAE). Nilai FRAP Kadar antioksidan ekstrak kulit coklat dihitung menggunakan
persamaan regresi linier kurva absorbansi vitamin C terhadap FRAP yaitu y = 0,035. x + 0,0969
dengan R?=0,9925. Dan absorbansi ekstrak dimasukkan ke dalam persamaan tersebut, ekstrak kulit
coklat diperoleh data absorbansi rata-rata 0,216. Dari hasil pengukuran secara kuantitatif
didapatkan kapasitas antioksidan ekuivalen dengan Vitamin C yaitu 6,80 VCEAC/g ekstrak. Jadi
setiap 1 gram ekstrak memiliki kemampuan meredam radikal bebas sebesar 6,80 ppm Vitamin C dan
ini menunjukkan bahwa ekstrak kulit coklat memiliki aktivitas peredaman radikal bebas yang kuat.
Penelitian yang dilakukan oleh Syamsu dan Mochammad., (2023) menunjukkan aktivitas antioksidan
ekstrak etanol buah tin sebesar 11,11 mgAAE/g ekstrak.

Uji kapasitas antioksidan dengan metode DPPH dilihat berdasarkan kemampuan antioksidan
tersebut dalam mereduksi DPPH yang tercermin dari perubahan warna. Perubahan warna tersebut
terjadi akibat reaksi reduksi dari antioksidan terhadap senyawa oksidan yaitu DPPH. Untuk
menentukan kekuatan antioksidan dengan metode DPPH digunakan indikator ICso yaitu kemampuan
suatu antioksidan dalam menangkap radikal DPPH sebesar 50%. Sedangkan, Ferric Reducing
Antioxidan Power (FRAP) pada prinsipnya terjadi proses perpindahan elektron dari antioksidan ke
senyawa oksidan yaitu FE3+-TPTZ. Hasil akhir dari aktivitas antioksidan, yaitu larutan berubah
menjadi biru prusia dimana proses perubahan warna ini terjadi akibat reduksi dari antioksidan
terhadap FE3* yang berubah menjadi FE2* dalam larutan untuk mengikat ferisianida (Ezra et al.,
2023).

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang tersebar dalam tumbuhan yang diketahui
sangat berperan terhadap aktivitas antioksidan. Flavonoid adalah serangkaian senyawa yang terdiri
dari dua cincin benzena yang mengandung gugus hidroksil fenolik yang dihubungkan melalui tiga
atom karbon pusat. Gugus -OH ini yang nantinya akan didonorkan untuk berpasangan dengan
elektron pada radikal bebas, sehingga semakin banyak gugus -OH dalam suatu sampel maka akan
banyak juga elektron yang berpasangan. Hal inilah yang menyebabkan hubungan antara kandungan
flavonoid dan aktivitas antioksidan, semakin tinggi nilai flavonoid maka semakin tinggi kemampuan
antioksidan dalam mendonorkan elektronnya sehingga dapat menurunkan aktivitas radikal bebas
(Dwi & Dessy, 2021).

Senyawa yang terkandung dalam kulit coklat merupakan senyawa polifenol jenis flavonoid
yang memiliki banyak gugus hidroksi (OH). Flavonoid pada ekstrak kulit coklat bertindak sebagai
free radical scavengers dengan melepaskan atom hidrogen dari gugus hidroksilnya. Atom hidrogen
yang dilepaskan ini memiliki kemampuan untuk berikatan dengan radikal bebas DPPH, hingga
bermuatan netral. Flavonoid yang kehilangan atom hidrogen kemudian mengalami resonansi dari
gugus hidroksil yang menyebabkan energi aktivitasnya berkurang dan tetap stabil. Aktivitas
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antioksidan pada sampel akan berbanding lurus dengan jumlah flavonoid, dimana semakin banyak
senyawa flavonoid maka aktivitas antioksidan akan semakin meningkat (Fu et al., 2023).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak kulit coklat
memiliki kadar flavonoid total yaitu 147,115 mgQE/g ekstrak. Terdapat pebedaan aktivitas
antioksidan ekstrak kulit coklat dengan menggunakan metode DPPH dan FRAP. Pada metode DPPH
didapatkan nilai ICso 3,302 ppm dan pada metode FRAP didapatkan hasil yaitu 6,805 VCEAC/g
ekstrak. Metode DPPH lebih efektif di bandingkan dengan metode FRAP berdasarkan pada
mekanisme menangkal radikal bebas senyawa antioksidan yang terkandung dalam kulit coklat.
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