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STUDI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL
DAN FRAKSI ETIL ASETAT DAUN ILER (Coleus
scutellarioides (L.) Benth) DENGAN METODE DPPH

SRI LUSIANA
Program Studi Farmasi Program Sarjana

INTISARI

Latar belakang: Stres oksidatif akibat radikal bebas dapat memicu berbagai
penyakit degeneratif. Daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) diketahui
mengandung senyawa fenolik dan flavonoid yang berpotensi sebagai antioksidan
alami.

Tujuan: Mengetahui kandungan senyawa fenolik dan flavonoid, menentukan
kadar fenolik dan flavonoid, mengevaluasi aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan
fraksi etil asetat daun iler dengan metode DPPH.

Metode: Serbuk simplisia daun iler diekstraksi menggunakan sonikasi dengan
etanol 96% dan difraksinasi dengan kromatografi cair vakum (n-heksan dan etil
asetat). Identifikasi senyawa menggunakan KLT, sedangkan analisis kuantitatif
meliputi penetapan total kadar fenolik dan flavonoid, dan uji antioksidan dengan
metode DPPH untuk menentukan nilai ICso.

Hasil: Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat menghasilkan rendemen 11,86% dan
38,98%, keduanya mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Kadar total fenolik
dan flavonoid fraksi etil asetat (6,37 + 0,04 mg GAE/g; 3,16 + 0,03 mg QE/g) lebih
tinggi dibanding ekstrak etanol (3,79 + 0,11 mg GAE/g; 1,26 + 0,03 mg QE/g).
Aktivitas antioksidan fraksi etil asetat sebesar (ICso 34,59 + 0,21 ppm) juga lebih
kuat dibanding ekstrak etanol (ICs0 39,30 =+ 1,62 ppm).

Kesimpulan: Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler mengandung fenolik
dan flavonoid. Fraksi etil asetat memilki kadar total fenolik dan flanoid yang lebih
tinggi, serta aktivitas antioksidan lebih kuat dibandingkan ekstrak etanol.

Kata kunci: antioksidan, Coleus scutellarioides, DPPH, flavonoid, fenolik, stres
oksidatif.
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STUDY OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ETHANOL
EXTRACT AND ETHYL ACETATE FRACTION OF ILER
LEAVES (Coleus scutellarioides (L.) Benth) USING THE DPPH
METHODE

SRI LUSIANA
Pharmacy Undergraduate Program

ABSTRACT

Background: Oxidative stress caused by free radicals can trigger various
degenerative diseases. ller leaves (Coleus scutellarioides (L.) Benth) are known to
contain phenolic compounds and flavonoids that have potential as natural
antioxidants.

Objective: To determine the content of phenolic compounds and flavonoids, to
measure the levels of phenolic compounds and flavonoids, and to evaluate the
antioxidant activity of ethanol extracts and ethyl acetate fractions of Iler leaves
using the DPPH method.

Methods: Powder made from extracted iler leaves using sonication with 96%
ethanol and fractionated by vacuum liquid chromatography (n-hexane and ethyl
acetate). Compound identification was performed using TLC, while quantitative
analysis included the determination of total phenolic and flavonoid content, and an
antioxidant assay using the DPPH method to determine the IC50 value.

Results: The ethanol extract and ethyl acetate fraction yielded 11.86% and 38.98%,
respectively, both containing phenolic and flavonoid compounds. The total
phenolic and flavonoid contents of the ethyl acetate fraction (6,37 + 0,04 mg
GAE/g; 3,16 = 0,03 mg QE/g) were higher than those of the ethanol extract (3,79 +
0,11 mg GAE/g; 1,26 + 0,03 mg QE/g). The antioxidant activity of the ethyl acetate
fraction (ICso 34,59 £+ 0,21 ppm) was also stronger than that of the ethanol extract
(ICs5039,30 + 1,62 ppm).

Conclusion: Ethanol extracts and ethyl acetate fractions of Iler leaves contain
phenolic compounds and flavonoids. The ethyl acetate fraction has higher total
phenolic and flavonoid content, as well as stronger antioxidant activity, compared
to the ethanol extract.

Keywords: Antioxidant, Coleus scutellarioides, DPPH, flavonoid content,
phenolic content, oxidative stress.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Perubahan lingkungan, kemajuan teknologi, dan gaya hidup yang tidak sehat
meningkatkan penyakit degeneratif seperti diabetes, jantung, dislipidemia, obesitas,
dan kanker, yang semakin diperparah oleh tingginya paparan radikal bebas
(Purnamasari, 2018). Akumulasi radikal bebas dalam tubuh dapat memicu stres
oksidatif dan berpotensi menimbulkan kerusakan pada sel, mempercepat penuaan,
serta meningkatkan risiko timbulnya berbagai penyakit (Boccellino, 2023).
Antioksidan berperan dalam membantu mencegah maupun menangani penyakit
kronis dengan cara menetralkan radikal bebas melalui donor elektron, sehingga
reaksi oksidatif pada biomolekul dapat dihambat (Losada-Barreiro dkk., 2022).
Kandungan fenolik dan flavonoid pada tanaman diketahui berkontribusi terhadap
karakteristik antioksidan alami (Kiss dkk., 2025). Tanaman Iler (Coleus
scutellarioides (L.) Benth) merupakan anggota family Lamiaceae yang banyak
dibudidayakan sebagai tanaman hias dan juga berpotensi sebagai tanaman obat
karena mengandung senyawa bioaktif, terutama flavonoid dengan kuersetin sebagai
senyawa identitas, yang diketahui berperan dalam memberikan aktivtas
antioksidan. Bagian daun berperan penting dalam aktivitas farmakologinya antara
lain sebagai imunomodulator yang berperan dalam meningkatkan daya tahan tubuh
(Qalbi dkk., 2017).

Beberapa penelitian sebelumnya melaporkan bahwa daun iler mengandung
berbagai senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai antioksidan. Analisis yang
dilakukan oleh Sukmawati dkk. (2019) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
iler mengandung senyawa kuersetin yang berperan sebagai antioksidan. Penelitian
lain oleh Putri & Widhihastuti (2023) melakukan ekstraksi daun iler menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 96% melaporkan bahwa ekstrak yang
diperoleh memiliki kadar fenolik total sebesar 0,5659 mg GAE/g serta kadar
flavonoid total sebesar 1,0398 mg QE/g. Selain itu, Suryati dkk. (2018) melakukan
ekstraksi sampel dengan metode maserasi bertingkat kemudian dilanjutkan dengan

proses fraksinasi padat-cair menggunakan etil asetat, sehingga diperoleh kadar



fenolik total sebesar 3,3 mg/L. GAE. Verawati dkk. (2016) juga melaporkan bahwa
serbuk daun iler di ekstraksi menggunakan pelarut etanol melalui metode maserasi,
kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan pelarut etil asetat, memiliki
kandungan flavonoid total sebesar 9,63 mg QE/g, yang berperan dalam aktivitas
antioksidan. Aktivitas antioksidan daun iler juga telah banyak diteliti menggunakan
metode DPPH. Moelyono dkk. (2016) mengekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 70%, kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan
etil asetat dengan metode fraksinasi cair-cair, diperoleh aktivitas antioksidan dari
ekstrak etanol sebesar 80,23 ppm dan 54,20 ppm pada fraksi etil asetat.
Penelitian-penelitian sebelumnya pada daun iler umumnya menggunakan
metode maserasi, sedangkan metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE)
diketahui memiliki beberapa keunggulan dibandingkan metode konvensional
seperti, waktu ekstraksi yang lebih singkat, dan penggunaan pelarut yang lebih
sedikit (Lopeda-Correa dkk., 2022). Utami dkk. (2020) melaporkan bahwa metode
UAE menghasilkan kadar flavonoid lebih tinggi (0,62%) dibandingkan maserasi
(0,41%) pada ekstrak etanol daun iler, menunjukkan keunggulan sonikasi dalam
mengekstraksi senyawa bioaktif. Sementara itu, pada tahap fraksinasi, kromatografi
cair vakum (KCV) terbukti menghasilkan pemisahan lebih spesifik dibandingkan
fraksinasi cair-cair. Pada studi benalu batu, fraksinasi cair-cair hanya mengahsilkan
tiga sub fraksi (Khumaidi dkk., 2020), sedangkan KCV mampu menghasilkan
delapan sub fraksi hingga diperoleh isolat flavonoid tunggal (Ritna dkk., 2016).
Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan UAE sebagai metode ekstraksi dan
KCV sebagai metode fraksinasi untuk mengevaluasi kandungan senyawa fenolik
dan flavonoid, kadar total fenolik dan flavonoid, serta aktivitas antioksidan ekstrak

etanol dan fraksi etil asetat daun iler.

