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ABSTRAK

Kayu Bangkal (Nauclea subdita) (Korth.) Steud. telah digunakan secara tradisional oleh
penduduk asli Kalimantan Selatan, sebagai produk perawatan kulit berupa masker wajah,
yang diyakini dapat melindungi kulit dari pengaruh buruk sinar matahari. Penelitian ini
bertujuan untuk membandingkan rendemen, aktivitas anti-elastase, efek proliferasi sel, total
polifenol, dan total flavonoid dan aktivitas antioksidan dari berbagai metode ekstraksi.
Ekstraksi dilakukan dengan metode UAE (Ultrasound Assisted Extraction), MAE (Microwave
Assisted Extraction), dan Soxhlet. Aktivitas anti-elastase dilakukan secara enzimatis
menggunakan Porcine Pancreatic Elastase (PPE). Ekstrak teraktif dilanjutkan dengan
pengujian proliferasi sel menggunakan HDFa. Pengujian kadar total polifenol dan flavonoid
dilakukan dengan metode kolorimetri dan aktivitas antioksidan dengan metode DPPH,
ABTS, dan FRAP. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rendemen metode ekstraksi UAE
(Ultrasound Assisted Extraction) kayu bangkal menghasilkan rendemen tertinggi, dengan nilai
7,12% lebih tinggi dibandingkan metode MAE (Microwave Assisted Extraction) dan Soxhlet,
aktivitas anti-elastase tertinggi diperoleh pada ekstrak metode UAE (361,22 ug/mL). Ekstrak
teraktif memiliki efek proliferasi terhadap sel HDFa dependent dose, total fenol dan
flavonoid tertinggi pada metode MAE dengan kadar berturut-turut 124.96+0.42 mg EAG/g
ekstrak dan 16.62+0.23 mg EK/g ekstrak. Pengujian antioksidan dari masing-masing ekstrak
umumnya menunjukkan aktivitas yang kuat dalam meredam radikal ABTS, DPPH dan
reduksi besi. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa metode ekstraksi UAE dalam menarik
senyawa aktif N. subdita berpotensi sebagai anti elastase, antiaging, dan antioksidan
dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya. Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi kepada masyarakat untuk dapat dikembangkan pada penelitian lebih
lanjut.

Kata Kunci : Anti-elastase, Antioksidan, Nauclea subdita, Ekstraksi

ABSTRACT

Bangkal Wood (Nauclea subdita) (Korth.) Steud. has been used traditionally by the natives of
South Kalimantan, as a skin care product in the form of a face mask, which is believed to
protect the skin from the harmful effects of sunlight. This study aims to compare the yield,
anti-elastase activity, cell proliferation effect, total polyphenols, total flavonoids and
antioxidant activity of various extraction methods. Extraction was carried out using the UAE
(Ultrasound Assisted Extraction), MAE (Microwave Assisted Extraction), and Soxhlet
methods. Anti-elastase activity was carried out enzymatically using porcine pancreatic
elastase (PPE). The most active extract was followed by cell proliferation testing using HDFa.
Tests for total levels of polyphenols and flavonoids were carried out using the colorimetric
method and antioxidant activity using the DPPH, ABTS, and FRAP methods. The results
showed that The Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) method of bangkal wood produced
the highest yield, with a value of 7.12% higher than the Microwave Assisted Extraction
(MAE) and Soxhlet methods. The highest anti-elastase activity was obtained in the UAE
method extract (361.22 pg/mL). The most active extract has a dose-dependent proliferative
effect on HDFa cells. The total phenols and flavonoids were highest in the MAE method with
levels of 124.96+0.42 mg GAE/g extract and 16.62+0.23 mg QE/g extract, respectively.
Antioxidant testing of each extract generally showed strong activity in reducing ABTS
radicals, DPPH and iron reduction. The results of this study indicate that the UAE extraction
method in extracting the active compounds of N. subdita has the potential to act as anti-
elastase, antiaging and antioxidant compared to other extraction methods. This research is
expected to provide information to the public to be developed for further research.
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PENDAHULUAN

Proses penuaan sangat dipengaruhi
oleh paparan stres oksidatif pada kulit
(Anggraini et al., 2020). Proses biologis dari
penuaan sangat rumit sehingga menyebabkan
perubahan  morfologis dan fisiologis,
terutama pada lapisan kulit yang terpapar
sinar matahari (Anggraini et al., 2021). Dalam
respons photoaging, ROS yang diproduksi
secara berlebih, akan
peningkatan ekspresi Matrix metalloproteinase
(MMP) dan elastase, sehingga dapat
menyebabkan

merangsang

penurunan sintesis
protokollagen dan elastin. Elastin merupakan
protein serat elastis, yang dibentuk oleh sel
fibroblas, dan bersama dengan kolagen, dapat
mempengaruhi sifat mekanik pada jaringan
ikat, yang bertanggung jawab dalam menjaga
elastisitas dan ketahanan kulit. Sel fibroblas
akan mengalami penurunan populasi seiring
bertambahnya usia. Penurunan populasi sel
fibroblas menyebabkan penurunan biosintesis
kolagen pada lapisan dermis yang dapat
menyebabkan kerutan pada kulit serta
mengarah pada proses penuaan (Nur et al.,
2021).

Berdasarkan hal tersebut maka
dilakukan berbagai upaya untuk mencegah
terjadinya penuaan dini. Saat ini, banyak
bahan sintetis yang dipasarkan sebagai bahan
kosmetik  anti-penuaan, namun bahan
tersebut dapat menimbulkan efek negatif
seperti fotoalergi dan dermatitis kontak, yang
dapat mengiritasi kulit dan menyebabkan
alergi. Akibatnya, sumber alami, seperti
ekstrak herbal sebagai bahan produk
perawatan kulit, sangat penting untuk diteliti.
Penelitian in vitro telah menunjukkan sifat
antioksidan dan anti-elastase dari ekstrak
herbal yang mengandung komponen fenolik
(Desmiaty et al., 2020).

