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alkaloid, di mana dapat dimanfaatkan sebagai antiinflamasi, antioksidan,
antidiabetes, antimikroba, penyembuh luka, imunomodulator, penanganan
kardiovaskuler, embriotoksik dan antijamur. Tujuan penelitian untuk
mengkaji potensi antioksidan yang bersumber dari fraksi optimal dari
pelarut ekstraksi dan waktu sokletasi dengan metode DPPH. Ekstraksi
kandungan daun krangkungan dilakukan dengan pelarut metanol selama 5
jam, kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan pelarut n-heksana,
etilasetat dan metanol lalu diuji potensi aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH. Pengukuran aktivitas dilakukan dengan
spektrofotometer UV-VIS dengan panjang gelombang 526,4nm. Hasil
antioksidan diperoleh bahwa semua fraksi memiliki aktivitas antioksidan,
namun memiliki kategori yang berbeda. Secara berturut-turun nilai ICso n-
heksana 115,125 ppm (sedang), etilasetat 82,804 ppm (kuat), metanol
51,63ppm (kuat) dengan pembanding rutin sebesar 24,23 ppm (sangat
kuat). Hasil analisis statistic menggunakan uji ANOVA menunjukkan
perbedaan signifikan dari ketiga fraksi dengan pembanding rutin tersebut.

ABSTRACT

The content of Ipomoea carnea Jacq leaves includes flavonoids, saponins,
phenolics and alkaloids, which can be used as anti-inflammatory,
antioxidant, antidiabetic, antimicrobial, wound healing,
immunomodulator, cardiovascular treatment, embryotoxic and antifungal.
The purpose of this study was to examine the antioxidant potential derived
from the optimal fraction of the extraction solvent and soxhletation time
using the DPPH method. Extraction of the contents of krangkungan leaves
was carried out with methanol solvent for 5 hours, then fractionation was
carried out using n-hexane, ethyl acetate and methanol solvents and then
tested for potential antioxidant activity using the DPPH method. Activity
measurements were carried out using a UV-VIS spectrophotometer with a
wavelength of 526.4nm. The antioxidant results showed that all fractions
had antioxidant activity, but had different categories. The IC50 values of n-
hexane were 115.125 ppm (moderate), ethyl acetate 82.804 ppm (strong),
and methanol 51.63 ppm (strong) respectively, with a routine comparator
of 24.23 ppm (very strong). The results of statistical analysis using the
ANOVA test showed significant differences between the three fractions and
the routine comparator.
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1. PENDAHULUAN

Semakin canggihnya ilmu pengetahuan dan teknologi, masyarakat kini lebih
memilih obat yang tepat dan sesuai kebutuhan mereka. Masyarakat kini semakin memilih
obat tradisional daripada obat kimia karena diharapkan bisa mengurangi dampak
samping yang muncul (1). Penggunaan obat tradisional menjadi salah satu pilihan oleh
lebih dari 80% penduduk dunia (2). Obat tradisional adalah ramuan yang berasal dari
tanaman, hewan, mineral, produk galenik atau kombinasi dari baha-bahan tersebut yang
dimanfaatkan secara turun menurun untuk pengobatan (3). Umumnya, untuk efektivitas
penggunaan dan supaya lebih praktis, obat tradisional dibuat dalam bentuk ekstrak baik
kering, kental atau cair (4). Proses ini memerlukan tindakan penarikan senyawa aktif atau
ekstraksi yang dilakukan menggunakan pelarut yang sesuai dengan zat aktif dan tujuan
penggunaannya (5).

