Jounal of

:halmibelll\:i\ ant
Electronic ISSN: 2656-3088 DOI: https://doi.org/10.36490/journal-jps.com
Homepage: https://journal-jps.com

ORIGINAL ARTICLE 420-436

JPS. 2025, 8(1),

Determination of total flavonoid contents and antioxidant activity of ethanol extract,
n-hexane fraction, ethyl acetate of senggani leaves (Melastoma candidum D.Don) by
visibel spectrophotometry

Penetapan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan ekstrak etanol, fraksi n-
heksan, etil asetat daun senggani (Melastoma candidum D.Don) secara
spektrofotometri visibel

Sarah Utami Apmarja % Muhammad Amin Nasution ", Haris Munandar Nasution #, Rafita Yuniarti

@ Program Studi Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah, Medan, Sumatera Utara, Indonesia.

*Corresponding Authors: muhammadaminnst11@gmail.com

Abstract

Medicinal plants are natural sources that have antioxidant activity, characterized by the content of phenolic
and flavonoid components in reducing free radicals which depends on the number of hydroxyl groups in their
molecular structure. One of the plants that contain flavonoid compounds which have antioxidant activity is
senggani leaves (Melastoma candidum D.Don). This research aimed to determine the chemical compounds
contained in the ethanol extract, to determine the total flavonoid value of the ethanol extract, the ethyl acetate
fraction and the n-hexane fraction and to determine the antioxidant activity of the ethanol extract, the ethyl
acetate fraction and n-hexane fraction. The stages of this research include processing plant materials, making
ethanol extract, making ethyl acetate fraction and n-hexane fraction, characterization examination,
phytochemical screening, and determining the total flavonoid content of ethanol extract, ethyl acetate fraction
and n-hexane fraction of senggani leaves using Visible and Spectrophotometric methods. Determination of
the antioxidant activity of ethanol extract, ethyl acetate fraction, and n-hexane fraction using different
techniques, namely DPPH with ABTS. The results of phytochemical screening on simplicia powder and
ethanol extract contained chemical compound groups such as alkaloids, flavonoids, saponins, tannins,
steroids/triterpenoids, and glycosides. The results of determining the total flavonoid content in the ethanol
extract of senggani leaves were 44.7805 + 0.176606439 mgQE/g; In the ethyl acetate fraction, it was 48.421 + 0
mgQE/g, and in the n-hexane fraction it was 31.491 + 0.091844121 mgQE/g. The results of antioxidant activity
using the DPPH method obtained an ICsy value for the ethanol extract of 12.51 (ug/ml); in the ethyl acetate
fraction of 9.42 (ug/ml); in the n-hexane fraction, it was 40.45 (ug/ml), and in the vitamin C standard it was
4.32 (ug/ml). Antioxidant results using the ABTS method obtained an ICs, value for the ethanol extract of
8.21(pg/ml); in the ethyl acetate fraction of 5.93(ug/ml); in the n-hexane fraction, it was 23.35(pg/ml), and in
the vitamin C odor it was 2.65(ug/ml).

Keywords: Senggani Leaves, Total Flavonoids, Antioxidants, Visibel Spectrophotometry.

Abstrak

Tanaman obat merupakan sumber alami yang memiliki aktivitas antioksidan, aktivitas antioksidan ditandai
dengan terkandungnya komponen fenolik dan flavonoid dalam mereduksi radikal bebas yang bergantung
pada jumlah gugus hidroksil dalam struktur molekulnya.salah satu tanaman yang mengandung snyawa
flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan adalah daun senggani (Melastoma candidum D.Don).
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui senyawa kimia yang terdapat didalam ekstrak etanol, untuk
mengetahui nilai flavonoid total dari eksrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan dan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan. Tahapan penelitian
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ini meliputi pengolahan bahan tumbuhan, pembuatan ekstrak etanol, pembuatan fraksi etil asetat dan fraksi
n-heksan, pemeriksaan karakterisasi, skrining fitokimia dan penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol,
fraksi etil as etat dan fraksi n-heksan daun senggani dengan metode spektrofotometri Visible dan penetapan
aktivitas antioksidan ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksin n-heksan dengan metode yang berbeda yaitu
DPPH dengan ABTS. Hasil skrining fitokimia pada serbuk simplisia dan ekstrak etanol terdapat kandungan
golongan senyawa kimia seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, steroid/triterpenoid dan glikosida. Hasil
penetapan kadar flavonoid total pada ekstrak etanol daun senggani 44,7805 + 0,176606439 mgQE/g; Pada
farksi etil asetat sebesar 48,421 + 0 mgQE/g dan pada fraksi n-heksan sebasar 31,491 + 0,091844121 mgQE/g.
Hasil aktivitas antioksidan dengan metode DPPH didapat nilai ICso pada ekstrak etanol sebesar 12,51 (pg/ml);
pada fraksi etil asetat sebesar 9,42 (ug/ml); pada fraksi n-heksan sebesar 40,45 (ug/ml) dan pada baku vitamin
C sebesar 4,32 (ug/ml). Hasil antioksidan dengan metode ABTS didapat nilai ICs, pada ekstrak etanol sebesar
8,21(pg/ml); pada fraksi etil asetat sebesar 5,93(pg/ml); pada fraksi n-heksan sebesar 23,35(pg/ml) dan pada
bau vitamin C sebesar 2,65(ug/ml).

Kata Kunci: Daun Senggani, Flavonoid Total, Antioksidan, Spektrofotometri Visibel.
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Pendahuluan

Indonesia dengan iklim tropisnya yang memiliki beragam tumbuhan yang berperan penting dalam
kelangsungan makhluk hidup di bumi. Tumbuhan merupakan sumber kekayaan alam yang banyak terdapat
di lingkungan sekitar kita. Di antara sekian banyak tumbuhan, terdapat beberapa spesies yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Bagian-bagian tumbuhan seperti akar, batang, daun, dan biji tersusun
dari senyawa yang berbeda-beda. Senyawa ini dapat digunakan sebagai obat tradisional [1].

Tanaman obat merupakan sumber alami antioksidan eksogen. Antioksidan alami yang terdapat pada
tumbuhan adalah senyawa polifenol. Senyawa polifenol yang berpotensi berperan sebagai antioksidan antara
lain senyawa fenolik dan flavonoid. Aktivitas antioksidan komponen fenolik dan flavonoid dalam mereduksi
radikal bebas bergantung pada jumlah gugus hidroksil dalam struktur molekulnya [2]

Flavonoid merupakan salah satu senyawa polifenol yang mempunyai sifat antioksidan. Antioksidan
merupakan senyawa kimia yang dapat menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas,
sehingga radikal bebas tersebut dapat diredam dan tidak merusak sel tubuh.Aktivitas antioksidan
dipengaruhi oleh kandungan senyawa aktif yang ada di dalam ekstrak seperti flavonoid. Flavonoid akan
mendonorkan hidrogen atau elektronnya kepada radikal bebas untuk menstabilkan senyawa radikal,
sehingga semakin tinggi kandungan flavonoid dalam ekstrak, aktivitas antioksidannya juga akan semakin
tinggi [3].