Beberapa tumbuhan dari famili
Rubiaceae memiliki aktivitas anti-elastase
yang kuat, seperti daun Psychotria capensis
(Eckl.) Vatke (Rubiaceae) yang dapat
menghambat elastase sebesar 80% (92,84 +
1,13%), dan ixorapeptide II, isolat dari Ixora.
coccinea L. (Rubiaceae), yang mengurangi

pelepasan elastase dengan nilai IC50 5,6 uM
(Ndlovu et al., 2013)(Ahmad et al., 2020)
Nauclea subdita, (Korth.) Steud., anggota dari
keluarga Rubiaceae, merupakan salah satu
spesies dalam genus Nauclea. Penduduk asli
Kalimantan  Selatan = secara  empiris
memanfaatkan kayu bangkal (N. subdita)
sebagai perawatan kulit berupa masker wajah
untuk melindungi kulit dari sinar matahari
dan menghilangkan flek hitam (Rahmi et al.,
2021). Penggunaan kayu bangkal mungkin
terkait dengan aktivitas anti-elastasenya,
namun penelitian tentang pengaruh aktivitas
anti-elastase pada kulit kayu bangkal sebagai
produk perawatan kulit belum pernah diteliti
secara ilmiah. Menurut Jamaluddin, ekstrak
kasar metanol kayu bangkal mengandung
fenolik, flavonoid, terpenoid, alkaloid,
fitosterol, dan saponin (Jamaluddin et al.,
2012). Alkaloid, flavonoid, dan polifenol
merupakan zat aktif antioksidan. Jumlah
komponen  flavonoid  dalam  ekstrak
mempengaruhi potensi aktivitas anti-elastase
(Ambarwati et al., 2019). Jika dibandingkan
dengan metode ekstraksi lainnya (perkolasi,
maserasi, dan air suling), dan jenis pelarut
(seperti etanol 96%, etanol 70%, dan etil
asetat), sokletasi dengan etanol 96%
memberikan konsentrasi fenolik total terbesar
yaitu 81,121+1,66 mg EAG/g ekstrak (Rahmi et
al.,, 2021). Selain itu, penelusuran literatur
sebelumnya, metode ekstraksi konvensional
berpengaruh pada hasil rendemen, maka dari
itu pada penelitian ini digunakan berbagai
metode ekstraksi konvensional dan non
konvensional untuk membandingkan hasil
rendemen pada kayu bangkal. Pada
penelitian ini dilakukan evaluasi terkait
optimasi dengan
konvensional yaitu Soxhlet, dan metode non
konvensional yaitu  Ultrasound  Assisted
Extraction (UAE) dan Microwave Assisted
Extraction (MAE) menggunakan pelarut
etanol 96%. Keuntungan dari metode sokletasi
adalah lebih banyak minyak yang dapat
diekstraksi, dan lebih sedikit pelarut yang
digunakan. UAE  merupakan metode
menggunakan gelombang

ekstraksi metode

ekstraksi
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ultrasonik, keuntungan dari metode ini yaitu
efisiensi lebih besar, suhu ekstraksi lebih
rendah, waktu operasinya lebih singkat
(Panja, 2018). MAE merupakan metode
ekstraksi menggunakan gelombang mikro,
keuntungan dari metode ini yaitu waktu
ekstraksi yang lebih pendek, selektivitas yang
lebih tinggi dan kualitas ekstrak target yang
lebih baik dibandingkan dengan metode
ekstraksi konvensional (Chemat & Vian,
2014).

Menurut penelitian Charissa, aktivitas
antioksidan gel ekstrak kulit batang dengan
menggunakan etanol 96% tergolong kuat dan
memiliki IC50 sebesar 48,78 pug/mL (Charissa
et al.,, 2017). Oleh karena itu dalam penelitian
ini  bertujuan untuk membandingkan
rendemen ekstrak etanol 96% dari kayu

bangkal dengan menggunakan metode
konvensional (Soxhlet) dan non konvensional
(UAE dan MAE), membandingkan aktivitas
anti-elastase, efek proliferasi terhadap sel
kulit, kadar polifenol dan flavonoid total, dan
aktivitas antioksidan (DPPH,FRAP, dan
ABTS) dari berbagai metode ekstraksi.

METODE PENELITIAN
Bahan tanaman

Kayu bangkal (Nauclea subdita)
(Korth.) Steud. (Famili Rubiaceae) dikoleksi
pada Juli 2022 dari Tabalong, Kalimantan
Selatan. Tumbuhan tersebut diidentifikasi
oleh Fakultas MIPA Universitas Lambung
Mangkurat. =~ Kayu  dibersihkan  dan
dikeringkan pada suhu 16°C dan digiling
menjadi halus (Gambar 1).

11 1)

J 1)\

Gambar 1. Kayu bangkal (Nauclea subdita) (Korth.) Steud. (Sumber Pribadi)

Bahan Dan Reagen Kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan
pada penelitian ini antara lain Trizma Base
(Sigma Aldrich No.T1503), Porcine pankreas
elastase (Sigma Aldrich SLBV 9311), N-
Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide / SANA
(Sigma Aldrich SLBR 7591V), asam galat,
quercetin (Sigma Aldrich, India), asam
askorbat, HCl, aqua demineralisata (Brataco
Chemika, Indonesia), natrium asetat (Merck,
Jerman), 2,4,6- Tris(2-Pyridyl)-S-Triazine
(TPTZ) (Sigma Aldrich, USA) , Dbesi(Il)
klorida heksahidrat (Merck, Jerman), besi(II)
sulfat heptahidrat (Merck, Jerman), DMSO
(Merck, Jerman), DPPH (Sigma Aldrich,
Jerman), ABTS (Sigma Aldrich, India), kalium
persulfat , Trolox, pelarut pro-analitik (etanol

p-a, metanol p.a), etanol 96%, folin ciocalteau
(F9252/F47641), natrium karbonat, aluminium
klorida, dan air suling (Brataco Chemika,
Indonesia) sebagai pengencer.

Proses Ekstraksi

Ekstrak kayu bangkal dilakukan
dengan sedikit memodifikasi ekstraksi
metode Soxhlet, Microwave-Assisted Extraction
(MAE) dan Ultrasound-Assisted Extraction
(UAE). Sebanyak 100 gram sampel
digunakan, dan etanol 96% digunakan
sebagai pelarut, dengan rasio sampel
terhadap pelarut 1:10 (Abbas et al., 2021)
(Indonesia, 2017). Rumus tersebut digunakan
untuk menentukan persentase rendemen
ekstrak dari berat kering ekstrak (a) dan berat
serbuk simplisia yang ekstraksi (b)

JMPI | Desember 2023

Available @ http://www jurnal-pharmaconmw.com/jmpi

Ramadhani, et al.



