Jurnal llmiah Manuntung: Sains Farmasi Dan Kesehatan
p-1SSN. 2442-115X; e-ISSN. 2477-1821

Vol.10 No.1, Hal. 21-27, 2024

DOI: https://doi.org/10.51352/jim.v10i1.740

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK DAUN BELUNTAS
(Pluchea indica L.) ETANOL 70% DAN ETIL ASETAT
MENGGUNAKAN DPPH

Submitted: 19 September 2023
Edited: 22 Mei 2024
Accepted: 29 Mei 2024

Asih Imulda Hari Purwani, Fita Sari, Muhammad Dhika Ramadhan, Herlinda Mawardika

Institut [lmu Kesehatan Bhakti Wiyata Kediri
Email: asih.imulda@iik.ac.id

ABSTRAK

Pluchea indica L. merupakan tanaman dari keluarga Asteraceae yang telah dikenal
masyarakat sejak zaman dahulu. Penelitian ini bertujuan untuk identifikasi aktivitas
antioksidan daun beluntas dari ekstraksi menggunakan etanol 70% dan etil asetat. Hasil
identifikasi skrining fitokimia daun beluntas menyatakan ada kandungan flavonoid, tanin,
dan alkaloid. Aktivitas antioksidan metode DPPH digunakan menghambat radikal bebas
dan vitamin C sebagai pembanding. Hasil rata - rata nilai ICs, bahwa aktivitas antioksidan
daun beluntas menggunakan etanol 70% sebesar 94,06 ppm, menggunakan pelarut etil asetat
sebesar 150,55 ppm dan vitamin C 17,14 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa ada perbedaan
aktivitas antioksidan daun beluntas (Pluchea indica L.) dengan etanol 70% dan etil asetat.

Kata Kunci : Antioksidan, Daun beluntas (Pluchea indica L.), DPPH, Etanol 70%, etil asetat.

ABSTRACT

Pluchea indica L. is a herbaceous plant of the Asteraceae family that has been known
to the public as fresh vegetables and traditional medicine since ancient times. This study aims to
determine the antioxidant activity of beluntas leaves obtained from the extraction using 70%
ethanol and ethyl acetate. The identification of phytochemical screening of beluntas leaves
revealed the presence of flavonoids, tanninsand alkaloids. The test of antioxidant activity
was performed using the DPPH method as free radical and vitamin C as a comparison. The
average IC50 value beluntas leaves in 70% ethanol solvent is 94.06 ppm, in ethyl acetate is
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PENDAHULUAN

Radikal bebas memiliki sifat tidak
stabil serta reaktif dan mempunyai elektron
yang tidak berpasangan. Mekanisme kerja
radikal bebas adalah mengikat molekul yang
ada di dalam tubuh sehingga menyebabkan
terjadinya berbagai penyakit yang sel
tubuh rusak @®. Antioksidan merupakan
senyawa yang memiliki kemampuan untuk
menghambat  proses oksidasi dengan
mencegah terjadinya pembentukan radikal
bebas @.

Tumbuhan merupakan salah satu
sumber senyawa metabolit primer yang
dihasilkan seperti karbohidrat dan sumber
metabolit sekunder seperti saponin dan
tanin ®Beluntas (Pluchea indica 1.)
adalah tanaman dari keluarga Asteraceae,
masyarakat memanfaatkan tumbuhan ini
sebagai bahan lalapan dan obat tradisional
sejak zaman dahulu. Penelitian @ ekstrak
daun beluntas memiliki kemampuan untuk
mencegah terjadinya radikal bebas.

Metode @ DPPH  yaitu  metode
pengerjaannya relatif sederhana dan mudah
dibandingkan dengan metode lainnya®.
ICso merupakan konsentrasi ekstrak yang
digunakan untuk menangkap radikal DPPH,
ICso juga digunakan sebagai parameter dalam
ujiradikal DPPH. Hasil penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh ¥ menggunakan metode
DPPH dengan ekstraksi maserasi daun
beluntas (Pluchea indica L.). Hasil penelitian
tersebut diperoleh aktivitas antioksidan 37,25
ppm. Senyawa dengan antioksidan yang
sangat kuat jika nilai ICso < 50. ©.

Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian ini akan ditelitimengenai perbedaan
aktivitas antioksidan dengan etanol 70% dan
etil asetat menggunakan metode DPPH, untuk
menentukan kapasitas antioksidan ekstrak
daun beluntas dengan perbedaan pelarut
™, Menurut penelitian yang dilakukan oleh
© mengkonfirmasi bahwa uji antioksidan
dengan DPPH menggunakan pelarut etanol,
etil asetat memiliki hasil yang berbeda-beda.
Pengujian aktivitas antioksidan daun beluntas
dengan menggunakan perbedaan pelarut
etanol 70 % dan etil asetat belum pernah
dilakukan penelitian. Tujuan penelitian ini
agar dapat diperoleh hasil efek antioksidan
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pada daun beluntas dengan perbedaan pelarut
etanol 70% dan etil asetat menggunakan
metode DPPH.

