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Abstract

Antioxidant plays an important role in the body’s defense against various diseases, because
antioxidant compounds were able to prevent bad effects caused by free radicals. Phenolic and
flavonoids compound are known as natural antioxidant from plants. Binahong (Anredera
cordifolia) is known contain phenolic and flavonoid. The aim of this research was to determine
total phenolics, flavonoids content and also antioxidant activity from extract binahong using
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method. The results showed that binahong ethanol
extract had total phenolic 223.76 mg GAE/g and flavonoid content of 0.483 mg RE/g.
Meanwhile, for antioxidant activity, ICso for ethanol extract, ethyl acetate fraction, and water
fraction were 717.27; 586.28; dan 425.81 ppm respectively. Binahong extracts and fractions
are included in the weak antioxidant category.

Keywords: phenolics, flavonoids, antioxidant, binahong

1. INTRODUCTION

Penggunaan tanaman untuk pengobatan sudah sejak lama dilakukan. Saat ini semakin
banyak penelitian untuk mendapatkan sumber-sumber pengobatan dari tanaman obat, salah
satu bidang penelitian yang sedang banyak diminati saat ini adalah berhubungan dengan radikal
bebas dan aktivitas antioksidan. Tanaman obat banyak dieksplorasi penggunaannya sebagai
aktivitas antioksidan, karena senyawa antioksidan alamiah cenderung lebih aman dibandingkan
dengan antioksidan sintetis (Hamzah et al., 2022).

Radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan, membuat molekul
tidak stabil dan sangat reaktif. Reaksi yang terjadi terus-menerus di dalam tubuh jika tidak
dikendalikan dapat menimbulkan berbagai macam penyakit seperti kanker, penuaan dini, dan
penyakit degeneratif lainnya. Senyawa yang diperlukan untuk mencegah dan menetralkan
kerusakan akibat radikal bebas adalah senyawa antioksidan, karena senyawa antioksidan dapat
mencegah reaksi berantai yang diakibatkan oleh radikal bebas (Nugraheni et al., 2024).

Metode penguujian untuk mengetahui kemampuan aktivitas antioksidan dari bahan alam

adalah metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Metode ini memiliki kelebihan yaitu
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proses pengukurannya lebih cepat, sederhana, dan juga membutuhkan biaya yang murah
(Nugraheni et al., 2024).

Daun Binahong (Anredera cordifolia Ten.Steenis) telah banyak diteliti aktivitas senyawa
kimianya, dengan memfokuskan kepada kandungan metabolit sekunder seperti fenolik dan
alkaloid. Dari penelitian yang sudah dilakukan menyimpulkan bahwa ekstrak metanol dari
tanaman binahong memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan semua
pelarut (Hamzah et al., 2022). Dari penelitian yang sudah dilakukan, belum ada penelitian yang
melakukan pengukuran kandungan metabolit sekunder flavonoid dan juga pengukuran
aktivitas antioksidan dari fraksi daun binahong. Sehingga tujuan penelitian ini adalah untuk
menentukan kandungan fenolik, flavonoid total, juga pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak

etanol dan fraksi dari daun binahong.

2. RESEARCH METHOD
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu
UV 1800, Jepang), rotary vaporator (IKA RV 8§, Jerman), timbangan analitik, maserator, labu
tentu ukur, gelas ukur, dan alat-alat lain yang umum digunakan di laboratorium. Bahan kimia
yang digunakan meliputi etanol 70%, FeCls, gelatin 1%, HCI, serbuk magnesium (Mg), asam
galat, kuersetin, pereaksi Folin-Ciocalteu, AICl3, natrium karbonat, natrium asetat, dan DPPH
(Sigma Aldrich). Semua bahan kimia yang digunakan merupakan pelarut analitis (Merck,

Jerman).

Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Daun binahong dikumpulkan dari Balai Penelitian, Tanaman Rempah dan Obat, Kebun
Percobaan Manoko, Cikahuripan, Kecamatan Lembang, Jawa Barat pada bulan Agustus 2019.
Tanaman diidentifikasi di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor.

Ekstraksi
Daun binahong sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan
metode maserasi selama 3x24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair

dikumpulkan dan diuvapkan dengan rotary vaporator kemudian dihitung rendemen ekstrak

(Fathurrahman et al., 2024).



Fraksinasi

Ekstrak etanol kental daun binahong difraksinasi dengan menggunakan metode
ekstraksi cair-cair. Ekstrak dilarutkan dengan akuades yang sudah dipanaskan pada suhu 60°C
lalu dipartisi dengan menggunakan n-heksan dan etil asetat sebanyak 3 kali untuk masing-
masing pelarut. Seluruh fraksi dikumpulkan dan diuapkan, kemudian dihitung rendemen fraksi

(Herawati & Hanifah, 2018).

Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong
dengan menggunakan metode Harborne, 1998, yang meliputi metabolit sekunder alkaloid,
flavonoid, tanin, fenolik, dan saponin, hal ini untuk memastikan bahwa proses ekstraksi tidak
merusak kandungan kimia dari daun binahong. Sementara, penapisan fitokimia pada fraksi

dilakukan untuk mengetahui pengelompokkan metabolit sekunder berdasarkan kepolarannya.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong menggunakan
Metode DPPH

Dilarutkan 4 mg DPPH dengan etanol 96% dalam labu ukur 100 mL (40 g/mL).
Vitamin C dan sampel (ekstrak dan fraksi) dilarutkan dengan menggunakan etanol 96%
sehingga didapatkan konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm untuk vitamin C dan 25, 50, 75, 100, dan
200 ppm untuk ekstrak dan fraksi daun binahong. Sebanyak 2 mL dari vitamin C, ekstrak, dan
fraksi, dimasukkan masing-masing dalam tabung, ditambahkan 3 mL 40 g/mL DPPH.
Campuran divorteks dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 20 menit, kemudian
absorbansinya diukur pada 517 nm menggunakan spektrofotometer (Shizuma). Blanko yang
digunakan adalah 96% etanol.
Persentase aktivitas antoksidan dihitung menggunakan rumus:

% penghambatan DPPH = [(Ab-Aa)/Ab] x 100

Dengan Aa dan Ab masing-masing adalah nilai absorbansi sampel dan blanko. Persen

kurva penghambatan versus konsentrasi diplot dan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk

penghambatan 50% ditentukan dan dinyatakan sebagai nilai ICso (Herawati & Hanifah, 2018).

Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Binahong
Penentuan kadar fenolik total dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu

menurut Chun et al., 2003 dengan modifikasi. Sampel dibuat pada konsentrasi 2500 ppm



dengan pelarut etanol 70%. Sebanyak 0,5 mL sampel ditambahkan dengan 5 mL pereaksi
Folin-Ciocalteu (yang telah diencerkan dengan akuades pada perbandingan 1:10) dan 4 mL
natrium karbonat 1M. Campuran diinkubasi selama 15 menit, kemudian absobansi diukur pada
panjang gelombang maksimum. Kadar fenolik total dihitung menggunakan persamaan regresi

linear dari kurva kalibrasi asam galat.

Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Fernandes et al (2012)
yaitu: masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 2 mL ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan
I mL larutan AIClz 5%, dikocok dan ditambahkan akuades sampai 10 mL. Absorbansi larutan
ekstrak diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum.

Hasil penetapan kadar flavonoid total dihitung sebagai rutin dengan rumus:

AXFP
KFT = -

Ajren X (b —SP)
Keterangan:
KFT = Kadar Flavonoid Total
A = Absorbansi sampel
FP = Faktor Pengenceran
All(?m = Absorbansi spesifik untuk Rutin-AICl; (259,4)
B = Berat sampel yang dipakai
SP = Susut Pengeringan

3. RESULTS AND ANALYSIS
Hasil Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Pengumpulan simplisia daun binahong yang digunakan pada penelitian ini berasal dari
Lembang Kabupaten Bandung Barat dalam bentuk simplisia kering. Tanaman diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor dengan nomor surat 059/HB/02/2019.

Hasil Ekstraksi

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol 70%.
Mekanisme yang terjadi pada maserasi adalah adanya difusi dari pelarut ke dalam simplisia
sehingga metabolit sekunder yang memiliki tingkat kepolaran yang sama akan tertarik. Pelarut
etanol 70% yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pelarut universal yang dapat
menarik hampir seluruh metabolit sekunder yang bersifat polar. Kelebihan dari metode

maserasi adalah tidak merusak proses pengambilan metabolit sekunder pada simplisia, karena



tidak melibatkan pemanasan pada saat proses ekstraksi (Fathurrahman et al., 2024). Hasil

rendemen dari ekstrak etanol daun binahong pada penelitian ini adalah sebesar 19,08%.

Hasil Fraksinasi
Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan pemisahan menggunakan metode fraksinasi.
Tujuan dari fraksinasi adalah untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, sehingga
jumlah dan jenisnya menjadi fraksi yang berbeda (Putri et al., 2023). Metode fraksinasi yang
dipilih pada penelitian ini adalah metode cair-cair. Hasil rendemen dari fraksinasi ekstrak
binahong dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil Rendemen Fraksi Daun Binahong

Fraksi Hasil (gram) Rendemen (%)
Air 4,461 44,61
Etil asetat 4,171 41,71

Pelarut yang digunakan pada fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan air, tetapi
seperti yang terlihat pada tabel 1 tidak adanya fraksi n-heksan yang didapatkan pada penelitian
ini, yang kemungkinan mengindikasikan tidak ada atau sedikit senyawa metabolit sekunder
bersifar non polar di dalam ekstrak etanol daun binahong. Hal ini sesuai dengan sifat dari
pelarut etanol 70% sebagai pelarut universal yang banyak menarik senyawa bersifat polar, dan

sedikit senyawa yang bersifar semi polar dan non polar.

Hasil Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia bertujuan untuk melihat kandungan metabolit sekunder yang ada
dalam simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong secara kualitatif, yaitu dengan perubahan
warna yang terbentuk setelah direaksikan dengan pereaksi tertentu. Penapisan fitokimia
dilakukan terhadap semua sampel uji untuk meyakinkan bahwa ekstraksi ataupun fraksinasi
yang dilakukan tidak menghilangkan atau merubah kandungan metabolit sekunder yang ada
pada simplisia. Hasil penapisan fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Daun Binahong

Fraksi

Golongan Simplisia Ekstrak
Etil asetat  Air

Alkaloid + + + +
Fenolik + + + +
Flavonoid + + + +
Tanin + + - +



Saponin + + + +

Keterangan: (+) = mengandung metabolit sekunder
(-) = tidak mengandung metabolit sekunder

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia yang dilakukan, daun binahong memiliki
kandungan senyawa fenolik dan flavonoid yang merupakan metabolit penting pada tanaman
yang dapat dimanfaatkan dalam aktivitas antioksidan. Adanya gugus hidroksil aromatik pada
kedua metabolit sekunder tersebut dapat memfasilitasi pelepasan radikal (Aryal et al., 2019).
Pada hasil penapisan fraksi, masih terdapat metabolit sekunder yang sesuai dengan ekstrak.
Hal in1 menunjukkan bahwa proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini tidak merusak

metabolit sekunder.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong
Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan flavonoid memiliki gugus hidroksi (OH) yang dapat

menangkal radikal bebas di dalam tubuh (Sholikhah et al., 2023).