1.2 Rumusan Masalah

1.  Bagaimana kandungan senyawa fenolik dan flavonoid pada ekstrak etanol
dan fraksi etil asetat daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) berdasarkan
analisis kromatografi lapis tipis?

2. Bagaimana kadar total fenolik dan flavonoid ekstrak etanol dan fraksi etil

asetat daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)?



3.  Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler

(Coleus scutellarioides (L.) Benth) menggunakan metode DPPH?

1.3 Tujuan Penelitian

1.  Mengetahui kandungan senyawa fenolik dan flavonoid pada ekstrak etanol
dan fraksi etil asetat daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)
menggunakan metode kromatografi lapis tipis.

2. Mengetahui kadar total fenolik dan flavonoid pada ekstrak etanol dan fraksi
etil asetat daun iler.

3. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler

(Coleus scutellarioides (L.) Benth) menggunakan metode DPPH.

1.4 Luaran Penelitian

Temuan penelitian disajikan dalam bentuk artikel ilmiah yang

dipublikasikan pada jurnal bereputasi, baik nasional maupun internasional.

1.5 Integrasi dengan Nilai Keislaman

Pada Al-Quran surat Abasa ayat 27-31, Allah Subhanahu wa Ta'ala berfirman:
@ 015 4550 e a5 a5 U555 it e 3 s 18 s

Artinya: “Lalu, Kami tumbuhkan padanya biji-bijian; anggur, sayur-sayuran;

zaitun, pohon kurma; kebun-kebun (yang) rindang; buah-buahan, dan rerumputan.
Ayat ini menggambarkan kekuasaan Allah SWT dalam menumbuhkan

berbagai tanaman yang menjadi sumber makanan, obat, dan kehidupan bagi

manusia. Ayat ini juga menjadi seruan bagi ilmuan muslim untuk merenungkan

tanda-tanda kebesaran Allah dalam ciptaan - Nya. Oleh karena itu, penelitian

tanaman obat terhadap daun iler bukan sekedar upaya ilmiah, melainkan juga

bentuk tadabbur (perenungan) terhadap ayat-ayat kauniyah (tanda-tanda kekuasaan

Allah di alam semesta).



1.6 Manfaat Penelitian

Bagi Peneliti

Memberikan pengalaman langsung dalam proses ekstraksi, fraksinasi, serta
pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. Menambah
keterampilan peneliti dalam melakukan analisis fitokimia, khususnya
penetapan kadar flavonoid dan fenolik.

Bagi Masyarakat

Memberikan informasi ilmiah bahwa daun iler dapat dimanfaatkan sebagai
sumber antioksidan alami. Menjadi dasar pemanfaatan tanaman obat
tradisional untuk pencegahan penyakit degeneratif.

Bagi Peneliti Selanjutnya

Dapat dijadikan referensi untuk penelitian lanjutan, seperti isolasi senyawa
aktif spesifik dari daun iler. Menjadi dasar dalam pengembangan formulasi

sediaan.
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2.1 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah atom, molekul, atau ion yang memiliki elektron tidak
berpasangan sehingga sangat tidak stabil dan reaktif (Gulcin, 2025). Kelompok
utama radikal bebas dalam sistem biologis meliputi reactive oxygen species (ROS)
dan reactive nitrogen species (RNS) (Phaniendra dkk., 2015). Radikal bebas
terbentuk melalui beberapa mekanisme utama yaitu, melalui pemecahan ikatan
kovalen secara homolitik akibat energi tinggi sehingga masing-masing atom dalam
ikatan tersebut membawa satu elektron, kehilangan satu elektron dari molekul
normal sehingga molekul tersebut menjadi tidak stabil, kemudian adanya
penambahan satu elektron yang mengakibatkan ketidak seimbangan struktur kimia
(Natzir & Syamsul, 2024). Dalam jumlah normal, ROS berperan dalam fungsi
fisiologis sel, tetapi kelebihan ROS dapat menyebabkan kerusakan biomolekul
seperti lipid, protein, dan DNA sel (Pizzino dkk., 2017). ROS dapat terbentuk
melalui beberapa mekanisme, salah satunya adalah aktivasi NADPH oxidase

(NOX).
NADPH oxidase

NADPH NADP® + H'

Gambar 2.1 Mekanisme pembentukan superoksida
(Magnani & Mattevi, 2019)
Mekanisme NADPH oxidase (NOX) dapat dilihat pada (Gambar 2.1).

Enzim transmembran yang menghasilkan superoksida atau hidrogren peroksida

yang bergantung pada NADPH. Enzim nicotinamide adenine dinucleotide



phosphate oxidase (NOX) memiliki inti katalitik yang terdiri dari dua domain, yaitu
dehidrogenase dan transmembran. Elektron ditransfer secara berurutan dari
NADPH sitosolik ke flavin adenine dinucleotide (FAD) yang terikat secara non-
kovalen pada domain dehidrogenase, kemudian ke heme bagian dalam dan luar
pada domain transmembran, dan akhirnya ke O disisi berlawanan membran sel,
menghasilkan superoksida atau hidrogen peroksida (Magnani & Mattevi, 2019).
Ketidak seimbangan antara oksidan dan antioksidan yang lebih banyak ke arah
oksidan disebut stres oksidatif yang berkontribusi pada banyak kondisi patologis,
termasuk kanker, gangguan neurologis, aterosklerosis, hipertensi, iskemia/perfusi,
diabetes, sindrom gangguan pernapasan akut, fibrosis paru idiopatik, penyakit paru

obstruktif kronik, dan asma (Birben dkk., 2012).

2.2 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa bioaktif yang mampu menghambat proses
oksidasi molekul (Salehi dkk., 2018), dengan menetralkan radikal bebas melalui
donasi elektron atau atom hidrogen, sehingga menjaga kestabilan molekul (Ibroham
dkk., 2022). Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibedakan menjadi endogen dan
eksogen, serta secara fungsional diklasifikasikan menjadi enzimatik dan non-
enzimatik (Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019). Antioksidan enzimatik terdiri atas
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) dan
glutathione peroxidase (GPx) yang bekerja langsung menetralkan reactive oxygen
species (ROS) (Gulcin, 2025). Sementara itu, antioksidan non-enzimatik meliputi
berbagai senyawa seperti vitamin C, vitamin E, karotenoid, flavonoid, dan senyawa
fenolik (Maharani dkk., 2021). bersadarkan asalnya, antioksidan juga dapat
dibedakan menjadi antioksidan alami dan sintetis. Tert-butylhydroquinone
(TBHQ), propyl gallate (PG), butylated hydroxyanisole (BHA), dan butylated
hydroxytolune (BHT) adalah beberapa contoh antioksidan sintetis namun sejumlah
penelitian menyoroti potensi risiko penggunaan antioksidan sintesis karena
beberapa senyawa dilaporkan memiliki efek toksik dan bersifat karsinogenik,
termasuk risiko kerusakan hati (Altemimi dkk., 2017), sedangkan antioksidan alami

seperti vitamin A,C,E,K, dan beberapa senyawa mineral (Maharani dkk., 2021).



Antioksidan diklasifikasikan menjadi 3 kategori sesuai dengan mekanismenya yaitu

(Mehta & Gowder, 2015):

1. Antioksidan primer: berperan dalam mencegah terbentuknya oksidan. Mereka
bekerja dengan cara menghambat pembentukan radikal bebas (contoh: glutation
peroksidase, katalase, selenoprotein, transferrin, ferritin, laktoferin, karotenoid,
dan lain-lain).

2. Antioksidan sekunder: berfungsi sebagai penangkap radikal oksigen reaktif.
Mereka bekerja dengan menghambat inisiasi rantai dan memutus reaksi
propagasi rantai (antioksidan yang menangkap radikal).

3. Antioksidan tersier: berperan dalam memperbaiki molekul yang telah teroksidasi
(Seperti beberapa enzim proteolitik dan enzim yang memperbaiki DNA) melalui

sumber seperti antioksidan dari makanan atau antioksidan berturut-turut.

