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INTISARI

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN FRAKSI AIR EKSTRAK ETANOL DAUN
SINGKONG (Manihot esculenta Crantz ) MENGGUNAKAN METODE
ABTS DAN PENETAPAN KADAR FLAVONOID TOTALNYA

Radikal bebas merupakan senyawa yang dapat menyebabkan penyakit
degeneratif. Radikal bebas dapat diredam oleh senyawa antioksidan. Antioksidan
alami yang dapat membantu melindungi tubuh dari radikal bebas yaitu daun
singkong. Daun singkong diketahui mengandung senyawa flavonoid yang
merupakan salah satu antioksidan alami. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan fraksi air ekstrak etanol daun singkong
menggunakan metode ABTS dan penetapan kadar flavonoid totalnya.

Serbuk daun singkong di ekstraksi secara maserasi dengan pelarut etanol
96% sehingga diperoleh ekstrak etanol daun singkong kemudian dipekatkan
dengan rotary evaporator. Ekstrak yang dipekatkan kemudian difraksinasi
menggunakan pelarut air. Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode ABTS
dilakukan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada panjang gelombang
maksimum 730 nm untuk memperoleh nilai ICso menggunakan rutin sebagai
kontrol positif dan penetapan kadar flavonoid total menggunakan pereaksi AlCl3
dengan standar rutin yang hasilnya dinyatakan dalam ekuivalen rutin (mg RE/g
sampel) kemudian hasilnya dihitung menggunakan regresi linear.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi air ekstrak etanol daun
singkong memiliki aktivitas antioksidan kuat dengan nilai ICso sebesar 62,31
pg/mL dan mengandung senyawa flavonoid total sebesar 39,62 mg RE/g. Fraksi
air ekstrak etanol daun singkong memiliki aktivitas antioksidan dan kadar
flavonoid.

Kata kunci: Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz), Antioksidan, ABTS,

Flavonoid total
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ABSTRACT

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF WATER FRACTION OF ETHANOL
EXTRACT OF CASSAVA LEAVES (Manihot esculenta Crantz) USING THE
ABTS METHOD AND DETERMINATION OF TOTAL FLAVONOID
LEVELS

Free radicals are compounds that can cause degenerative disease. Free
radicals can be suppessed by antioxidant compounds. Natural antioxidant that
can help protect the body from free radicals namely cassava leaves. Cassava
leaves are known to contain flavonoid compounds which are one of the natural
antioxidants. This study aims to determine the antioxidant activity of cassava
leaves ethanol extracted water fraction using ABTS method and determination of
total flavonoid levels.

Cassava leaf powder was extracted by maceration with 96% ethanol
solvent so that the cassava leaf ethanol extract extract was obtained then
concentrated with a rotary evaporator. The concentrated extract is then
fractionated using a water solvent. Measurement of antioxidant activity with the
ABTS method was performed using a UV-Vis spectrophotometer at a maximum
wavelength of 730 nm to obtain ICso values using routine as a positive control and
determination of total flavonoid levels using AICl;3 reagents with routine
standards whose results are expressed in routine equivalents then the results are
calculated using linear regression.

The results showed that the ethanol extract fraction of water had strong
antioxidant activity with an IC50 value of 62.31 ug / mL and contained a total
flavonoid compound of 39.62 mg RE / g. Water fraction of cassava leaf ethanol
extract has antioxidant activity and flavonoid levels.

Keywords: Cassava Leaves (Manihot esculenta Cranz), Antioxidants, ABTS, total

flavonoids
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BAB I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Fenomena radikal bebas yang disebabkan pemanasan global oleh sinar
matahari dapat memberi dampak buruk bagi kesehatan. Radikal bebas merupakan
salah satu bentuk senyawa oksigen reaktif, yang diketahui sebagai senyawa yang
memiliki elektron tidak berpasangan. Adanya elektron yang tidak berpasangan
menyebabkan senyawa tersebut reaktif mencari pasangan, dengan cara menyerang
dan mengikat elektron molekul yang berada disekitarnya. Radikal bebas dapat
dihasilkan melalui 2 cara yaitu secara endogen (reaksi biokimiawi intrasel
maupun ekstrasel) dan secara eksogen (polusi, makanan ataupun absorpsi melalui
kulit). Keadaan di atas dapat menyebabkan kerusakan sel dan gangguan fungsi sel
yang dapat memicu munculnya berbagai penyakit seperti penyakit degeneratif,
penyakit autoimun hingga kanker. Tingginya kadar radikal bebas dalam tubuh
dapat ditunjukkan oleh rendahnya aktivitas antioksidan dalam tubuh, sehingga
diperlukan antioksidan alami dari luar tubuh (Winarsi, 2007).

Antioksidan adalah zat yang dapat menunda atau mencegah terjadinya
reaksi radikal bebas dalam tubuh (Prakash dkk., 2006). Salah satu sumber
antioksidan alami untuk mencegah radikal bebas yaitu daun singkong (Manihot
esculenta Crantz). Daun singkong diketahui memiliki kandungan senyawa aktif
flavonoid dan fenolik (Faezah dkk., 2013). Flavonoid merupakan senyawa
polifenol tanaman yang tersebar luas dalam berbagai bahan makanan dan dalam

berbagai konsentrasi sebagai antioksidan (Winarsi, 2007). Oleh karena itu, dalam



penelitian ini akan mengkaji daun singkong untuk mengetahui kadar flavonoid
total sebagai antioksidan alami yang dapat mencegah radikal bebas.

Penelitian daun singkong sebelumnya pernah dilakukan oleh Hasim dkk.
(2016) yang menyebutkan bahwa daun singkong diketahui mengandung senyawa
kelompok fenolik khususnya flavonoid yang merupakan salah satu antioksidan
alami. Analisis komponen fitokimia ekstrak daun singkong (Manihot esculenta
Crantz) menunjukkan ekstrak air dan ekstrak metanol daun singkong mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, tannin, fenolik, dan saponin.