Jurnal Mandala Pharmacon Indonesia
Vol. 9 No. 2

231

(Sembiring et al, 2018). Hasil ekstraksi
dihitung untuk setiap ekstrak dengan
menggunakan persamaaan berikut:
Rendemen (%) =a/b x 100%

Skrining fitokimia

Skrining fitokimia secara khusus
dilakukan untuk semua ekstrak sesuai
dengan metode standar dengan sedikit
modifikasi. Skrining fitokimia kualitatif
bertujuan untuk mendeteksi senyawa kimia
(fenol, flavonoid, tanin, terpenoid, steroid,
alkaloid, dan saponin). Pereaksi yang
digunakan adalah pereaksi besi (III) klorida,
pereaksi  Mayer, Dragendorff, dan
Bouchardat (uji alkaloid), pereaksi Shinoda
(uji flavonoid), gelatin, uji garam-gelatin
(tanin), wuji buih (uji saponin), dan uji
Liebermann- Pereaksi Burchard (uji
terpenoid/steroid) (Jamaluddin et al., 2012)
(Sembiring et al., 2018).

Penentuan kadar polifenol total

Metode Folin-Ciocalteu digunakan
untuk penentuan fenolik total, dengan asam
galat digunakan sebagai standar, dengan
sedikit modifikasi (Nur et al., 2021). Pada
pengujian sampel, dan standar dilakukan
pemipetan sebanyak 200 pL larutan uji yang
sesuai dan masing-masing seri larutan
standar ke dalam wadah yang sesuai.
Tambahkan 500 uL enceran Folin- Ciocalteu
LP (7,5% dalam air). Diamkan selama 8
menit, ditambahkan 1 mL NaCOQO:;,
ditambahkan hingga 5 mL H20O inkubasi
selama + 1 jam dalam vial coklat pada suhu
ruang. Ukur serapan masing-masing
larutan pada panjang gelombang serapan
maksimum asam galat 671 nm. Lakukan
pengukuran blanko dengan cara yang
sama, tanpa penambahan larutan uji. Buat
kurva kalibrasi dan hitung kadar larutan uji
(Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia, 2017; Wiliantari et al., 2022).

Penentuan kadar flavonoid total

Metode kolorimetri AICls yang
digunakan dalam penentuan flavonoid total
menggunakan quercetin digunakan sebagai

standar dengan  sedikit = modifikasi

(Anggraini et al., 2020) (Chang Chia-Chi et
al., 2002). Pada pengujian sampel dan
standar, dilakukan pemipetan 1 mL larutan
uji dan masing-masing seri larutan standar
ke dalam wadah yang sesuai. Tambahkan
pada masing-masing, 0,1 mL aluminium
klorida P 10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M
dan ditambahkan methanol hingga 5 mL.
Kocok dan diamkan selama + 30 menit pada
suhu ruang. Ukur absorbansi pada panjang
gelombang maksimum kuersetin 441 nm.
Buat kurva kalibrasi dan hitung kadar
larutan uji.

Uji anti-elastase

Uji  anti-elastase
porcine pancreatic elastase (PPE) dan
substrat N-Succ-(Ala)-3-p-nitroanilide
(SANA) (Ambarwati et al, 2019).
Pembuatan buffer Triz HCl 0,1 M pH 8§,
pembuatan substrat SANA 1,3 mM, 0,88
U/mL (PPE). Dalam pengujian blanko,
155uL buffer dimasukkan dalam microplate
96 well, 15 pL enzim ditambahkan, dan
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 25°C
sebelum ditambahkan 30 pL substrat dan
diinkubasi selama 50 menit. Dalam uji
kontrol blanko, 170 puL buffer ditambahkan
ke sumuran microplate 96 well dan
diinkubasi selama 20 menit; kemudian
ditambahkan 30 uL substrat dan diinkubasi
selama 50 menit. Pengujian ekstrak dan
quercetin sebagai kontrol positif, 125 uL
buffer dimasukkan ke dalam microplate 96

menggunakan

well, ditambahkan 15 pL  enzim,
ditambahkan 30 uL ekstrak atau kuersetin,
dan campuran diinkubasi selama 20 menit.
Kemudian 30 pL substrat ditambahkan, dan
campuran diinkubasi selama 20 menit.

Kemudian, dengan menggunakan
microplate reader, pada panjang
gelombang 405 nm digunakan untuk
menghitung absorbansi (Glomax).

Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali
pengulangan. Persentase penghambatan
dihitung menggunakan persamaan sebagai
berikut:

Penghambatan (%) = ((1- B))/((A)) x 100%
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di mana A mewakili aktivitas enzim tanpa
adanya inhibitor dan B mewakili aktivitas
ketika ada inhibitor.

Evaluasi proliferasi sel normal

Proliferasi sel normal dievaluasi
dengan metode MTT(Gonzdalez-Centeno et
al,, 2014). MTT merupakan metode yang
dapat digunakan untuk  mengukur
persentase usia viabilitas sel berdasarkan
aktivitas mitokondria sel fibroblas (Bernas
& Dobrucki, 2002). Dalam penelitian ini,
sampel yang digunakan adalah sampel ter-
aktif yaitu sampel dari metode ekstraksi
UAE, fibroblas dermal manusia dewasa
(HDFa), yang berasal dari sel kulit dewasa
normal yang memiliki respons seluler
terhadap penuaan pada kulit, digunakan.
Sel HDFa diperoleh dari Life Technologies
Corporation (GIBCO, California, USA)
dikultur pada media DMEM lengkap. Sel
yang konfluen sekitar >80% dianggap
sebagai sel yang dipanen. Untuk uji
proliferasi dengan MTT assay digunakan
dengan konsentrasi 2x104
sel/sumur.Suspensi sel sebanyak 100 uL
(2x10* sel/well), didistribusikan ke dalam
96-well plate, kemudian diinkubasi selama
24 jam agar sel menempel pada well, dan
dibuat berbagai seri konsentrasi (31,25-1000
ug/mL)pada sampel UAE. Semua sampel
yang diuji dilarutkan secara individual
dalam DMSO sebelum ditambahkan ke
dalam media kultur. Sumur diinkubasi
selama 24 jam dalam inkubator CO:2 5%
(Thermoscience 8000Dh series, Waltham,
Massachusetts, USA) pada suhu 37°C.
Setelah masa inkubasi, media dibuang, dan
sel dicuci dengan 100 pL PBS. Sel hidup
akan bereaksi dengan MTT membentuk
garam formazan berwarna ungu. Reaksi
MTT dihentikan dengan reagen stopper
(SDS 10% dalam HCIl 0,01 N), kemudian
diinkubasi semalaman pada suhu kamar
dan di tempat gelap. Keesokan harinya,
serapan dibaca dengan microplate reader
pada 595 nm (Nur et al., 2021).