2
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Gambar 1. Hasil Panjang Gelombang Maksimum DPPH
Tabel 3. Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Sampel Konsentrasi  Absorbansi  %Inhibisi Persamaan ICso
(ppm) Linier (ppm)
Vitamin C 1 0,617 £0,002 52,93
(standar) 2 0,566 £0,002 56,77 _
3 0,478£0,004 63,51 ngg,gimw 0,567
4 0,400 £ 0,002 69,49 ’
5 0,341 £0,004 73,97
Ekstrak 25 0,640 £ 0,001 42,34
etanol 50 0,636 £0,002 42,67 —0.0111x+
75 0,633 +£0,001 42,94 2112 1’19 717,27
100 0,629 £ 0,002 43,33 ’

200 0,618 £ 0,002 44,29




Fraksi Etil 25 0,521 +0,004 41,16
Asetat 50 0,517+0,004 41,63

75 051340003 42,07 Za%gi%” 586.28
100 0.509+£0.006  42.50 ’
200 0.496+0.005  43.91
Fraksi Air 25 0,520+ 0,007 40,58
50 0.514£0008  47.33 -
75 0.509+0,005  54.65 15%2515” 425,81
100 0.504£0.003 6035 ;
200 0.485+0.009  68.06

Metode aktivitas antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH,
karena metode ini merupakan metode yang sederhana dan cepat dalam mengukur aktivitas
antioksidan dari bahan alam. Ekstrak tumbuhan yang berperan sebagai antioksidan akan
menyumbangkan satu elektron kepada DPPH untuk mereduksi radikal bebas dari DPPH.
Kekuatan antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso, di mana dapat diartikan sebagai konsentrasi
senyawa uji yang dapat menangkap 50% radikal bebas (Ladeska et al., 2022). Panjang
gelombang maksimum dari DPPH pada penilitian ini adalah 516 nm, seperti yang terlihat pada
Gambar 1.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas antioksidan karena,
Vitamin C merupakan vitamin yang paling sering digunakan sebagai antioksidan. Vitamin C
mampu menetralkan stres oksidatif melalui proses donasi/transfer elektron.

Kategori aktivitas antioksidan menurut Houghton & Raman (1998) ada empat, yaitu
antioksidan kuat (ICso: 50-100 ppm), sedang (ICs0:100-150 ppm), lemah (ICso :150-200 ppm),
dan sangat lemah (ICso >200 ppm).

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun binahong
memiliki aktivitas antioksidan sangat lemah, karena memiliki 1Cs50>200 ppm seperti yang
terlihat pada tabel 3. Hal ini sejalan dengan penelitian dari Hamzah dkk, 2022 yang
menyebutkan bahwa ekstrak daun binahong memiliki aktivitas sangat lemah dengan ICso

822,22 ppm.

Hasil Pengujian Kadar Fenolik Ekstrak Daun Binahong
Kadar fenolik dari ekstrak diukur menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan

pembanding asam galat. Kurva kalibrasi asam galat tertera pada Gambar 2.



Kurva Baku Asam Galat

¥ =0,0028x + 0,.2065
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R*=10,995
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Gambar 2. Kurva Asam Galat (n=3)

Tabel 4. Hasil Penentuan Kadar Fenolik Ekstrak Etanol Daun Binahong
Kadar Fenolik Rerata Kadar

Sampel Replikasi Konsentrasi Absorbansi Total Fenolik Total
(ppm) (mg GAE/g) (mg GAE/g)
1 0,829 222,32
Ekstrak 2 2500 0,834 224,11 223,760,012
3 0,835 224,46

Dari kurva kalibrasi asam galat pada gambar 2, didapat persamaan regresi linear yang
kemudian digunakan dalam menentukan kadar fenolik toal ekstrak etanol daun binahong.
Panjang gelombang maksimum pada pengukuran asam galat adalah 770 nm. Asam galat
digunakan dalam penelitian ini sebagai pembanding karena merupakan salah satu senyawa
fenolik dengan struktur sederhana, bersifat stabil, juga tersedia dalam keaadan murni (Senet et
al., 2018). Dari hasil penelitian didapatkan bahwa kadar fenolik total ekstrak daun binahong
sebesar 223,76 mg GAE/g seperti yang tertera pada tabel 4.

Hasil Pengujian Kadar Flavonoid Ekstrak Binahong

Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid berdasarkan penelitian
Fernandes et al (2012). Prinsip dari metode ini adalah kuantifikasi pembentukan komplek
flavonoid-AlCl3 dengan spektrofotometer UV-Vis, yang dihitung sebanding dengan flavonoid
rutin. Pembentukan senyawa komplek umumnya terjadi reaksi antara AICl; dengan flavonoid,
yang akan membentuk senyawa kompleks yang stabil dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3
atau C-5 gugus hidroksil dari flavon dan flavonol. Adanya penambahan AlCl; akan membentuk

kompleks asam yang stabil dengan gugus orthohidroksil pada cincin-A atau B dari senyawa-



senyawa flavonoid (Chang et al., 2020). Kadar flavonoid yang terdapat pada penelitian ini yaitu
sebesar 0,483 mg RE/g seperti yang tertera pada Tabel 5.
Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Rata-rata Kadar
Sampel Replikasi Absorbansi . Flavonoid (mg
Absorbansi
RE/g)
1 0,758
Ekstrak 2 0,805 0,788 0,483+0,025
3 0,800

Kadar fenolik dan flavonoid dari daun binahong yang didapatkan pada penelitian ini
adalah sebesar 223,76 mg GAE/g dan 0,483 mgRE/g secara berturut-turut, di mana termasuk
kadar fenolik dan flavonoid yang tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Fidrianny et al (2013), yang mendapatkan kadar flavonoid ekstrak etil asetat, n-heksan,
dan etanol sebesar 1,37%; 0,24%, dan 0,7% secara berturut-turut.

Rendahnya kadar fenolik, flavonoid, dan lemahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
fraksi daun binahong dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah senyawa
antioksidan yang ada dalam daun binahong yang tidak dipanen waktu pagi hari, hal ini dapat
menyebabkan hilangnya senyawa antioksidan, karena senyawa tersebut mudah teroksidasi. Hal
ini disebabkan karena antioksidan bekerja dengan mereduksi radikan bebas, sementara radikal
bebas dapat berdifusi dan tersebar dengan mudah di udara(Santos-Sanchez et al., 2019). Faktor
lainnya adalah proses pengeringan yang dilakukan sebaiknya tidak dilakukan pada pengeringan

pada udara terbuka dengan tidak di bawah cahaya matahari langsung.

4. CONCLUSION
Daun binahong memiliki kandungan fenolik yang cukup tinggi, tetapi memiliki kadar

flavonoid yang kecil, sehingga hal ini menyebabkan aktivitas antioksidan daun binahong

termasuk ke dalam kategori lemah.
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alkaloid. Dari penelitian yang sudah dilakukan menyimpulkan bahwa ekstrak metanol dari tanaman
binahong memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan semua pelarut (Hamzah
et al., 2022). Dari penelitian yang sudah dilakukan, belum ada penelitian yang melakukan
pengukuran kandungan metabolit sekunder flavonoid dan juga pengukuran aktivitas antioksidan
dari fraksi daun binahong. Sehingga tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kandungan
fenolik, flavonoid total, juga pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi dari daun
binahong.

2. RESEARCH METHOD
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV
1800, Jepang), rotary vaporator (IKA RV 8, Jerman), timbangan analitik, maserator, labu tentu
ukur, gelas ukur, dan alat-alat lain yang umum digunakan di laboratorium. Bahan kimia yang
digunakan meliputi etanol 70%, FeCls, gelatin 1%, HCI, serbuk magnesium (Mg), asam galat,
kuersetin, pereaksi Folin-Ciocalteu, AICl3;, natrium karbonat, natrium asetat, dan DPPH (Sigma
Aldrich). Semua bahan kimia yang digunakan merupakan pelarut analitis (Merck, Jerman).

Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Daun binahong dikumpulkan dari Balai Penelitian, Tanaman Rempah dan Obat, Kebun
Percobaan Manoko, Cikahuripan, Kecamatan Lembang, Jawa Barat pada bulan Agustus 2019.
Tanaman diidentifikasi di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor.

Ekstraksi

Daun binahong sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan
metode maserasi selama 3x24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair
dikumpulkan dan diuvapkan dengan rotary vaporator kemudian dihitung rendemen ekstrak
(Fathurrahman et al., 2024).

Fraksinasi

Ekstrak etanol kental daun binahong difraksinasi dengan menggunakan metode ekstraksi
cair-cair. Ekstrak dilarutkan dengan akuades yang sudah dipanaskan pada suhu 60°C lalu dipartisi
dengan menggunakan n-heksan dan etil asetat sebanyak 3 kali untuk masing-masing pelarut.
Seluruh fraksi dikumpulkan dan divapkan, kemudian dihitung rendemen fraksi (Herawati &
Hanifah, 2018).

Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong
dengan menggunakan metode Harborne, 1998, yang meliputi metabolit sekunder alkaloid,
flavonoid, tanin, fenolik, dan saponin, hal ini untuk memastikan bahwa proses ekstraksi tidak
merusak kandungan kimia dari daun binahong. Sementara, penapisan fitokimia pada fraksi
dilakukan untuk mengetahui pengelompokkan metabolit sekunder berdasarkan kepolarannya.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong menggunakan
Metode DPPH

Dilarutkan 4 mg DPPH dengan etanol 96% dalam labu ukur 100 mL (40 g/mL). Vitamin C
dan sampel (ekstrak dan fraksi) dilarutkan dengan menggunakan etanol 96% sehingga didapatkan
konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm untuk vitamin C dan 25, 50, 75, 100, dan 200 ppm untuk ekstrak
dan fraksi daun binahong. Sebanyak 2 mL dari vitamin C, ekstrak, dan fraksi, dimasukkan masing-
masing dalam tabung, ditambahkan 3 mL 40 g/mL DPPH. Campuran divorteks dan diinkubasi
dalam ruang gelap selama 20 menit, kemudian absorbansinya diukur pada 517 nm menggunakan
spektrofotometer (Shizuma). Blanko yang digunakan adalah 96% etanol. Persentase aktivitas
antoksidan dihitung menggunakan rumus:
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% penghambatan DPPH = [(Ab-Aa)/Ab] x 100

Dengan Aa dan Ab masing-masing adalah nilai absorbansi sampel dan blanko. Persen
kurva penghambatan versus konsentrasi diplot dan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk
penghambatan 50% ditentukan dan dinyatakan sebagai nilai ICso (Herawati & Hanifah, 2018).

Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar fenolik total dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu
menurut Chun et al., 2003 dengan modifikasi. Sampel dibuat pada konsentrasi 2500 ppm dengan
pelarut etanol 70%. Sebanyak 0,5 mL sampel ditambahkan dengan 5 mL pereaksi Folin-Ciocalteu
(yang telah diencerkan dengan akuades pada perbandingan 1:10) dan 4 mL natrium karbonat 1M.
Campuran diinkubasi selama 15 menit, kemudian absobansi diukur pada panjang gelombang
maksimum. Kadar fenolik total dihitung menggunakan persamaan regresi linear dari kurva
kalibrasi asam galat.

Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Fernandes et al (2012) yaitu:
masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 2 mL ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan 1 mL
larutan AICl; 5%, dikocok dan ditambahkan akuades sampai 10 mL. Absorbansi larutan ekstrak
diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Hasil
penetapan kadar flavonoid total dihitung sebagai rutin dengan rumus:

AXFP
KFT = ———
1%
AY% X (b—SP)

Keterangan:
KFT = Kadar Flavonoid Total
A = Absorbansi sampel
FP = Faktor Pengenceran

All(z"m = Absorbansi spesifik untuk Rutin-AlCl; (259,4)
B = Berat sampel yang dipakai
SP = Susut Pengeringan

3. RESULTS AND ANALYSIS
Hasil Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Pengumpulan simplisia daun binahong yang digunakan pada penelitian ini berasal dari
Lembang Kabupaten Bandung Barat dalam bentuk simplisia kering. Tanaman diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor dengan nomor surat 059/HB/02/2019.