Hal ini juga diperkuat dengan hasil penelitian pendahuluan yang telah
dilakukan bahwa ekstrak daun singkong mempunyai aktivitas antioksidan dengan
nilai ECso sebesar 4,6170 + 0,2570 mg/mL. Nilai ini menunjukkan konsentraasi
ekstrak daun singkong yang diperlukan untuk menghilangkan 50% aktivitas
DPPH (Puspitarini, 2010). Daun singkong banyak mengandung senyawa murni
dari jenis flavonoid seperti rutin dan kuersetin (Tsumbu dkk., 2011).

Metode yang digunakan yaitu metode ABTS karena pengujian ABTS ini
memiliki sensitivitas lebih tinggi daripada DPPH dan dapat dipakai untuk
menganalisa antioksidan pada makanan. Berdasarkan kemampuan senyawa
antioksidan antara DPPH dan ABTS memiliki perbedaan mekanisme reaksinya.
Pada DPPH kemampuan antioksidan suatu senyawa dilihat berdasarkan
kemampuan senyawa antioksidan untuk mendonorkan hidrogen. Sedangkan pada
uji ABTS kemampuan senyawa antioksidan berdasarkan kemampuan senyawa
antioksidan untuk menyetabilkan senyawa radikal bebas dengan mendonorkan

radikal proton (Fitriana dkk., 2015). Berdasarkan penelitian Indria (2018)



menyatakan bahwa fraksi air ekstrak etanol daun kelor menggunakan metode
DPPH memiliki nilai ICso sebesar 168,44 ng/ml maka tergolong antioksidan yang
lemah dan hasil penetapan kadar flavonoid total fraksi air ekstrak etanol diperoleh
sebesar 5,17 g/QE/g.

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka diketahui bahwa penelitian
untuk menguji aktivitas antioksidan dan kadar flavonoid total pada fraksi air
ekstrak etanol daun singkong dengan metode ABTS (2,2-Azinobis 3-ethyl
benzothiazoline 6sulfonic acid) belum pernah dilakukan sebelumnya dan
penelitian ini merupakan pengembangan pengujian aktivitas antioksidan yang

sebelumnya sudah di uji aktivitas antioksidannya dengan metode DPPH.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka diperoleh rumusan masalah
sebagai berikut:
. Apakah fraksi air ekstrak etanol daun singkong (Manihot Esculenta Crantz)
memiliki aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode ABTS yang

dinyatakan dengan ICso?

. Berapakah kadar flavonoid total pada fraksi air ekstrak etanol daun singkong

(Manihot Esculenta Crantz)?



1.

C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan :
Mengetahui apakah fraksi air ekstrak etanol daun singkong (Manihot
Esculenta Crantz) memiliki aktivitas antioksidan dengan menggunakan

metode ABTS yang dinyatakan dengan 1Cso.

. Mengetahui kadar flavonoid total pada fraksi air ekstrak etanol daun

singkong (Manihot Esculenta Crantz).

D. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat yaitu
memberikan informasi ilmiah mengenai fraksi air ekstrak etanol daun
singkong (Manihot Esculenta Crantz) yang memiliki aktivitas antioksidan
alami dan menambah ilmu pengetahuan tentang antioksidan dalam bidang

kesehatan serta referensi bagi penelitian selanjutnya.

E. Tinjauan Pustaka

Daun Singkong

. Klasifikasi

Manihot esculenta Crantz adalah semak kayu dari keluarga Euphorbiaceae,
yang berasal dari Amerika Selatan, secara luas dibudidayakan sebagai tanaman
tahunan di daerah tropis dan subtropis untuk tanaman tepung & akar umbinya

yang dapat dimakan yang merupakan sumber karbohidrat utama (Bahekar dan



Kale., 2013). Klasifikasi daun singkong berdasarkan hasil determinasi sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Sub Kingdom :Tracheobionta
Super Divisi : Spematophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas : Rosidae
Ordo : Euphorbiales
Famili : Euphorbiaceae
Genus : Manihot
Spesies : Manihot esculenta Crantz (Backer dkk., 1963 dan Steenis, 1981).

b. Morfologi

Gambar 1. Manihot esculenta Crantz (dokumentasi probadi)

Sinonimnya yaitu Cassava, manioc, yuca, tapioca, mandioca, shushu, muk
shue, cassave, maniok, tapioka, imanoka, maniba, kasaba, katela boodin, sweet
potato tree, Brazilian arrowroot. Tanaman ini adalah semak atau pohon semi-
kayu setengah tahunan yang tinggi, yang dapat tumbuh hingga setinggi 7 m,
memiliki batang tunggal hingga bercabang. Kulit kayu luar berwarna halus,

berwarna coklat muda hingga abu-abu kekuningan sementara kulit kayu bagian



C.

dalam adalah berwarna krem-hijau dan dalam konsistensi kayu lunak (Bahekar
dan Kale, 2013).

Daun memiliki klasifikasi yaitu tangkai daun kehijauan menjadi merah.
Daun berwarna hijau tua di atas dan pucat kehijauan di bawahnya, kadang
beranekaragam dan gagang bunga berwarna hijau muda sampai merah. Buah agak
bulat, hijau (hingga kuning muda, putih, coklat tua), halus, dan dengan sayap
memanjang (Bahekar dan Kale, 2013).