METODE PENELITIAN
Pembuatan ekstrak etanol 70% daun
beluntas

Ekstrak daun beluntas dilakukan

ekstraksi maserasi, yaitu ekstraksi dengan
melakukan perendaman bahan. Ditimbang
simplisia daun beluntas 100 gram lalu
masukkan dalam erlenmeyer dan tambahkan
pelarut etanol 70% sebanyak 1000 ml.
Direndam selama 24 jam sambil diaduk
suhu 25°C -30°C, kemudian dilakukan
penyaringan. Ampasnya  kembali  di
remaserasi sebanyak dua kali dengan pelarut
yang baru jernih. Filtrat divapkan di atas
water bath sampai mendapatkan ekstrak
kental®.

Ekstrak Etil Asetat Daun Beluntas

Ditimbang simplisia daun beluntas
sebanyak 100 gram lalu masukkan ke
erlenmeyer dan ditambabh etil asetat sebanyak
1000 ml dilakukan perendaman 3 x 24 jam
sambil diaduk pada suhu 25°C - 30°C,
kemudian dilakukan penyaringan. Ampasnya
kembali di remaserasi dua kali dengan pelarut
yang baru jernih. Filtrat diuapkan hingga
diperoleh ekstrak kental ®

Skrining Fitokimia

Flavonoid

Ekstrak masukkan ke tabung reaksi
lalu tambahkan 1 mg magnesium dan 2 ml
HCl pekat. Jika terdapat kandungan flavonoid
akan terbentuk warna jingga atau kuning ®.

Alkaloid

Ekstrak masukkan dalam 3 tabung
yang berbeda kemudian tambahkan HCI 2
ml.Tambahkan reagen dragendorf dan reagen
mayer dan pada setiap tabung kemudian
dikocok. Sampel tersebut positif mengandung
senyawa alkaloid jika terbentuk endapan
merah orange ®.

Saponin

Ekstrak ditambah 2 ml aquadest panas
dalam tabung reaksi, lalu kocok kuat selama
10 detik. Jika terbentuk busa stabil dalam 10
menit terdapat kandungan saponin ®
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Tanin

Ekstrak ditambah 2- 3 tetes FeCls 1%.
Jika larutan berwarna biru kehitaman atau
hijau kehitaman terdapat kandungan tanin ®.

Uji  Aktivitas  Antioksidan
Kuantitatif Dengan Spektrofotometer UV-
Vis

DPPH

Ditimbang sebanyak 2 mg DPPH, lalu
larutkan dengan 100 ml etanol p.a. Kemudian

Secara

di kocok sampai menjadi warna violet. ©®

Penentuan panjang gelombang maksimum
DPPH

Larutan DPPH dipipet, tambahkan 0,2
ml etanol p.a, diamkan pada tempat gelap.
Masukkan ke kuvet lalu diukur serapannya
dengan spektrofotometri visibel pada A500-
520 nm @,

Pembuatan sampel uji hasil ekstrak 500
ppm

Sampel ekstrak kental ditimbang 0,25
gram selanjutnya ditambahkan 500 ml etanol
p-a, selanjutnya dipipet untuk membuat
larutan konsentrasi 50 ppm, 30 ppm, 10 pp ©

Pembuatan larutan seri konsentrasi 50
ppm, 30 ppm, 10 ppm

Sampel ekstrak daun beluntas di pipet
1 ml, 0,6 ml dan 0,2 ml ditambahkan etanol
dalam 10 ml sampai tepat tanda. ©.

Pemeriksaan aktivitas antioksidan

Sampel 0,2 ml tambahkan larutan
DPPH. Larutan didiamkan dan diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis.®,

Pembuatan larutan pembanding vitamin C
Vitamin C ditimbang 0,25 gram,
dilarutkan dalam 500 ml etanol p.a sechingga
diperoleh konsentrasi 500 ppm, kemudian
dibuat konsentrasi 2 ppm sampai 6 ppm ©.