2.3 Tanaman ller (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Habitat tanaman iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth.) pertumbuhannya
optimal ditemukan di daerah berbukit yang menerima paparan sinar matahari
penuh, terutama pada ketinggian 300-1800 mdpl. Secara morfologi, tanaman ini
merupakan semak dengan tinggi antara 30-150 cm dan memiliki batang yang relatif
rapuh (Sudrajad & Susanti, 2018). Tanaman iler memiliki sistem perakaran
berbentuk akar tunggang yang ditunjukkan oleh satu batang akar utama yang
membesar. Daunnya terdiri dari daun tunggal yang memiliki berbagai bentuk, mulai
dari membulat, hingga melengkung seperti hati. Daun memiliki alur tipis yang
bersambung di tepinya, tangkainya relatif panjang, kira-kira 3 - 4 cm, dengan
berbagai warna yang berbeda. Ujung daun cenderung meruncing dan menyirip.
Bunga miana berbentuk untaian berlapis-lapis dengan warna merah atau ungu yang
dominan (Gambar 2.2) (Junita dkk., 2023). Ciri pigmen antosianin yang menonjol
pada tanaman ini berkaitan erat dengan sifat antioksidannya yang kuat (Kartini
dkk., 2025).

Secara taksonomi daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) dapat
diklasifikasikan sebagai berikut (Salimi, 2021):

Kingdom : Plantae
Subkingdom  : Tracheobionta



Superdivisi
Divisi
Kelas

Sub kelas
Ordo
Famili
Genus
Species

Sinonim

: Spermatophyta

: Magnoliophyta

: Magnoliopsida

: Asteridae

: Lamiales

: Lamiaceae

: Coleus

: Coleus scutellarioides (L) Benth

: Coleus atropurpureus (L) Benth

Gambar 2.2 Daun ller (Coleus scutellarioides (L.) Benth.)

(Natasya dkk., 2023)

Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth.) diketahui memiliki banyak

aktivitas farmakologis. Ekstrak dan senyawa aktif tanaman ini memiliki sifat

antimikroba, anthelmintik, antifungi, antiinflamasi, antibakteri, dan antioksidan.

Aktivitas tersebut dipengaruhi oleh kandungan metabolit sekunder, antara lain

flavonoid, terpenoid, alkaloid, dan tanin. Selain itu, daun iler juga telah lama

dimanfaatkan secara tradisional oleh masyarakat sebagai pengobatan berbagai

penyakit, seperti batuk, diabetes, wasir, luka, nyeri haid, bisul, hingga tuberkulosis.

Pengolahan daun iler secara tradisional umumnya dilakukan dengan cara direbus,

dipanggang, diremas, maupun dicampur dengan bahan alami lain seperti madu,

daun salam, dan sambiloto (Hasanah dkk., 2023; Natasya dkk., 2023; Wakhidah &

Silalahi, 2018).
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Gambar 2.3 Struktur kuersetin
(Rosyiidah dkk., 2023)

Kuersetin merupakan salah satu senyawa identitas pada tanaman iler
termasuk dalam golongan flavonoid dan diketahui terdapat dalam ekstrak etanol
daun iler (Moelyono dkk., 2016). Senyawa kuersetin merupakan flavonoid
golongan flavonol yang bersifat semipolar, sehingga lebih mudah larut dan
terdeteksi dalam pelarut semipolar maupun beberapa pelarut organik nonpolar
dibandingkan pelarut polar. Oleh karena itu, pelarut semipolar dinilai lebih efektif
untuk mengekstraksi senyawa kuersetin (Dewi dkk., 2022). Senyawa ini memiliki
aktivitas antioksidan yang kuat, ditandai dengan kemampuannya mereduksi radikal
bebas dan menghambat pembentukan ROS, dimana struktur aromatik dan gugus -
OH pada molekulnya menjadikan kuersetin salah satu antioksidan alami yang
potensial (Sukmawati dkk., 2019). Selain berperan sebagai penangkap radikal
bebas secara langsung, kuersetin juga mampu meningkatkan sistem pertahanan
antioksidan endogen melalui aktivasi jalur nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (Nrf2), yang berperan penting dalam regulasi ekspresi berbagai enzim

antioksidan, seperti yang dijelaskan pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Aktivasi jalur Nrf2 oleh kuersetin
(Ngo & Duennwald, 2022)

Pada kondisi normal, Nrf2 berikatan dengan Keap! di sitoplasma sehingga
mengalami ubiquitinasi dan degadrasi. Saat terjadi stres oksidatif, ROS dan
kuersetin menyebabkan Nrf2 terlepas dari Keapl, disisi lain kuersetin juga dapat
mengaktivasi jalur PI3K/Akt, MAPK, dan AMPK. Nrf2 kemudian berpindah ke
nukleus dan berikatan dengan ARE untuk meningkatkan ekspresi gen antioksidan
seperti SOD, CAT, dan GSH (Zhang dkk., 2024). Melalui aktivasi jalur Nrf2
tersebut, enzim antioksidan yang terekspresi kemudian bekerja secara bertahap,
SOD mengubah superoksida menjadi hidrogen peroksida (H20:), yang selajutnya
diuraikan oleh CAT menjadi air dan oksigen, sementara GPx mereduksi hidrogen
peroksida menggunakan GSH untuk mencegah pembentukan radikal yang lebih
reaktif. Sistem pertahanan ini kemudian didukung oleh glutathione reductase (GR)
dan glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) yang meregenerasi GSH dan
NADPH untuk mempertahankan lingkungan reduktif sel (Gulcin, 2025). Secara
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keseluruhan, kuersetin mengatur jalur Nrf2 dengan mengganggu regulasi negatif

oleh Keapl dan memodulasi berbagai jalur sinyal untuk mendorong respons

antioksidan.
Tabel 2.1 Perbandingan Penelitian Terdahulu Daun Iler
Peneliti Sumber Ektraksi Fraksinasi Rendemen Kandungan Kadar Aktivitas
simplisia fenolik &  antioksidan
flavonoid (ICs0)
(Putri & - Maserasi - Ekstrak: Flavonoid, 0,5659 -
Widhihastuti, (etanol 5,8% saponin, mg
2023) 96%) polifenol, GAE/g
alkaloid, 1,0398
mineral, minyak mg
atsiri QE/g
(Suryati - Maserasi  Fraksinasi Fraksi: Flavonoid, Fraksi: Fraksi:
dkk., 2018) Bertingkat  padat cair 3,54% fenolik, 33 21,75 ppm
(n-heksan (n- triterpenoid, mg/L
dan etil hekasan steroid GAE
asetat) dan etil
Asetat)
(Verawati Bukit tinggi, Maserasi Fraksinasi Ekstrak: Flavonid Fraksi: Fraksi:
dkk., 2016) Provinsi (etanol) cair-cair 22,89% 9,63 29,15 ppm
Sumatra (n-heksan,  Fraksi etil mg/g
Barat, etil asetat) asetat: QE
Indonesia 17,09%
(Moelyono Kebun Maserasi  Fraksinasi Ekstrak: Polifenolat, - Ekstrak:
dkk., 2016) percobaan di (etanol cair-cair 24,52% flavonoid, mono 80,23 ppm
Manoko, 70%) (n-heksan Fraksi: & Fraksi:
Lembang, dan etil 19,06% seskuiterpenoid, 54,20 ppm
Jawa Barat asetat) steroid &
triterpenoid,
saponin
(Afifah dkk., Kebun di Maserasi  Fraksinasi Ekstrak: - - Fraksi:
2015) Gang (etanol cair-cair 4,2% 33,768
Immanuel, 96%) (n-heksan Fraksi: ppm
Jalan dan etil 0,7%
Mangkupalas, asetat)
Samarinda
Seberang,
Kalimantan
Timur.
(Aji dkk., Bentiring Maserasi - Ekstrak: - - Ekstrak:
2022) Permai, (etanol 14,7% 54,39 ppm
Muara 96%)
Bangkahulu,
Kota
Bengkulu

2.4 Fenolik dan Flavonoid

Senyawa fenolik adalah metabolit sekunder tanaman yang memiliki struktur

aromatik turunan benzena dengan satu atau lebih gugus hidroksil, dan dapat

ditemukan dalam bentuk glikosida, ester, maupun metil ester (Mahardani &
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Yuanita, 2021). Senyawa ini disintesis melalui jalur asam shikimat, pentosa fosfat,
dan fenilpropanoid, serta berperan sebagai antioksidan melalui pengikatan radikal
bebas, penguraikan produk oksidasi, serta pengkelat ion logam prooksidan.
Aktivitas tersebut dipengaruhi oleh struktur kimianya, terutama derajat glikosilasi
serta jumlah dan posisi gugus hidroksil (Diniyah & Lee, 2020). Fenolik memiliki
banyak gugus hidroksil bersifat lebih polar sehingga larut dalam pelarut polar,
sedangkan yang termetoksilasi memiliki kepolaran lebih rendah dan cenderung

larut dalam pelarut semi polar (Kaczorova dkk., 2021).