Aktivitas Antioksidan

1. Aktivitas Antioksidan DPPH

Metode DPPH  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) untuk pengujian aktivitas
antioksidan  dilakukan dengan asam
askorbat sebagai kontrol positif yang
mengacu pada penelitian Nur & Wiliantari
dengan sedikit modifikasi (Nur et al., 2021)
(Wiliantari et al, 2022). Persentase
perubahan warna larutan DPPH dari biru
menjadi kuning yang disebabkan oleh
kontrol digunakan untuk menghitung efek
penghambatan (larutan DPPH saja). Rumus
perhitungan nilai IC50 menggunakan
persentase penghambatan radikal DPPH
pada setiap seri konsentrasi larutan sampel:

Persen penghambatan(%) = ((Abs.blanko-
Abs.sample))/((Abs.blanko)) x 100%

dimana Abs. blanko adalah absorbansi
larutan yang hanya mengandung larutan
radikal DPPHe, dan Abs.Sampel adalah
absorbansi larutan sampel yang akan diuji
dengan adanya DPPHe.
dihitung persentase penghambatan dengan
menggunakan persamaan regresi linier.
Konsentrasi sampel yang dapat menekan
radikal DPPH sebesar 50% digunakan
untuk mengukur aktivitas antioksidan.

2. Aktivitas Antioksidan ABTS

Kemudian

Metode pengujian kapasitas
antioksidan ABTS (2,2’-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)

dilakukan menggunakan spektrofotometri
UV-VIS dengan standar asam askorbat
dengan sedikit modifikasi (Nur et al., 2021)
(Apak et al., 2010). Larutan ABTS (7,0 mM)
dan 2,73 mM kalium persulfat (K25:0s)
dalam 25 mL air suling digunakan untuk
membuat radikal ABTS-+. Campuran
larutan kation radikal ABTS diinkubasi
selama 12 sampai 16 jam pada suhu ruang
dan disimpan di tempat gelap. Setelah masa
inkubasi, ditambahkan etanol proanalisis ke
dalam campuran dengan perbandingan
1:15 (ABTS: etanol proanalisis) untuk
mengencerkannya. Pada penyiapan blanko
atau kontrol negatif, 1 mL larutan ABTS-+
dipipet ke dalam botol vial, kemudian
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diencerkan menjadi 5 mL dengan etanol pro
analisis, dan absorbansi dihitung pada
panjang gelombang 752 nm dengan
Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-
1900, Perusahaan Shimadzu, Kyoto,
Jepang). Seri konsentrasi ekstrak etanol
metode UAE dan MAE mulai dari 3-18
ug/mL, ekstrak etanol metode Soxhlet (4-24
ug/mL), dan asam askorbat (0,5-3 ug/mL)
sebagai kontrol positif digunakan dalam uji
sampel. Campuran diencerkan hingga 5 mL
dengan etanol pro analisis, dan didiamkan
pada suhu ruang selama 30 menit dalam
ruang gelap. Pengujian  dilakukan
sebanyak tiga kali.

Persentase warna larutan blanko (larutan
ABTS+ saja) yang memudar digunakan
untuk menghitung persen penghambatan
dengan persamaan berikut:

Persen penghambatan (%) = ((AO-
A1))/((A0)) x 100%

di mana A1l adalah absorbansi sampel, dan
A0 adalah absorbansi blanko (hanya larutan
ABTS-+). Nilai IC50 suatu aktivitas
antioksidan dihitung dengan menggunakan
konsentrasi sampel yang dapat mereduksi
radikal ABTS sebesar 50% dengan
menggunakan grafik regresi linier.

3. Aktivitas Antioksidan Ferric Reduced
Antioksidan Power (FRAP)

Metode Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP) untuk pengujian aktivitas
antioksidan  dilakukan dengan asam
askorbat sebagai kontrol positif yang
mengacu pada penelitian Nur; Wiliantari
dengan sedikit modifikasi (Nur et al,
2019)(Wiliantari et al., 2022). Pertama-tama,
disiapkan reagen yang terdiri dari larutan
besi klorida atau FeCls (20 mM) dalam air
suling, larutan standar besi (II) sulfat
heptahidrat (1 mM), larutan TPTZ 10 mM
dalam 40 mM asam klorida, dan 300 mM
larutan buffer asetat pH 3,6. Pada
pembuatan kurva kalibrasi, larutan kerja
FRAP I dengan komposisi buffer asetat:
TPTZ: aquabides (dengan perbandingan

10:1:1) dipipet ke dalam 50 upL larutan
standar besi(Il) sulfat heptahidrat. Larutan
sampel dipipet sebanyak 50 pL, asam
askorbat dipipet sebanyak 5 uL sebagai
kontrol positif, dan reagen FRAP II dengan
komposisi bufer asetat:TPTZ:FeCls (dengan
perbandingan 10:1:1) ditambahkan.
Selanjutnya, volume campuran sampel,
asam askorbat dicukupkan ke dalam 5 mL
akuades dan diinkubasi dalam ruang gelap
selama 30 menit pada suhu ruang.
Pengujian dilakukan dengan tiga kali
pengulangan. Setelah masa inkubasi,
dihitung pada  panjang
gelombang 596 nm dengan
Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-
1900, Perusahaan Shimadzu, Kyoto,
Jepang). Kurva kalibrasi dibuat dari plot
konsentrasi (x) dalam mM vs. serapan
bersih (y) larutan seri standar besi(Il) sulfat
heptahidrat untuk memperoleh persamaan

absorbansi

regresi linier y = bx + a. Penentuan nilai
FRAP dihitung dengan persamaan berikut:

