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ABSTRACT

Background: Sembukan (Paederia foetida L.) is one of the native plants
of Indonesia, particularly in East Nusa Tenggara (NTT), that can be
utilized as a source of antioxidant compounds. Antioxidants are
compounds that can absorb or neutralize free radicals, thereby
preventing degenerative diseases such as cardiovascular disorders,
carcinogenesis, and other diseases Objective: This study aims to
determine the flavonoid and phenolic contents and analyse the ICso
value and antioxidant activity of the ethyl acetate fraction of Sembukan
leaves using the DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl) scavenging
method. This research was conducted using the maceration method with
70% ethanol as the solvent. The ethanol extract was fractionated using
ether and ethyl acetate Methods. The DPPH method was measured
using UV-Visible spectrophotometry at a wavelength of 522 nm, with
vitamin C as a reference. Results: The analysis results showed that the
ethanol extract of Sembukan leaves (Paederia foetida L.) positively
contains flavonoid and phenolic compounds. The ethyl acetate fraction
exhibited antioxidant activity and contained flavonoid and phenolic
compounds. The antioxidant activity of the ethyl acetate fraction had an
ICso value of 22.148 ppm, while ascorbic acid (vitamin C) as the
reference had an 1Cso value of 5.389 ppm. Conclusions, the ethyl acetate
fraction is classified as having very strong antioxidant activity

KEYWORDS: Paederia foetida L., fractions, antioxidants, DPPH

PENDAHULUAN

Tanaman obat atau dikenal dengan nama biofarmaka adalah jenis-jenis tanaman yang memiliki fungsi
dan berkhasiat sebagai obat dan dipergunakan untuk penyembuhan atau pun mencegah berbagai penyakit.
Berkhasiat obat sendiri mempunyai arti mengandung zat aktif yang bisa mengobati penyakit tertentu atau jika
tidak memiliki kandungan zat aktif tertentu tapi memiliki kandungan efek resultan/sinergi dari berbagai zat yang
mempunyai efek mengobati (Yassir and Asnah, 2019).

Banyak penelitian ilmiah yang menunjukkan sembukan memiliki potensi besar di bidang kesehatan,
seperti yang menyatakan bahwa tanaman sembukan berfungsi sebagai antioksidan karena mengandung senyawa
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fenolik yang sangat tinggi, hal ini dikarenakan adanya kandungan senyawa metabolit sekunder pada sembukan
seperti flavonoid, terpenoid, paedorolone, [B-sitosterol, friedelin, campesterol dan senyawa aktif lainnya
(Surahmaida, 2018).

Sembukan (Paederia foetida L.) berasal dari Asia Timur dan sekarang menjadi tanaman hias di seluruh
dunia. Keterangan nama foetida menandakan bahwa tumbuhan tersebut berbau busuk. Umumnya, masyarakat
menyebut sembukan dengan nama “daun kentut”. Bau busuk dari sembukan ini keluar bila digosokkan di antara
telapak tangan, dimakan, dan tercium saat sore hari. Tanaman ini dimanfaatkan masyarakat sebagai bahan
makanan (botok), lalapan, obat diare, mengatasi maag, detoksifikasi (penawar racun), meningkatkan produksi sel
darah putih, obat cacing, pereda kejang dan lain-lain (Surahmaida, 2018).

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dapat menyerap atau menetralisir radikal bebas sehingga
mampu mencegah penyakit-penyakit degeneratif seperti kardiovaskular, karsinogenesis, dan penyakit lainnya.
Senyawa antioksidan merupakan substansi yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan
mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal, protein, dan lemak. Senyawa ini
memiliki struktur molekul yang dapat memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa terganggu
sama sekali fungsinya dan dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas (Fadul, 2019).

Aktivitas antioksidan didalam sampel ektrak etanol daun sembukan, diuji menggunakan metode
kromatografi lapis tipis dengan eluen N-heksan:Etil asetat (6:1) yang kemudian disemprotkan dengan pereaksi
DPPH dan dinyatakan positif dengan perubahan warna ungu menjadi warna kuning (Aswir and Misbah, 2018).

Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in vitro dengan metode DPPH. DPPH
merupakan suatu senyawa radikal yang bersifat stabil. DPPH digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan
melalui kemampuannya dalam menangkap radikal bebas. Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan transfer
elektron yang dilakukan oleh antioksidan. Semula DPPH yang berwarna ungu pekat memberikan serapan pada
panjang gelombang 517 nm namun setelah mengalami reduksi maka DPPH akan berubah menjadi senyawa
difenil pikril hidrazin yang warnanya akan berangur-angsur memudar menjadi warna kuning dan nilai
serapannya akan sebanding dengan jumlah elektron yang diterima (Wulansari, 2018).