Salah satu tanaman yang dimanfaatkan untuk obat tradisional adalah daun
krangkungan (Ipomoea carnea Jacq), di mana tanaman ini memiliki kandungan flavonoid,
tannin, saponin, alkaloid, triterpenoid sehingga bisa dimanfaatkan berbagai aktivitas
farmakologi (5-7). Kurangnya pengetahuan masyarakat terkait potensi krangkungan ini,
membuat peneliti tertarik untuk mengkaji potensinya salah satunya adalah sebagai
antioksidan. Masyarakat kebanyakan hanya memanfaatkan sebagai pakan ternak atau
dibiarkan saja menjadi makanan dan tempat hidup kumbang koksi (8). Tujuan penelitian
ini dilakukan terutama untuk mengkaji potensi antoksidan dari fraksi hasil optimasi
pelarut ekstraksi dan waktu sokletasi menggunakan metode DPPH. Metode ini dipilih
karena lebih sederhana, cepat, sensitif dan tidak memerlukan banyak sampel (9).

Belum banyak penelitian yang mengkaji aktivitas antioksidan dari daun
krangkungan terutama dari fraksinat hasil fraksinasi dari pelarut dan waktu ekstraksi
yang optimal. Penelitian (5) telah mengkaji potensi daun krangkungan sebagai
antiinflamasi menggunakan ekstrak etanol sedangkan hasil penelitian (6) menyatakan
bahwa ekstrak metanol memiliki kadar flavonoid paling tinggi yaitu 5,12 + 0,18% dan
memiliki rendemen paling banyak sebesar 32,10% (waktu sokletasi 5 jam) dibandingkan
dengan ekstrak n-heksana dan etilasetat. Hal inilah yang memperkuat peneliti untuk
mengkaji lebih dalam potensi antioksidan dari fraksi metanol hasil dari optimasi pelarut
dan waktu sokletasi.

2. METODE

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun krangkungan yang berasal
dari B2P2TOOT Karanganyar Jawa Tengah. Alat yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain blender (Philips), ayakan nomor 40, cawan porselin (Herma), kain flanel,
seperangkat alat soklet (Iwaki), labu alas bulat (LAB) (Herma), waterbath (6 hole HH-6
china), Spektrofotometri UV-Vis (Shimazu tipe UV-1280), batang pengaduk (Herma),
kuvet (Shimazu tipe UV-1280), tabung reaksi (Iwaki), labu ukur (Iwaki), gelas beker
(Iwaki), gelas ukur (Iwaki), pipet tetes (Herma), corong kaca 75 mm (Herma), chamber,
lampu UV 254 nm dan 366 nm (Merk lokal), neraca analitik (Ohaus CP 214), lempeng KLT
(Silika Gel GF254). Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain serbuk Mg
(Sigma®, Grade for analytical), rutin (Sigma®, Grade for analytical), serbuk simplisia
daun krangkungan, HCL pekat (Emparta®, Grade for analytical), etanol p.a (Emparta®,
Grade for analytical), aquadest (Shagufta Laborator), kloroform (Emparta®, Grade for
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analytical), n-heksana (Emparta®, Grade for analytical), etil asetat (Emparta®, Grade for
analytical), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma®, Grade for analytical), alumunium
foil (Best Fresh), pereaksi Dragendroff, pereaksi Mayer, H2SO4 P (Emparta®, Grade for
analytical), asam asetat anhidrat (Emparta®, Grade for analytical), FeCls (Sigma®, Grade
for analytical), metanol p.a (Emparta®, Grade for analytical), Metanol (Emparta®, Grade
for analytical).

Proses penelitian ini dimulai dari ekstraksi, adapun langkah-langkanya adalah
sebagai berikut :
a. Ekstraksi Daun Krangkungan dan Identifikasi Senyawa Aktif

Proses ekstraksi dilakukan menggunakan metode sokletasi dengan pelarut
metanol, dilakukan selama 5 jam pada suhu 700 C. Setelah proses selesai, hasil
penyarian diuapkan menggunakan waterbath dengan suhu 50° C hingga diperoleh
ekstrak yang kental. Identifikasi senyawa kimia dilakukan dengan uji tabung. Senyawa
aktif yang dilacak antara lain flavonoid, tannin, polifenol, alkaloid dan triterpenoid
menggunakan metode masing-masing sesuai dengan Harborne (1987).