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menangkal dampak buruk radikal bebas dalam tubuh
dengan cara menyumbangkan elektron pada senyawa radikal bebas. Radikal bebas adalah molekul yang tidak
stabil, radikal, dan sangat reaktif dengan satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya
yang berupaya menetralkan dirinya sendiri dengan mencuri elektron dari senyawa lain. Radikal bebas
disebut-sebut dapat menyebabkan penuaan dini dan penyakit degeneratif.[4] Antioksidan berperan dalam
menjaga kesehatan tubuh Anda. Bahan kimia yang terkandung dalam antioksidan membantu melindungi
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tubuh dari efek senyawa radikal bebas, yang merupakan hasil proses oksidatif yang terjadi selama transfer
energi metabolisme.[5]

Salah satu tanaman yang digunakan dalam pengobatan tradisional adalah daun senggani (Melastoma
candidum D.Don) [1]. Tanaman Senggani merupakan salah satu dari 22 spesies dari genus Melastoma. Ini
adalah tanaman yang tumbuh di daerah tropis hingga subtropis, dan terdapat lebih dari 4.000 spesies di
seluruh dunia. Banyaknya manfaat Sengani didukung oleh penelitian sebelumnya yang menunjukkan efek
Sengani sebagai antibakteri, antivirus, antiparasit, antioksidan, anti inflamasi, anti maag, anti sitotoksik sel
kanker dan antiplatelet [2]. Dari penelitian [5] perbandingan efektivitas antioksidan ekstrak etanol dan dekok
daun senggani dengan metode dpph dengan nilai ICso ekstrak daun senggani sebesar 19,206 ppm, dan dekok
daun senggani sebesar 17,140 ppm. Dari penelitian Abasa S, Ishak P. (2023), Ekstrak daun senggani bersifat
toksik terhadap larva udang (Artemia salina Leach) karena nilai ICso sebesar 523,60 ppm yang menunjukkan
bahwa nilai besifat toksik [1]. Dan dari penelitianAyu Lestari S (2022), memjelaskan hasil skrining fitokimia
daun senggani mengandung senyawa, saponin, flavonoid, fenol, tannin, steroid, dan terpenoid dan ekstrak
daun senggani memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri Propionibacterium acnes [6].

Salah satu metode yang umum digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan adalah metode DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Mekanisme kerja metode DPPH adalah dengan mereaksikan antioksidan yang
ada pada sampel dengan DPPH, dimana antioksidan tersebut melepaskan atom hidrogennya untuk
mencegah aktivitas radikal bebas [7]. Ada cara lain untuk mengukur aktifitas antioksidan yaitu dengan
metode ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). Metode ABTS digunakan untuk
menentukan apakah antioksidan dapat berinteraksi langsung dengan radikal kation yang sesuai aktivitas
antioksidan. Kelebihan metode ABTS ini adalah sangat senstif dan mudah direproduksi [8].

Penelitian ini sangat penting dilakukan mengingat kandungan flavonoid dalam daun senggani
(Melastoma candidum D. Don) memiliki potensi sebagai sumber antioksidan alami yang bermanfaat bagi
kesehatan. Flavonoid dikenal memiliki aktivitas biologis yang berperan dalam menangkal radikal bebas, yang
berkontribusi terhadap berbagai penyakit degeneratif. Oleh karena itu, penelitian ini berfokus pada
penentuan kadar flavonoid total dari ekstrak etanol, fraksi n-heksan, dan fraksi etil asetat daun senggani, serta
mengevaluasi aktivitas antioksidan masing-masing fraksi menggunakan metode DPPH dan ABTS secara
spektrofotometri visibel. Perbandingan kedua metode ini diharapkan dapat memberikan informasi yang lebih
komprehensif mengenai efektivitas antioksidan dari senyawa yang terkandung dalam daun senggani,
sehingga dapat menjadi dasar bagi pemanfaatan lebih lanjut dalam bidang farmasi atau industri pangan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui senyawa kimia yang terdapat didalam ekstrak etanol, untuk
mengetahui nilai flavonoid total dari eksrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan dan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan.

Metode Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan di laboratorium terpadu UMN -
Alwashliyah. Rancangan penelitian ini meliputi pengumpulan sampel, pengolahan sampel, karakteristik
simplisia, pembuatan ekstrak etanol daun senggani (Melastoma candidum D.Don) dengan menggunakan
metode maserasi,skrining fitokimia, dilanjutkan dengan fraksinasi dengan N-Heksan dan Etil asetat,
penetapan kadar flavonoid total dengan menggunakan Spektrofotometer visibel dan pengujian antioksidan
ekstrak etanol, fraksi n-heksan dan etil asetat daun senggani (Melastoma candidum D.Don) dengan
menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serta ABTS (2,2-azinobis-3-Ethylbenzothiazoline-6-
Sulfonic Acid).

Alat dan bahan penelitian

Bahan utama yang digunakan adalah daun senggani (Melastoma candidum D. Don), yang diekstraksi
menggunakan etanol 96%, n-heksan, dan etil asetat. Selain itu, bahan kimia lain yang digunakan meliputi
aquadest, raksa (II) klorida, bismut (II) nitrat, kalium iodida, iodium, alfa-naftol, asam asetat anhidrat, asam
sulfat pekat, toluena, kloroform p, metanol, isopropanol, serbuk magnesium, amil alkohol, besi (III) klorida
1%, asam klorida 2N, asam klorida pekat, timbal (II) asetat 0,4 M, serta standar kuersetin dan vitamin C. Selain
itu, larutan yang digunakan dalam analisis antioksidan mencakup larutan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil),
kalium persulfat, dan larutan ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid).
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Untuk mendukung proses ekstraksi dan analisis, berbagai alat laboratorium digunakan, termasuk
blender untuk penghancuran sampel, botol berwarna gelap untuk penyimpanan, serta rotary evaporator dan
labu alas bulat untuk proses pemekatan ekstrak. Pemisahan fraksi dilakukan menggunakan corong pisah,
sementara kapas, tisu, dan aluminium foil digunakan sebagai perlengkapan tambahan. Selain itu, penelitian
ini juga menggunakan timbangan analitik, pipet tetes, batang pengaduk, corong, gelas ukur, Erlenmeyer,
beaker glass, tabung reaksi, labu ukur, cawan penguap, krus porselin, serta hot plate untuk pemanasan
sampel. Analisis spektrofotometri visibel dilakukan menggunakan seperangkat alat spektrofotometer visibel.