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan yang digunakan adalah daun sembukan (Paederia foetida L.), etanol 70% (OneMed®) sebagai pelarut,
Asam Askorbat® sebagai larutan pembanding, aquadest (Water One®) , 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
sebagai reagent, FeCl,® sebagai pereaksi uji fenolik, Eter® sebagai pelarut, Magnesium® (Mg) danAsam Klorida
® (HCI) digunakan sebagai pereaksi uji flavonoid.

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: kantong plastik (HDPE®) digunakan untuk mengisi
sampel, pisau (Camel®) digunakan untuk merajang sampel, gunting (Joyko®) digunakan untuk merajang sampel,
kertas label sebagai penanda, alat tulis, blender (miyako®) untuk menghaluskan simplisia, oven (Memmert®)
untuk mengeringkan sampel, pipet tetes (OneMed®) untuk memindahkan cairan dalam jumlah kecil, Erlenmeyer
(iwaki®) untuk menampung bahan kimia cair, labu ukur (iwaki®) untuk mengukur dan mencampur larutan,
neraca analitik (RadWag®) untuk menimbang bahan, tabung reaksi (iwaki®) untuk menampung, mencampur dan
menyimpan bahan, rak tabung reaksi (Rofa®) untuk menyimpan tabung reaksi, pengaduk kaca (iwaki®) untuk
mencampur bahan, Spatula® untuk mengambil bahan dalam jumlah kecil dan mengaduk larutan, ayakan 60
mesh (ABM®) untuk menyaring bagian yang tidak diinginkan pada simplisia, kertas saring (Whatman®) untuk
memisahkan cairan dan padatan, corong kaca (Phy Edumedia®) untuk memudahkan memindahkan cairan dari
satu wadah kewadah lainnya, toples (Canister®) untuk maserasi, gelas ukur (iwaki®) untuk mengukur volume
cairan, beaker glass (iwaki®) untuk mengukur volume cairan, sarung tangan (Sensi®) untuk melindungi tangan
dari kontaminasi, masker (Sensi®) untuk melindungi bagian wajah, Aluminium foil® untuk membungkus dan
melindungi bahan, rotary vacum evaporator (Heidolph®) untuk mengubah sebagian atau keseluruhan pelarut dari
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sebuah larutan dari bentuk cair menjadi uap, Spektrofotometri UV-Vis (Biobase®) untuk teknik analisis yang
mengukur energi cahaya yang diserap oleh suatu sistem kimia pada panjang gelombang tertentu.

Metode

Penelitian ini adalah penelitian deskriptif kuantitatif pada uji aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat daun
sembuka (Paederia foetida L.). Pengujian dilakukan dengan cara diekstraksi secara maserasi terlebih dahulu,
dilanjutkan dengan uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan Spektrofotometri UV-Vis.

Prosedur Kerja

1.

Pengambilan dan Pengolahan Sampel

Sampel diambil pada pagi hari dengan cara di ambil daun kelima pada tanaman daun sembukan (Paederia
foetida L.). Sampel yang di gunakan dalam penelitian ini adalah daun sembukan yang berwarna hijau tua,
selanjutnya di potong kecil-kecil kemudian dilakukan pengeringan menggunakan oven dengan suhu 50°C
hingga daun sembukan kering dan dapat diremas. Daun sembukan yang telah kering dihaluskan dengan
blender dan diayak dengan ayakan 60 mesh hingga daun sembukan menjadi bubuk halus (F.Hidayat and
Hapsari, 2020).

Pembuatan Ekstrak Sampel Dengan Metode Maserasi

Disiapkan bejana untuk maserasi. Simplisia daun sembukan sebanyak 500-gram diekstrak dengan
perbadingan pelarut 1:10 (b/v). Sampel dimaserasi dengan pelarut etanol 70%. Kemudian direndam selama
6 jam pertama sambil sesekali diaduk, dan diamkan selama 18 jam. Pisahkan maserat dengan cara filtrasi.
Hasil yang diperoleh dari filtrasi tersebut dinamakan filtrat. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan untuk
kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 50-60°C sampai diperoleh ekstrak kental
(Werdhasari, 2017).