Nilai FRAP (umol/g sampel)= (C x V x Fp
)/m

di mana C adalah konsentrasi larutan baku
FeSO4.7H:0O yang setara dengan sampel
(umol/mL), V adalah volume sampel (mL),
Fp adalah faktor pengenceran, m adalah
berat sampel (g). Menurut persamaan
berikut, aktivitas antioksidan sampel
dihitung dalam gram setara FeSOs per 100
gram ekstrak:

Aktivitas antioksidan = nilai FRAP x 10 x
Mr FeSO4+.7H20 x 100

di mana aktivitas antioksidan sampel
direpresentasikan  sebagai g  FeSOa
ekuivalen per 100 g ekstrak, Mr adalah berat
molekul FeSO4.7H20 (g/mol).

Analisis statistik

Pengujian bioaktivitas pada setiap
sampel dianalisis menggunakan Microsoft
Excel 2019 yang dihasilkan dalam bentuk
rata-rata *+ standar deviasi (SD). Nilai
signifikansi pada masing-masing sampel
dianalisis melalui uji T independen dan one
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way ANOVA yang diikuti dengan Tukey test
menggunakan SPSS Versi
perbedaan signifikan p<0,05.

23 dengan

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi

Berdasarkan hasil penelitian, metode
ekstraksi UAE dari N. subdita menghasilkan
rendemen tertinggi, dengan nilai 7,12%,
seperti ditunjukkan pada Tabel 1. UAE
merupakan metode ekstraksi yang efisien dan
mudah dilakukan. Jika dibandingkan, dengan
metode konvensional seperti Soxhlet, yang
memerlukan periode ekstraksi selama 1-2 jam,
UAE secara substansial dapat mengurangi
waktu ekstraksi. Hal ini pernah dilaporkan
pada famili Rubiaceae, dengan metode
ekstraksi UAE dapat meningkatkan hasil
ekstraksi pada batang dan daun, sekaligus
mengurangi durasi dan jumlah pelarut yang
digunakan, UAE sangat
ekstraksi senyawa alami bioaktif yang peka
terhadap bahan kimia,

sesuai untuk

seperti polifenol

bioaktif, UAE secara signifikan lebih efisien
daripada dua metode lainnya (Soxhlet dan
MAE). Hal ini dapat dijelaskan karena
gelombang ultrasonik berinteraksi dengan
dinding dan membran sel untuk memfasilitasi
pelepasan kandungan senyawa kimia (Abbas
et al., 2021). Selain itu, reproduktifitas yang
tinggi, konsumsi pelarut yang rendah, serta
tingkat ekstraksi yang cepat.
Skrining fitokimia

Skrining fitokimia bertujuan untuk
mengetahui kandungan senyawa kimia yang
terdapat pada sampel uji. Berdasarkan Tabel
2, hasil uji penapisan fitokimia dari ketiga
metode ekstraksi kayu bangkal (Soxhlet, UAE,
dan MAE) mengandung senyawa fenolik,
flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Hal ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya, yang
bahwa fenolik,
flavonoid, terpenoid, alkaloid, pitosterol, dan

menjelaskan senyawa

saponin terdapat pada ekstrak metanol N.
subdita (Jamaluddin et al., 2012). Selain itu,
kayu bangkal mengandung tanin yang

(Barrera Vazquez et al.,, 2014);(Marijan et al., dilaporkan  memiliki aktivitas sebagai
2023). Dalam hal mengekstraksi bahan kimia antibakteri (Rahmi et al., 2021).
Tabel 1: Rendemen ekstrak N. subdita
No. Metode Ekstraksi Rendemen (%)
UAE 7.12
MAE 4.81
3 Soxhlet 6.87
Tabel 2: Skrining fitokimia ekstrak N. subdita
No. Uji Reagen Soxhlet UAE MAE
1 Fenol FeCls +) (+) (+)
Flavonoid Uji Shinoda (+) +) (+)
Tanin Uji Gelatin- +) +) (+)
Garam
FeCls +) ) (+)
4 Terpenoid Liebermann- -) (-) )
Burchard
Saponin Uji Buih +) +) (+)
Alkaloid Dragendorff’s (+) +) (+)
Mayer’s +) +) ()
Kadar Polifenol dan Flavonoid Total untuk mengukur kadar polifenol dan

Pengujian  kadar dan

flavonoid pada kayu bangkal dilakukan

polifenol

flavonoid yang terdapat pada kayu bangkal.
Hal didukung dengan penelitian Avanti et al.,

JMPI | Desember 2023

Available @ http://www jurnal-pharmaconmw.com/jmpi

Ramadhani, et al.



Jurnal Mandala Pharmacon Indonesia
Vol. 9 No. 2

235

(2021) ekstrak kasar metanol kayu bangkal
mengandung senyawa fenolik, dan flavonoid.
Pengujian kadar polifenol didasarkan pada
reaksi oksidasi-reduksi menggunakan reagen
Folin-Ciocalteau. Berdasarkan Gambar 2
menunjukkan bahwa metode ekstraksi MAE
memiliki kadar polifenol tertinggi jika
dibandingkan dengan metode ekstraksi
lainnya, pada konsentrasi sampel 40 ug/mL
memiliki kadar polifenol sebesar 124,96 + 0,42
mg EAG/g ekstrak. Selain itu, hasil kadar total
polifenol metode sokletasi adalah 113,32+1,30
mg EAG/g ekstrak, dan metode UAE memiliki

140,00
120,00  101,40+2.44

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00
UAE

Kadar Fenol Total (mg
EAGI/qg)

124.96 +0.42

I I
MAE

kadar polifenol terendah sebesar 101.40 + 2.44
mg EAG/g ekstrak. Proses MAE yang efisien
meningkatkan total hasil fenol. Selain itu,
MAE membutuhkan lebih sedikit pelarut dan
membutuhkan suhu yang lebih rendah
daripada yang dibutuhkan dalam ekstraksi
Soxhlet. Hasil serupa juga dilaporkan dalam
membandingkan MAE dengan teknik
ekstraksi konvensional dalam mengekstraksi
polifenol dari buah Gordonia axillaris,
Anoectochilus roxburghii, dan daun Pistacia
lentiscus (Zhao et al., 2018).