OH

Gambar 2.5 Struktur Fenol
(Susanti dkk., 2024)

Flavonoid adalah kelompok senyawa fenolik terbesar dengan struktur dasar
C6-C3-C6 berupa dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh rantai tiga karbon
yang disintesis melalui jalur fenilpropanoid dengan prekursor p-kumaroil-KoA dan
terbagi menjadi subkelas seperti flavon (contohnya, apigen), flavonol (quercetin),
flavanon (naringenin), isoflavon (genistein), dan antosianin (cyanidin) (Amin &
Assafa, 2025). Sebagai senyawa polifenol, flavonoid umumnya bersifat polar
karena adanya gugus hidroksil (-OH) yang mampu membentuk ikatan hidrogen,
dengan tingkat kepolaran dipengaruhi oleh jumlah gugus hidroksil dan gugus gula
(Ko dkk., 2014). Gugus hidroksil (-OH) pada flavonoid dapat melepaskan proton
dalam suasana basa lemah sehingga membentuk ion fenoksida, yang meningkatkan
kelarutan dan mengubah struktur ionik, sehingga menyebabkan perubahan warna
saat bereaksi dengan regaen tertentu (Abisola dkk., 2025). Selain itu aktivitas
antioksidannya ditentukan oleh karakteristik struktur seperti gugus ortho-dihydroxy
di cincin B, yang memungkinkan konjugasi ikatan rangkap C2-C3 dengan gugus
oksi fungsional C4, serta gugus hidroksil di C3 dan C5 yang meningkatkan

kemampuan menangkal radikal bebas ROS, baik secara langsung dengan mencegah
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pembentukan ulang spesies oksigen rekatif, maupun secara tidak langsung dengan
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan dalam sel (Ulfah dkk., 2024; Widiasriani
dkk., 2024).

Gambar 2.6 Struktur Flavonoid
(Widiasriani dkk., 2024)

2.5 Ekstrasi

Salah satu langkah penting dalam pemanfaatan bahan alam adalah ekstraksi
tanaman obat. Tahap ini bertujuan untuk memisahkan senyawa aktif atau metabolit
sekunder dari jaringan tanaman. Senyawa tersebut antara lain, alkaloid, flavonoid,
terpen, saponin, steroid, dan glikosida, yang masing-masing diketahui memiliki
berbagai aktivitas biologis. Ekstrak merupakan hasil yang diperoleh dari proses
ekstraksi bahan alam menggunakan pelarut tertentu (Abubakar & Haque, 2020).
Pelarut ekstraksi memainkan peran penting dalam menentukan kualitas, kuantitas,
dan selektivitas senyawa yang diekstraksi, hal ini merupakan keputusan pertama
yang harus diambil ketika merancang prosedur ekstraksi (Popova & Bankova,
2023). Pemilihan pelarut didasarkan pada prinsip kesamaan sifat kimia yang
dikenal sebagai hukum “/ike dissolves like" atau kesamaan polaritas (Zhang dkk.,
2018). Kualitas ekstrak dipengaruhi oleh metode ekstraksi yang digunakan. Selain
itu, faktor seperti efektivitas proses ekstraksi, suhu, volume pelarut, dan lama waktu
ekstraksi berperan penting dalam menentukan jumlah serta kualitas senyawa yang
diperoleh (Malini dkk., 2023).

Metode ekstraksi dengan Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) bekerja
melalui kombinasi efek termal, mekanis, dan kavitasi yang dihasilkan selama
proses ekstraksi. Gelombang ultrasonik memiliki kemampuan untuk meningkatkan
penetrasi pelarut ke dalam jaringan sel tanaman, yang mempercepat perpindahan

massa antara pelarut dan senyawa target. Energi ultrasonik dapat merusak atau
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mengganggu dinding sel, membuat isi sel lebih mudah dilepaskan ke dalam pelarut
(Shen dkk., 2023). Efisiensi ekstraksi optimal, perlu diperhatikan daya ultrasonik,
kadar air bahan, dan suhu proses. Pemilihan frekuensi gelombang ultrasonik sangat
penting karena mempengaruhi ukuran gelembung kavitasi dan efektivitas ekstraksi.
Metode UAE menggunakan frekuensi 20-100 kHz, dengan 40 kHz sebagai
frekuensi paling efisien (Shi dkk., 2022). Beberapa keuntungan metode ekstraksi
ini dibandingkan dengan metode konvensional seperti waktu ekstraksi yang lebih
singkat, penggunaan pelarut yang lebih sedikit, menghasilkan rendemen ekstrak
yang lebih tinggi, menpertahankan senyawa bioaktif yang sensitif terhap suhu
tinggi dan mengurangi degradasi senyawa tertentu (Lopeda-Correa dkk., 2022).
Namun UAE juga memiliki kekurangan seperti kemungkinan kerusakan bahan
akibat kavitasi, kurangnya keseragaman proses, serta efisiensi yang lebih rendah

pada ultrasonic bath (Hlatshwayo dkk., 2025).

2.6 Fraksinasi Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Fraksinasi adalah metode pemisahan senyawa dari suatu ekstrak dengan
memanfaatkan dua jenis pelarut yang tidak saling bercampur berdasarkan
kepolaran. Pelarut yang umum digunakan antara lain n-heksan, etil asetat, dan
metanol, dimana n-heksan digunakan untuk menarik senyawa non polar seperti
lemak, etil asetat untuk senyawa semi polar, sedangkan metanol untuk senyawa
polar. Melalui proses ini dapat diketahui sifat kepolaran senyawa yang dipisahkan,
karena senyawa non polar akan larut dalam pelarut nonpolar, sementara senyawa
polar akan larut dalam pelarut polar (Sudarwati & Fernanda, 2019). Selain itu,
fraksinasi juga merupakan proses pemisahan ekstrak tumbuhan menjadi beberapa
fraksi yang kemudian dapat diproses lebih lanjut menjadi senyawa yang lebih murni
(Abubakar & Haque, 2020). Kromatografi adalah teknik analisis yang digunakan
untuk memisahkan campuran senyawa berdasarkan perbedaan afinitas masing-
masing komponen terhadap fase diam dan fase gerak. Proses pemisahan terjadi
ketika campuran senyawa dibawa oleh fase gerak melewati fase diam, sehingga
setiap komponen akan terelusi dengan kecepatan yang berbeda sesuai dengan

interaksi dan tingkat kepolarannya terhadap kedua fase tersebut (Coskun, 2016).
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Gambar 2.7 Kromatografi Cair Vakum
(Maurya dkk., 2018)

Salah satu teknik fraksinasi yang memanfaatkan prinsip ini adalah
kromatografi kolom, dimana fase diam ditempatkan didalan kolom, sedangkan fase
gerak berupa pelarut atau eluen dialirkan untuk membawa komponen sampel
melalui kolom. Pada beberapa metode, aliran eluen dapat dipercepat dengan
bantuan tekanan vakum sehingga proses pemisahan menjadi lebih cepat dan efisien
(Diastuti dkk., 2024). Pada metode kromatografi kolom vakum, prinsip pemisahan
didasarkan pada mekanisme adsorpsi dan partisi antara fase diam dan fase gerak
(Syafitri & Ersam, 2016). Keunggulan metode KCV dalam proses pemisahan dapat
berlangsung lebih cepat akibat penggunaan tekanan vakum, biaya ekonomis,
pengerjaan sederhana, senyawa lebih spesifik. Adapun keterbasan metode ini yaitu
resolusi rendah sehingga hasil fraksi masih berupa campuran, konsumsi pelarut

cukup besar (Afiyati & Murrukmihadi, 2013).

2.7 Kromatoggrafi Lapis Tipis (KLT)

Metode kromatografi lapis tipis merupakan analisis yang digunakan untuk
mengidentifikasi serta memisahkan senyawa. Prinsip pemisahan pada KLT
berlangsung berdasarkan mekanisme adsorpsi dan partisi, yang dipengaruhi oleh
interaksi senyawa dengan fase diam dan fase gerak (Mustaqimah, 2023). Pada
metode ini, fase diam umumnya berupa lapisan tipis silika gel atau alumina yang
dilapiskan pada plat, sedangkan fase gerak berupa pelarut atau campuran pelarut
yang sesuai (Hafizah & Sunardi, 2024). Plat silika gel 60 F2s4 mengandung

indikator fluoresensi, sehingga pada penyinaran UV 254, plat akan berfluoresensi
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sehingga noda senyawa tampak sebagai pita berwarna gelap. Sementara pada UV
366 adsorben tidak berfluoresensi sehingga latar belakang tampak gelap, sedangkan
senyawa yang memiliki gugus kromofor dan ausokrom akan berfluoresensi dan
terlihat sebagai pita yang bersinar (Kautsari dkk., 2020).