Akar daun singkong tumbuh dalam kelompok 4-8 di pangkal batang. Akar
berdiameter 1-4 inci dan panjang 8-15 inci. Interior putih murni lebih kencang
dari kentang dan mengandung konten pati tinggi. Akar ditutupi dengan kulit
berserat coklat kemerahan tipis yang dihilangkan dengan cara dikikis dan dikupas.
Batang tunggal hingga beberapa batang, batang berwarna hijau muda sampai
kemerahan, node kemerahan. Kulit luarnya halus, coklat muda ke abu-abu
kekuningan & kulit bagian dalam berwarna krem-hijau (Bahekar dan Kale, 2013).
Kandungan Senyawa

Daun singkong diketahui mengandung senyawa kelompok fenolik
khususnya flavonoid yang merupakan salah satu antioksidan alami ( Hasim dkk.,
2016). Tanaman yang termasuk famili Euphorbiaceae ini kaya kandungan kimia
seperti hidrat arang, kalsium, fosfor, lemak, protein, vitamin A, vitamin B,
vitamin C, zat besi (daun), enzim peroksidase, glikosida, kalsium, protein,

kalsium oksalat, tanin (kulit batang) dan vitamin C (umbi) (Hariana, 2015).



d. Khasiat
Daun singkong (Manihot esculenta Crantz) diketahui mengandung
senyawa kelompok fenolik khususnya flavonoid yang merupakan salah satu
antioksidan alami. Selain berperan sebagai antioksidan daun singkong juga dapat
dijadikan sebagai obat tradisional yaitu dapat digunakan masyarakat untuk
mengobati penyakit beri-beri, rematik dan penglihatan kurang jelas (Hariana,

2015).

. Senyawa Flavonoid

Flavonoid adalah sekelompok besar senyawa polifenol yang tersebar luas
dalam berbagai tanaman. Flavonoid mempunyai sejumlah gugus hidroksil
sehingga bersifat polar. Flavonoid dapat larut dalam pelarut yang bersifat polar
seperti air, etanol, metanol, butanol dan aseton. Adanya gula yang terikat dalam
flavonoid cenderung menyebabkan flavonoid lebih mudah larut dalam air dengan
demikian pelarut air merupakan pelarut yang lebih baik untuk flavonoid jenis
glikosida (Markham, 1998).

Istilah "flavonoid" umumnya digunakan untuk menggambarkan koleksi
luas produk alami yang mencakup kerangka karbon C6-C3-C6, atau lebih khusus
fungsi fenilbenzopiran. Bergantung pada posisi hubungan cincin aromatik dengan
bagian benzopyrano (chromano), kelompok produk alami ini dapat dibagi menjadi
tiga kelas: flavonoid (2-phenylbenzopyrans) 1, isoflavonoid (3-benzopyrans) 2,

dan neoflavonoids (4-benzopyrans)3 (Marais dkk, 2006). Berdasarkan posisi



hubungan cincin aromatik dengan bagian benzopyrano dapat dilihat pada Gambar

3
Gambar 2 . Struktur umum flavonoid (1), isoflavonoid (2), dan neoflavonoid (3) (Marais dkk, 2006).

Sebagai antioksidan, flavonoid dapat menghambat penggumpalan keping-
keping sel darah, merangsang produksi nitrit oksida yang dapat melebarkan
(relaksasi) pembuluh darah, dan juga menghambat pertumbuhan sel kanker. Sifat
antiradikal flavonoid terutama terhadap radikal hidroksil, anion superoksida,
radikal peroksi dan alkoksil. Senyawa flavonoid ini memiliki afinitas yang sangat
kuat terhadap ion Fe (Fe diketahui dapat mengkatalisis beberapa proses yang
menyebabkan terbentuknya radikal bebas) (Winarsi, 2007).

Rutin bersifat antioksidan dimana senyawa ini dapat mencegah serangan
lipid membran. Rutin menunjukkan kerjanya sebagai inhibitor peroksidasi lipid
yang bergantung pada Fe, karena senyawa ini dapat membentuk kompleks inert
bersama Fe. Senyawa flavonoid bekerja dengan cara mengkhelat logam, serta
menangkap/menghentikan aktivitas radikal bebas. Hal ini terjadi interaksi rutin
dengan ion superokside. Rutin lebih efektif menghambat sistem peroksidasi lipid
yang tergantung pada ion Fe. Pengkhelatan ion Fe meneyebabkan kompleks ion
inert dan tidak dapat mengawali terjadinya peroksidasi lipid sehingga aktivitas

radikal bebas kompleks ion flavonoid dapat dihentikan (Winarsi, 2007).



3. Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung
satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital luarnya. Adanya eletron
tidak berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari
pasangan, dengan cara menyerang dan mengikat elektron molekul yang berada
disekitarnya. Jika elektron yang terikat oleh senyawa radikal bebas tersebut
bersifat ionik, dampak yang timbul memang tidak begitu berbahaya. Bila ion yang
terikat radikal bebas dari senyawa yang berikatan kovalen, akan sangat berbahaya
karena ikatan digunakan secara bersama-sama pada orbit terluarnya (Winarsi,
2007).

Reaktivitas radikal bebas merupakan upaya untuk mencari pasangan
elektron. Sebagai dampak kerja radikal bebas tersebut, akan terbentuk radikal
bebas baru yang berasal dari atom atau molekul yang elektronnya diambil untuk
berpasangan dengan radikal sebelumnya. Apabila dua radikal senyawa bertemu,
elektron-elektron yang tidak berpasangan dari kedua senyawa tersebut akan
bergabung dan membentuk ikatan kovalen yang stabil. Radikal bebas dapat
terbentuk melalui 2 cara, yaitu secara endogen (sebagai respon normal proses
biokimiawi intrasel maupun ekstrasel) dan secara eksogen (polusi, makanan serta

injeksi ataupun absorpsi melalui kulit) (Winarsi, 2007).

4. Ekstraksi
Beberapa metode ekstraksi yang dapat digunakan untuk memperoleh ekstrak

komponen suatu sampel, yaitu metode maserasi, refluks, dan soxhlet. Ekstrak



adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia
nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua
atau hampir semua pelarut divapkan dan massa atau serbuk yang tersisa
diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Depkes
RI, 1995).