113.32+1.30

SOXHLET

Ekstrak N. subdita

Gambar 2. Kadar Fenol Total Ekstrak N. subdita

Berdasarkan Gambar 3, metode
ekstraksi MAE memiliki kadar flavonoid
tertinggi jika dibandingkan dengan metode
ekstraksi lainnya, pada konsentrasi sampel
200 pg/mL memiliki kadar flavonoid sebesar
16,62+0,23 mg EK/g ekstrak. Selain itu, metode
sokletasi menghasilkan kadar flavonoid total
13,41+0,21 mg EK/g ekstrak, dan metode UAE
memiliki kadar flavonoid terendah sebesar
12.86 + 0.08 mg EK/g ekstrak.

Hasil ini serupa dengan beberapa
penelitian sebelumnya, ekstrak etanol dengan
MAE (81,7181 + 1,0404 mg EK/g) memiliki
konsentrasi flavonoid total (TFC) yang lebih
tinggi daripada ekstrak etanol oleh UAE
(56,2038 + 0,1058 mg EK/g) (Anuar et al., 2021).
Di sisi lain, pengamatan yang sama dilakukan
untuk kandungan flavonoid total dari ekstrak
carob yang terungkap sangat dipengaruhi
oleh proses ekstraksi. MAE ternyata menjadi
metode ekstraksi yang paling tepat untuk
pemulihan carob flavonoid, menghasilkan
nilai tertinggi (10,53 mg EK/g DM) (Mansouri
et al., 2022). Di sisi lain, pengamatan yang

sama dilakukan untuk kandungan flavonoid
total dari ekstrak biji carob (Ceratonia siliqua
L.) dari keluarga Fabaceae (kacang-kacangan),
yang terungkap sangat dipengaruhi oleh
proses ekstraksi. MAE ternyata menjadi
metode ekstraksi yang paling tepat untuk
pengukuran kadar flavonoid, menghasilkan
nilai tertinggi (10,53 mg EK/g DM) (Mansouri
et al., 2022).

Berdasarkan hasil ekstrak pada
pengujian total fenol dan total flavonoid,
dapat dikaitkan dengan aktivitas antioksidan.
Senyawa fenolik berupa flavonoid vyaitu
flavonol dan flavon memiliki peran sebagai
antioksidan. Keterkaitan antara aktivitas
flavonoid terhadap jumlah dan lokasi gugus —
OH dimana dalam hal ini berperan dalam
menetralkan radikal bebas. Flavonoid mampu
menekan radikal bebas, berkaitan juga
dengan mendonorkan
elektron. Hal inilah yang menyebabkan
hubungan antara kandungan total fenol
dengan aktivitas antioksidan. Semakin tinggi

kemampuannya
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nilai total fenol dan flavonoid maka semakin
tinggi kemampuan antioksidan dalam
mendonorkan  elektronnya dalam  hal
menekan perkembangan radikal bebas (Nur

20,00
12,86 +0.08

I
UAE

15,00

[N
o o
o o
S o

o
o
o

Kadar Flavonoid extract
(mg KE/qg)

et al., 2019). Jumlah senyawa fenolik dan
flavonoid dalam ekstrak N. subdita terkait
dengan seberapa kuat antioksidannya (Nur et
al., 2021).

16.62+0.23

I 13,41 +0.21
MAE

SOXHLET

Ekstrak N. subdita

Gambar 3. Kadar Flavonoid Total Ektrak N. subdita

Aktivitas anti-elastase

Hasil pengujian dapat dilihat pada
Tabel 3, dimana hasil IC50 dari ketiga metode
ekstraksi menunjukkan bahwa nilai IC50
ekstrak metode UAE paling rendah diantara
ekstrak MAE dan Soxhlet dengan nilai IC50
sebesar 361,22 pug/mL. Metode ekstraksi UAE
menunjukkan hasil yang berbeda nyata
dengan metode MAE dan Soxhlet. Jika
dibandingkan dengan nilai IC50 kuersetin,
sebagai kontrol positif yaitu 6,18 pg/mL, nilai
IC50 kuersetin lebih kuat dari sampel uji.
Kuersetin dipilih dalam penelitian ini sebagai
standar. Kuersetin adalah senyawa tunggal
yang secara kimiawi diklasifikasikan sebagai
flavonoid dari jenis flavonol yang biasa
digunakan sebagai standar untuk mengukur
penghambatan antioksidan dan elastase
(Ambarwati et al., 2019). Aktivitas
penghambatan enzim elastase lebih tinggi
pada metode UAE, hal ini karena kandungan
polifenol (flavonoid) yang berhasil diekstrak
semakin meningkat akibat
getaran/gelombang ultrasonik pada dinding
sel tanaman (Sulistyowati et al., 2023).

N. subdita belum pernah terbukti
memiliki aktivitas penghambatan elastase.

Meskipun demikian, aktivitas anti-elastase

spesies tanaman dari famili yang sama
dengan tanaman yang diperiksa telah
ditemukan. Ekstrak etil asetat daun P. capensis
(Eckl.) Vatke (Rubiaceae) menghambat
elastase sebesar 80% (92,84 1,13%), sedangkan
ixorapeptide II (70) dari I. coccinea L.
(Rubiaceae) menghambat pelepasan elastase
dengan IC50 nilai 5,6 uM (Ndlovu et al., 2013
dan Ahmad et al., 2020).