Penegasan senyawa aktif flavonoid dilakukan dengan KLT, di mana fase diam
yang digunakan silica, dan fase gerak berisi pelarut kombinasi n-heksan dan etil asetat
dengan perbandingan 1:4 yang sudah dijenuhkan. Selanjutnya, dibiarkan hingga fase
gerak merambat sampai mencapai garis batas. Kemudian, lempeng dikeluarkan dan
dibiarkan mengering di udara, kemudian disemprotkan AICI3 dan pereaksi situborat.
Hasil elusi diamati menggunakan lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm dan
366 nm, di mana hasil yang positif menunjukkan warna kuning. Sebagai bahan
pembanding digunakan rutin, seperti yang disebutkan oleh (10).

b. Fraksinasi Hasil Optimasi Pelarut dan Waktu Ekstraksi Sokletasi

Sejumlah * 5 gram ekstrak metanol daun krangkungan yang diperoleh dilakukan
fraksinasi cair-cair menggunakan pelarut dengan kepolaran bertingkat yaitu n-
heksan,etil asetat dan metanol. Ekstrak kental disuspensikan dalam akuades, ekstrak
diaduk hingga homogen dan dimasukkan ke dalam corong pisah. Partisi dengan pelarut
- heksan dan air (1:1) larutan dikocok hingga tercampur dan didiamkan selama 10-15
menit hingga terdapat dua lapisan (air pada lapisan bawah dan n-heksan pada lapisan
atas). Kedua lapisan yang terbentuk kemudian dipisahkan. Proses penambahan n-
heksan pada lapisan bawah (air) yang sudah dipisahkan diulangi hingga didapatkan
fraksi n-heksan bening (11). Lapisan atas (n-heksan) yang terbentuk selama beberapa
kali fraksinasi digabungkan dan disebut sebagai fraksi n-heksan. Fraksi n-heksan
dipisahkan kemudian fraksi air dilakukan fraksinasi menggunakan pelarut etil asetat
dan air (1:1) dengan perlakuan yang sama seperti fraksinasi sebelumnya hingga
didapatkan hasil fraksi etil asetat bening.

Fraksi etil asetat dipisahkan, kemudian fraksi air dilakukan fraksinasi
menggunakan pelarut metanol dan air (1:1) larutan dikocok hingga tercampur dan
dibiarkan hingga terbentuk 2 lapisan. Proses fraksinasi diulangi hingga didapatkan
fraksi metanol hening. Fraksi n-butanol dipisahkan, residu yang diperoleh berupa
fraksi air (12). Fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol yang diperoleh diuapkan
dengan vacuum rotary evaporator pada suhu 50°C hingga terjadi penyusutan volume
dan dipekatkan dengan waterbath sampai diperoleh bobot konstan. Rendemennya
dihitung dari berat ekstrak yang dihasilkan (4).

c. Pengujian Antioksidan dengan DPPH
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Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode DPPH yang
mengacu pada prosedur (9) dengan beberapa modifikasi. Tahapan penelitian meliputi
uji pendahuluan, penentuan panjang gelombang maksimum, penentuan operating time
(OT), pengukuran absorbansi kontrol DPPH, pengukuran absorbansi larutan
pembanding (rutin) dan sampel uji, serta penentuan nilai IC50. Uji pendahuluan
dilakukan dengan mereaksikan larutan DPPH dengan akuades, larutan rutin, dan
larutan ekstrak daun krangkungan, kemudian ditambahkan metanol, divorteks selama
30 detik, diinkubasi selama 30 menit, dan diamati perubahan warnanya. Seluruh
pengujian dilakukan dalam tiga kali replikasi.

Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH diukur dengan konsentrasi 50
ppm rentang panjang gelombang 400-600 nm. Selanjutnya, operating time (OT)
ditentukan dengan mengukur absorbansi campuran DPPH dan larutan rutin pada
panjang gelombang maksimum setiap 5 menit selama 30 menit hingga diperoleh waktu
reaksi yang stabil.