Hasil analisis KLT dievaluasi berdasarkan nilai retention factor (Rf) dan
luas area noda yang terbentuk, dimana Rf menggambarkan tingkat pergerakan noda
senyawa dari titik awal aplikasi pada plat KLT dan dinyatakan sebagai
perbandingan antara jarak yang ditempuh noda dengan jarak total yang ditempuh
oleh fase gerak (Prasetyawan dkk., 2024). Selain itu, dalam penelitian bahan alam
juga dilakukan uji fitokimia sebagai metode skrining awal untuk mendeteksi
keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam tanaman. Senyawa fenolik dapat
diidentifikasi menggunakan pereaksi FeCls yang ditandai dengan terbentuknhya
bercak berwarna hitam, sedangkan flavonoid menunjukkan hasil positif kuning
melalui reaksi dengan pereaksi AICI3 (Jonathan dkk., 2024). Kromatografi lapis
tipis (KLT) memiliki beberapa kelebihan yaitu waktu analisis cepat, teknik
sederhana, tidak memerlukan alat mahal, biaya rendah, dapat menganalisis
beberapa sampel sekaligus, mampu mendeteksi konsentrasi rendah, serta cocok
untuk senyawa organik polar maupun nonpolar. Kekurangan dari metode ini yaitu,
lebih cocok untuk analisis kualitatif, hasil dapat bervariasi tergantung keterampilan
operator, kurang efektif untuk campuran sangat kompleks, dan hasil dipengaruhi

oleh kelembaban, suhu, serta jenis pelarut (Muhaimin dkk., 2025).

2.8 Uji Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan menggunakan beberapa
metode, salah satunya yaitu metode 2,2 difenil-1- pikrihidrazil (DPPH). Metode
DPPH meruoakan metode pengujian aktivitas antioksidan yang prinsip kerjanya
didasarkan pada reaksi oksidasi dan reduksi senyawa radikal bebas DPPH dengan
senyawa antioksidan (Purwanti dkk., 2019). Senyawa DPPH merupakan radikal
bebas yang stabil di larutan air mapun metanol dan memiliki kemampuan menyerap
cahaya secara kuat pada panjang gelombang 517 nm, sehingga sering digunakan
dalam pengujian aktivitas antioksidan (Salimi, 2021). Reaksi antara DPPH dan

antioksidan dapat berlangsung melalui dua mekanisme, yaitu donor atom hidrogen
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dan donor elektron, dimana radikal DPPH akan mengambil atom hidrogen dari
senyawa antioksidan untuk memperoleh pasangan elektron yang stabil (Aryanti
dkk., 2021). Analisis aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis untuk mengevaluasi kemampuan peredaman radikal
bebas yang dinyatakan dengan parameter ICso, yaitu konsentrasi senyawa yang
dibutuhkan untuk menghambat 50% aktivitas radikal bebas DPPH. Nilai ICso yang
lebih rendah menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih kuat (Purwanti dkk.,

2019).
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Gambar 2.8 Reaksi DPPH
(Shi dkk., 2022)

Proses reduksi DPPH ditandai dengan perubahan warna larutan yang
awalnya berwarna ungu pekat sebagai ciri radikal bebas berubah menjadi kuning
setelah radikal bebas tersebut tereduksi oleh antioksidan. Perubahan warna ini
menyebabkan penurunan nilai absorbansi cahaya tampak yang diukur
menggunakan spektrofotometer, semakin rendah nilai absorbansi maka semakin
tinggi aktivitas antioksidan sampel (Shi dkk., 2022). Metode DPPH memiliki
beberapa kelebihan yaitu, prosedurnya sederhana, cepat, akurat, menggunakan
sedikit sampel dan reagen, serta memiliki reproduksibilitas yang baik (Syahara
dkk., 2024). Namun demikian, metode ini juga memiliki beberapa keterbatasan,
antara lain radikal yang digunakan bukan radikal yang sama dengan yang ada
didalam sistem biologis, sehingga hasilnya tidak selalu mempresentasikan aktivitas
antioksidan di dalam tubuh, reaksi lebih mudah terjadi pada molekul kecil sehingga

aktvitas antioksidan dari senyawa yang berukuran lebih besar dapat terlihat lebih
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rendah, serta radikal DPPH relatif mudah terdegradasi cahaya, oksigen, dan
perubahan pH (Apak dkk., 2013).

2.9 Landasan Teori

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa daun iler mengandung senyawa
flavonoid dan fenolik yang berpotensi sebagai antioksidan karena kemampuannya
menangkap radikal bebas. Widhihastuti dkk. (2024) melaporkan keberadaan kedua
senyawa tersebut pada ekstrak etanol, sedangkan Suryati dkk. (2018) juga
menemukan senyawa fenolik dan flavonoid pada fraksi etil asetat. Kedua senyawa
tersebut diketahui berperan penting dalam memberikan aktivitas antioksidan.
Secara kuantitatif, Putri & Widhihastuti (2023) melaporkan kadar fenolik total
0,5659 mg GAE/g dan flavonoid total 1,0398 mg QE/g pada ekstrak etanol 96%,
sementara Suryati dkk. (2018) memeperoleh kadar fenolik 3,3 mg GAE/g dan
Verawati dkk. (2016) melaporkan kadar flavonoid 9,63 mg QE/g pada fraksi etil
asetat. Aktivitas antioksidan daun iler telah dibuktikan dengan metode DPPH,
dimana ekstrak etanol dan fraksi etil asetat memiliki nilai ICso masing-masing
sebesar 80,23 ppm dan 54,20 ppm (Moelyono dkk., 2016). Hasil ini didukung oleh
Aji dkk. (2022) yang melaporkan bahwa ekstrak etanol daun iler juga menunjukkan
aktivitas antioksidan yang diuji secara spektrofotometri menggunakan metode
DPPH. Penggunaan UAE dan KCV dalam penelitian ini didasarkan pada bukti
bahwa UAE menghasilkan kadar flavonoid yang lebih tinggi (0,62%) dibandingkan
maserasi (0,41%) (Utami dkk., 2020), dan KCV mampu menghasilkan pemisahan
lebih spesifik dibandingkan fraksinasi cair-cair (Khumaidi dkk., 2020; Ritna dkk.,
2016).

2.10 Hipotesis

1. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler mengandung senyawa fenolik
dan flavonoid.

2. Fraksi etil asetat memiliki kadar total fenolik dan flavonoid lebih tinggi
dibandingkan ekstrak etanol.

3. Fraksi etil asetat memiliki aktivitas antioksidan lebih kuat dibandingkan

ekstrak etanol.
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2.11 Kerangka Konsep Penelitian
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Gambar 2.9 Kerangka Konsep Penelitian



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu simplisia daun iler (Coleus
scutellarioides (L.) Benth.) yang diperoleh dan dideterminasi dari Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOQOT)
yang berlokasi di Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah, etanol 96%
(Bratachem), serbuk silika gel 60G (Supelco), methanol teknis, etil asetat teknis, n-
heksana teknis, 1-butanol (Merck), asam asetat (Merck), akuades, asam galat
(Sigma-Aldrich), toluen (Supelco), etil asetat (SmartLab), asam format (Merck),
kuersetin (Sigma Aldrich), besi(III) klorida (FeClz) (Supelco), alumunium klorida
(AICl3) (Merck), Folin-Cicalteu (Merck), natrium karbonat (Na,CO3) (Merck),
kalium asetat (CH3COOK) (Merck), metanol, serbuk DPPH (2,2-difenil-1
pikrilhidrazil) (Himedia), dan serbuk asam askorbat (Merck).

3.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian, yaitu oven (Memmert), kertas saring,
plat silika gel 60 Fas4 (Supelco), grinder (Wilman), moisture analyzer (Mettler
Toledo), neraca analitik (Ohaus dan Mettler Toledo), seperangkat alat gelas (Iwaki
dan Pyrex), sonikator (GT Sonic), vakum (Gast dan Rocker 300), rotary evaporator
(Heidolph dan Buchi), waterbath (Memmert), lemari pendingin (Sharp), lemari
asam (I-blush Fume Hood PJK-1800), microtube (Axygen), UV-cabinet (Camag),
Mikropipet (Thermo Scientific dan Dragonlab), rak microtube, rak tabung reaksi,
vortex (Thermo Scientific), dan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1780),
kuvet (Quality Quartz), chamber, vial, dan botol gelap, dan aluminium foil (Heavy
Duty).