Maserasi (macerase = mengairi, melunakkan) adalah cara ekstraksi yang
paling sederhana. Bahan simplisia yang dihaluskan sesuai dengan syarat
farmakope disatukan dengan bahan pengekstraksi. Selanjutnya rendaman tersebut
disimpan terlindungi dari cahaya langsung (mencegah reaksi yang dikatalisis
cahaya atau perubahan warna) dan dikocok kembali. Waktu lamanya maserasi
berbeda-beda masing-masing farmakope mencantumkan 4-10 hari (Voigt, 1994).

Setelah selesai waktu maserasi, artinya keseimbangan antara bahan yang
diekstraksi pada bagian dalam sel dengan yang masuk kedalam cairan, telah
tercapai maka proses difusi segera berakhir. Keadaan diam selama maserasi
menyebabkan turunnya perpindahan bahan aktif (Voigt, 1994).

Prinsip dari ekstraksi maserasi adalah penyarian zat aktif yang dilakukan
dengan cara merendam serbuk dalam cairan penyari yang sesuai selama sehari
atau beberapa hari, cairan penyari akan masuk ke dalam sel melewati dindig sel.
Isi sel akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel
dengan di luar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan
diganti oleh cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi) (Ansel,
1989). Keuntungan dari metode ini ialah peralatannya yang sederhana, sedang

kerugiannya antara lain waktu yang diperlukan untuk mengestrak sampel cukup

10



lama, cairan penyari yang digunakan lebih banyak, tidak dapat digunakan untuk
bahan-bahan yang mempunyai tekstur keras seperti benzoin, tiraks, dan lilin

(Simanjuntak, 2008).

. Fraksinasi

Fraksinasi merupakan metode pemisahan komponen campuran yang berasal
dari ekstrak hasil ekstraksi. Fraksinasi dilakukan untuk memisahkan golongan
utama kandungan yang satu dari golongan utama yang lainnya berdasarkan
perbedaan kepolaran. Metode fraksinasi yang biasa digunakan adalah dengan
ekstraksi cair-cair dan kromatografi. Proses fraksinasi ekstrak secara ekstraksi
cair-cair dilakukan berdasarkan perbedaan kelarutan atau koefisien partisi

senyawa diantara dua pelarut yang saling tidak bercampur (Harborne, 1987).

. Antioksidan

Antioksidan adalah suatu senyawa yang dapat menunda, memperlambat atau
mencegah terjadinya proses oksidasi lipida. Dalam arti khusus, antioksidan adalah
zat yang dapat menunda atau mencegah terjadinya reaksi autooksidasi radikal
bebas dalam oksidasi lipida (Prakash dkk., 2006).

Antioksidan dikelompokkan menjadi 2 yaitu antioksidan enzimatis (enzim
superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation peroksidase) dan non-
enzimatis masih dikelompokkan menjadi dua yaitu antioksidan larut lemak
(tokoferol, karotenoid, flavonoid, quinon, dan bilirubin) dan antioksidan larut air

(asam askorbat, asam urat, protein pengikat logam dan protein pengikat heme).
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Antioksidan enzimatis dan non-enzimatis bekerjasama memerangi aktivitas
senyawa oksida dalam tubuh (Winarsi, 2007).

Antioksidan yang diproduksi oleh tubuh terdiri atas tiga enzim yaitu
superoksida dismutase (SOD), glutation peroksida (GSH Px), katalase serta
nonenzim yaitu senyawa protein kecil glutation. SOD berperan dalam melawan
radikal bebas pada mitokondria, sitoplasma dan bakteri aerob dengan mengurangi
bentuk radikal bebas superoksida. Antioksidan glutation peroksida bekerja dengan
cara menggerakkan H,0, dan lipid peroksida dibantu dengan ion logam-logam
transisi (Murray, 2003).

Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan digolongkan menjadi 3
kelompok yaitu antioksidan primer, sekunder dan tersier. Secara fisiologis
terdapat 2 sistem pertahanan tubuh dari antioksidan yaitu:

Sistem pertahanan preventif dengan cara pembentukan senyawa oksigen reaktif
dihambat cara pengkelatan metal, atau jika sudah terbentuk senyawa itu dirusak.
Sistem pertahanan melalui pemutusan reaksi radikal berantai, yang dilakukan oleh
antioksidan primer (Winarsi, 2007).

Menurut Blois, (1958) menyatakan bahwa aktivitas antioksidan dapat

diukur dari nilai ICs0 yang dinyatakan pada Tabel 1.

Tabel 1. Tingkat kekuatan antioksidan (Blois, 1958).

Aktivitas antioksidan Nilai ICso (ppm)
Sangat kuat <50

Kuat 50-100

Sedang 101-150

Lemah >150
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7. Spektrovotometri Uv-Vis

Spektrovotometri Uv-Vis adalah alat yang digunakan untuk mengukur serapan
yang dihasilkan dari interaksi kimia antara radiasi elektromagnetik dengan
molekul atau atom dari suatu zat kimia pada daerah Uv-Vis (Depkes RI, 1995).
Pengukuran serapan dapat dilakukan pada daerah ultraviolet (panjang gelombang
190 nm - 380 nm) atau pada daerah cahaya tampak (panjang gelombang 380 nm -
780 nm). Meskipun spektrum pada daerah ultraviolet dan daerah cahaya tampak
dari suatu zat tidak khas, tetapi sangat cocok untuk penetapan kuantitatif, dan
untuk beberapa zat berguna untuk membantu identifikasi. Daya serap atau serapan
jenis zat pada batas-batas kadar tertentu adalah tetap, tidak tergantung dari
intensitas radiasi, panjang jalan sinar dan kadar larutan sehingga spektrofotometri
serap dapat digunakan penetapan kadar (Depkes RI, 1979).

Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa intensitas yang diteruskan oleh
larutan zat penyerap berbanding lurus dengan tebal dan konsentrasi larutan.
Dalam hukum lambert-Beer tersebut ada beberapa pembatasan yaitu sinar yang
digunakan dianggap monokromatis, penyerapan terjadi dalam suatu volume yang
mempunyai penampang luas yang sama, senyawa yang menyerap dalam
larutantersebut tidak tergantung terhadap yang lain dalam larutan tersebut, tidak
terjadi peristiwa flouresensi atau fosforisensi dan indeks bias tidak tergantung
pada konsentrasi larutan. Rumus Hukum Lambert-Beer yaitu A = abc
Keterangan: A = absorban

a= absorptivitas

b = tebal kuvet (cm)
c= konsentrasi (Gandjar dan Rohman, 2007)
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Spektrofotometer Uv-Vis digunakan untuk membantu mengidentifikasi jenis
flavonoid dan menentukan pola oksigenasi. Spektrum flavonoid biasanya

ditentukan dalam larutan dengan pelarut metanol atau etanol (Markham, 1998).

. Metode ABTS

ABTS adalah suatu radikal dengan pusat nitrogen yang mempunyai
karakteristik warna biru-hijau, yang bila tereduksi oleh antioksidan akan berubah
menjadi bentuk non radikal dari berwarna menjadi tidak berwarna. Metode ABTS
sangat sensitif terhadap cahaya, bahkan pembentukan ABTS memerlukan waktu
inkubasi selama 12-16 jam dalam kondisi gelap. Prinsip pengujian aktivitas
antioksidan dengan metode ABTS adalah penghilangan warna kation ABTS untuk
mengukur kapasitas antioksidan yang langsung bereaksi dengan radikal kation
ABTS (Finna dkk., 2018). Mekanisme reaksi radikal ABTS dan oksidasi ABTS

oleh kalium dapat dilihat pada Gambar 3 dan Gambar 4.
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Gambar 3. Mekanisme Reaksi Radikal ABTS (Huang dkk., 2005)
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Gambar 4. Oksidasi ABTS oleh kalium persulfat untuk menghasilkan kation radikal ABTS ** dan

reaksinya dengan senyawa antiradikal (AOH) (Oliveira, 2006).

F. Landasan Teori

Radikal bebas dapat dihasilkan melalui 2 cara yaitu secara endogen (reaksi
biokimiawi intrasel maupun ekstrasel) dan secara eksogen (polusi, makanan
ataupun absorpsi melalui kulit). Paparan radikal bebas menyebabkan kerusakan
sel dan gangguan fungsi sel yang dapat memicu munculnya berbagai penyakit
seperti penyakit degeneratif, penyakit autoimun hingga kanker (Winarsi, 2007).
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mencegah terjadinya radikal bebas.
Salah satu sumber antioksidan alami adalah daun singkong.

Berdasarkan penelitian dari Hasim dkk., (2016) menyebutkan bahwa daun
singkong diketahui mengandung senyawa kelompok fenolik khususnya flavonoid
yang merupakan salah satu antioksidan alami. Analisis komponen fitokimia
ekstrak daun singkong (Manihot esculenta Crantz) menunjukkan ekstrak metanol
daun singkong mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tannin, fenolik, dan
saponin.

Berdasarkan hasil penelitian dari Tsumbu dkk., (2011) daun singkong banyak
mengandung senyawa murni dari jenis flavonoid seperti rutin dan kuersetin.

Senyawa rutin dalam daun singkong yang diperkirakan merupakan senyawa yang
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berperan dalam penghambatan aktivitas radikal bebas. Rutin merupakan senyawa
golongan flavonoid golongan glikosida yang menjadi kandungan Manihotis
Folium. Rutin adalah senyawa flavonoid yang larut dalam etanol dan air.
Berdasarkan hasil penelitian dari Sari (2010) menunjukkan bahwa komposisi
etanol pelarut yang menghasilkan kadar rutin tertinggi adalah murni etanol 96%
tanpa diambah air, dengan rata-rata kadar rutin 5,9664pug/pl £2.4718.

Menurut penelitian Irianti dkk., (2015) menyatakan bahwa penyarian
dengan etanol 96% untuk ekstrak etanol daun mengkudu yang difraksinasi
menggunakan pelarut air memiliki kandungan flavonoid glikosida yang lebih
tinggi dibandingkan ekstrak etanol daun mengkudu. Berdasarkan penelitian
Verawati dkk. (2017) menyatakan bahwa aktivitas antioksidan dengan metode
DPPH paling baik dihasilkan oleh ekstrak dari metode maserasi dibandingkan
dengan metode perkolasi dan sokhletasi dengan nilai ICso berturut-turut sebesar
35,05 pg/ml, 49,67 pg/ml dan 49,98 pg/ml.

Metode yang digunakan yaitu metode ABTS karena pengujian ABTS ini
memiliki sensitivitas lebih tinggi daripada DPPH dan dapat dipakai untuk
menganalisa antioksidan pada makanan. Berdasarkan kemampuan senyawa
antioksidan antara DPPH dan ABTS memiliki perbedaan mekanisme reaksinya.
(Fitriana dkk., 2015). Berdasarkan penelitian Indria (2018) menyatakan bahwa
fraksi air ekstrak etanol daun kelor menggunakan metode DPPH memiliki nilai
ICso sebesar 168,44 pg/ml maka tergolong antioksidan yang lemah dan hasil

penetapan kadar flavonoid total fraksi air ekstrak etanol diperoleh sebesar 5,17

g/QE/g.
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G. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori tersebut, maka dapat diperoleh hipotesis yaitu:
Fraksi air ekstrak etanol daun singkong (Manihot Esculenta Crantz) memiliki
aktivitas antioksidan.
Fraksi air ekstrak etanol daun singkong (Manihot Esculenta Crantz) memiliki

kandungan flavonoid.
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BAB II. METODE PENELITIAN