Pengukuran absorbansi kontrol dilakukan menggunakan larutan DPPH tanpa
penambahan sampel, sedangkan pengukuran absorbansi larutan pembanding dan
sampel dilakukan dengan mencampurkan larutan DPPH dengan larutan rutin atau
ekstrak uji pada berbagai seri konsentrasi. Masing-masing pengujian dilakukan
sebanyak lima kali replikasi. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan untuk
menghitung persentase penghambatan radikal bebas (% inhibisi), kemudian dianalisis
untuk menentukan nilai ICso sebagai parameter aktivitas antioksidan ekstrak daun
krangkungan.

d. Teknik Analisis Data

Teknik analisis data yang digunakan dalam penelitian ini adalah analisis
kuantitatif dengan metode spektrofotometri visibel. Persamaan kurva baku adalah y =
bx + a, di mana y merupakan absorbansi yang diukur dalam satuan abs, dan x adalah
kadar zat dalam satuan ppm atau mg per liter. Absorbansi dari ekstrak daun
krangkungan yang telah diperoleh dimasukkan ke dalam kurva baku, sehingga
diperoleh nilai ICso. Data nilai ICso dari fraksinasi yang telah dioptimasi berdasarkan
pelarut dan waktu metode sokletasi dianalisis menggunakan uji one way anova,
kemudian diolah secara statistik dengan uji posthoc Tukey Test melalui program SPSS.

3. HASIL
a. Hasil Skrining Fitokimia
Pengujian skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui metabolit sekunder
atau kandungan senyawa kimia yang terdapat pada daun krangkungan. Hasil
skrining fitokimia dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Skrining Fitokimia Serbuk, Ekstrak dan Fraksi Daun Krangkungan

Hasil
Uji Pereaksi Fraksi
Kandungan Serbuk  Ekstrak N- Etil
Heksan Asetat Metanol
Flavonoid Serbuk Mg + HCl+ + + + +
Positif apabila

terbentuk warna
merah (Depkes RI,
1995)
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Saponin Air Panas + + - - -
Positif apabila

pembentukan busa
selama 10 menit
(Depkes RI, 1995)

Tanin & FeCl3 10 % + + + + +

Polifenol Positif apabila warna
biru tua atau hitam
kehijauan
(Robinson, 1995)

Steroid & Lieberman burchard - - - - -

Terpenoid Positif apabila
terbentuk warna
ungu (Harbone,
1987)

Alkaloid Ammonia encer +
CHCIz + HC1
Pereaksi mayer + - + + +
Pereaksi dragendroff - - + + +
(Harbone, 1987)

Keterangan : (-) Tidak Terdeteksi (+) Senyawa Terdeteksi
b. Hasil Identifikasi Kromatografi Lapis Tipis
Analisis kualitatif flavonoid menggunakan metode kromatografi lapis tipis
(KLT) menggunakan fase diam silika gel GF 254 dan fase gerak butanol : asam asetat

:air (4:1:5) menghasilkan bercak dengan nilai RF yang ditunjukkan pada tabel 2.
Tabel 2. Nilai RF

Analit RF HRF
Baku rutin 0,875 87,5
Ekstrak metanol daun krangkungan 0,9375 93,75

c. Hasil Rendemen Fraksi Metanol
Fraksinasi ekstrak daun krangkungan menggunakan corong pisah dengan
pelarut nonpolar, semi polar dan polar. Hasil rendemen fraksi dapat dilihat pada

Tabel 3.
Tabel 3. Rendemen Fraksinasi Ekstrak Daun Krangkungan
Bobot ekstrak Fraksi BobotFraksi Rendemen
(gram) (gram) (%)
N-heksan 1,965 38,9
5,039 Etil asetat 1,636 32,4
Metanol 1,295 25,6

d. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Metanol
Estimasi aktivitas antioksidan dengan radikal DPPH bertujuan untuk
mengetahui kemampuan ekstrak fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol dalam
menangkap senyawa radikal atau kemampuan sebagai senyawa antioksidan.
Estimasi aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode DPPH yang dapat

dilihat pada tabel 4.
Tabel 4. Nilai 1Cso Ekstrak Fraksi Daun Krangkungan
Perlakuan ICs0 (X £SD) Klasifikasi Antioksidan
Rutin 24,2302+ 1,1976 Sangkat Kuat
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Fraksi n-heksan 51,6262 +1,3911 Kuat
Fraksi etil asetat 82,8043+ 3,4528 Kuat
Fraksi metanol 115,1251 +2,7500 Lemah

Secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika
nilai ICso kurang dari 50 ppm, kuat jika bernilai 50-100 ppm, sedang jika bernilai
100-150 ppm, dan lemah jika bernilai 151-200 ppm (13).

e. Hasil Uji Statistik dengan Post Hoc Test
Tabel 5. Analisis statistik dengan uji Posthoc dengan Tuckey Test

Uji Evaluasi Signl\ilililli;nsi Hasil Keterangan

Fraksi n-heksan : fraksi 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara

etil asetat kedua fraksi tersebut

Fraksi n-heksan : fraksi 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara

metanol kedua fraksi tersebut

Fraksin-heksan : rutin 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara
kedua fraksi tersebut

Fraksi etil asetat : fraksi 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara

metanol kedua fraksi tersebut

Fraksi etil asetat : rutin 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara
kedua fraksi tersebut

Fraksi metanol : rutin 0,000 <0,05 Terdapat perbedaan signifikan antara

kedua fraksi tersebut

4. PEMBAHASAN
a. Skrining Fitokimia

Hasil pengujian skrining fitokimia terhadap serbuk dan esktrak kental daun
krangkungan menunjukkan bahwa daun krangkungan berpotensi memiliki
aktivitas antioksidan, karena mengandung golongan senyawa kimia seperti
flavonoid, tanin dan polifenol (Tabel 1). Skrining fitokimia terhadap ekstrak fraksi
n-heksana, etil asetat dan metanol menunjukkan adanya distribusi golongan
senyawa kimia berdasarkan kepolaran pelarut yang digunakan. Skrining fitokimia
fraksi menunjukan bahwa senyawa yang bersifat polar yaitu flavonoid dan tanin
yang terdapat dalam ekstrak fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan metanol yang
ditunjukan dengan hasil positif pada senyawa flavanoid dan senyawa tanin (Tabel
1). Berdasarkan hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa ekstrak dan fraksi daun
krangkungan memiliki potensi sebagai antioksidan, yaitu dengan adanya senyawa-
senyawa tanin dan flavonoid (7).

Mekanisme secara umum senyawa aktif tersebut dengan cara sebagai
pendonor elektron atau atom hydrogen ke radikal bebas (6). Hal ini berakibat
senaywa radikal bebas menjadi molekul yang lebih stabil, reaksi berantai oksidan
terhenti sehingga mampu melindungi kerusakan oksidatif sel tubuh (14).Senyawa
polifenol juga mampu mengikat ion logam transisi sehingga tidak menginisiasi
pembentukan radikal bebas baru (15). Senyawa flavonoid mampu menghambat
kerja enzim memicu radikal bebas seperti xantin oksidase dan nitrit oksid sintase
(16). Senyawa tannin mampu berinteraksi dan melindungi protein seluler dari
stress oksidatif (17).

Journal homepage: http:/jfi.setiabudi.ac.id


http://jfi.setiabudi.ac.id/

Jurnal Farmasi Indonesia
Vol. 23, No. 01, May 2026, page. 111~123
ISSN: 1693-8615, e-ISSN:2302-4291, DOI: DOI 10.31001/jfi.v23i01.3092.paperID 118

b. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Ekstrak Daun Krangkungan
Plat KLT diamati secara visual, kemudian diidentifikasi bercak di bawah
lampu UV 254 nm dan 366 nm. Hasil identifikasi dengan KLT dapat dilihat pada
Gambar 1 berikut.