Pengambilan, Identifikasi, dan Pengolahan Sampel

Sampel daun senggani (Melastoma candidum D. Don) yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh
dari Kabupaten Asahan dengan metode purposive, yakni tanpa melakukan perbandingan dengan tanaman
serupa dari daerah lain. Identifikasi tanaman dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA) Universitas
Sumatera Utara untuk memastikan keakuratan spesies yang diteliti. Setelah dikumpulkan, daun senggani
segar mengalami proses sortasi basah guna memisahkan kotoran dan bahan asing lainnya, kemudian
ditimbang untuk mengetahui berat basahnya. Selanjutnya, sampel dikeringkan dalam lemari pengering
hingga mencapai kondisi kering, diikuti dengan sortasi kering untuk menghilangkan sisa benda asing yang
masih tertinggal. Setelah penimbangan berat kering, daun dikeringkan lebih lanjut dan dihaluskan
menggunakan blender. Proses penghalusan ini bertujuan untuk meningkatkan efisiensi ekstraksi, karena
semakin kecil ukuran partikel, semakin luas area permukaannya, sehingga interaksi antara sampel dan
pelarut menjadi lebih optimal [9].

Karakterisasi Simplisia

Karakterisasi simplisia meliputi pemeriksaan makroskopik untuk mengamati karakter fisik, penetapan
kadar air guna menentukan kelembaban, serta analisis kadar sari larut dalam air dan etanol untuk mengukur
kandungan senyawa yang terekstraksi. Selain itu, dilakukan pemeriksaan kadar abu total untuk mengetahui
kandungan mineral, serta kadar abu tidak larut asam guna mengidentifikasi residu anorganik dan potensi
kontaminan.

Skrining fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif dalam daun senggani
(Melastoma candidum D. Don). Analisis ini mencakup pemeriksaan terhadap keberadaan alkaloid, flavonoid,
saponin, tanin, triterpenoid/steroid, dan glikosida, yang berperan penting dalam menentukan potensi
farmakologi dan aktivitas biologis tanaman tersebut.

Penetapan Kadar Flavonoid Total dari Ekstrak Etanol Daun Senggani

Ekstrak etanol, fraksi n-heksan dan fraksi etil asetat dari daun senggani (Melastoma candidum D.Don.)
diukur sebanyak 25 mg dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml. Kemudian, larutan tersebut ditambahkan
etanol hingga mencapai tanda batas dengan konsentrasi (C = 1000 pg/ml). Selanjutnya, diambil 1 ml dari
larutan tersebut dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml. Ditambahkan 1,5 ml etanol, 0,1 ml aluminium
klorida 10%, 0,1 ml natrium asetat 1M, dan ditambahkan 2,8 ml aquadest. Selanjutnya, dicukupkan dengan
etanol hingga mencapai tanda batas, dilakukan 6 kali pengulangan [10].

Analisa Data

Kandungan flavonoid yang diperoleh akan diuji terlebih dahulu melalui analisis data menggunakan
regresi linear yang ditentukan oleh persamaan y = bx + a, yang dibangun berdasarkan data absorbansi dan
konsentrasi dari larutan standar. Setelahnya, total senyawa flavonoid dihitung menggunakan rumus [10].

c XV xf

F=—— x100% =
m

Keterangan:

F : Jumlah Flavonoid

c : Kesetaraan Kuersetin
V : Volume total ekstrak
m : Berat Sampel (g)
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Pengukuran Absorbansi Campuran DPPH dan Daun Senggani

Larutan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dengan konsentrasi awal 200 ug/mL dipipet masing-masing
sebanyak 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL, 0,6 mL, dan 0,7 mL, kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL.
Setiap larutan ditambahkan 1 mL larutan DPPH dengan konsentrasi yang sama (200 pig/mL), lalu volumenya
ditambahkan metanol hingga mencapai tanda batas, menghasilkan larutan dengan konsentrasi akhir 6 ppm,
8 ppm, 10 ppm, 12 ppm, dan 14 ppm. Absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang maksimum 515
nm [5]. Sementara itu, larutan fraksi n-heksan dengan konsentrasi awal 200 ug/mL dipipet masing-masing
sebanyak 0,5 mL, 0,6 mL, 0,7 mL, 0,8 mL, dan 0,9 mL, lalu dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL. Setiap
larutan ditambahkan 1 mL larutan DPPH (200 pg/mL) dan volumenya disesuaikan dengan metanol hingga
mencapai tanda batas, menghasilkan larutan dengan konsentrasi akhir 10 ppm, 12 ppm, 14 ppm, 16 ppm, dan
18 ppm. Absorbansi larutan ini juga diukur pada panjang gelombang maksimum 515 nm.

Pengukuran Absorbansi campuran ABTS dan Daun Senggani

Larutan ekstrak etanol dan fraksi asetat etil dipipet dalam volume 0,15 mL, 0,2 mL, 0,25 mL, 0,3 mL,
dan 0,35 mL, masing-masing, lalu dipindahkan ke dalam labu ukur 5 mL. Setiap larutan ditambah dengan 1
mL larutan ABTS, dan volumenya disesuaikan hingga tanda dengan etanol. Prosedur ini dilakukan untuk
mengukur aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi asetat etil menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Larutan yang dihasilkan memiliki konsentrasi akhir 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm, dan 14 ppm, dan
dibiarkan selama 6 menit sebelum diukur absorbansinya pada panjang gelombang 750 nm. Penelitian
sebelumnya melaporkan penggunaan metode serupa untuk analisis antioksidan pada sampel tumbuhan [11-
15]. Prosedur serupa diterapkan pada larutan fraksi n-heksan, di mana masing-masing 0,2 mL, 0,25 mL, 0,3
mL, 0,35 mL, dan 0,4 mL dipipet ke dalam labu takar 5 mL. Setelah ditambahkan 1 mL larutan ABTS,
volumenya disesuaikan dengan etanol hingga mencapai tanda batas, menghasilkan larutan dengan
konsentrasi akhir 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm, 14 ppm, dan 16 ppm. Larutan ini kemudian didiamkan selama 6
menit sebelum absorbansinya diukur pada panjang gelombang 750 nm [15,16].

Penentuan Persen Peredaman (% inhibisi)

Kemampuan antioksidan ditentukan berdasarkan penurunan absorbansi larutan DPPH dan ABTS
akibat penambahan larutan ekstrak fraksi sebagai bahan uji, dengan larutan vitamin C sebagai pembanding.
Penurunan serapan larutan DPPH diindikasikan oleh peredaman warna ungu, sementara penurunan serapan
larutan ABTS menunjukkan aktivitas antioksidan dari sampel yang diuji. Perbedaan nilai absorbansi sebelum
dan sesudah penambahan larutan uji dihitung sebagai persen inhibisi [17-23].