A. Bahan dan Alat yang Digunakan

1. Bahan

Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz) yang diperoleh dari Kelurahan
Sampangan Kecamatan Gajah Mungkur, Semarang Jawa Tengah. Pelarut yang
digunakan untuk ekstraksi adalah etanol 96% teknis (Merck). Bahan yang
digunakan untuk fraksinasi adalah aquadest dan etil asetat teknis (Merck). Bahan
yang digunakan untuk uji aktivitas antioksidan adalah ABTS (2,2 Azinobis (3-
ethylbenothiazoline) 6-Sulfonic Acid) (Merck), rutin, dan kalium persulfat
K,S,0g, metanol p.a (Merck), aquadest dan etanol p.a (Merck). Bahan yang
digunakan untuk penentuan kadar flavonoid total adalah metanol p.a (Merck),
rutin, pereaksi AIClz 10% (Merck), kalium asetat (CH3COOK), dan etanol p.a
(Merck).
2. Alat

Seperangkat alat ekstraksi yang terdiri dari seperangkat alat gelas (Iwaki
Pyrex), perangkat maserasi, penyerbuk elektrik, timbangan elektrik (Ohaus),
moisture balance (Ohaus), vacum, corong buchner, oven, rotary evaporator
(Heidolph). Seperangkat alat penetapan kadar flavonoid total dan uji aktivitas
antioksidan adalah seperangkat alat gelas (Iwaki Pyrex), Spektrofotometer Uv-Vis

1800 (Shimadzu), dan mikropipet.
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B. Jalannya Penelitian

1. Pengumpulan Bahan

Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz) yang digunakan pada
penelitian ini berupa bagian daun singkong berwarna hijau yang muda dan segar,
yaitu dari ujung batang yang masih muda. Menurut penelitian Solikhah dkk.,
(2019) menyatakan bahwa sampel daun singkong yang digunakan yaitu daun
singkong yang terletak pada posisi ketiga sampai tujuh dari pucuk tanaman.
2. Determinasi tanaman

Determinasi dilakukan untuk mengetahui identitas tumbuhan yang
digunakan pada penelitian, yaitu tumbuhan singkong. Determinasi dilakukan di
laboratorium Ekologi dan Biosistematika, Jurusan Biologi Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Diponegoro Semarang (Backer dkk.,
1963 dan Steenis, 1981).
3. Pembuatan Serbuk Simplisia

Pembuatan serbuk daun singkong dari daun singkong yang dipetik
langsung kemudian dilakukan sortasi dan pencucian dengan air mengalir untuk
menghilangkan pengotor yang menempel. Daun singkong ditimbang untuk
mengetahui berat daun singkong, kemudian dilakukan pengovenan untuk
menghilangkan sisa kadar air dengan suhu 50°C sampai kering dengan ciri-ciri
daun singkong mudah hancur bila diremas dengan tangan. Simplisia yang sudah
kering disortasi kering untuk memastikan tidak ada pengotor yang tidak
diinginkan atau memisahkan bagian simplisia yang sudah rusak atau gosong

akibat pengovenan. Simplisia kering dibuat dalam bentuk serbuk dengan cara
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diblender dan diayak dengan menggunakan penyerbuk elektrik untuk
mendapatkan derajat halus yang sama (Hasim dkk., 2016).

Hasil serbuk yang diperoleh kemudian disaring dengan kertas saring.
Persyaratan kadar air pada simplisia kering sebelum dilakukan proses penyarian
yaitu kurang dari 10 %. Setelah diperoleh hasil kadar air, susut pengeringan

serbuk simplisia dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

. bobot awal-bobot akhir
Susut Pengeringan = x 100%
bobot awal

Serbuk yang diperoleh kemudian disimpan di tempat yang tidak terkena
sinar matahari supaya tidak terjadi dekomposisi kandungan senyawa dan diberi
silika gel agar dapat tahan lama (Depkes RI, 1985).

4. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Singkong

Serbuk simplisia daun singkong sebanyak 1 kg diekstraksi menggunakan
metode maserasi. Serbuk simplisia dimasukkan kedalam toples kaca yang bersih
kemudian ditambah etanol 96% sebanyak 7500 ml sebagai cairan penyari. Toples
kaca ditutup rapat dan diletakkan pada tempat yang terlindung dari cahaya.
Campuran tersebut didiamkan selama 4 hari dengan pengadukan 2 kali sehari,
kemudian campuran etanol 96% dan serbuk daun singkong disaring. Hasil dari
penyaringan ini disebut maserat I. Ampas hasil penyaringan diremaserasi dengan
etanol 96% sebanyak 2500 ml dan diletakkan pada tempat yang terlindung dari
cahaya. Campuran didiamkan selama 2 hari dengan pengadukan 2 kali sehari,
kemudian campuran etanol 96% dan serbuk daun singkong disaring. Hasil dari

penyaringan ini disebut maserat II.
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Hasil maserat I dan maserast II dicampur, kemudian diuapkan dengan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C dengan kecepatan 60 rpm
sampai tidak ada etanol yang menetes dan didapatkan ekstrak kental (Hasim dkk.,
2016). Setelah diperoleh ekstrak kental daun singkong, randemen ekstrak dapat
dihitung dengan rumus sebagai berikut :

Bobot ekstrak kental

Randemen = X 100%

Bobot serbuk

Ekstrak yang didapatkan kemudian disimpan guna mempertahankan
kualitas fisik dan kestabilan kandungan senyawa aktif sehingga tetap memenuhi
persyaratan mutu (Depkes RI, 1985). Skema jalannya ekstraksi dapat dilihat pada

Gambar 5.

Serbuk simplisia daun singkong sebanyak 1 kg

'

Maserasi

|

1 liter Etanol 96%

|

Ekstrak Etanol Kental Daun Singkong

|

Ekstrak kental disimpan di dalam desikator

Gambar 5. Skema pembuatan Ekstrak Etanol Daun Singkong
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5. Fraksinasi Ekstrak Etanol Daun Singkong

Fraksinasi ekstrak etanol 96% daun singkong dilakukan secara partisi dengan
menggunakan corong pisah yang bertujuan untuk memisahkan campuran
komponen kimia yang terdapat dalam ekstrak menggunakan dua pelarut yang
tidak bercampur. Komponen kimia yang terdapat dalam ekstrak tumbuhan akan
larut kedalam pelarut sesuai dengan tingkat kepolaran yang dimiliki oleh senyawa
tersebut yaitu n-Heksan bersifat non polar, etil asetat bersifat semipolar dan air
bersifat polar (Harborne, 1987).