Gambar 1. Hasil Uji Kualitatif Flavonoid menggunakan KLT
Keterangan :
3.Ekstrak metanol 5 jam  10. Baku Rutin

Identifikasi bercak KLT di bawah lampu UV 254 nm menyebabkan plat
berfluoresensi dan sampel akan tampak berwarna gelap. Bercak yang tidak
terlihat oleh mata pada panjang gelombang 254 nm, dapat diidentifikasi di bawah
lampu UV 366 nm. Penampak bercak AlCls 5% digunakan agar kandungan
senyawa flavonoid pada plat KLT dapat diidentifikasi dengan memberikan warna
kuning.

Salah satu indikator positif flavonoid adalah adanya bercak berwarna jingga,
kuning atau merah (18), hasil penelitian ini menunjukkan positif terdapat
kandungan flavonoid di ekstrak metanol daun krangkungan dibandingkan dnegan
baku rutin. Hasil pengamatan bercak rutin dan ekstrak daun krangkungan
menunjukkan nilai Rf yang berbeda, yaitu sebesar 0,875 untuk baku rutin dan
0,9375 untuk ekstrak daun krangkungan (Tabel 2).

Berdasarkan warna bercak yang terdeteksi baik rutin maupun ekstrak
metanol daun krangkungan, keduanya berwarna kuning, artinya positif terdapat
flavonoid. Meskipun demikian, nilai Rf keduanya berbeda, tetapi masih berada
pada rentang <0,2 selisihnya, sehingga memperkuat warna bercak dengan
kuantifikasi jarak elusinya (18). Kenampakan warna kuning ini terjadi karena
senyawa flavonoid banyak yang mempunyai sistem orbital m terkonjugasi
sehingga menyerap dan memfluorosensi pada rentang gelombang UV-Visibel saat
terdeteksi sehingga muncul warna khas kuning, jingga, merah atau orange (19).

c. Fraksinasi Ekstrak Daun Krangkungan

Fraksinasi dilakukan untuk memisahkan senyawa kimia yang tidak diinginkan
dan senyawa aktif yang terkandung pada daun krangkungan berdasarkan tingkat
kepolarannya. Proses pemisahan dilakukan secara partisi ekstrak daun
krangkungan menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol. Metode
partisi dimaksudkan untuk memisahkan campuran komponen kimia yang
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terdapat dalam ekstrak dengan menggunakan dua pelarut yang tidak bercampur.
Komponen kimia yang ada pada ekstrak tumbuhan akan larut ke dalam pelarut
sesuai dengan tingkat kepolaran yang dimiliki oleh senyawa tersebut (11).

Hal yang perlu diperhatikan pada metode partisi ini yaitu pada saat pemilihan
pelarutnya, di mana pelarut yang dipilih merupakan campuran dua pelarut yang
tidak saling bercampur atau berbeda kepolaran (20). Pelarut yang digunakan
dalam proses partisi ini yang memiliki perbedaan kepolaran yaitu metanol sebagai
pelarut polar, etil asetat sebagai pelarut semipolar dan n-heksan sebagai pelarut
nonpolar. Proses fraksinasi mendapatkan hasil penggunaan pelarut n-heksan
menghasilkan ekstrak kental paling banyak dibandingkan fraksi lainnya. Jadi
ekstrak daun krangkungan yang banyak terdapat metabolit sekunder yang bersifat
non polar (Tabel 3).

Rendemen paling banyak di fraksi n-heksana (Tabel 3) mengindikasikan
bahwa senyawa yang tersari dari ekstrak metanol paling banyak adalah senyawa
nonpolar, sehingga tertarik pelarut yang memiliki tingkat polaritas yang sama
(21). Perbedaan hasil rendemen tiap fraksi ini juga menunjukkan dominasi
senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak metanol (22). Selain itu juga menjadi
tolok ukur efisiensi pemisahan atau keberhasilan proses penarikan zat aktif pada
tahap fraksinasi dari ekstrak kentalnya (23).