Pengukuran serapan larutan vitamin C
dengan spektrofotometer

Larutan uji 0,2 ml, tambahkan DPPH,
lalu dikocok dan diukur pada panjang
gelombang maksimum®.
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Penentuan nilai ICso
kurva kalibrasi
Hasil % perendaman didapatkan dengan

rumus

dan pembuatan

absorbansi DPPH - absorbansi sampel
Hperelann = absorbansi DPPH 10

Dari hasil tersebut, untuk menentukan
nilai ICso dengan dibuat kurva regresi untuk
mendapatkan persamaan y = bx + a.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini untuk mengetahui
perbedaan aktivitas antioksidan ekstrak
daun beluntas menggunakan etanol 70% dan
etil asetat. Dalam analisis ini menggunakan
proses determinasi yaitu untuk membuktikan
kebenaran identitas suatu tanaman yang
akan diteliti dan mencegah kesalahan saat
pengumpulan bahan penelitian “Metode
ekstraksi dengan maserasi, pemilihan metode
tersebut karena prosedur yang digunakan
tidak  mengalami  proses pemanasan
sehingga tidak dapat terurai atau mudah
rusak®, Maserasi ekstrak daun beluntas ini
menggunakan perbandingan pelarut 1 : 10.
Remaserasi dilakukan dengan jumlah pelarut
dan lama perendaman yang sama agar dapat
menarik senyawa sekunder yang tersisa 12
Pelarut dalam maserasi adalah etanol 70%
dan etil asetat, karena sifatnya yang polar
dan merupakan golongan metabolit sekunder
daun beluntas @3 Hasil ekstraksi daun
beluntas etanol 70% dan etil asetat kemudian
dilakukan pemekatan atau pengentalan
menggunakan waterbath dengan suhu 25°C -
30°C . Hasil ekstrak kental yang dihasilkan
dari daun beluntas dengan etanol 70% dan
etil asetat adalah berupa ekstrak dengan
masing- masing berwarna hijau pekat dan
berbentuk kental. Ekstrak kental selanjutnya
dilakukan skrining fitokimia. Tahap ini
untuk mengetahui metabolit sekunder daun
beluntas "Hasil penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh ® menyatakan ekstrak daun
beluntas mengandung flavonoid, tannin,
alkaloid, dan saponin. Berdasarkan hasil
skrining fitokimia flavonoid ekstrak daun
beluntas menggunakan etanol 70% dan etil
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asetat menunjukkan masing — masing hasil
mengandung flavonoid, tannin, alkaloid, dan
saponin yang ditunjukkan pada Tabel 1 dan
2. Hasil penelitian diperkuat oleh penelitian
sebelumnya oleh @ yang telah melakukan

penelitian tentang identifikasi senyawa
metabolit sekunder pada daun beluntas.
Penelitian tersebut diperoleh senyawa
flavonoid (apigenin, luteolin, krisoeriol dan
kuersetin).

Tabel 1. Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder daun beluntas dengan pelarut etanol 70%

Uji Senyawa Fitokimia Hasil Yang Diperoleh Ekstrak
Flavonoid Positif berwarna merah jingga (+)
Tannin Positif terbentuk biru hijau kehitaman (+)
Saponin Positif terbentuk busa +)

Positif endapan putih kehijauan )
Alkaloid
Positif endapan merah orange (+)

Tabel 2. Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder daun beluntas pelarut etil asetat

Uji Senyawa Fitokimia Hasil Yang Diperoleh Ekstrak
Flavonoid Positif berwarna merah jingga (+)
Tannin Positif terbentuk biru hijau kehitaman )
Saponin Negatif tidak terbentuk busa )

Negatif tidak terbentuk endapan putih kehijauan )
Alkaloid
Negatif tidak terbentuk merah orange )
Pengujian  aktivitas  antioksidan aktivitas antioksidan dengan DPPH ini

ekstrak daun beluntas dengan etanol 70%
dan etil asetat menggunakan metode DPPH.
Pemilihan metode DPPH digunakan untuk
melihat potensi menangkap radikal bebas
pada ekstrak daun beluntas. Uji antioksidan
dengan DPPH merupakan metode yang
sederhana dan tidak membutuhkan banyak
reagen ®. Pengujian dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan pengukuran
panjang gelombang maksimum. Pengujian

didasarkan pada kemampuan menangkap
radikal DPPH yang diukur menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang
maksimum 516 nm dengan absorbansi 0,335.
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan
di tempat yang gelap hal ini karena DPPH
peka adanya cahaya. ©. Hasil pengukuran
absorbansi sampel dilihat pada Tabel 3 untuk
etanol 70%, Tabel 4 untuk etil asetat.

Tabel 3. Hasil Pengukuran Ekstrak Daun Beluntas Etanol 70%

Absorbansi %o inhibisi
Konsentrasi Blanko
1 2 3 1 2 3
10 0,335 0,313 0,313 0,312 6,567 % 6,567 % 6,865 %
30 0,335 0,278 0,282 0,283 17,014% 15,820% 15,522%
50 0,335 0,244 0,243 0,242 27,164% 27,462% 27,761%
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Tabel 4. Hasil Pengukuran Ekstrak Daun Beluntas Etil Asetat

Absorbansi %o inhibisi
Konsentrasi Blanko
1 2 3 1 2 3
10 0.335 0.326 0.327 0.327 2,686 % 2388% 2,388 %
30 0.335 0.304 0.308 0.308 9,253% 8,059% 8,059%
50 0.335 0.280 0.283 0.280 16,417% 15,522% 16,417%