Selain itu, aktivitas penghambatan
elastase, juga terkait dengan kandungan total
flavonoid pada ekstrak N. subdita yang lebih
rendah dari kandungan total polifenol
sehingga aktivitas penghambatan elastase
pada ekstrak memungkinkan hasil yang
lemah. Semakin tinggi kandungan flavonoid
total, semakin tinggi aktivitas anti-elastase.
Menurut Pientaweeratch et al., (2016), fenol
dan flavonoid seperti kuersetin secara
signifikan dapat mempengaruhi aktivitas
enzim elastase. Penelitian sebelumnya
menemukan bahwa kandungan flavonoid N.
subdita secara keseluruhan sebesar 1,83%,
yang cukup untuk menjaga kekenyalan kulit
atau digunakan sebagai agen anti-penuaan.
Sayangnya, kurang ideal bila digunakan
untuk menghilangkan kerutan (Charissa et al.,
2016).
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Tabel 3. Aktivitas anti-elastase ekstrak N. subdita
No. Ekstrak Konsentrasi (ug/mL) ICso
93.75 187.5 375 750 1500 (ng/mL)
1 UAE 13.52+1.63 32.12+2.39 52.81+1.63 69.32 +1.81 8722 +1.36 361.22%
2 MAE 535+090 18.84+1.13 34.20+0.73 45.52 +1.20 65.67 +1.19 820.16
3 SOXHLET 216 £1.38 10.37+1.83 29.90+ 0.81 52.51+3.36 70.77 £1. 79 738.39
Kontrol
4 positif ICs0 = 6.18 (ug/mL)*
(kuersetin)

Keterangan: Data dinyatakan sebagai rata-rata + SD dengan rangkap tiga (n = 3);

*Hasil berbeda nyata pada p < 0,05

Evaluasi proliferasi sel normal
Proliferasi sel normal dievaluasi

dengan metode MTT (Gonzalez et al., 2017).
MTT merupakan metode yang dapat
digunakan untuk mengukur persentase
usia viabilitas sel berdasarkan aktivitas
fibroblas (Bernas &
Dobrucki, 2002). Dalam penelitian ini,

mitokondria sel

digunakan HDFa yang berasal dari sel kulit

140,00

120,00

80,00
60,00

Viabilitas (%)

40,00
20,00

0,00
0 200 400

dewasa normal yang memiliki respons seluler
terhadap penuaan pada kulit. Berdasarkan
Gambar 4 menunjukkan bahwa, semakin
meningkatnya konsentrasi sampel UAE,
semakin meningkat pula persentase viabilitas
sel hidup, yang dapat menyebabkan
banyaknya sel yang hidup (Nur et al., 2021).
Hal ini menjelaskan bahwa ekstrak UAE

memiliki efek proliferasi terhadap sel kulit.

4§

600 800 1000 1200

Konsentrasi (pg/mL)

Gambar 4. Persentase viabilitas dan konsentrasi pada ekstrak N. subdita

Perubahan morfologi sel merupakan
tanda aktivitas viabilitas dan atau sitotoksik
yang dihasilkan dari suatu senyawa setelah
perlakuan terhadap sel dibandingkan dengan
sel kontrol. Hasil pengamatan sel HDFa
menunjukkan perbedaan morfologi sel
sebelum dan sesudah reagen MTT (Aisyah et
al., 2022). Pada Gambar 5C kristal formazan
yang terbentuk lebih banyak, sedangkan pada

Gambar 4B kristal formazan yang terbentuk

sangat sedikit. Hal ini menunjukkan bahwa
semakin tinggi tingkat konsentrasi sampel uji,
semakin banyak kristal formazan yang
terbentuk, yang berarti semakin banyak sel
yang hidup. Sel hidup memiliki enzim
reduktase mitokondria, yang dapat bereaksi
dengan reagen MTT untuk menunjukkan

pembentukan garam formazan berwarna biru
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keunguan (Aisyah et al., 2022).

Gambar 5. Morfologi sel setelah perlakuan dengan reagen MTT (A) Sel Kontrol, (B) Sel setelah
perlakuan sampel (konsentrasi rendah 31,25 ug/mL) (C) Sel setelah perlakuan sampel
(konsentrasi tinggi 1000 ug/mL). (Nur et al., 2021)

Aktivitas Antioksidan
1. DPPH

Pengujian radikal DPPH didasarkan
pada perubahan warna molekul radikal
DPPH ungu tua akan menjadi kuning akibat
transfer atom hidrogen oleh senyawa
pereduksi antioksidan sehingga radikal
DPPH menjadi stabil (Nur et al., 2021).
Berdasarkan, Tabel 5, aktivitas antioksidan
teknik DPPH yang memiliki aktivitas
antioksidan sangat poten, yaitu pada metode
MAE yang memiliki IC50 sebesar 14,15+0,04
ug/mL, UAE yang memiliki 19,75+0,06 ug
/mL, dan Soxhlet, yang memiliki 36,26 + 0,10
pug/mL.  Perbedaan  metode  ekstraksi
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan

mempunyai nilai yang berbeda nyata antara

UAE, MAE, dan Soxhlet. Metode MAE
memiliki nilai IC50 tertinggi, karena pengaruh
energi gelombang mikro ditransfer secara
efektif pada bahan tanaman melalui interaksi
molekuler dengan adanya medan
elektromagnetik dan memungkinkan transfer
massa yang cepat terhadap pelarut ekstraksi
dan bahan tanaman sehingga memungkinkan
komponen senyawa-senyawa polar dapat
meredam radikal DPPH (Mansouri et al.,
2022). Hal ini berkorelasi dengan semakin
tinggi kandungan total polifenol, maka
semakin tinggi pula aktivitas antioksidan
metode DPPH untuk metode ekstraksi MAE.

Nilai IC50 dibagi menjadi empat
kategori: aktivitas sangat kuat (IC50 <
50ug/mL), aktivitas kuat (IC50 50 -
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100ug/mL), aktivitas sedang (IC50 101 -
150pg/mL), dan aktivitas lemah (IC50 >
150pg/mL) (Wijaya et al., 2020). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak N. subdita pada
metode ekstraksi MAE, UAE, dan soxhlet

memiliki peluang tinggi untuk menjadi

antioksidan yang sangat kuat. Namun jika
dibandingkan dengan kontrol positif, asam
askorbat yang memiliki aktivitas antioksidan
IC50 yang sangat tinggi yaitu 2,66+0,00 pg/mL
daripada ketiga metode ekstraksi.

Tabel 5: Aktivitas Antioksidan Metode DPPH Ekstrak N. subdita

ICso DPPH (ug/mL)

No. Uji
1 UAE
2 MAE
3 Soxhlet
4 Asam askorbat

19.75 + 0.06*
14.15+ 0.04*
36.26+ 0.10*
2.66 £ 0.00%

Keterangan: Data dinyatakan sebagai rata-rata + SD dengan rangkap tiga (n = 3).
*Hasil berbeda nyata pada p < 0,05.