. .1_. . absorbansi DPPH (sebelum ditambah ekstrakk —sesudah ditambah ekstrak
%inhibisi= ( )

X 100%

absorbansi DPPH sebelum ditambah sampel

Penentuan Nilai ICso

Nilai IC50 merupakan parameter yang menunjukkan konsentrasi sampel uji (ug/mL) yang mampu
meredam atau menghambat proses oksidasi sebesar 50%, baik terhadap larutan DPPH maupun ABTS. Nilai
0% menunjukkan tidak adanya aktivitas antioksidan, sedangkan nilai 100% menunjukkan peredaman total.
Jika hasil pengujian menunjukkan peredaman total, maka diperlukan pengenceran larutan uji untuk
menentukan batas konsentrasi aktivitasnya. Perhitungan nilai IC50 dilakukan dengan memasukkan data hasil
uji ke dalam persamaan regresi, di mana konsentrasi ekstrak (ug/mL) diplot sebagai absis (sumbu X) dan
persen peredaman sebagai ordinat (sumbu Y). Dari persamaan regresi yang diperoleh, nilai IC50 dihitung
untuk menentukan potensi aktivitas antioksidan sampel [11,24,25].

y=axzxb

keterangan:

y = % inhibisi

a = intersep

b = koefisien regresi
x = konsentrasi uji
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Hasil Dan Pembahasan

Hasil Determinasi Sampel

Hasil identifikasi sampel yang dilakukan di Laboratorium Herbarium Medanese (MEDA) Universitas
Sumatera Utara menunjukkan bahwa tumbuhan daun senggani (Melastoma candidum D.Don.) yang diteliti
termasuk famili Melastomataceae.

Hasil Pengolahan Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun senggani (Melastoma candidum D. Don.).
Daun segar dengan berat awal 6000 gram mengalami proses pengeringan hingga mencapai berat akhir sebesar
1345 gram dalam bentuk serbuk simplisia. Proses ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96%, menghasilkan ekstrak kental berwarna coklat kehitaman dengan aroma khas. Hasil
pengolahan simplisia menunjukkan bahwa terjadi penyusutan berat selama proses pengeringan, yang
mengindikasikan pengurangan kadar air dalam sampel.

Hasil Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia

Pemeriksaan karakterisasi simplisia dilakukan untuk memastikan bahwa simplisia memenuhi kriteria
kualitas umum, sehingga mutu dan efek farmakologinya terjamin. Proses ini mengikuti prosedur yang
ditetapkan dalam Materia Medika Indonesia. Hasil karakterisasi simplisia melalui uji makroskopik
menunjukkan bahwa daun senggani (Melastoma candidum D. Don) memiliki warna hijau, panjang sekitar 11
cm, lebar 5 cm, berbau khas, berasa pahit, dan permukaannya ditutupi bulu-bulu halus. Rincian hasil
karakterisasi simplisia daun senggani disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia daun senggani (Melastoma candidum D.Don.)

No Parameter Rata-rata MMI (%)
1 Kadar Air 4,6 % <10
2 Kadar Sari Larut Air 55,9 % >7
3 Kadar Sari Larut Etanol 1983 % >3
4 Kadar Abu Total 7,2 % <15
5 | Kadar Abu Tidak Larut Asam 0,43 % <1

Tabel 1, diatas menunjukan kadar air pada simplisia daun senggani sebesar 4,6 %, kadar tersebut
memenuhi persyaratan umum dari buku Material Medika Indonesia yang tidak lebih 10%. Kadar air
simplisia bertujuan untuk memberikan batas maksimal kandungan air dalam simplisia, dikarenakan jumlah
air yang tinggi dalam simplisia dapat menyebabkan tumbuhnya bakteri, kapang maupun jamur yang dapat
merusak senyawa yang terkandung di dalam simplisia [26].

Penetapan kadar sari larut air mengukur jumlah zat dalam simplisia yang dapat terekstraksi
menggunakan pelarut air, yang bersifat polar. Dalam penelitian ini, kadar sari larut air pada simplisia daun
senggani mencapai 58%. Sementara itu, penetapan kadar sari larut etanol mengidentifikasi jumlah zat yang
dapat terekstraksi dalam pelarut etanol, yang bersifat polar maupun nonpolar, dengan hasil sebesar 19,83%.
Selain itu, kadar abu total simplisia daun senggani yang diperoleh adalah 7,25%, memenuhi batas
persyaratan yang tidak melebihi 15%. Adapun kadar abu tidak larut asam yang diperoleh sebesar 0,43%,
sesuai dengan persyaratan yang menetapkan batas maksimal 1%.

Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi

Proses ekstraksi dalam penelitian ini dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol
96%. Pemilihan metode maserasi didasarkan pada keunggulannya dibandingkan metode ekstraksi lainnya,
terutama karena prosedur dan peralatan yang digunakan relatif sederhana serta mampu mempertahankan
kestabilan senyawa bioaktif yang bersifat termolabil. Selain itu, metode ekstraksi berbasis perendaman pada
suhu ruang ini memungkinkan isolasi berbagai senyawa aktif meskipun beberapa di antaranya memiliki
kelarutan terbatas dalam pelarut. Etanol dipilih sebagai pelarut ekstraksi karena sifatnya yang polar, bersifat
universal, serta mudah diperoleh. Filtrat hasil ekstraksi kemudian dievaporasi menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40°C guna mencegah degradasi senyawa aktif. Proses evaporasi bertujuan untuk
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memisahkan pelarut dari ekstrak sehingga diperoleh ekstrak pekat. Metode maserasi merupakan teknik
ekstraksi yang umum diterapkan dalam penelitian fitokimia untuk mempertahankan stabilitas senyawa yang
sensitif terhadap suhu tinggi. Dari 500 gram serbuk simplisia daun senggani, diperoleh ekstrak pekat seberat
86,254 gram dengan rendemen sebesar 8,6254%, yang ditandai dengan warna coklat kehitaman. Nilai
rendemen ini lebih rendah dibandingkan penelitian sebelumnya yang melaporkan rendemen sebesar 25,5%
untuk ekstrak etanol daun senggani

Selanjutnya, proses fraksinasi dilakukan menggunakan metode fraksinasi cair-cair. Teknik ini
didasarkan pada perbedaan kelarutan senyawa dalam pelarut yang tidak saling bercampur, sehingga
senyawa polar akan terdistribusi ke dalam pelarut polar, senyawa nonpolar larut dalam pelarut nonpolar,
sedangkan senyawa semipolar akan terlarut dalam pelarut semipolar. Dalam penelitian ini, n-heksana
digunakan sebagai pelarut nonpolar, sementara etil asetat digunakan sebagai pelarut semipolar. Proses
pemisahan dilakukan dengan metode pengocokan, di mana prinsip utama pemisahan bergantung pada
perbedaan kepolaran dan perbedaan massa jenis antara dua fase pelarut. Hasil fraksinasi menunjukkan
bahwa fraksi etil asetat yang diperoleh memiliki bobot 4,614 gram dengan rendemen 11,535%, sedangkan
fraksi n-heksana sebesar 11,124 gram dengan rendemen 27,81%. Fraksi n-heksana cenderung mengekstraksi
senyawa non-polar, seperti terpenoid dan steroid [27], sedangkan fraksi etil asetat lebih efektif dalam
mengekstraksi senyawa semi-polar, seperti flavonoid dan beberapa alkaloid [28].