Fraksinasi ekstrak etanol daun singkong dilakukan secara partisi
menggunakan corong pisah. Ekstrak etanol daun singkong sebanyak 20 g
dilarutkan dalam 200 mL air hingga larut sempurna. Kemudian ekstrak tersebut
ditambahkan 200 mL etil asetat dalam corong pisah. Campuran digojog hingga
terbentuk 2 lapisan dan dipisahkan fase-fase yang terbentuk. Sisa fase air
ditambah 200 mL etil asetat dan digojog hingga terjadi pemisahan kembali.
Dilakukan cara yang sama hingga fase dari air yang ditambahkan jernih (tidak ada
zat yang tersari). Hasil fraksinasi air dikentalkan dengan rotary evaporator.
Randemen ditimbang bobot ekstrak kentalnya dan dicatat sebagai bobot fraksi air
ekstrak etanol daun singkong. Fraksi fraksi air ditentukan aktivitas antioksidannya

dengan metode ABTS. Skema jalannya fraksinasi dapat dilihat pada Gambar 6.
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Ekstrak etanol daun singkong

=dilarutkan dengan air

-ditambahkan dengan etil asetat
(perbandingan 1:1 terhadap jumlah
campuran)

Campuran 2 Fase

-Kocok kuat pada corong pisah
- kedua fase dibiarkan memisah
-diulangi sampai fase atas jernih

v v
Fraksi etil asetat Fraksi Air
Dipekatkan dengan Re

A 4

Fraksi  kental  air
ekstrak etaniol daun
singkong

Gambar 6. Skema jalannya fraksinasi

6. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode ABTS

a. Pembuatan Larutan Blanko ABTS

Pembuatan Larutan Blanko ABTS, dilakukan dengan cara serbuk ABTS
ditimbang sebanyak 100,5 mg dilarutkan dengan aquadest sebanyak 25 mL
(7,33mM) dan dibuat larutan (K,S,0g) sebanyak 165,56 mg ditambahkan
aquadest sebanyak 250 mL (2,45mM), kedua larutan tersebut dicampur kemudian
diselubungi dengan aluminium foil agar tidak terkena cahaya matahari.
Selanjutnya diinkubasi selama 6 jam hingga tercampur rata agar reaksi yang

terjadi dapat sempurna (Lee dkk., 2006).

23



b. Pembuatan Larutan Induk (400,4 ppm)

100,1 mg rutin ditimbang lalu dilarutkan dengan metanol hingga larut.
Larutan tersebut dimasukkan dalam labu takar 250 mL, ditambahkan metanol p.a
sampai tanda batas.

c. Pembuatan Seri Konsentrasi Larutan Sampel

Fraksi air ekstrak etanol daun singkong ditimbang 100,2 mg, kemudian
dilarutkan ke dalam 100 ml metanol (1002 ppm), dibuat seri kadar (5, 10, 20, 40
dan 80 ppm).

d. Penentuan Panjang Gelombang () Maksimal

Penentuan A maksimal dilakukan dengan cara 3 ml larutan ABTS diukur
absorbansi larutan pada spektrofotometer dengan rentang panjang gelombang
400-800 nm. Larutan blanko yang digunakan adalah aquadest.

e. Penentuan Operating Time

Penentuan Operating Time dilakukan dengan cara diambil larutan induk
rutin 75 pl kemudian ditambah ABTS 1 mL lalu dicukupkan volumenya sampai 5
ml dengan etanol p.a. Larutan dihomogenkan dengan cara divortex selama 30
detik dan diukur pada menit ke 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, dan 60
pada A maksimum. Waktu peredaman radikal ABTS yang menghasilkan
absorbansi paling stabil dan memberikan serapan paling tinggi merupakan
Operating Time. Serapan yang tinggi menunjukkan sampel sudah bereaksi dengan

sempurna (Sami dan Rahimah, 2016).
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f.  Pengukuran serapan larutan blanko ABTS
Larutan blanko ABTS dipipet sebanyak 1 ml dan dicukupkan volumenya
sampai 5 ml dengan eranol p.a. dalam labu ukur. Larutan ini kemudian dibaca
absorbansinya dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum (Sami dan Rahimabh., 2016).
g. Uji Aktivitas Antioksidan Metode ABTS
1) Uji Aktivitas Antioksidan Rutin
Larutan pembanding rutin 400,4 ppm dipipet masing-masing 25 ul,
50 pl, 75 pl, 100 pl dan 125 pl, campuran ditambah 1 ml larutan ABTS lalu
dicukupkan volumenya sampai 5 ml dengan etanol p.a. sehingga diperoleh
larutan dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm.
Selanjutnya dihomogenkan lalu didiamkan ditempat gelap selama operating
time selanjutnya diukur  serapan dengan spektrofotometri  UV-Vis.
Besarnya daya antioksidan dihitung dengan rumus (Sami dan Rahimabh,

2016) :

(Abs Blanko-Abs Sampel)
Daya antioksidan =  4bsorbansiBlanko  x 100 %

2) Uji Aktivitas Antioksidan Daun Singkong

Larutan stok sampel fraksi air ekstrak etanol daun singkong 1002
ppm dipipet masing-masing 50 ul, 100 ul, 200 ul, 400 dan 250 pl, campuran
ditambah 1 ml larutan ABTS lalu dicukupkan volumenya sampai 10 ml
dengan etanol p.a. sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 5 ppm, 10
ppm, 20 ppm, 40 ppm dan 80 ppm. Selanjutnya dihomogenkan lalu

didiamkan ditempat gelap selama operating time selanjutnya diukur serapan
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dengan spektrofotometri Uv-Vis. Besarnya daya antioksidan dihitung

dengan rumus (Sami dan Rahimah, 2016) :