Nilai persen inhibisi ekstrak daun

beluntas menunjukkan konsentrasi yang
tinggi sehingga nilai persen inhibisi
meningkat. Penelitian  sebelumnya 9

menyatakan persen inhibisi aktivitas radikal
bebas meningkat seiring meningkatnya suatu
konsentrasi. Parameter yang digunakan pada
aktivitas antioksidan dinyatakan dalam nilai
ICso. Untuk memperoleh nilai ICso ditentukan
dengan persamaan regresi linier y = bx + a.
ICso merupakan besarnya konsentrasi sampel
untuk menghambat 50 persen radikal
bebas, sedangkan persen inhibisi adalah
perbandingan selisih absorbansi blanko dan
sampel @. Hasil rata-rata ICso yang telah
diperoleh dari ekstrak daun beluntas dengan
etanol 70% dan etil asetat sebesar 94,06
ppm yang masuk kedalam kategori kuat dan
150,55 ppm yang masuk dalam kategori pada
Tabel 5 dan Tabel 6

Tabel 5. Rata — rata ICso Ekstrak daun
beluntas dengan pelarut etanol

Rerata ICso +
ICso (ppm) SD
Replikasi 1 94,42
Replikasi 2 93,98 94,06 + 0,327
Replikasi 3 93,78

Tabel 6. Rata — rata ICso Ekstrak daun
beluntas dengan pelarut etil asetat

Rerata
ICopm) 1 4 oD
Replikasi 1 148,24
Replikasi 2 156,08 150,55 + 4,811
Replikasi 3 147,33
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Hasil penelitian ini ekstrak daun
beluntas dengan etanol 70% mendapatkan
nilai ICso lebih kuat dibandingkan ekstrak
daun beluntas etil asetat. Ekstrak daun
beluntas etanol mempunyai tingkat kepolaran
yang lebih tinggi dari pada ekstrak etil
asetat. Menurut @ tingkat kepolaran etanol
lebih tinggi dari pada etil asetat karena
etanol mempunyai konstanta dielektrik 30
sedangkan etil asetat hanya 6,0. Perbedaan
pelarut yang digunakan pada ekstraksi juga
akan berpengaruh pada aktivitas antioksidan
yang didapatkan (7. Dikarenakan pada
sampel daun beluntas terdapat lebih banyak
senyawa bioaktif yang sifatnya polar.. Hasil
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
©®  menggunakan etanol dengan metode
DPPH, ekstraksi maserasi terhadap aktivitas
antioksidan pada daun beluntas diperoleh
hasil 37,25 ppm yang menandakan aktivitas
antioksidan masuk kategori sangat kuat, hal
tersebut membuktikan aktivitas antioksidan
menggunakan pelarut etanol dengan hasil
yang diperoleh mendekati hasil penelitian
sebelumnya dan menandakan pelarut polar
aktivitas antioksidan lebih kuat daripada
pelarut semi polar. Nilai ICso kemudian
dilakukan uji independent sample t test
agar membuktikan adanya perbedaan dari
ekstrak daun beluntas menggunakan pelarut
etanol 70% dan ekstrak daun beluntas
menggunakan pelarut etil asetat. Data harus
terdistribusi normal agar melanjutkan uji
independent sample t test!).Uji normalitas
ekstrak daun beluntas etanol 70% dan etil
asetat mendapatkan nilai sig. 0,593 dan
0,181 (>0,05).Data tersebut normal sehingga
melanjutkan uji independent sample t test.
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Pada independent sample t test menunjukkan
nilai sig. (2-tailed) 0,002 (p<0,05).
Hasil tersebut menunjukkan perbedaan
aktivitas antioksidan ekstrak daun beluntas
menggunakan etanol 70% dan etil asetat.
Hasil tersebut dapat didukung dari nilai ICso
ekstrak daun beluntas menggunakan etanol
70% lebih kuat dibandingkan menggunakan
etil asetat.

SIMPULAN
Terdapat perbedaan aktivitas
antioksidan ekstrak daun beluntas

menggunakan pelarut etanol 70% dan etil
asetat dengan DPPH. Dapat didukung oleh
analisis data statistik uji independent sample
t test dengan sig. (2-tailed) 0,002 (p<0,05)
yang menyatakan perbedaan antara etanol
70% dan etil asetat Pada hasil uji aktivitas
antioksidan daun beluntas menggunakan
pelarut etanol 70% menghasilkan ICso 94,06
ppm dan etil asetat 150,55 ppm. Ekstrak
daun beluntas etanol 70% menghasilkan
antioksidan yang lebih kuat dari pada pelarut
etil asetat dengan menunjukkan hasil ICso 94,
06 ppm.
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