Hasil Skrining Fitokimia
Hasil pemeriksaan skrining fitokimia daun senggani dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 2. Hasil Skrining Fitokimia Daun Senggani

No Golongan Senyawa Serbuk Simplisia Ekstrak Etanol
1 Alkaloid + +

2 Flavonoid + +

3. Tanin + +

4 Saponin + +

5. Steroid/ Triterpenoid + Steroid +Steroid

6. Glikosida + +

Keterangan:

(+) Positif: Mengandung golongan senyawa
(-) Negatif: Tidak mengandung golongan senyawa

Kandungan zat aktif dalam daun senggani dipengaruhi dari beberapa factor. Menurut utomo dkk
(2020) jenis tanaha atau tempat tumbuh akan mempengaruhi kandungan zat yang terdapat dalam suatu
tanaman. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan [6]. Hasil skrining fitokimia terhadap daun senggani
menunjukkan keberadaan beberapa senyawa bioaktif, di antaranya saponin, flavonoid, fenol, tanin, steroid,
dan terpenoid. Sementara itu, hasil skrining fitokimia dalam penelitian ini mengungkapkan bahwa serbuk
simplisia daun senggani mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan steroid. Selain itu, ekstrak
etanol daun senggani juga mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid, serta glikosida.
Dari berbagai senyawa yang teridentifikasi, alkaloid dan flavonoid diduga berperan sebagai senyawa
antioksidan utama [28-30].

Pengujian alkaloid menunjukkan hasil positif baik pada serbuk simplisia maupun ekstrak etanol, yang
ditandai dengan terbentuknya endapan. Alkaloid merupakan senyawa organik bersifat basa yang
mengandung atom nitrogen. Penambahan larutan HCl dalam uji alkaloid bertujuan untuk mengekstrak
senyawa alkaloid yang bersifat basa dengan menggunakan medium asam guna meningkatkan kelarutannya.
Pada uji flavonoid, baik serbuk simplisia maupun ekstrak etanol menunjukkan hasil positif, dengan indikasi
terbentuknya warna jingga pada serbuk simplisia dan warna kuning pada ekstrak etanol. Sesuai dengan teori
yang dikemukakan oleh Harborne (1987), flavonoid mengalami reduksi oleh Mg dan HCl, menghasilkan
perubahan warna menjadi merah, kuning, atau jingga, yang menjadi indikator keberadaan senyawa tersebut
[31,32].

Pengujian tanin menunjukkan hasil positif pada serbuk simplisia, sementara pada ekstrak etanol juga
dinyatakan positif yang ditandai dengan perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Tanin memiliki afinitas
tinggi terhadap pelarut polar, sehingga membentuk warna hijau kehitaman yang mengindikasikan

. 426
==~ Electronic ISSN : 2656-3088

PS Homepage: https://www journal-jps.com



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2025; 8(1), (€797)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i1.797

keberadaan tanin terkondensasi. Penambahan larutan FeCl; 1% dalam air dapat menghasilkan variasi warna,
seperti hijau, merah, ungu, atau hitam yang intens. Perubahan warna ekstrak menjadi hijau kehitaman setelah
penambahan FeCl; 1% disebabkan oleh reaksi tanin dengan ion Fe*, yang menghasilkan kompleks berwarna
khas [33,34].

Pengujian saponin menunjukkan hasil positif pada serbuk simplisia dengan tinggi busa sebesar 3 cm,
sedangkan pada ekstrak etanol, tinggi busa yang terbentuk mencapai 4,5 cm. Keberadaan saponin
dikonfirmasi melalui pembentukan busa setinggi 1-10 cm yang bertahan lebih dari 10 menit dan tidak
menghilang setelah penambahan HCI. Saponin memiliki sifat amfipatik, dengan gugus polar dan nonpolar
yang aktif pada antarmuka, sehingga mampu membentuk misel ketika dikocok dengan air. Dalam struktur
misel, gugus polar menghadap ke luar, sementara gugus nonpolar mengarah ke dalam, menghasilkan
tampilan berbusa yang khas [35-37].

Kandungan steroid dalam serbuk simplisia dan ekstrak etanol daun senggani menunjukkan hasil
positif, yang ditandai dengan perubahan warna menjadi hijau. Prinsip pengujian ini didasarkan pada reaksi
senyawa triterpenoid atau steroid dengan asam sulfat pekat dalam pelarut asam asetat anhidrat, yang dikenal
sebagai pereaksi Liebermann-Burchard, sehingga menghasilkan perubahan warna khas [38,39].

Pada uji glikosida serbuk simplisia dan ekstrak etanol positif di tandai dengan terbentuknya cincin
berwarna ungu pada batas kedua cairan setelah ditambahkan pereaksi molish dan asam sulfat pekat (H2504)
[40]. Terbentuknya cincin ungu berasal dari karbohidrat yang terhidrolisis dengan asam sulfat menjadi
monosakarida dan keduanya terkondensasi membentuk futural yang bereaksi sehingga membdentuk cincin
ungu [41].

Hasil Penetuan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin

Flavonoid harus direaksikan dengan reagen pembentuk warna yaitu AICls untuk dapat dibaca
serapannya pada daerah panjang gelombang sinar tampak. Pengujian flavonoid diawali dengan pengukuran
panjang gelombang maksimum dari larutan kuersetin dengan konsentrasi 6 pg/ml dalam metanol sehingga
diperoleh panjang gelombang 431,96 nm dengan absorbansi 0,482 Hasil pengukuran panjang gelombang
maksimum dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Panjang gelombang kuarsetin

Hasil Operating Time

Warna dari larutan kuersetin perlu dicari waktu kerjanya yang tepat untuk melakukan pengukuran
karena besarnya absorbansi pada spektrofotometri sangat dipengaruhi oleh warna. Penentuan waktu kerja
dilakukan dengan menggunakan larutan kuersetin konsentrasi 6 pg/ml di yang diukur pada panjang
gelombang 431,96 nm. Hasil pengukuran operating time di peroleh waktu stabil pada menit 36 sampai menit
ke 39

Hasil Pengukuran Kurva Kalibrasi Kuersetin

Hasil penelitian menunjukkan nilai absorbansi untuk larutan kuersetin dengan konsentrasi 3 pig/ml, 4
pg/ml, 6 pg/ml, 8 ug/ml, dan 10 pug/ml. Data absorbansi tersebut dikonversi menjadi persamaan regresi linear,
yang menggambarkan hubungan antara konsentrasi larutan dan nilai absorbansi yang terukur.
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Tabel 3. Nilai Absorbansi Larutan Baku Kuersetin

Konsentrasi Absorbansi Persamaan Regresi

0 0,000 y=0,076x + 0,003
3 0,232
4 0,318
6 0,433
8 0,642
10 0,751

Persamaan regresi yang diperoleh dari larutan baku kuersetin yaitu y = 0,076x + 0,003 dengan koefisien
korelasi yang diperoleh sebesar 0,995. Nilai linieritas menunjukkan korelasi antara konsentrasi dan absorbansi
yang dihasilkan.