Perhitungan Randemen Ekstrak
Untuk menentukan % Randemen digunakan rumus

berat estrak kental
% rendemen = ——— X  x 100%

berat simplesia
Sumber:(Dewatisari, Rumiyanti, and Rakhmawati, 2018).

Skrining Fitokimia

a. Uji Flavonoid
Ekstrak ditimbang sebanyak 1gram dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian dilarutkan
dengan etanol, setelah itu dipanaskan sampai mendidih. Kemudian disaring dan dikocok. Lalu
ditambahkan serbuk Mg dan diteteskan 2-4 tetes HCI pekat, kemudian campuran dikocok. Uji akan
positif bila timbul warna merah (Purwati, Lumora, and Samsurianto, 2017).

b. Uji Fenolik
Ekstrak ditimbang sebanyak 1 gram dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan FeCI3 1%
dimana reaksi positif terjadi jika terdapat perubahan warna hijau, ungu, biru dan hitam (Septia Ningsih,
2020).

Fraksinasi

Ekstrak etanol kental disuspensikan dengan air sebanyak 25 ml, kemudian ekstrak tersebut dipartisi dengan
Eter 50 ml menggunakan corong pisah sebanyak 3 kali sampai fraksi eter tidak berwarna lagi, kemudian
fraksi air dipartisi kembali dengan Etil Asetat masing-masing 25 ml sebanyak 3 kali, lalu fraksi etilasetat
dievaporasi pada suhu 35-45°C sampai diperoleh fraksi Etil Asetat (Sembiring, Sangi, and Suryanto, 2017).

Skrining Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat

Pada plat KLT diberi tanda batas atas dan batas bawah. Pada batas bawah diberikan jarak antar sampel 1 cm
dan pada jarak atas 0.5 cm. Sampel ekstrak etil asetat daun sembukan (Paederia foetida L.) ditotolkan pada
plat KLT menggunakan pipa kapiler. Proses elusi dilakukan dengan cara plat KLT dimasukkan dalam
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chamber yang telah berisi eluen yakni N- heksan: etil asetat (7:3) dan telah dijenuhkan. Eluen dibiarkan
terelusi hingga mencapai batas plat yang telah ditandai sebelumnya. Setelah selesai, plat KLT dikeluarkan
dari chamber dan diamati dibawah, lampu UV 366 Setelah itu, plat KLT disemprotkan dengan larutan
DPPH (Ghasal dan Mandal, 2012). Bercak pada plat KLT yang memiliki aktivitas antioksidan berubah
menjadi warna putih kekuningan (Mahmuda ,2018).

Uji Aktivitas Antioksidan Daun Sembukan (Paederia foetida L.) dengan metode DPPH

a.

Pembuatan Larutan Stok DPPH 50 ppm

Larutan stok 50 ppm disiapkan dengan cara ditimbang 5 mg DPPH dilarutkan dengan etanol 70%
hingga volumenya cukup 100 mL dalam labu ukur. Kemudian dihomogenkan dan diinkubasi
selama 30 menit di tempat blanko (Jalip, 2021).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum ( A maks)

Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH bertujuan untuk mengetahui seberapa besar
panjang gelombang yang dapat diabsorbsi oleh senyawa DPPH. Untuk alat yang digunakan adalah
spektrofotometer UV-Vis. Pengujian dilakukan dengan memipet 5 ml DPPH. Divortex dan
diinkubasi pada suhu ruang pada ruangan gelap selama 30 menit. Dilakukan pemilihan panjang
gelombang maksimum dengan melakukan scan sampel pada rentang panjang 300-800 nm, dan di
peroleh panjang gelombang 522 nm ( Fadul, 2019).

Pengukuran Blangko

Pengujian dilakukan dengan dipipet 1 ml Etanol 70% ditambah 5 ml DPPH 50 ppm dan
dicukupkan volumenya hingga 10 mL. Larutan ini kemudian diinkubasi selama 30 menit, lalu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 522 nm (Widyowati, Ulfah, and Sumantri 2018).