Hasil Ekstraksi

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol 70%.
Mekanisme yang terjadi pada maserasi adalah adanya difusi dari pelarut ke dalam simplisia
sehingga metabolit sekunder yang memiliki tingkat kepolaran yang sama akan tertarik. Pelarut
etanol 70% yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pelarut universal yang dapat menarik
hampir seluruh metabolit sekunder yang bersifat polar. Kelebihan dari metode maserasi adalah
tidak merusak proses pengambilan metabolit sekunder pada simplisia, karena tidak melibatkan
pemanasan pada saat proses ekstraksi (Fathurrahman et al., 2024). Hasil rendemen dari ekstrak
etanol daun binahong pada penelitian ini adalah sebesar 19,08%.

Hasil Fraksinasi

Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan pemisahan menggunakan metode fraksinasi.
Tujuan dari fraksinasi adalah untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, sehingga
jumlah dan jenisnya menjadi fraksi yang berbeda (Putri et al., 2023). Metode fraksinasi yang
dipilih pada penelitian ini adalah metode cair-cair. Hasil rendemen dari fraksinasi ekstrak binahong
dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil Rendemen Fraksi Daun Binahong

Fraksi Hasil (gram) Rendemen (%)
Air 4,461 44,61
Etil asetat 4171 41,71

Pelarut yang digunakan pada fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan air, tetapi seperti
yang terlihat pada tabel 1 tidak adanya fraksi n-heksan yang didapatkan pada penelitian ini, yang
kemungkinan mengindikasikan tidak ada atau sedikit senyawa metabolit sekunder bersifar non
polar di dalam ekstrak etanol daun binahong. Hal ini sesuai dengan sifat dari pelarut etanol 70%
sebagai pelarut universal yang banyak menarik senyawa bersifat polar, dan sedikit senyawa yang
bersifar semi polar dan non polar.

Hasil Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia bertujuan untuk melihat kandungan metabolit sekunder yang ada
dalam simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong secara kualitatif, yaitu dengan perubahan warna
yang terbentuk setelah direaksikan dengan pereaksi tertentu. Penapisan fitokimia dilakukan
terhadap semua sampel uji untuk meyakinkan bahwa ekstraksi ataupun fraksinasi yang dilakukan
tidak menghilangkan atau merubah kandungan metabolit sekunder yang ada pada simplisia. Hasil
penapisan fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Daun Binahong

. . Fraksi
Golongan Simplisia  Ekstrak Etil asetat Air
Alkaloid + i + +
Fenolik + + + +
Flavonoid + + + +
Tanin + + - +
Saponin + + + +

Keterangan:  (+) = mengandung metabolit sekunder
(-) = tidak mengandung metabolit sekunder

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia yang dilakukan, daun binahong memiliki kandungan
senyawa fenolik dan flavonoid yang merupakan metabolit penting pada tanaman yang dapat
dimanfaatkan dalam aktivitas antioksidan. Adanya gugus hidroksil aromatik pada kedua metabolit
sekunder tersebut dapat memfasilitasi pelepasan radikal (Aryal et al., 2019). Pada hasil penapisan
fraksi, masih terdapat metabolit sekunder yang sesuai dengan ekstrak. Hal ini menunjukkan bahwa
proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini tidak merusak metabolit sekunder.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan flavonoid memiliki gugus hidroksi (OH) yang dapat menangkal
radikal bebas di dalam tubuh (Sholikhah et al., 2023).
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Gambar 1. Hasil Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Tabel 3. Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Sampel  Konsentrasi (ppm) Absorbansi % Inhibisi Persamaan Linier I1Cso (ppm)

Vitamin 1 0,617 + 0,002 52,93

C 2 0,566 + 0,002 56,77
(standar) 3 0,478 £ 0,004 63,51 y=5,4809x+ 46,891 0,567

4 0,400 + 0,002 69,49

5 0,341 + 0,004 73,97

Ekstrak 25 0,640 + 0,001 42,34

etanol 50 0,636 = 0,002 42,67
75 0,633 £0,001 42,94 y=0,0111x+ 42,119 717,27

100 0,629 + 0,002 43,33

200 0,618 £0,002 44,29

Fraksi 25 0,521 + 0,004 41,16

Etil 50 0,517 £0,004 41,63
Asetat 75 0,513 £0,003 42,07 y=0,0156x+ 40,854 586,28

100 0,509 + 0,006 42,50

200 0,496 + 0,005 43,91

Fraksi Air 25 0,520 + 0,007 40,58

50 0,514 + 0,008 47,33
75 0,509 + 0,005 54,65 y=0,0215x+ 40,845 425,81

100 0,504 + 0,003 60,35

200 0,485 + 0,009 68,06

Metode aktivitas antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH,
karena metode ini merupakan metode yang sederhana dan cepat dalam mengukur aktivitas
antioksidan dari bahan alam. Ekstrak tumbuhan yang berperan sebagai antioksidan akan
menyumbangkan satu elektron kepada DPPH untuk mereduksi radikal bebas dari DPPH. Kekuatan
antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso, di mana dapat diartikan sebagai konsentrasi senyawa uji
yang dapat menangkap 50% radikal bebas (Ladeska et al., 2022). Panjang gelombang maksimum
dari DPPH pada penilitian ini adalah 516 nm, seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas antioksidan karena,
Vitamin C merupakan vitamin yang paling sering digunakan sebagai antioksidan. Vitamin C
mampu menetralkan stres oksidatif melalui proses donasi/transfer elektron.

Kategori aktivitas antioksidan menurut Houghton & Raman (1998) ada empat, yaitu
antioksidan kuat (ICso: 50-100 ppm), sedang (ICs0:100-150 ppm), lemah (ICsp :150-200 ppm), dan
sangat lemah (ICsp >200 ppm).

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun binahong memiliki
aktivitas antioksidan sangat lemah, karena memiliki IC50>200 ppm seperti yang terlihat pada tabel
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3. Hal ini sejalan dengan penelitian dari Hamzah dkk, 2022 yang menyebutkan bahwa ekstrak daun
binahong memiliki aktivitas sangat lemah dengan ICso 822,22 ppm.

Hasil Pengujian Kadar Fenolik Ekstrak Daun Binahong

Kadar fenolik dari ekstrak diukur menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan
pembanding asam galat. Kurva kalibrasi asam galat tertera pada Gambar 2.

Kurva Baku Asam Galat

Absorbansi

¥ =0,0028x+ 0,2065

R:=10,996

Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva Asam Galat (n=3)

Tabel 4. Hasil Penentuan Kadar Fenolik Ekstrak Etanol Daun Binahong

Sampel  Replikasi Konsentrasi Absorbansi Kadar Fenolik Total Rerata Kadar Fenolik
(ppm) (mg GAE/g) Total (mg GAE/g)
1 0,829 222,32
Ekstrak 2 2500 0,834 224,11 223,76+0,012
3 0,835 224,46

Dari kurva kalibrasi asam galat pada gambar 2, didapat persamaan regresi linear yang
kemudian digunakan dalam menentukan kadar fenolik toal ekstrak etanol daun binahong. Panjang
gelombang maksimum pada pengukuran asam galat adalah 770 nm. Asam galat digunakan dalam
penelitian ini sebagai pembanding karena merupakan salah satu senyawa fenolik dengan struktur
sederhana, bersifat stabil, juga tersedia dalam keaadan murni (Senet et al., 2018). Dari hasil
penelitian didapatkan bahwa kadar fenolik total ekstrak daun binahong sebesar 223,76 mg GAE/g
seperti yang tertera pada tabel 4.

Hasil Pengujian Kadar Flavonoid Ekstrak Binahong

Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid berdasarkan penelitian
Fernandes et al (2012). Prinsip dari metode ini adalah kuantifikasi pembentukan komplek
flavonoid-AICl; dengan spektrofotometer UV-Vis, yang dihitung sebanding dengan flavonoid
rutin. Pembentukan senyawa komplek umumnya terjadi reaksi antara AICl; dengan flavonoid, yang
akan membentuk senyawa kompleks yang stabil dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5
gugus hidroksil dari flavon dan flavonol. Adanya penambahan AICl; akan membentuk kompleks
asam yang stabil dengan gugus orthohidroksil pada cincin-A atau B dari senyawa-senyawa
flavonoid (Chang et al., 2020). Kadar flavonoid yang terdapat pada penelitian ini yaitu sebesar
0,483 mg RE/g seperti yang tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Sampel Replikasi Absorbansi Rata-rata Absorbansi  Kadar Flavonoid (mg RE/g)
1 0,758

Ekstrak 2 0,805 0,788 0,483+0,025
3 0,800
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Kadar fenolik dan flavonoid dari daun binahong yang didapatkan pada penelitian ini adalah
sebesar 223,76 mg GAE/g dan 0,483 mgRE/g secara berturut-turut, di mana termasuk kadar fenolik
dan flavonoid yang tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Fidrianny et al
(2013), yang mendapatkan kadar flavonoid ekstrak etil asetat, n-heksan, dan etanol sebesar 1,37%;
0,24%, dan 0,7% secara berturut-turut.

Rendahnya kadar fenolik, flavonoid, dan lemahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
fraksi daun binahong dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah senyawa
antioksidan yang ada dalam daun binahong yang tidak dipanen waktu pagi hari, hal ini dapat
menyebabkan hilangnya senyawa antioksidan, karena senyawa tersebut mudah teroksidasi. Hal ini
disebabkan karena antioksidan bekerja dengan mereduksi radikan bebas, sementara radikal bebas
dapat berdifusi dan tersebar dengan mudah di udara(Santos-Sanchez et al., 2019). Faktor lainnya
adalah proses pengeringan yang dilakukan sebaiknya tidak dilakukan pada pengeringan pada udara
terbuka dengan tidak di bawah cahaya matahari langsung.

4. CONCLUSION

Daun binahong memiliki kandungan fenolik yang cukup tinggi, tetapi memiliki kadar
flavonoid yang kecil, sehingga hal ini menyebabkan aktivitas antioksidan daun binahong termasuk
ke dalam kategori lemah.
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KADAR FENOLIK TOTAL, FLAVONOID TOTAL, DAN
AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL DAUN
BINAHONG (Anredera cordifolia Ten.Steenis)

Article Info ABSTRACT

[Antioxidant plays an important role in the body’s defense against

Article history: various diseases, because antioxidant compounds were able to
Received Sep 20, 2024 prevent bad effects caused by free radicals. Phenolic and flavonoids
Revised Nov 9, 2024 compound are known as natural antioxidant from plants. Binahong
Accepted Dec 07, 2024 (Anredera cordifolia) is known contain phenolic and flavonoid. The
aim of this research was to determine total phenolics, flavonoids
content and also antioxidant activity from extract binahong using 2,2-
Keywords: diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method. The results showed that
Phenolics binahong ethanol extract had total phenolic 223.76 mg GAE/g and
Flavonoids flavonoid content of 0.483 mg RE/g. Meanwhile, for antioxidant
Antioxidant activity, ICso for ethanol extract, ethyl acetate fraction, and water
Binahong fraction were 717.27; 586.28; dan 425.81 ppm respectively.
Binahong extracts and fractions are included in the weak antioxidant
category.\
This is an open access article under the CC BY-SAlicense.
Corresponding Author:

1. INTRODUCTION

Penggunaan tanaman untuk pengobatan sudah sejak lama dilakukan. Saat ini semakin
banyak penelitian untuk mendapatkan sumber-sumber pengobatan dari tanaman obat, salah satu
bidang penelitian yang sedang banyak diminati saat ini adalah berhubungan dengan radikal bebas
dan aktivitas antioksidan. Tanaman obat banyak dieksplorasi penggunaannya sebagai aktivitas
antioksidan, karena senyawa antioksidan alamiah cenderung lebih aman dibandingkan dengan
antioksidan sintetis (Hamzah et al., 2022).

Radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan, membuat molekul tidak
stabil dan sangat reaktif. Reaksi yang terjadi terus-menerus di dalam tubuh jika tidak dikendalikan
dapat menimbulkan berbagai macam penyakit seperti kanker, penuaan dini, dan penyakit
degeneratif lainnya. Senyawa yang diperlukan untuk mencegah dan menetralkan kerusakan akibat
radikal bebas adalah senyawa antioksidan, karena senyawa antioksidan dapat mencegah reaksi
berantai yang diakibatkan oleh radikal bebas (Nugraheni et al., 2024).