Hasil Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol, Fraksi Etil Asetat dan n-Heksan Daun Senggani

Analisis kadar flavonoid menggunakan metode spektrofotometri. Prinsip penetapan flavonoid dengan
metode spektrofotometri direaksikan dengan AICls yaitu terjadinya pembentukan komplek antara AICI3
dengan gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksi pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari
flavon dan flavonol. Dalam penambahan aluminium klorida membentuk kompleks asam yang stabil dengan
gugus orthohidroksil pada cincin A-atau B- dari senyawa-senyawa flavonoid [42,43].

Senyawa standar yang digunakan dalam penetapan kadar flavonoid adalah kuersetin. Kuersetin dipilih
sebagai standar karena merupakan salah satu flavonoid yang paling banyak ditemukan dalam tumbuhan,
dengan keberadaan kuersetin dan glikosidanya mencapai sekitar 60-80% dari total flavonoid. Selain itu,
kuersetin termasuk dalam kelompok flavonoid yang mampu bereaksi dengan AICl; untuk membentuk
kompleks [44,45]. Pada pengukuran senyawa flavonoid total, larutan sampel ditambahkan AlCls berfungsi
untuk membentuk warna komplek, sehingga terjadi pergeseran panjang gelombang ke arah visible (tampak)
yang ditandai dengan larutan menghasilkan warna kuning. Penambahan kalium asetat bertujuan untuk
mempertahankan panjang gelombang pada daerah visible (tampak) [42,43,46].

Penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan n-heksan dihitung masing-masing
absorbansi sampel yang telah dibuat 6 kali replikasi dengan menggunakan persamaan garis regresi linier y=
ax+b yang diperoleh dari kurva kalibrasi kuersetin sehingga diperoleh konsentrasinya (x). Nilai x kemudian
disubstitusikan dalam rumus perhitungan kadar flavonoid total.

Tabel 4. Kadar Flavonoid Total Pada daun senggani

No Sampel Kadar Sebenarnya (mgQE/g)
1. Ekstrak Etanol Daun Senggani 44,7805 + 0,176606439 mgQE/g
2. Fraksi Etil Asetat Daun Senggani 48,421+ 0 mgQE/g
3. Fraksi N-Heksan Daun Senggani 31,491+ 0,091844121 mgQE/g

Berdasarkan hasil penelitian, kadar total flavonoid tertinggi dalam daun senggani ditemukan pada
fraksi etil asetat, yaitu sebesar 48,421 + 0 mgQE/g, diikuti oleh ekstrak etanol sebesar 44,7805 + 0,1766 mgQE/g,
dan fraksi n-heksan sebesar 31,491 + 0,0918 mgQE/g. Hasil ini menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki
kandungan flavonoid tertinggi dibandingkan dengan ekstrak etanol dan fraksi n-heksan. Sifat semi polar etil
asetat memungkinkan pelarut ini menarik senyawa flavonoid baik yang bersifat polar maupun nonpolar. Hal
ini diduga karena daun senggani mengandung flavonoid bebas, seperti flavon, flavanon, dan flavonol, yang
lebih mudah larut dalam pelarut semi polar. Flavonoid yang dapat bereaksi dengan AICl; adalah flavonoid
terhidrolisis yang bersifat semi polar. Sementara itu, kadar flavonoid terendah ditemukan pada fraksi n-
heksan, yang bersifat nonpolar. Beberapa jenis flavonoid, seperti aglikon polimetoksi atau isoflavon yang
tidak lagi memiliki gugus gula atau dalam bentuk glikosida, lebih mudah larut dalam pelarut nonpolar seperti
n-heksan [47]

Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Wulandari,dkk (2022) tentang kadar flavonoid total daun kapuk randu (Ceiba pentandra L.) berdasarkan
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tingkatan fraksi hasil yang didapatkan pada ekstrak etanol sebesar 31,663 mgQE/g atau 3,1667%, pada fraksi
etil asetat 51,833 mgQE/g atau 5,1833% dan pada fraksi n-heksan sebesar 5,167 mgQE/g atau 0,5167% [48].
Dari penelitian tersebut flavonoid total tertinggi juga didapatkan pada fraksi etil asetat. Penelitian lain yang
dilakukan ole Nur et.al (2019) tentang kadar flavonoid dari ekstrak dan fraksi daun jati putih (Gmelina arborea
Roxb.) dimana kadar flavonoid terbesar juga didapatkan fraksi etil asetat diikuti ekstrak etanol dan fraksi n-
heksan [49].

Hasil penetapan panjang gelombang maksimum DPPH.

Pengukuran panjang gelombang maksimum digunakan untuk mengetahui A yang memiliki serapan
tertinggi. Pengukuran sampel dilakukan pada panjang gelombang maksimum dengan tujuan untuk
memperoleh kepekaan lebih maksimal dan meminimalkan kesalahan [50]. Hasil penentuan panjang
gelombang larutan DPPH 40 ppm dengan pelarut methanol menggunakan spektrofotometer visibel didapan
serapan maksimum pada panjang gelombang 515 nm.

Panjang Gelombang 1

20

515.81 nm, 1.063 Abs

Absorbance

450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Gambar 2 kurva serapan maksimum larutan DPPH

Hasil Penentuan Operating Time

Penentuan operating time digunakan untuk menentukan lamanya pengukuran waktu stabil yang
dibutuhkan oleh radikal bebas DPPH untuk mendapatkan pengukuran yang stabil pada operating time [51].
Waktu kerja ditunjukan dengan nilai absorbansi tetap yang diperoleh saat pengukuran dengan rentang
waktunya 0-60 menit. Hasil penentuan operating time dari larutan DPPH konsentrasi 40 ppm diperoleh waktu
yang stabil pada menit ke 7-10 dengan nilai absorbansi yang diperolehh 0,916 nm. Maka pada menit tersebut
merupakan waktu kerja yang baik/stabil untuk dilakukan pengukuran sampel dengan berbagai konsentrasi.

Hasil Pengukuran Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Ekstrak Etanol, Fraksi Etil Asetat Dan Fraksi
N-Heksan.