20
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3.3 Cara Kerja Penelitian

3.3.1 Preparasi sampel

Simplisia kering daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) diperoleh dan
telah dideterminasi dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat
dan Obat Tradisional (B2P2TOOT) yang berlokasi di Tawangmangu, Karanganyar,
Jawa Tengah. Sampel kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 50°C
selama 2 jam, dilakukan pengecekan kadar air, selanjutnya dihaluskan
menggunakan grinder, dan disimpan dalam wadah tertutup rapat yang dilapisi
aluminium foil untuk menjaga kestabilan sampel (Muadifah dkk., 2023).
3.3.2 Ekstraksi

Serbuk simplisia daun iler sebanyak 100 g dimasukkan kedalam gelas
beaker berkapsitas 1000 mL, kemudian ditambahkan etanol 96% sebagai pelarut
dengan perbandingan 1:10 (Triyanti dkk., 2025). Gelas beaker ditutup rapat
menggunakan aluminium foil, lalu dilakukan proses ekstraksi dengan metode
sonikasi selama 30 menit pada suhu 40°C dengan frekuensi gelombang 40 kHz.
Setelah proses sonikasi selesai, campuran dibiarkan selama 30 menit untuk
memungkinkan partikel kasar mengendap (Utami dkk., 2020). Seluruh filtrat
kemudian digabungkan dan disaring kembali menggunakan kertas saring whatman
dengan bantuan corong buchner dan pompa vakum. Hasil filtrat dimasukkan ke
dalam labu dan dilakukan penguapan pelarut menggunakan rotary vacuum
evaporator pada suhu 50°C, kecepatan putar 60 rpm, dengan tekanan dimulai dari
200-175 mBar hingga pelarut etanol 96% menguap. Ekstrak pekat yang diperoleh
kemudian dipanaskan menggunakan waterbath dengan suhu sekitar 60° untuk
menghilangkan sisa pelarut sehingga diperoleh ekstrak kental (Kartini dkk., 2025).
Proses ekstraksi dilakukan sebanyak 7 kali dengan urutan proses dan gramasi yang
sama.
3.3.3 Fraksinasi

Ekstrak kental daun iler selanjutnya difraksinasi menggunakan metode
kromatografi cair vakum (KCV). Bagian dasar kolom dilapisi kertas saring terlebih
dahulu, kemudian diisi dengan silika gel 60 G sebanyak 50 gram sebagai fase diam.
Ekstrak kental etanol daun iler ditimbang sebanyak 5 gram kemudian diimpregnasi

dengan silika gel 60 G sebanyak 10 gram menggunakan mortir dan stamper hingga
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diperoleh campuran kering yang homogen. Campuran tersebut kemudian
dimasukkan ke dalam kolom dan bagian atasnya ditutup kembali dengan kertas
saring. Dilakukan proses elusi secara bertahap menggunakan pelarut dengan tingkat
kepolaran yang meningkat, dimulai dari n-heksan dilanjutkan dengan etil asetat,
masing-masing digunakan hingga eluat yang dihasilkan menjadi jernih. Setiap
fraksi hasil elusi kemudian divapkan menggunakan rotary vacuum evaporator
pada suhu 50°C, tekanan vakum dari 350-240 mBar dan kecepatan putar 60 rpm,
fraksi pekat yang diperoleh kemudian dipanaskan menggunakan waterbath dengan
suhu sekitar 60° untuk menghilangkan sisa pelarut sehingga diperoleh fraksi etil
asetat kental (Wusu dkk., 2022). Proses fraksinasi dilakukan sebanyak 9 kali
dengan urutan proses dan gramasi yang sama.
3.3.4 Identifikasi senyawa dalam ekstrak dan fraksi daun iler

Analisis identifikasi komponen bioaktif pada ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat daun iler dilakukan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT).
Fase diam yang digunakan adalah silika gel GF2s4 pada plat berukuran 6 x 10 cm,
dengan penanda garis batas sejauh 1 cm dari tepi atas dan bawah plat. Sampel yang
diuji terdiri dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat, serta standar pembanding yang
ditotolkan pada garis bawah plat menggunakan mikro pipet. Selanjutnya plat
dimasukkan kedalam chamber, kemudian dielusi menggunakan fase gerak 1-
butanol: asam asetat: akuades (4: 1: 3) sebanyak 10 mL yang telah dijenuhkan,
untuk identifikasi senyawa fenolik dengan standar asam galat dan fase gerak toluen:
etil asetat: asam format (7: 3: 1) sebanyak 10 mL yang telah dijenuhkan untuk
identifikasi senyawa flavonoid dengan standar kuersetin. Setelah proses elusi
selesai, plat dikeringkan dan divisualisasikan dibawah sinar tampak serta radiasi
ultraviolet pada panjang gelombang 254 dan 366 untuk mengamati munculnya
spot-spot senyawa. Identifikasi lebih lanjut terhadap senyawa flavonoid dilakukan
dengan penyemprotan pereaksi aluminium klorida (AICl3) , dan pengujian senyawa
fenolik dengan pereaksi FeCls (Junaedi dkk., 2023; Kementerian Kesehatan, 2022;
Saraswati dkk., 2021).
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3.3.5 Uji kadar total fenolik dan flavonoid ekstrak dan fraksi daun iler
a. Kadar fenolik total

1. Pembuatan laruran induk asam galat
Larutan induk asam galat dibuat dengan menimbang sejumlah 10 mg
kemudian dilarutkan dalam metanol sebanyak 1 mL dalam microtube (Nofita
dkk., 2020). Dari larutan induk dipipet 1 mL dan diencerkan dengan metanol
ke dalam labu ukur 10 mL hingga tanda batas sehingga diperoleh larutan stok
(Sadlia dkk., 2024).

2. Pembuatan larutan Na2CO3 7,5%
Larutan Na>,COs3 dibuat dengan melarutkan 7,5 g serbuk Na,CO3 dengan 10
mL akuades dalam cawan porselen kemudian dipanaskan diatas waterbath
sampai serbuk Na,COj larut sempurna. Setelah itu didiamkan selama 24 jam,
disaring dan diencerkan dengan akuades pada labu ukur 100 mL hingga tanda
batas (Nofita dkk., 2020).

3. Pembuatan larutan Folin-Ciocalteu
Larutan Folin-Ciocalteu dibuat dengan mengencerkan 10 mL reagen Folin-
Ciocalteu menggunakan akuades dalam labu ukur 100 mL (1:10) kemudian
gojog hingga hingga homogen dan disimpan dalam botol gelap (Rizvi dkk.,
2023).

4. Pembuatan larutan blanko
Larutan blanko dibuat dengan mencampurkan 2300 pL akuades dan 1500 pL
reagen Folin-Ciocalteu (1:10) dalam tabung reaksi, kemudian dihomogenkan
dan didiamkan selama + 3 menit. Selanjutnya, ditambahkan 1200 pL larutan
Na2CO3 7,5% dan diresuspensi kembali hingga tercampur merata, masukkan
kedalam kuvet absorbansinya diukur menggunakan spektrofotometer Uv-Vis
pada rentang panjang gelombang 500-800 nm.

5. Penentuan panjang gelombang maksimum asam galat
Larutan stok asam galat dengan konsentrasi 5 ppm dipipet sebanyak 25 pL
dicampurkan dengan 2275 pL pelarut akuades dan direkasikan dengan 1500
uL reagen Folin-Ciocalteu yang telah di encerkan (1:10) dalam tabung reaksi.
Campuran tersebut diresuspensi hingga homogen lalu dibiarkan selama + 3

menit. Larutan natirum karbonat NaxCOs; 7,5% sejumlah 1200 pL
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ditambahkan kemudian diresuspensi kembali sampai tercampur merata,
absorbansinya diukur menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada rentang
panjang gelombang 500-800 nm. Panjang gelombang dengan absorbansi
tertinggi akan ditetapkan sebagai panjang gelombang maksimum untuk

pengujian sampel (Nofita dkk., 2020).