Pembuatan Larutan Pembanding Asam Askorbat (Vitamin C)
Dibuat larutan stok 100 ppm dengan cara menimbang Asam Askorbat sebanyak 10 mg dilarutkan
dengan aquadest ambil diaduk dan dihomogenkan. Lalu dicukupkan volumenya hingga 100 ml,
kemudian dilakukan pengenceran :

1) Larutan stok Asam Askorbat 0,5 ml dengan konsentrasi 1 ppm

2) Larutan stok Asam Askorbat 1,5 ml dengan konsentrasi 3 ppm

3) Larutan stok Asam Askorbat 2,5 ml dengan konsentrasi 5 ppm

4) Larutan stok Asam Askorbat 3,5 ml dengan konsentrasi 7 ppm

5) Larutan stok Asam Askorbat 4,5 ml dengan konsentrasi 9 ppm

Pengujian dilakukan dengan memipet 1,0 ml larutan sampel dari berbagai konsentrasi.
Kemudian masing-masing ditambahkan 5 ml DPPH 50 ppm dalam vial. Campuran kemudian
diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C, lalu serapannya diukur pada panjang gelombang 522
nm (Aminah, 2016)

Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak Etil Asetat Daun Sembukan
Dibuat larutan stok 100 ppm dengan cara menimbang Ekstrak Etil Asetat Daun Gandaria (Paederia
foetida L) sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan Etanol sambil diaduk dan dihomogenkan lalu
cukupkan volumenya hingga 100 ml. Selanjutnya dilakukan pengenceran :

1) Larutan stok Ekstrak Daun Sembukan 2,5 ml dengan konsentrasi 5 ppm

2) Larutan stok Ekstrak Daun Sembukan 5 ml dengan konsentrasi 10 ppm

3) Larutan stok Ekstrak Daun Sembukan 7,5 ml dengan konsentrasi 15 ppm

4) Larutan stok Ekstrak Daun Sembukan 10 ml dengan konsentrasi 20 ppm

5) Larutan stok Ekstrak Daun Sembukan 12,5 ml dengan konsentrasi 25 ppm

Pengujian dilakukan dengan memipet 1,0 ml larutan sampel dari berbagai konsentrasi.
Kemudian masing-masing ditambahkan 5 ml DPPH 50 ppm dalam vial. Campuran kemudian
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diinkubasi selama 30 menit pada suhu 370C, lalu serapannya diukur pada panjang gelombang 522
nm (Ketut, 2020).

f. Pembuatan Kurva Baku Asam Askorbat
Dipipet 1,0 ml kemudian ditambahkan dengan 5 ml DPPH 50 ppm pada masing-masing
konsentrasi larutan pembanding asam askorbat yaitu 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 7 ppm, 9 ppm dan
dibiarkan selama 30 menit dalam wadah terlindung dari cahaya. Kemudian diukur serapan pada
panjang gelombang 522 nm (Widyowati, Ulfah, and Sumantri, 2018).

g. Teknik Pengumpulan dan Pengolahan Data
Aktivitas dihitung berdasarkan besarnya % pengikatan atau inhibisi larutan baku Asam Askorbat
(Vitamin C) dan sampel terhadap radikal bebas (larutan DPPH). Besarnya presentase pengikat
radikal bebas dihitung dengan rumus :
Y inhibisi = Abs blangko — Abs sampel £100%
Abs Blangko
Untuk mengetahui seberapa besar aktivitas antioksidan ekstrak sampel dapat digunakan parameter
nilai 1Csp dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear. Konsentrasi sampel sebagai
sumbu x dan % inhibisi sebagai sumbu vy, dari persen y = a + bx dapat dihitung nilai 1Cso dengan
menggunakan rumus sebagai berikut :

50) —
1€50 = ()Ta
Sumber:(Bahriul, Rahman, and Diah, 2018).
Dimana :
Y = serapan

X = Absorbansi
standara = Intersep
b = Slop

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Hasil ekstraksi daun sembukan (Paederia foetida L.)
Berat sampel Pelarut Berat Ekstrak % Rendemen

500 g Etanol 70% 48,69 g 9,738

Tabel 2. Hasil fraksinasi fraksi etil asetat daun sembukan
Berat ekstrak Berat fraksi % Rendemen

0,521 g 0,048 g 9,213

Tabel 3. Skrining ekstrak etanol daun sembukan

Sampel Pengujian Pereaksi Perubahan  Hasil Keterangan di
warna literatur
Flavonoid Mg + HCl p Merah bata + Merah bata,
Ekstrak etanol kuning, jingga
Fenolik FeClI3 Hijau + Hijau, ungu,
hitam