Hasil penelitian menunjukkan pengukuran absorbansi ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-
heksan daun senggani pada variasi konsentrasi tertentu. Aktivitas antioksidan diukur menggunakan metode
DPPH, dengan perubahan warna larutan dari violet menjadi kuning menunjukkan kemampuan senyawa
dalam meredam radikal bebas. Persentase peredaman radikal bebas dihitung berdasarkan penurunan
absorbansi, yang mengindikasikan efektivitas senyawa dalam menangkap atom hidrogen dari radikal DPPH.

Perubahan warna pada DPPH disebabkan oleh berkurangnya ikatan rangkap terkonjugasi akibat
penangkapan elektron oleh antioksidan, yang menghambat proses resonansi elektron. Elektron tidak
berpasangan kemudian berpasangan melalui donasi atom hidrogen, sehingga radikal bebas berpindah ke
molekul antioksidan dan menghasilkan DPPH dalam keadaan stabil. Aktivitas peredaman radikal bebas
dinyatakan dalam persentase pengurangan DPPH, yang diukur berdasarkan konsentrasi senyawa yang
mampu mengurangi 50% aktivitas DPPH (IC50). Nilai IC50 digunakan sebagai indikator efektivitas
antioksidan, terutama dalam menilai efisiensi senyawa murni [51]. Hasil absorbansi DPPH setelah
penambahan ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi N-Heksan daun senggani dengan berbagai konsentrasi
dapat dilihat pada tabel 5 dibawah ini.
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Tabel 5. Aktivitas Antioksidan DPPH Ekstrak Etanol, Fraksi Etil Asetat, Fraksi N-Heksan Dan Vitamin C

Sampel Konsentrasi % Peredaman ICs0 (ug/ml) Kategori

(ppm) DPPH

Ekstrak etanol 0 - 12,51(ug/ml) Sangat Kuat
daun 6 16,73
senggani 8 29,64
10 38,01
12 49,27
14 58,88

Fraksi etil 0 - 9,42(ug/ml) Sangat Kuat
asetat daun 6 32,85
senggani 8 40,16
10 55,30
12 64,88
14 72,39

Fraksi N- 0 - 40,45(pg/ml) Sangat Kuat
Heksan daun 10 14,24
senggani 12 16,09
14 17,85
16 19,91
18 21,77

Vitamin C 0 - 4,23(ug/ml) Sangat Kuat
1 12,66
2 24,69
3 37,76
4 46,06
5 58,30

Berdasarkan tabel 5 diatas menunjukann bahwa semakin tinggi konsentrasi maka nilai absorbansi yang
diperoleh semakin rendah. Adanya antioksidan dalam sampel uji mampu menetralkan radikal bebas DPPH
dengan memberikan electron pada penghilang warna dari ungu menjadi kuning. Penghilaang warna akan
sbanding dengan jumlah elekron yang diambil oleh DPPH sehingga dapat diukur secara spektrofotometri
[52].

Parameter yang digunakan untuk mengetahui besarnya kemampuan senyawa sebagai antioksidan
yang dibutuhkan untuk menghambat radikal bebas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai ICso menandakan
semakin besar aktivitas antioksidannya [53]. Nilai ICso didapatkan dari persamaan regresi linier yang
menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan uji dengan persenn penangkapan radikal bebas yang
dimilikinya semakin kecil nilai ICs0 maka semakin aktif ekstrak tersebut sebagai senyawa penangkap radikal
bebas atau senyawa antioksidan [54].

Hasil pengukuran aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi n-heksan, dan
vitamin C, serta perbandingan kekuatan antioksidan berdasarkan nilai ICso, dapat dilihat pada tabel berikut.
Berdasarkan data, ekstrak etanol menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ICso
sebesar 12,51 pug/mL, nilai korelasi (r) 0,9885, dan persamaan regresi Y = 4,2872x - 3,6385. Fraksi etil asetat juga
memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai ICs0 sebesar 9,42 ug/mL, r sebesar 0,9976, dan
persamaan Y = 5,2722x + 0,3285. Fraksi n-heksan menunjukkan aktivitas antioksidan sangat kuat dengan IC50
sebesar 40,45 ug/mL, r sebesar 0,9938, dan persamaan Y = 1,2169x + 0,7795. Sementara itu, vitamin C sebagai
kontrol positif memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dengan ICso sebesar 4,32 pg/mL, r sebesar 0,9984,
dan persamaan Y = 11,5649x + 0,9995. Dapat disimpulkan bahwa semua sampel yang diuji memiliki kategori
aktivitas antioksidan yang sangat kuat, meskipun terdapat perbedaan kadar antioksidan di dalamnya. Variasi
ini disebabkan oleh jumlah senyawa antioksidan yang terkandung serta kemampuannya dalam mendonorkan
elektron ke DPPH.
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Hasil uji menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki nilai ICsolebih rendah dibandingkan dengan
ekstrak etanol dan fraksi lainnya, tetapi masih lebih tinggi dibandingkan vitamin C sebagai kontrol positif.
Menurut Molyneux (2004), flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-
heksan daun senggani berperan sebagai antioksidan. Flavonoid memiliki kemampuan mendonorkan elektron
ke radikal bebas, sehingga mampu menghambat reaksi oksidasi. Aktivitas ini ditandai dengan perubahan
warna larutan DPPH dari ungu menjadi kuning [54].

Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Fraksi Etil Asetat Dan Fraksi N-Heksan Daun
Senggani Metode ABTS

Pada sampel ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan daun senggani dilakukan uji dengan
menggunakan metode ABTS. Prinsip metode ABTS ini adalah melihat kemampuan antioksidan dalam
menstabilkan radikal bebas yang ditandai dengan pemudaran warna. Warna biru kehijauan dari radikal
kation ABTS+ akan tereduksi oleh antioksidan menjadi bentuk non radikal yang tidak berwarna. Kemampuan
relatif antioksidan untuk mereduksi ABTS diukur menggunakan spektrofotometri pada panjang gelombang
750 nm [55].

Hasil Penetapan Panjang Gelombang Maksimum ABTS

Pengukuran panjang gelombang maksimum digunakan untuk mengetahui A yang memiliki serapan
tertinggi. Pengukuran sampel dilakukan pada panjang gelombang maksimum dengan tujuan untuk
memperoleh kepekaan lebih maksimal dan meminimalkan kesalahan [50]. Hasil penentuan panjang
gelombang larutan ABTS 40 ppm dengan pelarut etanol menggunakan spektrofotometer visibel didapan
serapan maksimum pada panjang gelombang 750 nm.

Absorbance

400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Gambar 3. kurva serapan maksimum larutan ABTS

Hasil Penentuan Operating Time

Penentuan operating time digunakan untuk menentukan lamanya pengukuran waktu stabil yang
dibutuhkan oleh radikal bebas ABTS untuk mendapatkan pengukuran yang stabil pada operating time [51].
Waktu kerja ditunjukan dengan nilai absorbansi tetap yang diperoleh saat pengukuran dengan rentang
waktunya 0-60 menit.