Metode pengujian untuk mengetahui kemampuan aktivitas antioksidan dari bahan alam
adalah metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Metode ini memiliki kelebihan yaitu proses
pengukurannya lebih cepat, sederhana, dan juga membutuhkan biaya yang murah (Nugraheni et al.,
2024).

Daun Binahong (dnredera cordifolia Ten.Steenis) telah banyak diteliti aktivitas senyawa
kimianya, dengan memfokuskan kepada kandungan metabolit sekunder seperti fenolik dan
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alkaloid. Dari penelitian yang sudah dilakukan menyimpulkan bahwa ekstrak metanol dari tanaman
binahong memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan semua pelarut (Hamzah
et al., 2022). Dari penelitian yang sudah dilakukan, belum ada penelitian yang melakukan
pengukuran kandungan metabolit sekunder flavonoid dan juga pengukuran aktivitas antioksidan
dari fraksi daun binahong. Sehingga tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kandungan
fenolik, flavonoid total, juga pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi dari daun
binahong.

2. RESEARCH METHOD
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV
1800, Jepang), rotary vaporator (IKA RV 8, Jerman), timbangan analitik, maserator, labu tentu
ukur, gelas ukur, dan alat-alat lain yang umum digunakan di laboratorium. Bahan kimia yang
digunakan meliputi etanol 70%, FeCls, gelatin 1%, HCI, serbuk magnesium (Mg), asam galat,
kuersetin, pereaksi Folin-Ciocalteu, AICl3;, natrium karbonat, natrium asetat, dan DPPH (Sigma
Aldrich). Semua bahan kimia yang digunakan merupakan pelarut analitis (Merck, Jerman).

Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Daun binahong dikumpulkan dari Balai Penelitian, Tanaman Rempah dan Obat, Kebun
Percobaan Manoko, Cikahuripan, Kecamatan Lembang, Jawa Barat pada bulan [Agustus 2019.
Tanaman diidentifikasi di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor.

Ekstraksi

Daun binahong sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan
metode maserasi selama 3x24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair
dikumpulkan dan diuvapkan dengan rotary vaporator kemudian dihitung rendemen ekstrak
(Fathurrahman et al., 2024).

Fraksinasi
Ekstrak etanol kental daun binahong difraksinasi dengan menggunakan metode ekstraksi
cair-cair. Ekstrak dilarutkan dengan akuades yang sudah dipanaskan pada suhu [60°C Jalu dipartisi
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dengan menggunakan n-heksan dan etil asetat sebanyak 3 kali untuk masing-masing pelarut.
Seluruh fraksi dikumpulkan dan divapkan, kemudian dihitung rendemen fraksi (Herawati &
Hanifah, 2018).

Penapisan Fitokimia
Penapisan fitokimia dilakukan terhadap simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong
dengan menggunakan hnetode Harborne, 1998L yang meliputi metabolit sekunder alkaloid,
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flavonoid, tanin, fenolik, dan saponin, hal ini untuk memastikan bahwa proses ekstraksi tidak
merusak kandungan kimia dari daun binahong. Sementara, penapisan fitokimia pada fraksi
dilakukan untuk mengetahui pengelompokkan metabolit sekunder berdasarkan kepolarannya.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong menggunakan
Metode DPPH

Dilarutkan 4 mg DPPH dengan etanol 96% dalam labu ukur 100 mL (40 g/mL). Vitamin C
dan sampel (ekstrak dan fraksi) dilarutkan dengan menggunakan etanol 96% sehingga didapatkan
konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm untuk vitamin C dan 25, 50, 75, 100, dan 200 ppm untuk ekstrak
dan fraksi daun binahong. Sebanyak 2 mL dari vitamin C, ekstrak, dan fraksi, dimasukkan masing-
masing dalam tabung, ditambahkan 3 mL 40 g/mL DPPH. Campuran divorteks dan diinkubasi
dalam ruang gelap selama 20 menit, kemudian absorbansinya diukur pada 517 nm menggunakan
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spektrofotometer (Shizuma). Blanko yang digunakan adalah 96% etanol. Persentase aktivitas
antoksidan dihitung menggunakan rumus:
% penghambatan DPPH = [(Ab-Aa)/Ab] x 100

Dengan Aa dan Ab masing-masing adalah nilai absorbansi sampel dan blanko. Persen
kurva penghambatan versus konsentrasi diplot dan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk
penghambatan 50% ditentukan dan dinyatakan sebagai nilai ICso (Herawati & Hanifah, 2018).

Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar fenolik total dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu
menurut Chun et al., 2003 dengan modifikasi. Sampel dibuat pada konsentrasi 2500 ppm dengan
pelarut etanol 70%. Sebanyak 0,5 mL sampel ditambahkan dengan 5 mL pereaksi Folin-Ciocalteu
(yang telah diencerkan dengan akuades pada perbandingan 1:10) dan 4 mL natrium karbonat 1M.
Campuran diinkubasi selama 15 menit, kemudian absobansi diukur pada panjang gelombang
maksimum. Kadar fenolik total dihitung menggunakan persamaan regresi linear dari kurva
kalibrasi asam galat.

Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Fernandes et al (2012) yaitu:
masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 2 mL ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan 1 mL
larutan AICl; 5%, dikocok dan ditambahkan akuades sampai 10 mL. Absorbansi larutan ekstrak
diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Hasil
penetapan kadar flavonoid total dihitung sebagai rutin dengan rumus:

AXFP
KFT = ——
AL, X (b= SP)

Keterangan:
KFT = Kadar Flavonoid Total
A = Absorbansi sampel
FP = Faktor Pengenceran
All(?’m = Absorbansi spesifik untuk Rutin-AlCl; (259,4)
B = Berat sampel yang dipakai
Sp = Susut Pengeringan

3. RESULTS AND ANALYSIS
Hasil Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Pengumpulan simplisia daun binahong yang digunakan pada penelitian ini berasal dari
Lembang Kabupaten Bandung Barat dalam bentuk simplisia kering. Tanaman diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor dengan nomor surat 059/HB/02/2019.

Hasil Ekstraksi

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol 70%.
Mekanisme yang terjadi pada maserasi adalah adanya difusi dari pelarut ke dalam simplisia
sehingga metabolit sekunder yang memiliki tingkat kepolaran yang sama akan tertarik. Pelarut
etanol 70% yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pelarut universal yang dapat menarik
hampir seluruh metabolit sekunder yang bersifat polar. Kelebihan dari metode maserasi adalah
tidak merusak proses pengambilan metabolit sekunder pada simplisia, karena tidak melibatkan
pemanasan pada saat proses ekstraksi (Fathurrahman et al., 2024). Hasil rendemen dari ekstrak
etanol daun binahong pada penelitian ini adalah sebesar 19,08%.

Hasil Fraksinasi

Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan pemisahan menggunakan metode fraksinasi.
Tujuan dari fraksinasi adalah untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, sehingga
jumlah dan jenisnya menjadi fraksi yang berbeda (Putri et al., 2023). Metode fraksinasi yang
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dipilih pada penelitian ini adalah metode cair-cair. Hasil rendemen dari fraksinasi ekstrak binahong
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Rendemen Fraksi Daun Binahong

Fraksi Hasil (gram) Rendemen (%)
Air 4,461 44,61
Etil asetat 4171 41,71

Pelarut yang digunakan pada fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan air, tetapi seperti
yang terlihat pada tabel 1 tidak adanya fraksi n-heksan yang didapatkan pada penelitian ini, yang
kemungkinan mengindikasikan tidak ada atau sedikit senyawa metabolit sekunder bersifar non
polar di dalam ekstrak etanol daun binahong. Hal ini sesuai dengan sifat dari pelarut etanol 70%
sebagai pelarut universal yang banyak menarik senyawa bersifat polar, dan sedikit senyawa yang
bersifar semi polar dan non polar.

Hasil Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia bertujuan untuk melihat kandungan metabolit sekunder yang ada
dalam simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong secara kualitatif, yaitu dengan perubahan warna
yang terbentuk setelah direaksikan dengan pereaksi tertentu. Penapisan fitokimia dilakukan
terhadap semua sampel uji untuk meyakinkan bahwa ekstraksi ataupun fraksinasi yang dilakukan
tidak menghilangkan atau merubah kandungan metabolit sekunder yang ada pada simplisia. Hasil
penapisan fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Daun Binahong

R Fraksi
Golongan  Simplisia  Ekstrak Etil asetat Air
Alkaloid + + + +
Fenolik + + + +
Flavonoid + + + +
Tanin + + - +
Saponin + + + +

Keterangan:  (+) = mengandung metabolit sekunder
(-) = tidak mengandung metabolit sekunder

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia yang dilakukan, daun binahong memiliki kandungan
senyawa fenolik dan flavonoid yang merupakan metabolit penting pada tanaman yang dapat
dimanfaatkan dalam aktivitas antioksidan. Adanya gugus hidroksil aromatik pada kedua metabolit
sekunder tersebut dapat memfasilitasi pelepasan radikal (Aryal et al., 2019). Pada hasil penapisan
fraksi, masih terdapat metabolit sekunder yang sesuai dengan ekstrak. Hal ini menunjukkan bahwa
proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini tidak merusak metabolit sekunder.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan flavonoid memiliki gugus hidroksi (OH) yang dapat menangkal
radikal bebas di dalam tubuh (Sholikhah et al., 2023).
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Gambar 1. Hasil Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Tabel 3. Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Sampel  Konsentrasi (ppm) Absorbansi  %Inhibisi Persamaan Linier 1Cso (ppm)

Vitamin 1 0,617 + 0,002 52,93

C 2 0,566 + 0,002 56,77
(standar) 3 0,478 £ 0,004 63,51 y=5,4809x+ 46,891 0,567

4 0,400 + 0,002 69,49

5 0,341 + 0,004 73,97

Ekstrak 25 0,640 + 0,001 42,34

etanol 50 0,636 = 0,002 42,67
75 0,633 £0,001 42,94 y=0,0111x+ 42,119 717,27

100 0,629 + 0,002 43,33

200 0,618 £0,002 44,29

Fraksi 25 0,521 + 0,004 41,16

Etil 50 0,517 £0,004 41,63
Asetat 75 0,513 £0,003 42,07 y=0,0156x+ 40,854 586,28

100 0,509 + 0,006 42,50

200 0,496 + 0,005 43,91

Fraksi Air 25 0,520 + 0,007 40,58

50 0,514 + 0,008 47,33
75 0,509 + 0,005 54,65 y=0,0215x+ 40,845 425,81

100 0,504 + 0,003 60,35

200 0,485 + 0,009 68,06

Metode aktivitas antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH,
karena metode ini merupakan metode yang sederhana dan cepat dalam mengukur aktivitas
antioksidan dari bahan alam. Ekstrak tumbuhan yang berperan sebagai antioksidan akan
menyumbangkan satu elektron kepada DPPH untuk mereduksi radikal bebas dari DPPH. Kekuatan
antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso, di mana dapat diartikan sebagai konsentrasi senyawa uji
yang dapat menangkap 50% radikal bebas (Ladeska et al., 2022). Panjang gelombang maksimum
dari DPPH pada penilitian ini adalah 516 nm, seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas antioksidan karena,
Vitamin C merupakan vitamin yang paling sering digunakan sebagai antioksidan. Vitamin C
mampu menetralkan stres oksidatif melalui proses donasi/transfer elektron.

Kategori aktivitas antioksidan menurut Houghton & Raman (1998) ada empat, yaitu
antioksidan kuat (ICso: 50-100 ppm), sedang (ICs0:100-150 ppm), lemah (ICsp :150-200 ppm), dan
sangat lemah (ICsp >200 ppm).