(Abs Blanko—-Abs Sampel)
Daya antioksidan =  Absorbansi Blanko x 100 %

7. Penetapan Kadar Flavonoid Total
a. Pembuatan Larutan Induk Rutin (400,4 ppm)

100,1 mg rutin ditimbang lalu dilarutkan dengan metanol hingga larut.
Larutan tersebut dimasukkan dalam labu takar 250 mL, ditambahkan metanol p.a
sampai tanda batas.

b. Pengukuran Panjang Gelombang (1) maksimum

Pengukuran panjang gelombang maksimum dilakukan dengan membuat
larutan rutin pada konsentrasi 6 ppm. Larutan tersebut ditambah dengan AlCl3 dan
kalium asetat kemudian diukur menggunakan spektrofotometer visibel pada lamda
400-800 nm dengan nilai absorbansi larutan antara 0,2-0,8 (Wahyulianingsih dkk.,
2016).

c. Penentuan Operating time

Penentuan operating time atau waktu operasional dilakukan dengan
membuat larutan rutin pada konsentrasi 6 ppm. Larutan tersebut ditambah dengan
AICl3 dan kalium asetat kemudian diukur menggunakan spektrofotometer visibel
pada panjang gelombang maksimum dengan waktu pengukuran pada menit ke
5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, dan 60. Penentuan operating time
ditentukan dengan melihat nilai absorbansi yang stabil pada hasil pengukuran

(Wahyulianingsih dkk., 2016).
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d. Pembuatan Kurva Baku Rutin

Pembuatan kurva baku dilakukan dengan membuat larutan rutin pada seri
konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm. Seri konsentrasi rutin 2 ppm dibuat dengan
cara mengambil larutan standar rutin 400,4 ppm sebanyak 25 mL dengan
menggunakan mikropipet kemudian ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas 5
mL. Pembuatan seri konsentrasi 4, 6, 8, dan 10 ppm dilakukan sama seperti pada
konsentrasi 2 ppm. Larutan tersebut kemudian diukur dengan spektrofotometer
visibel pada panjang gelombang maksimal (Manik dkk., 2014).
e. Pengukuran Flavonoid Total

Analisis kuantitatif flavonoid total pada daun singkong dilakukan dengan
metode spektrofotometri visibel menggunakan pereaksi alumunium klorida
(AICl3). Larutan induk fraksi air ekstrak etanol daun singkong yang sudah
diencerkan diambil sebanyak 0,2 mL ditambah 0,1 mL AICl3 10%; 0,1 ml Kalium
Asetat 1M; 3,7 mL etanol p.a. dan ditambahkan aquadest hingga 5 mL. Larutan
tersebut didiamkan selama operating time kemudian diukur dengan
spektrofotometer visibel pada lamda maksimal (Manik dkk., 2014).

Skema jalannya penelitian dapat dilihat pada Gambar 7.

27



Pohon singkong

l -Determinasi Tanaman Singkong

Daun singkong

-Dicuci bersih
-Pembuatan Serbuk Simplisia
-Pembnatan Ekstrak Etanol Daun Singkong

Ekstrak Etanol Daun Singkong

-Fraksinasi

v
Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Singkong

2

v v

Penetapan kadar flavonoid total Uji aktivitas antioksidan metode

ABTS

-Di + AICI;, K. asetat,

etanol p.a, dan aquadest -Dibuat seri
konsentrasi 5, 10, 20

-Didiamkan 20 menit (OT) 40, 80 ppm

dan dibaca absorbansinya

pada A 411,7 nm -Di + 1 ml ABTS
7,33 mM
-Didiamkan 20
menit (OT) dan
dibaca absorbansinya
pada A 730 nm

\ 4 v
Kadar flavonoid total Nilai ICso

v y

-Analisa data

kesimpulan

Gambar 7. Skema jalannya penelitian
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8. Analisis Data
a. Uji Aktivitas Antioksidan
Data yang diperoleh berupa nilai absorbansi dari fraksi air ekstrak etanol

daun singkong kemudian dihitung persentase aktivitas antioksidannya dengan

rumus (Samin dkk., 2013) :

abs blangko — abs sampel

% Altivitas antioksidan = abs blangko x 100 %
Keterangan:

Abs blangko = absorbansi ABTS

Abs sampel = absorbansi fraksi air ekstrak etanol daun singkong

Data dianalisis menggunakan regresi linier antara seri konsentrasi (x) dan %
aktivitas antioksidan (y). Nilai ICs¢ diperoleh ketika y bernilai 50.
b. Penetapan Kadar Flavonoid Total

Data yang diperoleh berupa nilai absorbansi dari fraksi air ekstrak etanol
daun singkong dihitung kadar flavonoid total dengan memplotkan nilai absorbansi
sampel fraksi air ekstrak etanol daun singkong ke dalam persamaan kurva baku

rutin. Flavonoid total dihitung dengan rumus (Samin dkk., 2013):

Kadar flavonoid total = £X \;X fp

Keterangan:

C = Kosentrasi Flavonoid (nilai X)

\" = Volume fraksi yang digunakan (ml)
Fp = Faktor Pengenceran

G = Berat sampel yang digunakan (g)
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ekstrak etanol daun mengkudu yang difraksinasi menggunakan pelarut air

memiliki kandungan flavonoid glikosida yang tinggi.

BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
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Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan :

Fraksi air ekstrak etanol 96 % daun singkong memiliki aktivitas antioksidan
kuat dengan metode ABTS, dengan nilai ICso sebesar 62,31 ug/mL.

Fraksi air ekstrak etanol 96 % daun singkong memiliki kadar flavonoid total

sebesar 39,62 mgRE/g.

B. Saran
Saran dari penelitian ini adalah :
Perlu dilakukan penelitian tentang isolasi hasil fraksi air ekstrak etanol daun

singkong mengandung senyawa flavonoid jenis glikosida
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