Hasil penentuan operating time dari larutan ABTS konsentrasi 40 ppm diperoleh waktu yang stabil
pada menit ke 21-23 dengan nilai absorbansi yang diperolehh 0,276 nm. Maka pada menit tersebut merupakan
waktu kerja yang baik/stabil untuk dilakukan pengukuran sampel dengan berbagai konsentrasi.

Hasil Pengukuran Absorbansi ABTS Setelah Penambahan Ekstrak Etanol, Fraksi Etil Asetat Dan Fraksi N-
Heksan.

Metode ABTS merupakan metode penentuan aktivitas antioksidan yang diperoleh dari hasil oksidasi
kalium persulfat dengan garam diammonium ABTS. Adanya aktivitas antioksidan dari sampel ditandai
dengan hilangnya warna biru pada pereaksi ABTS [52].

Metode ABTS dapat digunakan pada sistem yang berbasis air maupun organik, dan memiliki waktu
reaksi yang lebih cepat serta dapat bekerja pada rentang pH yang luas [56]. Pengujina antioksidan dimulai
dengan pembuatan larutan ABTS. Larutan diinkubasi dalam ruangan gelap dikarenakan sifat ABTS yang
sangat sensitif terhadap cahaya dan untuk pembentukan suatu radikal memerlukan waktu inkubasi (Waktu
inkubasi yang dapat digunakan untuk membentuk radikal bebas ABTS antara 12 — 16 jam [57]. Metode ABTS
bekerja berdasarkan prinsip reduksi radikal bebas ABTS oleh senyawa antioksidan, yang ditandai dengan
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memudarnya warna kation ABTS. Perubahan ini digunakan untuk mengukur kapasitas antioksidan, di mana
warna biru-hijau awal akan berangsur pudar. ABTS memiliki pusat nitrogen, sehingga ketika mengalami
reduksi oleh senyawa antioksidan, ia berubah menjadi bentuk nonradikal yang tidak berwarna [57].

Hasil penelitian menunjukkan aktivitas antioksidan ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi n-heksan

daun senggani, dan vitamin C terhadap radikal ABTS. Nilai IC50 yang diperoleh untuk ekstrak etanol adalah
8,21 pg/ml (kategori sangat kuat), fraksi etil asetat 5,93 pg/ml (kategori sangat kuat), fraksi n-heksan 23,35
pg/ml (kategori sangat kuat), dan vitamin C 2,65 pg/ml (kategori sangat kuat).
Berdasarkan analisis regresi linear, ekstrak etanol memiliki persamaan Y = 5,9637x + 0,9844 dengan nilai
korelasi (r) 0,9971. Fraksi etil asetat menunjukkan persamaan Y = 7,1299x + 7,7427 dan nilai r = 0,9744. Fraksi
n-heksan memiliki persamaan Y = 2,119x + 0,51 dengan nilai r = 0,9894. Sementara itu, vitamin C sebagai
kontrol positif memiliki persamaan Y = 16,9691x + 4,9573 dan nilai r = 0,9847.

Persentase peredaman ABTS meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi sampel, menunjukkan
kemampuan antioksidan yang signifikan dalam meredam radikal bebas. Prinsip uji ABTS didasarkan pada
perubahan warna kation ABTS untuk mengukur kapasitas antioksidan dalam meredam radikal ABTS.
Radikal ABTS diperoleh melalui oksidasi kalium persulfat (K»5,0Og) sebelum penambahan antioksidan. ABTS
memiliki pusat radikal berbasis nitrogen dengan warna biru-hijau, yang akan mengalami reduksi oleh
antioksidan menjadi bentuk nonradikal yang tidak berwarna. [58]. Besarnya aktivitas antioksidan ditandai
dengan nilai ICso Nilai ICso menunjukkan nilai konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk meredam
50% aktivitas radikal bebas ABTS [59].

Tabel 6. aktivitas antioksidan ABTS ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi N-Heksan dan Vitamin C

Sampel Konsentrasi % Peredaman ICso(pug/ml) Kategori

(ppm) ABTS

Ekstrak etanol 0 - 8,21(ug/ml) Sangat Kuat
daun 6 37,29
senggani 8 47,95
10 64,75
12 70,08
14 84,02

Fraksi etil 0 - 5,93(ug/ml) Sangat Kuat
asetat daun 6 54,36
senggani 8 72,43
10 86,91
12 93,46
14 95,79

Fraksi N- 0 - 23,35(pg/ml) Sangat Kuat

Heksan daun 8 17,3

senggani 10 21,06
12 28,85
14 30,96
16 32,02

Vitamin C 0 - 2,65(pg/ml) Sangat Kuat
1 27,07
2 43,23
3 55,68
4 64,41
5 93,89

Berdasarkan perhitungan nilai ICso, sampel ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-heksan
menunjukkan aktivitas antioksidan dengan kategori sangat kuat. Begitu pula dengan vitamin C, yang juga
memiliki nilai ICso dalam kategori sangat kuat. Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif karena
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mengandung gugus hidroksi bebas yang berperan dalam menangkap radikal bebas serta gugus polihidroksi
yang dapat meningkatkan aktivitas antioksidan [60].

Flavonoid yang terdapat dalam ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-heksan dari daun senggani
berperan sebagai antioksidan. Senyawa ini memiliki kemampuan mendonorkan elektron kepada radikal
bebas, sehingga dapat menghambat proses oksidasi [54].

Kesimpulan

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa serbuk simplisia dan ekstrak etanol daun senggani
mengandung senyawa metabolit sekunder, termasuk alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, steroid, dan
glikosida. Analisis kadar flavonoid total menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun senggani mengandung
44,78 + 0,18 mgQE/g, fraksi etil asetat sebesar 48,42 + 0 mgQE/g, dan fraksi n-heksan sebesar 31,49 + 0,09
mgQE/g. Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH menghasilkan nilai IC50 sebesar 12,51
pg/mL untuk ekstrak etanol, 9,42 pug/mL untuk fraksi etil asetat, 40,45 pg/mL untuk fraksi n-heksan, dan 4,32
pg/mL untuk vitamin C sebagai standar. Sementara itu, hasil uji dengan metode ABTS menunjukkan nilai
IC50 sebesar 8,21 pug/mL untuk ekstrak etanol, 5,93 pg/mL untuk fraksi etil asetat, 23,35 pg/mL untuk fraksi
n-heksan, dan 2,65 pg/mL untuk vitamin C. Hasil ini menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki aktivitas
antioksidan paling kuat dibandingkan fraksi lainnya, tetapi masih lebih rendah dibandingkan vitamin C
sebagai standar.
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