. Penentuan operating time asam galat

Larutan asam galat 5 ppm dipipet sebanyak 25 pL dicampurkan dengan 2275
uL pelarut akuades dan direaksikan dengan 1500 pL reagen Folin-Ciocalteu
yang telah di encerkan (1:10) dalam tabung reaksi. Campuran tersebut
diresuspensi hingga homogen lalu dibiarkan selama + 3 menit. Larutan
natirum karbonat Na;COs3 7,5% sejumlah 1200 pL ditambahkan kemudian
diresuspensi kembali sampai tercampur merata, absorbansinya diukur
menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada panjang gelombang maksimum
dalam rentang waktu 0 hingga 120 menit. Waktu dengan nilai absorbansi
yang stabil tiap menit ditetapkan sebagai waktu operasi untuk pengujian

sampel (Nofita dkk., 2020).

. Pembuatan kurva kalibrasi asam galat

Larutan stok asam galat dipipet masing-masing sebanyak 12,5; 25; 50; 75 dan
100 puL dalam tabung reaksi dengan konsentrasi 2,5; 5; 10; 15 dan 20 ppm,
kemudian di larutkan menggunakan akuades dengan volume tertentu dan
direaksikan dengan 1500 pL reagen Folin-Ciocalteu yang telah di encerkan
(1:10), kemudian dihomogenkan. Setelah didiamkan selama + 3 menit,
masing-masing larutan ditambahkan 1200 pL larutan NaxCOsz 7,5%,
dihomogenkan kembali sehingga setiap larutan uji memiliki volume akhir
sebesar 5000 pL, dan di inkubasi pada suhu kamar selama operating time (60
menit). Selanjutnya, diukur absorbansi seluruh larutan pada panjang
gelombang maksimum (773 nm) menggunakan spektrofotometer UV-Vis,
selanjutnya dibuat kurva baku yang menunjukkan hubungan antara

konsentrasi asam galat dan nilai absorbansi (Nofita dkk., 2020).
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8. Penetapan kadar fenolik total ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler ditimbang dalam microtube
sebanyak 10 mg, kemudian dilarutkan dengan metanol sebanyak 1 mL. Dari
larutan induk dipipet 1 mL dan diencerkan menggunakan metanol ke dalam
labu ukur 10 mL hingga tanda batas. Selanjutnya diambil 500 puL larutan hasil
pengenceran dilarutkan dalam akuades sebanyak 1800 puL dan direaksikan
dengan 1500 pL reagen Folin-Ciocalteu yang telah diencerkan (1:10)
kemudian dihomogenkan. Didiamkan selama + 3 menit, setelah waktunya
selesai ditambahkan 1200 pL larutan Na;COs 7,5%, sehingga setiap larutan
uji memiliki volume akhir sebesar 5000 pL, kemudian diinkubasi pada suhu
ruang selama operating time (60 menit). Pengukuran absorbansi dilakukan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
(773 nm) dengan tiga kali replikasi untuk setiap sampel (Nofita dkk., 2020).

b. Kadar total flavonoid

1. Pembuatan larutan induk kuersetin
Kuersetin ditimbang sejumlah 10 mg kemudian dilarutkan menggunakan
metanol didalam microtube hingga mencapai volume 1 mL. Dari larutan
induk dipipet 1 mL dan diencerkan dengan metanol ke dalam labu ukur 10
mL hingga tanda batas sehingga diperoleh larutan stok (Sadlia dkk., 2024).

2. Pembuatan larutan AICl3 10%

Serbuk AICl; ditimbang sebanyak 5 gram dalam gelas beaker dilarutkan
menggunakan 10 mL akuades, kemudian dipindahkan kedalam labu ukur 50
mL tambahkan akuades hingga tanda batas, dihomogenkan dan disimpan
dalam botol kaca gelap (Nofita dkk., 2020).

3. Pembuatan larutan Kalium asetat (CH3:COOK 1M)

Serbuk kalium asetat (CH3;COOK 1M) ditimbang sebanyak 4,907 gram
dalam gelas beaker dilarutkan menggunakan 10 mL akuades, kemudian
dipindahkan kedalam labu ukur 50 mL tambahakan akuades hingga tanda
batas, dihomogenkan dan disimpan dalam wadah yang tertutup rapat (Nofita

dkk., 2020).
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4. Pembuatan larutan blanko
Larutan blanko dibuat dengan mencampurkan 4800 pL metanol dengan 100
pL larutan aluminium klorida (AICl3) 10% dan 100 pL larutan kalium asetat
IM dalam tabung reaksi, campuran kemudian diresuspensi hingga homogen.

5. Penentuan panjang gelombang maksimum kuersetin
Larutan stok kuersetin dengan konsentrasi 16 ppm dipipet sebanyak 120 pL
ditambahkan 4720 puL pelarut metanol dan direaksikan dengan 100 pL larutan
aluminium klorida (AICl3) 10% dan 100 pL larutan kalium asetat (CH;COOK
1M) dalam tabung reaksi. Campuran kemudian diresuspensi hingga homogen
dan dimasukkan kedalam kuvet kemudian diukur absorbansinya untuk
menentukan  panjang  gelombang  maksimumnya  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada rentang 300-500 nm. Panjang gelombang
dengan absorbansi tertinggi akan ditetapkan sebagai panjang gelombang
maksimum untuk pengujian sampel (Sadlia dkk., 2024).

6. Penentuan operating time Kuersetin
Larutan stok kuersetin dengan konsentrasi 16 ppm dipipet sebanyak 120 pL
ditambahkan 4720 pL pelarut metanol dan direaksikan dengan 100 pL larutan
aluminium klorida (AICl3) 10% dan 100 pL larutan kalium asetat (CH;COOK
1M) dalam tabung reaksi. Campuran kemudian diresuspensi hingga homogen
dan dimasukkan kedalam kuvet kemudian diukur absorbansinya diukur pada
panjang gelombang maksimum yang telah ditetapkan, dalam waktu 0 hingga
45 menit dengan interval waktu 1 menit. Pengukuran dilakukan hingga nilai
absorbansi stabil atau tidak mengalami perubahan signifikan. Waktu dengan
nilai absorbansi yang stabil tiap menit ditetapkan sebagai waktu operasi untuk
pengujian sampel (Suharyanto & Hayati, 2021).

7. Pembuatan kurva kalibrasi kuersetin
Larutan stok kuersetin dipipet masing-masing sebanyak 10,20,40,80, dan120
uL, dengan konsentrasi 2,4,8,16, dan 24 ppm. Dari masing-masing seri kadar
di larutkan menggunakan methanol dengan volume tertentu dan dimasukkan
kedalam tabung reaksi, kemudian direaksikan dengan 100 pL larutan AlICl3
10% dan 100 pL larutan kalium asetat (CH3COOK 1M). Setiap larutan di

resuspensi hingga tercampur merata, larutan didiamkan sesuai waktu
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operating  time (30 menit). Absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (440 nm)
kemudian dibuat kurva baku hubungan antara konsentrasi kuersetin dengan
absorbansi (Sadlia dkk., 2024).

8. Penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler ditimbang sebanyak 10 mg,
kemudian masing dilarutkan dengan metanol hingga volume 1 mL
menggunakan microtube (larutan induk). Dari larutan induk dipipet 1 mL dan
diencerkan dengan metanol ke dalam labu ukur 10 mL sehingga diperoleh
larutan stok. Selanjutnya, sebanyak 500 pL larutan sampel dimasukkan
kedalam tabung reaksi kemudian dilarutkan menggunakan metanol sebanyak
4300 pL dan di reaksikan dengan 100 pL larutan AICl; 10% serta 100 pL
larutan kalium asetat (CH3COOK 1M). Larutan didiamkan selama operating
time (30 menit), dan absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang maksimum (440 nm) dengan tiga kali replikasi
untuk masing-masing sampel (Sadlia dkk., 2024).

3.3.6 Uji aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi daun iler
a. DPPH (2,2 difenil-1- pikrihidrazil)
1. Pembuatan larutan DPPH
Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 15,8 mg kemudian dilarutkan dalam
metanol hingga volume 1 mL didalam microtube. Dari larutan induk dipipet
1 mL dan diencerkan dengan metanol ke dalam labu ukur 100 mL hingga
tanda batas sehingga diperoleh larutan stok DPPH. Larutan disimpan dalam
botol kaca berwarna gelap pada suhu ruang untuk mencegah terjadinya
degradasi akibat paparan Cahaya (Muadifah dkk., 2023).
2. Penentuan panjang gelombang maksimum
Larutan stok DPPH dipipet sebanyak 1 mL, kemudian ditambahkan 4 mL
metanol. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi  dan
dihomogenkan hingga tercampur sempurna. Selanjutnya, campuran
dimasukkan ke dalam kuvet, lalu diukur nilai absorbansinya pada rentang
panjang gelombang 400-700 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis

untuk menentukan panjang gelombang dengan nilai serapan tertinggi.
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Panjang gelombang dengan absorbansi tertinggi akan ditetapkan sebagai
panjang gelombang maksimum untuk pengujian sampel (Muadifah dkk.,

2023).