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun binahong memiliki
aktivitas antioksidan sangat lemah, karena memiliki IC50>200 ppm seperti yang terlihat pada tabel
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3. Hal ini sejalan dengan penelitian dari Hamzah dkk, 2022 yang menyebutkan bahwa ekstrak daun
binahong memiliki aktivitas sangat lemah dengan ICso 822,22 ppm.

Hasil Pengujian Kadar Fenolik Ekstrak Daun Binahong

Kadar fenolik dari ekstrak diukur menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan
pembanding asam galat. Kurva kalibrasi asam galat tertera pada Gambar 2.

Kurva Baku Asam Galat

Absorbansi

¥ =0,0028x+ 0,2065

R:=10,996

Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva Asam Galat (n=3)

Tabel 4. Hasil Penentuan Kadar Fenolik Ekstrak Etanol Daun Binahong

Sampel  Replikasi Konsentrasi Absorbansi Kadar Fenolik Total Rerata Kadar Fenolik
(ppm) (mg GAE/g) Total (mg GAE/g)
1 0,829 222,32
Ekstrak 2 2500 0,834 224,11 223,76+0,012
3 0,835 224,46

Dari kurva kalibrasi asam galat pada gambar 2, didapat persamaan regresi linear yang
kemudian digunakan dalam menentukan kadar fenolik toal ekstrak etanol daun binahong. Panjang
gelombang maksimum pada pengukuran asam galat adalah 770 nm. Asam galat digunakan dalam
penelitian ini sebagai pembanding karena merupakan salah satu senyawa fenolik dengan struktur
sederhana, bersifat stabil, juga tersedia dalam keaadan murni (Senet et al., 2018). Dari hasil
penelitian didapatkan bahwa kadar fenolik total ekstrak daun binahong sebesar 223,76 mg GAE/g
seperti yang tertera pada tabel 4.

Hasil Pengujian Kadar Flavonoid Ekstrak Binahong
Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid berdasarkan penelitian
[Fernandes et al (2012D. Prinsip dari metode ini adalah kuantifikasi pembentukan komplek

(c

ted [S6]: Perbaharui referensi

flavonoid-AICl; dengan spektrofotometer UV-Vis, yang dihitung sebanding dengan flavonoid
rutin. Pembentukan senyawa komplek umumnya terjadi reaksi antara AICl; dengan flavonoid, yang
akan membentuk senyawa kompleks yang stabil dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5
gugus hidroksil dari flavon dan flavonol. Adanya penambahan AICl; akan membentuk kompleks
asam yang stabil dengan gugus orthohidroksil pada cincin-A atau B dari senyawa-senyawa
flavonoid (Chang et al., 2020). Kadar flavonoid yang terdapat pada penelitian ini yaitu sebesar
0,483 mg RE/g seperti yang tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Sampel Replikasi Absorbansi Rata-rata Absorbansi  Kadar Flavonoid (mg RE/g)
1 0,758

Ekstrak 2 0,805 0,788 0,483+0,025
3 0,800
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Kadar fenolik dan flavonoid dari daun binahong yang didapatkan pada penelitian ini adalah
sebesar 223,76 mg GAE/g dan 0,483 mgRE/g secara berturut-turut, di mana termasuk kadar fenolik
dan flavonoid yang tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Fidrianny et al
(2013), yang mendapatkan kadar flavonoid ekstrak etil asetat, n-heksan, dan etanol sebesar 1,37%;
0,24%, dan 0,7% secara berturut-turut.

Rendahnya kadar fenolik, flavonoid, dan lemahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
fraksi daun binahong dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah senyawa
antioksidan yang ada dalam daun binahong yang tidak dipanen waktu pagi hari, hal ini dapat
menyebabkan hilangnya senyawa antioksidan, karena senyawa tersebut mudah teroksidasi. Hal ini
disebabkan karena antioksidan bekerja dengan mereduksi radikan bebas, sementara radikal bebas
dapat berdifusi dan tersebar dengan mudah di udara(Santos-Sanchez et al., 2019). Faktor lainnya
adalah proses pengeringan yang dilakukan sebaiknya tidak dilakukan pada pengeringan pada udara
terbuka dengan tidak di bawah cahaya matahari langsung.

4. CONCLUSION

Daun binahong memiliki kandungan fenolik yang cukup tinggi, tetapi memiliki kadar
flavonoid yang kecil, sehingga hal ini menyebabkan aktivitas antioksidan daun binahong termasuk
ke dalam kategori lemah,

C ted [S7]: Dengan didapatkannya kesimpulan anda
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Antioxidants play a crucial role in the body's defense system against
oxidative stress that can lead to various degenerative diseases.
Reactive oxygen species (ROS), or free radicals, are known to damage
cells, proteins, and DNA, triggering aging and disease progression.
Natural antioxidants, particularly phenolic and flavonoid compounds
derived from plants, have gained attention for their ability to neutralize
free radicals effectively. Anredera cordifolia (Ten.) Steenis,
commonly known as binahong, is one of the medicinal plants
traditionally used in Indonesia and is believed to contain bioactive
compounds, including phenolics and flavonoids, that contribute to
antioxidant activity. This study aimed to determine the total phenolic
and flavonoid content, as well as evaluate the antioxidant activity of
binahong ethanol extract and its fractions using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging method. While method for
determining phenolic and flavonoid content was carried out using the
colorimetric method. The results revealed that the ethanol extract of
binahong contained total phenolics of 223.76 mg GAE/g extract and
total flavonoids of 0.483 mg RE/g extract. Antioxidant activity,
expressed as ICso, was 717.27 ppm for the ethanol extract, 586.28 ppm
for the ethyl acetate fraction, and 425.81 ppm for the aqueous fraction.
Based on ICso classification, all samples fall into the category of weak
antioxidant activity (ICso > 200 ppm). These findings indicate that
while binahong contains measurable amounts of phenolics and
flavonoids, further optimization or isolation of active compounds may
be necessary to enhance its antioxidant potential.

This is an open access article under the CC BY-SAlicense.

Corresponding Author:

1. INTRODUCTION

Penggunaan tanaman untuk pengobatan sudah sejak lama dilakukan. Saat ini semakin
banyak penelitian untuk mendapatkan sumber-sumber pengobatan dari tanaman obat, salah satu
bidang penelitian yang sedang banyak diminati saat ini adalah berhubungan dengan radikal bebas
dan aktivitas antioksidan. Tanaman obat banyak dieksplorasi penggunaannya sebagai aktivitas
antioksidan, karena senyawa antioksidan alamiah cenderung lebih aman dibandingkan dengan
antioksidan sintetis (Hamzah et al., 2022).
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Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, memperlambat dan mencegah
terjadinya reaksi oksidasi dari radikal bebas. Penggunaan antioksidan pada saat ini lebih banyak dari
antioksidan alami yang berasal dari bahan alam (Samosir et al., 2024). Tanaman obat memiliki
banyak kandungan metabolit sekunder, diantaranya adalah senyawa fenolik dan flavonoid. Kedua
senyawa tersebut merupakan antioksidan alami yang terkandung pada tumbuhan. Kedua senyawa
tersebut mampu menangkal radikal bebas dan menghambat oksidasi lipid (Fathurrahman et al.,
2024).

Radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan, membuat molekul tidak
stabil dan sangat reaktif. Reaksi yang terjadi terus-menerus di dalam tubuh jika tidak dikendalikan
dapat menimbulkan berbagai macam penyakit seperti kanker, penuaan dini, dan penyakit degeneratif
lainnya. Senyawa yang diperlukan untuk mencegah dan menetralkan kerusakan akibat radikal bebas
adalah senyawa antioksidan, karena senyawa antioksidan dapat mencegah reaksi berantai yang
diakibatkan oleh radikal bebas (Nugraheni et al., 2024).

Metode pengujian untuk mengetahui kemampuan aktivitas antioksidan dari bahan alam
adalah metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Metode ini memiliki kelebihan yaitu proses
pengukurannya lebih cepat, sederhana, dan juga membutuhkan biaya yang murah (Nugraheni et al.,
2024).

Fenolik merupakan salah satu metabolit sekunder pada tanaman yang memiliki aktivitas
antioksidan, dikarenakan adanya gugus hidroksil (OH) aromatik yang dapat membantu pelepasan
radikal bebas. Kadar fenolik total dari ekstrak diuji menggunakan metode Folin-Ciocalteu
(Fathurrahman et al., 2024).

Penelitian senyawa flavonoid sudah banyak dilakukan karena flavonoid diketahui memiliki
aktivitas antioksidan karena adanya gugus OH yang dapat menangkal radikal bebas di dalam tubuh.
Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid adalah metode Chang. Prinsipnya adalah
terjadi reaksi antara AlCl; dengan flavonoid, yang akan membentuk senyawa komplek yang stabil
dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5 gugus hidroksil dari flavon dan flavonol
(Fathurrahman et al., 2024).

Tanaman binahong (4nredera cordifolia Ten.Steenis) merupakan salah satu tanaman herbal
yang dapat dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Daun binahong memiliki manfaat sebagai
antiinflamasi, antioksidan, antibakteri, dan analgesik (Rahayu et al., 2023). Manfaat binahong secara
empiris dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit, bagian yang digunakan bisa berasal dari akar,
batangm daun, bunga, maupun umbi yang menempel pada ketiak daun. Senyawa yang terkandung
dalam tanaman binahong antara lain alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid (Dadiono dan
Andayani, 2022).

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan aktivitas dari ekstrak etanol daun binahong
sebagai antiluka bakar dan pengamatan serta histopatologi mampu meningkatkan granulasi jaringan
dan kepadatan kolagen. Daun binahong juga memiliki aktivitas antiinflamasi pada dosis 500
mg/kgBB dan 1000 mg/kgBB, memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri Streptococcus pyogenes
dam Escherichia coli dengan dosis 100 g/mL (Sumarina, et al., 2017).

LDaun Binahong telah banyak diteliti aktivitas senyawa kimianya, dengan memfokuskan
kepada kandungan metabolit sekunder seperti fenolik dan alkaloid. Dari penelitian yang sudah
dilakukan menyimpulkan bahwa ekstrak metanol dari tanaman binahong memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan semua pelarut (Hamzah et al., 2022). Dari penelitian
yang sudah dilakukan, belum ada penelitian yang melakukan pengukuran kandungan metabolit
sekunder flavonoid dan juga pengukuran aktivitas antioksidan dari fraksi daun binahong. Sehingga
tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kandungan fenolik, flavonoid total, juga pengukuran
aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi dari daun binahong.

2. RESEARCH METHOD
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV
1800, Jepang), rotary vaporator (IKA RV 8, Jerman), timbangan analitik, maserator, labu tentu ukur,
gelas ukur, dan alat-alat lain yang umum digunakan di laboratorium. Bahan kimia yang digunakan
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meliputi etanol 70%, FeCls, gelatin 1%, HCI, serbuk magnesium (Mg), asam galat, kuersetin,
pereaksi Folin-Ciocalteu, AICls, natrium karbonat, natrium asetat, dan DPPH (Sigma Aldrich).
Semua bahan kimia yang digunakan merupakan pelarut analitis (Merck, Jerman).

Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Daun binahong dikumpulkan dari Balai Penelitian, Tanaman Rempah dan Obat, Kebun
Percobaan Manoko, Cikahuripan, Kecamatan Lembang, Jawa Barat pada bulan Agustus 2022.
Tanaman diidentifikasi di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor.

Ekstraksi

Daun binahong sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan metode
maserasi selama 3x24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair dikumpulkan dan
diuapkan dengan rotary vaporator kemudian dihitung rendemen ekstrak (Fathurrahman et al., 2024).