2. ABTS

Prinsip dasar metode spektrofotometri
yang telah digunakan untuk menentukan
aktivitas antioksidan ABTS dari larutan
sampel yaitu pembentukan kation radikal
ABTS [2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid)] (Amalia et al., 2023).
Aktivitas antioksidan pada metode ABTS,
tergolong sangat kuat pada metode soxhlet
dengan nilai IC50 13,84+0,55 ug/mL, metode
UAE dengan nilai IC50 15,14 +0,03 pg/mL, dan
MAE dengan nilai IC50 15,95+0,04 pg/mL
(Tabel 6). Perbedaan metode ekstraksi
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan
mempunyai nilai yang berbeda nyata antara
UAE, MAE, dan Soxhlet. Perbedaan aktivitas
antioksidan pada ekstrak disebabkan oleh

perbedaan kandungan senyawa seperti
polifenol pada masing-masing metode
ekstraksi (Nur et al, 2021). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak N. subdita
melalui metode Soxhlet, UAE, MAE memiliki
peluang tinggi untuk menjadi antioksidan
yang sangat kuat. Penelitian ini memiliki nilai
IC50 yang lebih kuat dibandingkan dengan
penelitian sebelumnya, percobaan ABTS
mengungkapkan bahwa ekstrak kulit batang
N. subdita menunjukkan aktivitas antioksidan
dengan nilai IC50 sebesar 1183,13 ug/mL
(Avanti et al, 2021). Asam askorbat yang
memiliki aktivitas antioksidan IC50 yang
sangat kuat yaitu 1,92 pug/mL jika
dibandingkan  dengan ketiga  metode

ekstraksi.

Tabel 6. Aktivitas Antioksidan Metode ABTS ekstrak N. subdita

.. 1Cs0 ABTS
No. Uji
(ug/mL)
1. UAE 15.14 + 0.03*
2. MAE 15.95 + 0.04*
3. Soxhlet 13.84 +0.02*
4. Asam 1.92 +0.00*
askorbat

Keterangan: Data dinyatakan sebagai rata-rata + SD dengan rangkap tiga (n = 3).
*Hasil berbeda nyata pada p <0,05.
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3. FRAP

Berdasarkan Tabel 7, hasil pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode FRAP
menunjukkan bahwa ekstrak MAE memiliki
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan dengan metode ekstraksi
lainnya, dengan aktivitas antioksidan sebesar
53,57 + 0,63 g setara FeSO4/100 g ekstrak,
seperti terlihat pada Tabel 7 dengan
konsentrasi sampel 10 upg/mL. Metode
ekstraksi UAE menunjukkan hasil yang
berbeda nyata dengan metode MAE dan
Soxhlet. Aktivitas antioksidan asam askorbat
sebagai kontrol positif, pada konsentrasi 1
ug/mL sebesar 252,42 + 0,39 g FeSOs
ekuivalen/100 g ekstrak, tergolong sangat
tinggi daripada ketiga metode ekstraksi.
Perbedaan aktivitas antioksidan pada ekstrak
disebabkan oleh perbedaan kandungan
senyawa seperti polifenol pada masing-
masing metode ekstraksi. Kehadiran sejumlah
besar senyawa polifenol dapat berpengaruh
pada kapasitas antioksidan. Kandungan

senyawa antioksidan yang besar seperti

polifenol yang berperan dalam mekanisme
pengkhelat ion logam dalam ekstrak dan
mengurangi kemungkinan terbentuknya
radikal hidroksil yang berasal dari radikal
anion superoksida sehingga menyebabkan
tingginya aktivitas penangkapan radikal
bebas (Nur et al., 2021).

Bedasarkan hasil tersebut dapat dilihat
bahwa, semakin tinggi nilai FRAP sampel,
semakin besar kapasitas antioksidan karena
nilai FRAP yang didasarkan pada prinsip
reduksi ion besi (Fe3*) menjadi ion besi (Fe?),
yang merupakan senyawa antioksidan
sebagai agen pereduksi (Nur et al., 2021). Pada
metode FRAP, suatu sampel dapat berpotensi
sebagai antioksidan, jika sampel tersebut
mampu mengirimkan elektron pada reagen
FRAP. Aktivitas antioksidan dengan metode
ini dapat dikonfirmasi dengan mengukur
pembentukan warna biru pada panjang
gelombang 596 nm. Peningkatan absorbansi
pada 596 nm menunjukkan bahwa ekstrak uji
memiliki daya reduksi yang lebih besar
(Amalia et al., 2023).

Tabel 7. Aktivitas Antioksidan Metode FRAP Ekstrak N. subdita

FRAP
No. Uji (g FeSO4 equivalent/ 100 g
extract) + SD
1 UAE 4411 +1.37*
2 MAE 53.57 +0.63
3 Soxhlet 53.33+£0.34
4 Asam askorbat 252.42 +0.39*

Keterangan: Data dinyatakan sebagai rata-rata + SD dengan rangkap tiga (n = 3).
*Hasil berbeda nyata pada p < 0,05

KESIMPULAN

Metode ekstraksi UAE pada ekstrak N.
subdita memiliki rendemen tertinggi dan
aktivitas anti-elastase tertinggi yaitu 7,12%
dan 361,22 pg/mL. Metode ekstraksi MAE
memiliki kadar total polifenol dan flavonoid
tertinggi yaitu 124,96 + 0,42 mg EAG/g ekstrak
dan 16,62 + 0,23 mg EK/g ekstrak. Metode

ekstraksi MAE memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi dengan nilai IC50 DPPH sebesar
14,15 + 0,04 pg/mL dan FRAP 53,57 + 0,63 g
setara dengan FeSO4/100 g ekstrak, serta
ekstrak metode Soxhlet memperoleh nilai
IC50 ABTS 13.84 + 0.02 pg/mL. Ekstrak ter-
aktif metode UAE memiliki efek proliferasi
terhadap sel HDFa dependent dose. Hasil
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penelitian ini menunjukkan bahwa metode
ekstraksi UAE dalam menarik senyawa aktif
N. subdita berpotensi sebagai anti elastase,
antiaging, dan antioksidan dibandingkan
dengan metode ekstraksi lainnya.
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