d. Pengujian Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

Uji pendahuluan sebagai pengujian secara kualitatif ini penting dilakukan
sebagai dasar sebelum melakukan pengujian secara kuantitatif. Uji pendahuluan
dilakukan menggunakan kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif yang
digunakan yaitu larutan rutin yang dicampurkan dengan larutan DPPH untuk
menunjukan perubahan warna saat hasil uji positif. Rutin digunakan sebagai
senyawa pembanding karena rutin telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan
terhadap radikal DPPH dan biasa digunakan untuk determinasi aktivitas
antioksidan secara kualitatif dan kuantitatif (24). Kontrol negatif yang digunakan
yaitu larutan DPPH untuk menunjukan warna saat hasilnya negatif dan
memastikan tidak ada intervensi dari pelarut yang digunakan. Pengujian yang
dilakukan menunjukan hasil yang positif untuk sampel dan kontrol positif yaitu
terjadi perubahan warna dari violet menjadi kuning. Hal ini menunjukan bahwa
sampel fraksi daun krangkungan mengandung senyawa yang memiliki aktivitas
antioksidan. Hasil uji pendahuluan dan perubahan warnanya bisa dilihat pada
gambar 2.

A B €
Gambar 2. Hasil Uji Pendahuluan Aktivitas Antioksidan
(A=Kontrol negatif; B=Kontrol positif rutin; C=Fraksi daun krangkungan)

Penentuan panjang gelombang serapan maksimum ini menggunakan senyawa
DPPH. DPPH memiliki panjang gelombang serapan maksimum yaitu 517 nm dan
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memberikan warna violet. Warna ini muncul karena DPPH memiliki gugus
kromofor dan auksokrom (25). Hasil pengukuran panjang gelombang serapan
maksimum larutan DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) dengan konsentrasi 50
pg/mL dalam metanol menghasilkan serapan maksimum pada panjang gelombang
516,4 nm. Panjang gelombang 516,4 nm yang di dapat, termasuk dalam kisaran
panjang gelombang sinar tampak 400-600 nm, serta termasuk dalam rentang
panjang gelombang DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) yang berkisar antara
515-520 nm (26).

Pengukuran pada saat OT ditujukan untuk meminimalkan kesalahan dalam hal
pengukuran aktivitas antioksidan dari rutin dan ekstrak daun krangkungan.
Penentuan OT menunjukan hasil absorbansi stabil sejak menit ke-10 hingga menit
ke-30. Secara teoritis dapat disimpulkan bahwa pada menit ke-10 seluruh senyawa
yang memiliki aktivitas antioksidan pada larutan pembanding dan larutan uji
sudah bereaksi dengan radikal DPPH secara sempurna sehingga OT untuk reaksi
radikal DPPH dengan larutan pembanding dan uji adalah 10 menit.

Estimasi aktivitas antioksidan dengan radikal DPPH bertujuan untuk
mengetahui kemampuan ekstrak fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol dalam
menangkap senyawa radikal atau kemampuan sebagai senyawa antioksidan. Pada
penelitian ini digunakan rutin sebagai pembanding dalam estimasi aktivitas
antioksidan ekstrak fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol. Rutin digunakan
sebagai pembanding karena rutin termasuk senyawa yang telah diketahui
memiliki aktivitas antioksidan.

Hasil pengukuran aktivitas antioksidan larutan pembanding rutin dan larutan
uji fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol ekstrak daun krangkungan dapat
dicermati pada Tabel 4. Hasil pengukuran menunjukan bahwa dengan adanya
peningkatan konsentrasi larutan, nilai absorbansi yang dihasilkan pun semakin
menurun. Semakin besar konsentrasi larutan maka akan semakin banyak senyawa
antioksidan yang menjadi donor hidrogen atau elektron pada radikal DPPH
sehingga terjadi perubahan warna DPPH yang menyebabkan absorbansi yang
dihasilkan semakin kecil. Semakin besar konsentrasi larutan maka nilai % IC
(inhibitory concentration) yang dihasilkan akan semakin besar. Hal ini menunjukan
adanya hubungan yang proporsional antara peningkatan konsentrasi dengan nilai
% inhibisi yang dihasilkan.