Fraksinasi

Ekstrak etanol kental daun binahong difraksinasi dengan menggunakan metode ekstraksi
cair-cair. Ekstrak dilarutkan dengan akuades yang sudah dipanaskan pada suhu 60°C. Suhu 60°C
dipilih agar dapat mempertahankan kandungan senyawa yang terdapat pada ekstrak. Kemudian
sampel dipartisi dengan menggunakan n-heksan dan etil asetat sebanyak 3 kali untuk masing-masing
pelarut. Seluruh fraksi dikumpulkan dan diuapkan, kemudian dihitung rendemen fraksi (Herawati &
Hanifah, 2018).

Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong dengan
menggunakan metode Fauzi et al. 2023, yang meliputi metabolit sekunder alkaloid, flavonoid, tanin,
fenolik, dan saponin, hal ini untuk memastikan bahwa proses ekstraksi tidak merusak kandungan
kimia dari daun binahong. Sementara, penapisan fitokimia pada fraksi dilakukan untuk mengetahui
pengelompokkan metabolit sekunder berdasarkan kepolarannya.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong menggunakan Metode
DPPH

Dilarutkan 4 mg DPPH dengan etanol 96% dalam labu ukur 100 mL (40 g/mL). Vitamin C
dan sampel (ekstrak dan fraksi) dilarutkan dengan menggunakan etanol 96% sehingga didapatkan
konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm untuk vitamin C dan 25, 50, 75, 100, dan 200 ppm untuk ekstrak
dan fraksi daun binahong. Sebanyak 2 mL dari vitamin C, ekstrak, dan fraksi, dimasukkan masing-
masing dalam tabung, ditambahkan 3 mL 40 g/mL DPPH. Campuran divorteks dan diinkubasi dalam
ruang gelap selama 20 menit, kemudian absorbansinya diukur pada 517 nm menggunakan
spektrofotometer (Shizuma). Blanko yang digunakan adalah 96% etanol. Persentase aktivitas
antoksidan dihitung menggunakan rumus:
% penghambatan DPPH = [(Ab-Aa)/Ab] x 100

Dengan Aa dan Ab masing-masing adalah nilai absorbansi sampel dan blanko. Persen kurva
penghambatan versus konsentrasi diplot dan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk
penghambatan 50% ditentukan dan dinyatakan sebagai nilai ICso (Herawati & Hanifah, 2018).

Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar fenolik total dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu
menurut Chun et al., 2003 dengan modifikasi. Sampel dibuat pada konsentrasi 2500 ppm dengan
pelarut etanol 70%. Sebanyak 0,5 mL sampel ditambahkan dengan 5 mL pereaksi Folin-Ciocalteu
(yang telah diencerkan dengan akuades pada perbandingan 1:10) dan 4 mL natrium karbonat 1M.
Campuran diinkubasi selama 15 menit, kemudian absobansi diukur pada panjang gelombang
maksimum. Kadar fenolik total dihitung menggunakan persamaan regresi linear dari kurva kalibrasi
asam galat.
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Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Fernandes et al (2012) yaitu:
masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 2 mL ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan 1 mL larutan
AICl; 5%, dikocok dan ditambahkan akuades sampai 10 mL. Absorbansi larutan ekstrak diukur
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Hasil penetapan kadar
flavonoid total dihitung sebagai rutin dengan rumus:

AXFP
KFT = -
Attm X (b = SP)
Keterangan:
KFT = Kadar Flavonoid Total
A = Absorbansi sampel
FP = Faktor Pengenceran
Ai?m = Absorbansi spesifik untuk Rutin-AICl; (259,4)
B = Berat sampel yang dipakai
SP = Susut Pengeringan

3. RESULTS AND ANALYSIS
Hasil Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Pengumpulan simplisia daun binahong yang digunakan pada penelitian ini berasal dari
Lembang Kabupaten Bandung Barat dalam bentuk simplisia kering. Tanaman diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Padjajaran, Jatinangor dengan nomor surat 059/HB/02/2022.

Hasil Ekstraksi

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol 70%.
Mekanisme yang terjadi pada maserasi adalah adanya difusi dari pelarut ke dalam simplisia sehingga
metabolit sekunder yang memiliki tingkat kepolaran yang sama akan tertarik. Pelarut etanol 70%
yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pelarut universal yang dapat menarik hampir seluruh
metabolit sekunder yang bersifat polar. Kelebihan dari metode maserasi adalah tidak merusak proses
pengambilan metabolit sekunder pada simplisia, karena tidak melibatkan pemanasan pada saat proses
ekstraksi (Fathurrahman et al., 2024). Hasil rendemen dari ekstrak etanol daun binahong pada
penelitian ini adalah sebesar 19,08%.

Hasil Fraksinasi
Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan pemisahan menggunakan metode fraksinasi.
Tujuan dari fraksinasi adalah untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, sehingga
jumlah dan jenisnya menjadi fraksi yang berbeda (Putri et al., 2023). Metode fraksinasi yang dipilih
pada penelitian ini adalah metode cair-cair. Hasil rendemen dari fraksinasi ekstrak binahong dapat
dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil Rendemen Fraksi Daun Binahong

Fraksi Hasil (gram) Rendemen (%)
Air 4,461 44,61
Etil asetat 4,171 41,71

Pelarut yang digunakan pada fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan air, tetapi seperti
yang terlihat pada tabel 1 tidak adanya fraksi n-heksan yang didapatkan pada penelitian ini, yang
kemungkinan mengindikasikan tidak ada atau sedikit senyawa metabolit sekunder bersifar non polar
di dalam ekstrak etanol daun binahong. Hal ini sesuai dengan sifat dari pelarut etanol 70% sebagai
pelarut universal yang banyak menarik senyawa bersifat polar, dan sedikit senyawa yang bersifar
semi polar dan non polar.

Hasil Penapisan Fitokimia
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Penapisan fitokimia bertujuan untuk melihat kandungan metabolit sekunder yang ada dalam
simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong secara kualitatif, yaitu dengan perubahan warna yang
terbentuk setelah direaksikan dengan pereaksi tertentu. Penapisan fitokimia dilakukan terhadap
semua sampel uji untuk meyakinkan bahwa ekstraksi ataupun fraksinasi yang dilakukan tidak
menghilangkan atau merubah kandungan metabolit sekunder yang ada pada simplisia. Hasil
penapisan fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Daun Binahong

. - Fraksi
Golongan Simplisia  Ekstrak Etil asetat Air
Alkaloid + + + +
Fenolik + + + +
Flavonoid + + + +
Tanin + + - +
Saponin + + + +

Keterangan:  (+) = mengandung metabolit sekunder
(-) = tidak mengandung metabolit sekunder

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia yang dilakukan, daun binahong memiliki kandungan
senyawa fenolik dan flavonoid yang merupakan metabolit penting pada tanaman yang dapat
dimanfaatkan dalam aktivitas antioksidan. Adanya gugus hidroksil aromatik pada kedua metabolit
sekunder tersebut dapat memfasilitasi pelepasan radikal (Aryal et al., 2019). Pada hasil penapisan
fraksi, masih terdapat metabolit sekunder yang sesuai dengan ekstrak. Hal ini menunjukkan bahwa
proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini tidak merusak metabolit sekunder.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan flavonoid memiliki gugus hidroksi (OH) yang dapat menangkal
radikal bebas di dalam tubuh (Sholikhah et al., 2023).

Abs

0.00 : L L x
4000 00,0 516 £00.0 700.0 8000
nm._panjang gelombang (nm)

Gambar 1. Hasil Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Tabel 3. Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Sampel Konsentrasi (ppm) Absorbansi % Inhibisi Persamaan ICso (ppm)
Linier
Vitamin 1 0,617 + 0,002 52,93
C 2 0,566 + 0,002 56,77 _
(standar) 3 04780004 6351 y’ig‘ gg?"* 0,567
4 0,400 + 0,002 69,49 ’
5 0,341 + 0,004 73,97
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Ekstrak 25 06400001 4234
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100 062040002 4333 ;
200 06180002 4429

Fraksi 25 0.521£0004 4116

Etil 50 05170004  41.63 -
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100 05040003  60.35 ’
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Metode aktivitas antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH,
karena metode ini merupakan metode yang sederhana dan cepat dalam mengukur aktivitas
antioksidan dari bahan alam. Ekstrak tumbuhan yang berperan sebagai antioksidan akan
menyumbangkan satu elektron kepada DPPH untuk mereduksi radikal bebas dari DPPH. Kekuatan
antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso, di mana dapat diartikan sebagai konsentrasi senyawa uji
yang dapat menangkap 50% radikal bebas (Ladeska et al., 2022). Panjang gelombang maksimum
dari DPPH pada penilitian ini adalah 516 nm, seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas antioksidan karena,
Vitamin C merupakan vitamin yang paling sering digunakan sebagai antioksidan. Vitamin C mampu
menetralkan stres oksidatif melalui proses donasi/transfer elektron.

Kategori aktivitas antioksidan menurut Houghton & Raman (1998) ada empat, yaitu
antioksidan kuat (ICsp: 50-100 ppm), sedang (ICso:100-150 ppm), lemah (ICso :150-200 ppm), dan
sangat lemah (ICso >200 ppm).

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun binahong memiliki
aktivitas antioksidan sangat lemah, karena memiliki ICs0>200 ppm seperti yang terlihat pada tabel 3.
Hal ini sejalan dengan penelitian dari Hamzah dkk, 2022 yang menyebutkan bahwa ekstrak daun
binahong memiliki aktivitas sangat lemah dengan ICso 822,22 ppm.

Hasil Pengujian Kadar Fenolik Ekstrak Daun Binahong
Kadar fenolik dari ekstrak diukur menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan pembanding
asam galat. Kurva kalibrasi asam galat tertera pada Gambar 2.

Kurva Baku Asam Galat

Absorbansi

¥ =0,0028x+ 0,2065

R*=0,996

Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva Asam Galat (n=3)
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Tabel 4. Hasil Penentuan Kadar Fenolik Ekstrak Etanol Daun Binahong

Sampel  Replikasi Konsentrasi Absorbansi Kadar Fenolik Total Rerata Kadar Fenolik
(ppm) (mg GAE/g) Total (mg GAE/g)
1 0,829 222,32
Ekstrak 2 2500 0,834 224,11 223,76+0,012
3 0,835 224,46

Dari kurva kalibrasi asam galat pada gambar 2, didapat persamaan regresi linear yang
kemudian digunakan dalam menentukan kadar fenolik toal ekstrak etanol daun binahong. Panjang
gelombang maksimum pada pengukuran asam galat adalah 770 nm. Asam galat digunakan dalam
penelitian ini sebagai pembanding karena merupakan salah satu senyawa fenolik dengan struktur
sederhana, bersifat stabil, juga tersedia dalam keaadan murni (Senet et al., 2018). Dari hasil penelitian
didapatkan bahwa kadar fenolik total ekstrak daun binahong sebesar 223,76 mg GAE/g seperti yang
tertera pada tabel 4.

Hasil Pengujian Kadar Flavonoid Ekstrak Binahong

Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid berdasarkan penelitian Fauzi et al
(2023). Prinsip dari metode ini adalah kuantifikasi pembentukan komplek flavonoid-AlCl; dengan
spektrofotometer UV-Vis, yang dihitung sebanding dengan flavonoid rutin. Pembentukan senyawa
komplek umumnya terjadi reaksi antara AlCl; dengan flavonoid, yang akan membentuk senyawa
kompleks yang stabil dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5 gugus hidroksil dari flavon
dan flavonol. Adanya penambahan AICl; akan membentuk kompleks asam yang stabil dengan gugus
orthohidroksil pada cincin-A atau B dari senyawa-senyawa flavonoid (Chang et al., 2020). Kadar
flavonoid yang terdapat pada penelitian ini yaitu sebesar 0,483 mg RE/g seperti yang tertera pada
Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Sampel Replikasi Absorbansi  Rata-rata Absorbansi  Kadar Flavonoid (mg RE/g)
1 0,758

Ekstrak 2 0,805 0,788 0,483+0,025
3 0,800

Kadar fenolik dan flavonoid dari daun binahong yang didapatkan pada penelitian ini adalah
sebesar 223,76 mg GAE/g dan 0,483 mgRE/g secara berturut-turut, di mana termasuk kadar fenolik
dan flavonoid yang tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Fidrianny et al
(2013), yang mendapatkan kadar flavonoid ekstrak etil asetat, n-heksan, dan etanol sebesar 1,37%;
0,24%, dan 0,7% secara berturut-turut.