Tabel 4. Pengujian fraksi etil asetat daun sembukan

Sampel Pengujian Pereaksi Perubahan Hasil  Keterangandi
warna literatur
Aktivitas Disemprotkan Putih + Putih
antioksidan DPPH kekuningan kekuningan
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Fraksi etil Flavonoid Disemprotkan Noda + Noda
asetat daun pereaksi AICI3 berfluorosensi berfluorosensi
Sembukan kuning kuning
Fenolik Disemprotkan Noda berwarna + Noda berwarna
pereaksi hijau kehitaman hijau kehitaman
FeCI3

(Sebelum) (Sesudah
Gambar 1. Skrining Aktivitas antioksidan disemprotkan DPPH

i
Gambar 2. Uji Golongan Flavonoid

)

} \
Gambar 3. Uji Golongan Fenolik
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Tabel 5. Hasil Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Pembanding Asam Askorbat

Kontrol Positif  Konsentrasi Absorbansi %Peredaman Nilai 1Cso(ppm)
(ppm)
1 0,692 24,45
Asam Askorbat 3 0,652 28,82
5 0,369 59,71 5,389
7 0,345 62,33
9 0,332 63,75

ASAM ASKORBAT (VIT.C)

y = 5.606x + 19.785
R'=0.8308

% INHIBISI
.
o

o

T T T 1

0 2 4 6 8 10
KOSENTRASI PPM

Gambar 4. Grafik Persamaan Linear Asam Askorbat

Tabel 6. Tabel Hasil Pengukuran Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Daun Sembukan

Sampel Konsentrasi Absorbansi %Peredaman Nilai 1Cso(ppm)
(ppm)
5 0,698 23.79
Asam Askorbat 10 0,568 37.99
15 0,563 38.10 22.148
20 0,473 48.36
25 0,432 52.82
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FRAKSI ETIL ASETAT
60
50 _
_ 40
g -
2 30 - %Y
=z - .
" Y Linear (y)
20 y=1.369x419679
- R*=0.9284 - N
10
o L L L] T L “
0 5 10 15 20 25 30
KOSENTRASI PPM

Gambar 5. Grafik Persamaan Linear Fraksi Etil Asetat Daun Sembukan

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun sembukan (Paederia foetida L.) sampel yang
telah dikeringkan kemudian diserbukan sehinggga dapat diektraksi. Adapun tujuan dari proses ektraksi adalah
untuk menarik satu atau lebih komponen kimia atau senyawa-senyawa yang terdapat dalam sampel (Tuzzuhro,
2022). Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi. Pemilihan metode ekstraksi ini
karena maserasi merupakan metode yang sederhana, mudah dan tanpa melalui proses pemanasan. Sehingga
kemungkinan besar rusaknya komponen senyawa kimia dapat diminimalisir. Proses penyarian dilakukan dengan
cara merendam sejumlah serbuk simplisia dalam cairan penyari. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan
masuk kedalam rongga sel yang mengandung zat aktif, dan zat aktif akan larut karena adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan zat aktif yang ada di luar sel, maka larutan terpekat akan didesak keluar. Ekstraksi atau
penyarian merupakan proses pemisahan senyawa dari simplisia dengan menggunakan pelarut yang sesuai, peran
ekstraksi dalam analisis fitokimia sangat penting karena sejak tahap awal hingga akhir menggunakan proses
ekstraksi, termasuk fraksinasi dan pemurnian (Arjuno, 2016).

Penyari yang digunakan dalam penelitian ini yaitu etanol 70% untuk menyari senyawa flavonoid dan
fenolik. Pemilihan pelarut ini disebabkan karena senyawa flavonoid umumnya dalam bentuk glikosida yang
bersifat polar sehingga harus dilarutkan dengan pelarut yang bersifat polar. Etanol 70% dengan indeks polar
sebesar 5,2 mampu menarik senyawa yang ada pada simplisia lebih banyak. Agar senyawa pada ekstrak tidak
mengalami kerusakan, maka penguapan pada penelitian ini menggunakan rotary evaporator karena dapat
menghasilkan ekstrak kental dan suhunya pun dapat diatur dengan mudah (Hasanah and Novian, 2020).

Fraksinasi merupakan teknik pemisahan ekstrak hasil maserasi yang telah diuapkan sehingga diperoleh
ekstrak kental. Pelarut yang digunakan untuk fraksinasi dalam penelitian ini adalah etil asetat. Fraksinasi dengan
etil asetat dilakukan untuk memperoleh senyawa yang bersifat lebih polar seperti flavonoid, fenolik. Senyawa
tersebut umumnya memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Fitriani and Lestar, 2022).