Semakin kecil nilai ICso suatu senyawa maka semakin kuat pula aktivitas
antioksidan senyawa tersebut karena dengan konsentrasi yang kecil mampu
menimbulkan efek penangkal radikal bebas. Penelitian ini menunjukan bahwa
perbedaan nilai ICso antara rutin dan fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol
ekstrak daun krangkungan cukup besar dan rutin memiliki aktivitas antioksidan
yang lebih kuat dibandingkan dengan ekstrak fraksi n-heksan, etil asetat dan
metanol daun krangkungan. Hasil menunjukkan fraksi daun krangkungan yang
termasuk dalam kategori kuat sebagai senyawa antiradikal bebas (50-100 ppm)
yaitu fraksi n-heksan dengan rata-rata nilai ICso yaitu 51,6262 ppm.

e. Pengujian Analisis Statistik

Hasil uji statistik ANOVA one-way menunjukkan bahwa nilai ICso varian data
rutin dan setiap fraksi berbeda signifikan (tidak homogen) dengan nilai p < 0,05.
Dari hasil ini menunjukkan terdapat perbedaan aktivitas antioksidan antioksidan
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antar fraksi daun krangkungan dilihat dari nilai ICso (p < 0,05). Hal ini disebabkan
karena perbedaan polaritas pelarut fraksinasi sehingga senyawa antioksidan yang
terekstrak juga akan berbeda. Nilai ICso dari fraksi n-heksan memiliki nilai yang
paling rendah (51,6262 ug/mL) dibandingkan hasil dari kedua ekstrak lainnya
(fraksi etil asetat 82,8043 pg/mL fraksi metanol sebesar 115,1251 pg/mL). Artinya
ekstraksi dengan pelarut n-heksan menghasilkan ekstrak dengan aktivitas
antioksidan paling kuat.
Menurut (27), secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan
sangat kuat jika nilai ICso kurang dari 50 ppm, kuat jika bernilai 50-100 ppm,
sedang jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah jika bernilai 151-200 ppm. Semakin
kecil nilai ICso, maka semakin besar potensi aktivitas antioksidan. Berdasarkan
klasifikasi ini, aktivitas antioksidan dari fraksi daun krangkungan semua
perlakuan memiliki potensi aktivitas antioksidan yang kuat. Hal tersebut
menunjukkan bahwa jumlah senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi dalam fraksi daun krangkungan adalah golongan senyawa fenolik seperti
senyawa flavonoid dan asam fenolik. Senyawa golongan fenol diketahui sangat
berperan terhadap aktivitas antioksidan, semakin besar kandungan senyawa
golongan fenolnya maka semakin besar aktivitas antioksidannya (6).
Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan pembanding yaitu senyawa
rutin yang bertujuan untuk mengetahui seberapa jauh posisi aktivitas antioksidan
fraksi daun krangkungan dibandingkan dengan rutin. Rutin sebagai senyawa
pembanding memiliki nilai IC50 sebesar 24,2302 pg/mL (ppm) yang dapat
diartikan bahwa pembanding tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang sangat
kuat. Hal ini disebabkan karena rutin merupakan senyawa yang murni flavanoid
yang memiliki aktivitas antioksidan
5. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa
potensi aktivitas antioksidan dari fraksi daun krangkungan (Ipomoea carnea Jacq.) hasil
optimasi pelarut dan waktu sokletasi memiliki level fraksi n-heksan sebesar 51,6262
pg/mL (kuat), fraksi etil asetat sebesar 82,8043 pg/mL (kuat) dan fraksi metanol sebesar
115,1251 pg/mL (lemah). Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan dilihat dari nilai ICso
antar fraksi daun krangkungan (Ipomoea carnea Jacq.) hasil optimasi pelarut dan waktu
sokletasi dengan nilai p sebesar 0,000 (p< 0,05).
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