Rendahnya kadar fenolik, flavonoid, dan lemahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
fraksi daun binahong dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah senyawa
antioksidan yang ada dalam daun binahong yang tidak dipanen waktu pagi hari, hal ini dapat
menyebabkan hilangnya senyawa antioksidan, karena senyawa tersebut mudah teroksidasi. Hal ini
disebabkan karena antioksidan bekerja dengan mereduksi radikan bebas, sementara radikal bebas
dapat berdifusi dan tersebar dengan mudah di udara(Santos-Sanchez et al., 2019). Faktor lainnya
adalah proses pengeringan yang dilakukan sebaiknya tidak dilakukan pada pengeringan pada udara
terbuka dengan tidak di bawah cahaya matahari langsung.

4. CONCLUSION

Daun binahong memiliki kandungan fenolik yang cukup tinggi, tetapi memiliki kadar
flavonoid yang kecil, sehingga hal ini menyebabkan aktivitas antioksidan daun binahong termasuk
ke dalam kategori lemah. Dikarenakan dari penelitian yang telah didapatkan, maka daun binahong
disarankan untuk dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap aktivitas lain seperti antiinflamasi,
antibakteri, dan sebagainya.
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Antioxidants play a crucia role in the body's defense system against
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Antioxidant that contribute to antioxidant activity. This study aimed to determine
Binahong the total phenolic and flavonoid content, as well as evaluate the

antioxidant activity of binahong ethanol extract and its fractions
using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging
method. While method for determining phenolic and flavonoid
content was carried out using the colorimetric method. The results
revealed that the ethanol extract of binahong contained total
phenoalics of 223.76 mg GAE/g extract and total flavonoids of 0.483
mg RE/g extract. Antioxidant activity, expressed as ICso, was
717.27 ppm for the ethanol extract, 586.28 ppm for the ethyl acetate
fraction, and 425.81 ppm for the aqueous fraction. Based on ICs o
classification, al samples fal into the category of weak antioxidant
activity (ICso > 200 ppm). These findings indicate that while
binahong contains measurable amounts of phenolics and flavonoids,
further optimization or isolation of active compounds may be
necessary to enhance its antioxidant potential.
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1. INTRODUCTION

Penggunaan tanaman untuk pengobatan sudah sejak lama dilakukan. Saat ini semakin
banyak penelitian untuk mendapatkan sumber-sumber pengobatan dari tanaman obat, salah satu
bidang penelitian yang sedang banyak diminati saat ini adalah berhubungan dengan radikal bebas
dan aktivitas antioksidan. Tanaman obat banyak dieksplorasi penggunaannya sebagai aktivitas
antioksidan, karena senyawa antioksidan alamiah cenderung lebih aman dibandingkan dengan
antioksidan sintetis (Hamzah et a., 2022).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, memperlambat dan mencegah
terjadinya reaksi oksidasi dari radikal bebas. Penggunaan antioksidan pada saat ini lebih banyak
dari antioksidan alami yang berasal dari bahan alam (Samosir et a., 2024). Tanaman obat memiliki
banyak kandungan metabolit sekunder, diantaranya adalah senyawa fenolik dan flavonoid. Kedua
senyawa tersebut merupakan antioksidan alami yang terkandung pada tumbuhan. Kedua senyawa
tersebut mampu menangkal radikal bebas dan menghambat oksidasi lipid (Fathurrahman et al.,
2024).

Radikal bebas memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan, membuat molekul tidak
stabil dan sangat reaktif. Reaksi yang terjadi terus-menerus di dalam tubuh jika tidak dikendalikan
dapat menimbulkan berbagai macam penyakit seperti kanker, penuaan dini, dan penyakit
degeneratif lainnya. Senyawa yang diperlukan untuk mencegah dan menetralkan kerusakan akibat
radikal bebas adalah senyawa antioksidan, karena senyawa antioksidan dapat mencegah reaks
berantai yang diakibatkan oleh radikal bebas (Nugraheni et al., 2024).

Metode pengujian untuk mengetahui kemampuan aktivitas antioksidan dari bahan alam
adalah metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Metode ini memiliki kelebihan yaitu proses
pengukurannya lebih cepat, sederhana, dan juga membutuhkan biaya yang murah (Nugraheni et al.,
2024).

Fenolik merupakan salah satu metabolit sekunder pada tanaman yang memiliki aktivitas
antioksidan, dikarenakan adanya gugus hidroksil (OH) aromatik yang dapat membantu pelepasan
radikal bebas. Kadar fenolik total dari ekstrak diuji menggunakan metode Folin-Ciocalteu
(Fathurrahman et a., 2024).

Penelitian senyawa flavonoid sudah banyak dilakukan karena flavonoid diketahui memiliki
aktivitas antioksidan karena adanya gugus OH yang dapat menangkal radikal bebas di dalam tubuh.
Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid adalah metode Chang. Prinsipnya adalah
terjadi reaksi antara AICl; dengan flavonoid, yang akan membentuk senyawa komplek yang stabil
dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5 gugus hidroksil dari flavon dan flavonol
(Fathurrahman et al., 2024).

Tanaman binahong (Anredera cordifolia Ten.Steenis) merupakan salah satu tanaman
herbal yang dapat dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Daun binahong memiliki manfaat sebagai
antiinflamasi, antioksidan, antibakteri, dan analgesk (Rahayu et al., 2023). Manfaat binahong
secara empiris dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit, bagian yang digunakan bisa berasal
dari akar, batangm daun, bunga, maupun umbi yang menempel pada ketiak daun. Senyawa yang
terkandung dalam tanaman binahong antara lain alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid
(Dadiono dan Andayani, 2022).

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan aktivitas dari ekstrak etanol daun binahong
sebagai antiluka bakar dan pengamatan serta histopatologi mampu meningkatkan granulas jaringan
dan kepadatan kolagen. Daun binahong juga memiliki aktivitas antiinflamasi pada dosis 500
mg/kgBB dan 1000 mg/kgBB, memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri Streptococcus pyogenes
dam Escherichia coli dengan dosis 100 g/mL (Sumarina, et a., 2017).

Daun Binahong telah banyak diteliti aktivitas senyawa kimianya, dengan memfokuskan
kepada kandungan metabolit sekunder seperti fenolik dan alkaloid. Dari penelitian yang sudah
dilakukan menyimpulkan bahwa ekstrak metanol dari tanaman binahong memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi dibandingkan dengan semua pelarut (Hamzah et al., 2022). Dari pendlitian
yang sudah dilakukan, belum ada pendlitian yang melakukan pengukuran kandungan metabolit
sekunder flavonoid dan juga pengukuran aktivitas antioksidan dari fraksi daun binahong. Sehingga
tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan kandungan fenolik, flavonoid total, juga pengukuran
aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi dari daun binahong.

Kadar Fenolik Total, Flavonoid Total, Dan Aktivitas Antioksidan Ekstrak ... (Irma Erika Herawati)
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2. RESEARCH METHOD
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV
1800, Jepang), rotary vaporator (IKA RV 8, Jerman), timbangan analitik, maserator, labu tentu
ukur, gelas ukur, dan aat-alat lain yang umum digunakan di laboratorium. Bahan kimia yang
digunakan meliputi etanol 70%, FeCls, gelatin 1%, HCI, serbuk magnesium (Mg), asam galat,
kuersetin, pereaksi Folin-Ciocalteu, AICl;, natrium karbonat, natrium asetat, dan DPPH (Sigma
Aldrich). Semua bahan kimia yang digunakan merupakan pelarut analitis (Merck, Jerman).

Pengumpulan Simplisia dan Determinas Tanaman

Daun binahong dikumpulkan dari Balai Penelitian, Tanaman Rempah dan Obat, Kebun
Percobaan Manoko, Cikahuripan, Kecamatan Lembang, Jawa Barat pada bulan Agustus 2022.
Tanaman diidentifikas di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Padjgjaran, Jatinangor.

Ekstraks

Daun binahong sebanyak 500 g diekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan
metode maseras selama 3x24 jam, dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair
dikumpulkan dan diuapkan dengan rotary vaporator kemudian dihitung rendemen ekstrak
(Fathurrahman et a., 2024).

Fraksinas

Ekstrak etanol kental daun binahong difraksinas dengan menggunakan metode ekstraksi
cair-cair. Ekstrak dilarutkan dengan akuades yang sudah dipanaskan pada suhu 60°C. Suhu 60°C
dipilih agar dapat mempertahankan kandungan senyawa yang terdapat pada ekstrak. Kemudian
sampel dipartis dengan menggunakan n-heksan dan etil asetat sebanyak 3 kali untuk masing-
masing pelarut. Seluruh fraksi dikumpulkan dan diuapkan, kemudian dihitung rendemen fraks
(Herawati & Hanifah, 2018).

Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong
dengan menggunakan metode Fauzi et a. 2023, yang meliputi metabolit sekunder akaloid,
flavonoid, tanin, fenolik, dan saponin, hal ini untuk memastikan bahwa proses ekstraks tidak
merusak kandungan kimia dari daun binahong. Sementara, penapisan fitokimia pada fraksi
dilakukan untuk mengetahui pengel ompokkan metabolit sekunder berdasarkan kepolarannya.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraks Daun Binahong Menggunakan
M etode DPPH

Dilarutkan 4 mg DPPH dengan etanol 96% dalam labu ukur 100 mL (40 g/mL). Vitamin C
dan sampel (ekstrak dan fraksi) dilarutkan dengan menggunakan etanol 96% sehingga didapatkan
konsentras 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm untuk vitamin C dan 25, 50, 75, 100, dan 200 ppm untuk ekstrak
dan fraksi daun binahong. Sebanyak 2 mL dari vitamin C, ekstrak, dan fraksi, dimasukkan masing-
masing dalam tabung, ditambahkan 3 mL 40 g/mL DPPH. Campuran divorteks dan diinkubas
dalam ruang gelap selama 20 menit, kemudian absorbansinya diukur pada 517 nm menggunakan
spektrofotometer (Shizuma). Blanko yang digunakan adalah 96% etanol. Persentase aktivitas
antoksidan dihitung menggunakan rumus:;
% penghambatan DPPH = [(Ab-Aa)/ADb] x 100

Dengan Aa dan Ab masing-masing adalah nilai absorbansi sampel dan blanko. Persen
kurva penghambatan versus konsentrasi diplot dan konsentrasi sampel yang diperlukan untuk
penghambatan 50% ditentukan dan dinyatakan sebagai nilai 1Cs, (Herawati & Hanifah, 2018).
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Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar fenolik total dilakukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocateu
menurut Chun et al., 2003 dengan modifikasi. Sampel dibuat pada konsentrasi 2500 ppm dengan
pelarut etanol 70%. Sebanyak 0,5 mL sampel ditambahkan dengan 5 mL pereaksi Folin-Ciocalteu
(yang telah diencerkan dengan akuades pada perbandingan 1:10) dan 4 mL natrium karbonat 1M.
Campuran diinkubasi selama 15 menit, kemudian absobansi diukur pada panjang gelombang
maksimum. Kadar fenolik total dihitung menggunakan persamaan regresi linear dari kurva
kalibrasi asam galat.

Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong

Penentuan kadar flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Fernandes et al (2012) yaitu:
masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 2 mL ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan 1 mL
larutan AlICI; 5%, dikocok dan ditambahkan akuades sampai 10 mL. Absorbansi larutan ekstrak
diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Hasil
penetapan kadar flavonoid total dihitung sebagai rutin dengan rumus:

AXFP
KFT=——8M8
ALY X(b—SP)
Keterangan:
KFT =Kadar Flavonoid Total
A = Absorbansi sampel
FP = Faktor Pengenceran
AY® = Absorbansi spesifik untuk Rutin-AlCl; (259,4)
B = Berat sampel yang dipakai
SP = Susut Pengeringan

3. RESULTSAND ANALYSIS
Hasil Pengumpulan Simplisia dan Determinasi Tanaman

Pengumpulan simplisia daun binahong yang digunakan pada penelitian ini berasal dari
Lembang Kabupaten Bandung Barat dalam bentuk simplisia kering. Tanaman diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan [Imu
Pengetahuan Alam, Universitas Padjaaran, Jatinangor dengan nomor surat 059/HB/02/2022.

Has| Ekstraksi

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maseras dengan pelarut etanol 70%.
Mekanisme yang terjadi pada maseras adalah adanya difusi dari pelarut ke dalam simplisia
sehingga metabolit sekunder yang memiliki tingkat kepolaran yang sama akan tertarik. Pelarut
etanol 70% yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pelarut universal yang dapat menarik
hampir seluruh metabolit sekunder yang bersifat polar. Kelebihan dari metode maserasi adalah
tidak merusak proses pengambilan metabolit sekunder pada simplisia, karena tidak melibatkan
pemanasan pada saat proses ekstraksi (Fathurrahman et al., 2024). Hasil rendemen dari ekstrak
etanol daun binahong pada penelitian ini adalah sebesar 19,08%.

Has| Fraksinas

Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan pemisahan menggunakan metode fraksinasi.
Tujuan dari fraksinas adalah untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, sehingga
jumlah dan jenisnya menjadi fraksi yang berbeda (Putri et al., 2023). Metode fraksinasi yang
dipilih pada pendlitian ini adalah metode cair-cair. Hasil rendemen dari fraksinasi ekstrak binahong
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabd 1. Hasil Rendemen Fraksi Daun Binahong

Fraks Hasl (gram) Rendemen (%)
Air 4,461 44,61
Etil asetat 4,171 41,71

Kadar Fenolik Total, Flavonoid Total, Dan Aktivitas Antioksidan Ekstrak ... (Irma Erika Herawati)
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Pelarut yang digunakan pada fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan air, tetapi seperti
yang terlihat pada tabel 1 tidak adanya fraksi n-heksan yang didapatkan pada penelitian ini, yang
kemungkinan mengindikasikan tidak ada atau sedikit senyawa metabolit sekunder bersifar non
polar di dalam ekstrak etanol daun binahong. Hal ini sesuai dengan sifat dari pelarut etanol 70%
sebagal pelarut universal yang banyak menarik senyawa bersifat polar, dan sedikit senyawa yang
bersifar semi polar dan non polar.

Hasil Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia bertujuan untuk melihat kandungan metabolit sekunder yang ada
dalam simplisia, ekstrak, dan fraksi daun binahong secara kualitatif, yaitu dengan perubahan warna
yang terbentuk setelah direaksikan dengan pereaks tertentu. Penapisan fitokimia dilakukan
terhadap semua sampel uji untuk meyakinkan bahwa ekstraks ataupun fraksinasi yang dilakukan
tidak menghilangkan atau merubah kandungan metabolit sekunder yang ada pada simplisia. Hasil
penapisan fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penapisan Fitokimia Daun Binahong
Fraks
Etil asetat Ai

Golongan Simplisia  Ekstrak

r

Alkaoid + + + +
Fenolik + o + +
Flavonoid + + + +
Tanin 3 o - +
Saponin + + + +

Keterangan:  (+) = mengandung metabolit sekunder
(-) = tidak mengandung metabolit sekunder

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia yang dilakukan, daun binahong memiliki kandungan
senyawa fenolik dan flavonoid yang merupakan metabolit penting pada tanaman yang dapat
dimanfaatkan dalam aktivitas antioksidan. Adanya gugus hidroksil aromatik pada kedua metabolit
sekunder tersebut dapat memfasilitasi pelepasan radikal (Arya et al., 2019). Pada hasil penapisan
fraksi, masih terdapat metabolit sekunder yang sesuai dengan ekstrak. Hal ini menunjukkan bahwa
proses ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini tidak merusak metabolit sekunder.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki aktivitas
antioksidan, hal ini dikarenakan flavonoid memiliki gugus hidroksi (OH) yang dapat menangkal
radikal bebas di dalam tubuh (Sholikhah et al., 2023).

Abs
L

0.80

0.00 — : : =
400.0 5000 316 €000 700.0 800.0
nm.  panjang gelombang (nm)

Gambar 1. Hasil Panjang Gelombang M aksimum DPPH
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Tabel 3. Hasl Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan Fraksi Daun Binahong

Sampel Konsentras Absorbans % Inhibis Persamaan Linier |1Csy(ppm)
(ppm)
Vitamin C 1 0617+0,002 5293
(standar) 2 0566+ 0,002 56,77 ~
3 0478+0004 6351 y‘igﬁgiﬁ 0,567
4 0400+ 0,002 69,49 ’
5 0,341+ 0,004 7397
Ekstrak 25 0,640+ 0,001 4234
etanol 50 0,636+ 0,002 42,67 _
75 0633+ 0,001 4294 y-2,2c>ﬁ$x+ 717,27
100 0,629+ 0,002 4333 '
200 0,618+ 0,002 44,29
Fraksi Etil 25 0521+ 0,004 41,16
Asetat 50 0517+ 0,004 41,63 ~
75 0513+ 0003 4207 y‘%)égiﬁ 586,28
100 0509+ 0,006 4250 ’
200 0496+ 0,005 4391
Fraksi Air 25 0,520+ 0,007 40,58
50 0514+ 0,008 47,33 ~
75 0,509+ 0,005 54,65 y‘%)gig” 425 81
100 0504+0,003 60,35 '
200 0485+ 0,009 68,06

Metode aktivitas antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode DPPH,
karena metode ini merupakan metode yang sederhana dan cepat dalam mengukur aktivitas
antioksidan dari bahan adam. Ekstrak tumbuhan yang berperan sebagai antioksidan akan
menyumbangkan satu elektron kepada DPPH untuk mereduksi radikal bebas dari DPPH. Kekuatan
antioksidan dinyatakan dalam nilai ICsp, di mana dapat diartikan sebagai konsentrasi senyawa uji
yang dapat menangkap 50% radikal bebas (Ladeska et a., 2022). Panjang gelombang maksimum
dari DPPH pada penilitian ini adalah 516 nm, seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas antioksidan karena,
Vitamin C merupakan vitamin yang paling sering digunakan sebagai antioksidan. Vitamin C
mampu menetralkan stres oksidatif melalui proses donasi/transfer el ektron.

Kategori aktivitas antioksidan menurut Houghton & Raman (1998) ada empat, yaitu
antioksidan kuat (ICs: 50-100 ppm), sedang (1Csy:100-150 ppm), lemah (1Cs; :150-200 ppm), dan
sangat lemah (1Cs >200 ppm).

Pada pendlitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun binahong memiliki
aktivitas antioksidan sangat lemah, karena memiliki 1C5,>200 ppm seperti yang terlihat pada tabel
3. Hal ini sgaan dengan penelitian dari Hamzah dkk, 2022 yang menyebutkan bahwa ekstrak daun
binahong memiliki aktivitas sangat |lemah dengan 1Cs, 822,22 ppm.

Hasil Pengujian Kadar Fenolik Ekstrak Daun Binahong
Kadar fenolik dari ekstrak diukur menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan
pembanding asam galat. Kurva kalibrasi asam galat tertera pada Gambar 2.

Kurva Baku Asam Galat

Konsentras (ppm)

Gambar 2. Kurva Asam Galat (n=3)
Kadar Fenolik Total, Flavonoid Total, Dan Aktivitas Antioksidan Ekstrak ... (Irma Erika Herawati)
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Tabel 4. Hasil Penentuan Kadar Fenolik Ekstrak Etanol Daun Binahong

Sampel  Replikasi Konsentrasi Absorbansi Kadar Fenolik Total Rerata Kadar Fenolik
(ppm) (mg GAE/qg) Total (mg GAE/Q)
1 0,829 222,32
Ekstrak 2 2500 0,834 224,11 223,760,012
3 0,835 224,46

Dari kurva kalibrasi asam galat pada gambar 2, didapat persamaan regres linear yang
kemudian digunakan dalam menentukan kadar fenolik toal ekstrak etanol daun binahong. Panjang
gelombang maksimum pada pengukuran asam galat adalah 770 nm. Asam galat digunakan dalam
penelitian ini sebagai pembanding karena merupakan salah satu senyawa fenolik dengan struktur
sederhana, bersifat stabil, juga tersedia ddam keaadan murni (Senet et al., 2018). Dari hasil
penelitian didapatkan bahwa kadar fenolik total ekstrak daun binahong sebesar 223,76 mg GAE/g
seperti yang tertera pada tabel 4.

Hasil Pengujian Kadar Flavonoid Ekstrak Binahong

Metode yang digunakan untuk penentuan kadar flavonoid berdasarkan pendlitian Fauzi et
a (2023). Prinsip dari metode ini adalah kuantifikasi pembentukan komplek flavonoid-AlCl;
dengan spektrofotometer UV-Vis, yang dihitung sebanding dengan flavonoid rutin. Pembentukan
senyawa komplek umumnya terjadi reaksi antara AlICl; dengan flavonoid, yang akan membentuk
senyawa kompleks yang stabil dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5 gugus hidroksil dari
flavon dan flavonol. Adanya penambahan AICI; akan membentuk kompleks asam yang stabil
dengan gugus orthohidroksil pada cincin-A atau B dari senyawa-senyawa flavonoid (Chang et a.,
2020). Kadar flavonoid yang terdapat pada pendlitian ini yaitu sebesar 0,483 mg RE/g seperti yang
tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Binahong
Sampel  Replikas Absorbans  Rata-rata Absorbans  Kadar Flavonoid (mg RE/Q)

1 0,758
Ekstrak 2 0,805 0,788 0,483+0,025
3 0,800

Kadar fenolik dan flavonoid dari daun binahong yang didapatkan pada penelitian ini adalah
sebesar 223,76 mg GAE/g dan 0,483 mgRE/g secara berturut-turut, di manatermasuk kadar fenolik
dan flavonoid yang tinggi jika dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Fidrianny et al
(2013), yang mendapatkan kadar flavonoid ekstrak etil asetat, n-heksan, dan etanol sebesar 1,37%;
0,24%, dan 0,7% secara berturut-turut.

Rendahnya kadar fenolik, flavonoid, dan lemahnya aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
frakss daun binahong dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah senyawa
antioksidan yang ada dalam daun binahong yang tidak dipanen waktu pagi hari, hal ini dapat
menyebabkan hilangnya senyawa antioksidan, karena senyawa tersebut mudah teroksidasi. Hal ini
disebabkan karena antioksidan bekerja dengan mereduks radikan bebas, sementara radikal bebas
dapat berdifusi dan tersebar dengan mudah di udara (Santos-Sanchez et a., 2019). Faktor lainnya
adalah proses pengeringan yang dilakukan sebaiknya tidak dilakukan pada pengeringan pada udara
terbuka dengan tidak di bawah cahaya matahari langsung.

4. CONCLUSION

Daun binahong memiliki kandungan fenolik yang cukup tinggi, tetapi memiliki kadar
flavonoid yang kecil, sehingga hal ini menyebabkan aktivitas antioksidan daun binahong termasuk
ke dalam kategori lemah. Dikarenakan dari penelitian yang telah didapatkan, maka daun binahong
disarankan untuk dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap aktivitas lain seperti antiinflamasi,
antibakteri, dan sebagainya.
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