Uji pendahuluan pada ekstrak etanol daun sembukan dilakukan untuk memberikan gambaran tentang
senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun sembukan (Paederia foetida L.). Senyawa yang akan
diidentifikasi yaitu senyawa flavonoid yang dilakukan dengan penambahan HCI dan Mg, dan senyawa fenolik
yang dilakukan dengan penambahan FeCI3
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OH

Fe3* s e
+ FeCly — + 3CI+6H

Gambar I. Reaksi Fenolik dan FeCI3

Pada pengujian flavonoid ekstrak etanol dan sembukan (Paederia foetida L.). direaksikan dengan HCI
dan Mg berbentuk warna kuning. Senyawa flavonoid akan dioksidasi dengan ion magnesium dengan membentuk
kompleks. Dikatakan positif mengandung flavonoid apabila terbentuk warna merah bata, kuning atau jingga
(Purwati, Lumora, and Samsurianto, 2017). Pada pengujian fenolik direaksikan dengan FeCI3 berbentuk warna
hitam. Dikatakan positif mengandung fenolik apabila terbentuk warna hijau, ungu, biru dan hitam (Sembiring,
Sangi, and Suryanto, 2017).

Uji kualitatif antioksidan dilakukan menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan
menyemprotkan DPPH (1,1-difenil-2-pikrihidrazil). Sebelum disemprotkan dengan DPPH pertama-tama sampel
daun sembukan (Paederia foetida L.) ditotol pada lempeng kromatogram lalu dielusi dengan eluen N: heksan -
Etil asetat (7:3). Eluen yang digunakan yaitu N- heksan: Etil asetat (7:3) karena telah dilakukan beberapa kali
elusi menggunakan pelarut yang sama dengan perbandingan yang berbeda tetapi tidak terjadi pemisahan
komponen-komponen senyawa kimia yang terdapat dalam fraksi etil asetat daun sembukan (Paederia foetida
L.). Setelah dielusi diamati penampakan nodanya dibawa lampu UV 366 nm, noda akan berflouresensi dan
lempeng akan berwarna. Setelah itu disemprotkan dengan larutan DPPH. Pada pengujian fraksi etil asetat daun
sembukan (Paederia foetida L.) secara kualitatif ini sampel daun sembukan berpotensi sebagai antioksidan alami
yang berasal dari tumbuhan. Hasil positif ditandai dengn pemudaran warna dari warna ungu menjadi putih
kekuningan (Mahmuda, 2018).

Tahap selanjutnya dilakukan uji golongan kandungan senyawa kimia fraksi etil asetat daun sembukan
(Paederia foetida L.) positif mengandung senyawa fenolik, flavonoid. Uji terhadap kandungan senyawa fenolik
dengan menggunakan pereaksi FeCl3 Hasil positif yang ditandai dengan perubahan warna noda dari warna
kuning ke warna hijau kehitaman, Uji golongan senyawa flavonoid menggunakan pereaksi Aluminium Klorida.
Penampak noda diamati dibawah lampu UV 366 nm. Hasil positif ditandai dengan adanya noda berfluorensensi
menjadi warna kuning ( Mahmuda, 2018).

Dalam penelitian ini sampel fraksi etil asetat kemudian dilakukan pengujian aktivitas antioksidan
dengan menggunakan metode DPPH dan Asam Askorbat sebagai kontrol positif. Hasil penentuan panjang
gelombang maksimum yaitu pada Panjang gelombang 522 nm, sehingga absorbansi pengukuran sampel dan
kontrol positif dilakukan pada panjang gelombang 522 nm

Dalam penelitian ini kontrol positif yang digunakan sebagai pembanding adalah Asam askorbat
(Vitamin C), vitamin C adalah vitamin yang paling umum di gunakan sebagai antioksidan.Vitamin Clarut dalam
air dan tersedia di beberapa sumber makanan, dan berfungsi sebai antioksidan yang efektif dalam menghambat
radikal bebas, secara kimia vitamin C mampu bereaksi dengan sebagian besar radikal bebas dan oksidan yang
ada dalam tubuh (Wibawa, Herawati, 2020).

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH.DPPH merupakan seatu senyawa
yang bersifat stabil dan digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan melalui kemampuannya dalam
menangkap radikal bebas. Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan transfer elektron yang dilakukan oleh
antioksidan, motode ini banyak di pilih karena mudah ,peka, cepat dan hanya membutuhkan sedikit ektrak
sampel ( Wulansari 2018 ).

Aktivitas antioksidan pada tanaman sembukan berasal senyawa flavonoid dan fenolik yang terkandung
dalam tanaman sembukan. Senyawa-senyawa tersebut mampu mengikat gugus dari pada radikal bebas yang
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berfungsi sebagai reduktor sehingga dapat bertindak sebagai donor hidrogen terhadap radikal bebas atau
termasuk dalam golongan senyawa yang berperan sebagai antioksidan,semakin tinggi kosentrasi suatu sampel
berdampak pada persentase inhibisi yang semakin meningkat, dalam hal ini absorbansi yang di peroleh semakin
rendah yang menunjukan semakin banyak radikal bebas yang di hambat, senyawa pembanding yang di gunakan
adalah vitamin C ( Asam askorbat ), vitamin C merupakan senyawa antioksidan alami yang di gunakan sebagai
senyawa pembanding dalam pengujian aktivitas antioksidan, karena senyawa antioksidan yang alami relative
aman dan tidak menimbulkan toksisitas.

Parameter untuk menginterpretasikan hasil pengujian dari metode DPPH umumnya dibuat dalam
bentuk Inhibitor Concentration 50 (ICsp), yang didefenisikan sebagai konsentrasi larutan substrat atau sampel
yang akan mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin besar nilai 1Cso maka nilai aktivitas antioksidan
akan semakin kecil (Molyneux, 2004).

Dari data hasil yang didapatkan fraksi etil asetat daun sembukan memiliki ICso sebesar 22.148 ppm
sedangkan kontrol positif asam askorbat memiliki nilai 1Cso sebesar 5,390 ppm. Dari data tersebut, nilai 1Csq
antioksidan dari fraksi etil asetat daun sembukan masuk dalam kategori sangat kuat. Tingkat kekuatan
antioksidan dengan metode DPPH digolongkan sesuai dengan nilai 1Cso, nilai 1Cso sangat kuat kurang dari
50pg/ml, kuat 50-100 pg/ml, sedang 100-150 pg/ml, lemah lebih dari 150 pg/ml. Asam askorbat memiliki nilai
antioksidan yang lebih tinggi, jika dibandingkan dengan fraksi etil asetat daun sembukan memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih rendah. Hal ini diakibatkan ekstrak terdiri dari beberapa campuran senyawa sedangkan
asam askorbat merupakan senyawa murni (Molyneux, 2004).

Menurut penelitian Wahyuni pada tahun 2021 menyatakan bahwa aktivitas antioksidan terbukti dengan
nilai 1Cso terkecil dihasilkan dari ekstrak etanol kulit bawang merah dengan pelarut etanol 96% yaitu sebesar
34,74 ppm yang masuk dalam golongan antioksidan sangat kuat.

Menurut penelitian Handayani pada tahun 2020 menyatakan bahwa nilai 1Cso ekstrak n-heksan yaitu
61,057 ug/mL yang memiliki potensi antioksidan sedang, ekstrak etil asetat yaitu 41,756 pg/mL yang memiliki
potensi antioksidan kuat,dan ekstrak etanol yaitu 52,116 pg/mL yang memiliki potensi antioksidan sedang,
dibandingkan dengan kuarsetin yang memiliki 1Cso 14,846 pg/mL yang memiliki potensi sebagai antioksidan
kuat.

Hal-hal yang dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan pada penelitian ini adalah lokasi dan tempat
tumbuh sampel. Ekstrak etanol daun sembukan dan fraksi etil asetat daun sembukan memiliki kandungan
senyawa aktif di antaranya flavonoid dan fenolik. Berdasarkan kandungan senyawa tersebut yang berperan
sebagai antioksidan adalah senyawa flavonoid dan fenolik.

KESIMPULAN

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah fraksi etil asetat daun sembukan terbukti memiliki aktivitas
antioksidan, yang ditandai dengan munculnya noda berwarna putih kekuningan. Aktivitas antioksidan fraksi etil
asetat ini menunjukkan nilai 1Cso sebesar 22,148 ppm, yang tergolong sangat kuat. Sebagai pembanding, asam
askorbat (vitamin C) memiliki nilai 1Cso sebesar 5,389 ppm. Dengan demikian, fraksi etil asetat daun sembukan
memiliki potensi sebagai sumber antioksidan yang sangat kuat.
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