. Penentuan operating time

Larutan DPPH dipipet sebanyak 1 mL kemudian ditambahkan metanol
sebanyak 2,8 mL dan 0,2 mL vit C dalam tabung reaksi (Muadifah dkk.,
2023). Larutan dimasukkan kedalam kuvet dan serapan tersebut diukur pada
waktu 0-80 menit pada panjang gelombang maksimum. Larutan diukur
dengan interval waktu satu menit, waktu dengan nilai absorbansi yang stabil
tiap menit ditetapkan sebagai waktu operasi untuk pengujian sampel

(Mustarichie & Ramdhani, 2021).

. Penentuan aktivitas antioksidan Vitamin C sebagai pembanding

Serbuk vitamin C ditimbang sebanyak 10 mg secara teliti, kemudian
dilarutkan ke dalam 1 mL metanol dalam microtube untuk memperoleh
larutan induk. Dari larutan induk dipipet 1 mL dan diencerkan dengan
metanol ke dalam labu ukur 10 mL sehingga diperoleh larutan stok vit C.
Larutan stok vit C dibuat seri kadar masing-masing 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8
ppm, dan 10 ppm dengan mengambil volume sampel berturut-turut sebesar
8,16,24,32, dan 40 puL sampel kemudian dilarutkan menggunakan metanol
dengan volume tertentu. Setelah itu masing-masing larutan uji direaksikan
dengan 1000 pL larutan stok DPPH dalam tabung reaksi yang dilapisi
alumunium foil, setiap larutan uji memiliki volume akhir sebesar 4000 pL.
Campuran tersebut dihomogenkan, dan diinkubasi selama (25 menit)
operating time di ruangan gelap untuk mencegah degadrasi akibat cahaya.
Setelah proses inkubasi selesai, absorbansi larutan diukur pada panjang
gelombang maksimum (515 nm) menggunakan spektrofotometer UV-Vis,
kemudian dibuat kurva baku hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi.
Nilai ICso ditentukan berdasarkan persamaan regresi linear antara konsentrasi
sampel dan presentase inhibisi (Muadifah dkk., 2023).

Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
Larutan induk dibuat dengan menimbang 10 mg masing-masing ekstrak

etanol dan fraksi etil asetat daun iler, kemudian dilarutkan dalam metanol
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hingga volume 1 mL dalam microtube. Dari larutan induk dipipet 1 mL dan
diencerkan dengan metanol ke dalam labu ukur 10 mL sehingga diperoleh
larutan stok. Dari larutan stok dibuat lima seri, dengan mengambil volume
sampel berturut-turut sebesar 15,6; 31,25; 62,5; 125; dan 250 uL ke dalam
tabung reaksi yang sudah dilapisi alumunium foil dan menambahkan
methanol dengan volume tertentu, kemudian direaksikan dengan 1000 puL
larutan stok DPPH, setiap larutan uji memiliki volume akhir sebesar 4000 uL.
Campuran tersebut dihomogenkan, dan diinkubasi selama operating time (25
menit) di ruangan gelap untuk mencegah degadrasi akibat cahaya. Setelah
proses inkubasi selesai, absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang
maksimum (515 nm) menggunakan spektrofotometer UV-Vis, kemudian
dibuat kurva baku hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi. Nilai ICso
ditentukan berdasarkan persamaan regresi linear antara konsentrasi sampel

dan presentase inhibisi (Muadifah dkk., 2023).

3.4 Analisis Hasil

3.4.1 Analisis kualitatif

Identifikasi sampel dilakukan dengan pengamatan dibawah sinar tampak
serta radiasi ultraviolet 254 dan 366, disertai dengan penyemprotan reagen kimia.
Pengamatan fitokimia dilakukan berdasarkan perubahan warna noda yang muncul
setelah penyemprotan reagen. Hasil positif untuk senyawa fenolik ditandai dengan
menculnya perubahan warna biru kehitaman setelah penyemprotan FeCls dan
diamati dibawah sinar tampak. Sementara itu, keberadaan senyawa flavonoid
diindikasikan oleh munculnya warna biru atau kuning setelah penyemprotan AlCI3
yang terlihat jelas dibawah sinar UV 366 (Kowalska & Sajewicz, 2022).
3.4.2 Analisis kuantitatif
a. Ekstraksi
Ekstrak yang diperoleh dari proses ekstraksi dinyatakan dalam bentuk persentase
rendemen. Besarnya nilai rendemen ekstrak dihitung menggunakan rumus
perbandingan antara bobot ekstrak yang dihasilkan dengan bobot simplsia awal,
kemudian dikalikan 100%, seperti yang tercantum pada rumus berikut (Aji dkk.,
2022):
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Bobot Ekstrak (gram)

x 100
Bobot Simplisia Awal (gram)

% Rendemen =

b. Fraksinasi

Fraksi yang dihasilkan dari proses fraksinasi dinyatakan dalam bentuk persentase
rendemen fraksi. Besarnya rendemen fraksi dihitung dengan membandingkan
bobot fraksi yang diperoleh terhadap bobot ekstrak awal, kemudian dikalikan
100%. Seperti yang tercantum pada rumus berikut (Ilham dkk., 2024):

Bobot Fraksi (gram)
Bobot Ekstrak (gram)

x 100

% Rendemen =

c. Identifikasi senyawa fenolik dan flavonoid
Pada proses identifikasi sampel menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT),
diperoleh jarak pergerakan noda senyawa yang dinyatakan sebagai nilai
Retardation Factor (RF). Nilai RF dihitung berdasarkan perbandingan antara jarak
yang di tempuh oleh noda sampel dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut (fase

gerak) seperti yang tercantum dalam rumus berikut:

__Jarak yang ditempuh oleh komponen

Jarak yang ditempuh oleh pelarut
Nilai Rf berkisar antara 0-1,0 dan pemisahan dianggap optimal apabila nilai Rf
berada dalam rentang 0,2-0,8. Kesamaan nilai Rf antara sampel uji dan senyawa
baku mengindikasikan bahwa keduanya kemungkinan mengandung komponen
senyawa yang identic (Kamar dkk., 2021).
d. Uji kadar total fenolik
Kandungan total fenolik dinyatakan dalam satuan mg ekuivalen asam galat per
gram ekstrak (mg GAE/g). Perhitungan kadar total fenolik dilakukan menggunakan

rumus berikut (Rohmah, 2022):
Kadar Total Fenolik = “*~*?

Keterangan:

C : Konsentrasi fenolik (nilai x hasil persamaan regresi)
A" : Volume larutan ekstrak (mL)

Fp : Faktor pengenceran

g : Berat sampel (gram)
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e. Uji kadar total flavonoid
Kandungan total fenolik dinyatakan dalam satuan mg ekuivalen kersetin per gram
ekstrak (mg QE/g). Perhitungan kadar total fenolik dilakukan menggunakan
rumus berikut (Rohmah, 2022):

Kadar Total Fenolik = “=***P)

Keterangan:

C : Konsentrasi flavonoid (nilai x hasil persamaan regresi)
A% : Volume larutan ekstrak (mL)

Fp : Faktor pengenceran

g : Berat sampel (gram)

f. Uji aktivitas antioksidan
Aktivitas antioksidan dari sampel ditetapkan berdasarkan kemampuannya
menghambat penyerapan radikal DPPH, yang dinyatakan dalam bentuk presentase
(%) inhibisi serapan DPPH dan dihitung menggunakan rumus berikut (Aji dkk.,
2022):

Abs kontrol - Abs sampel
Abs kontrol

Nilai ICso dari ekstrak daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) ditentukan

% Inhibisi Antioksidan = x 100

menggunakan persamaan regresi linier dengan konsentrasi ekstrak etanol daun iler
sebagai sumbu X dan % inhibisi sebagai sumbu Y. persamaan yang digunakan
adalah:

y=bx+a

Penentuan nilai ICso kemudian dihitung dengan menggunakan rumus (Aji dkk.,

2022):

50-a

ICso = .

Keterangan:
Y =% inhibisi (50)
a = Intercept (perpotongan garis di sumbu Y)
b = Slope (Kemiringan)
X = Konsentrasi
Secara umum, senyawa dikategorikan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai

ICso kurang dari 50 pg/mL, kuat untuk ICso bernilai 50-100 pg/mL, sedang jika ICso
bernilai 100-150 pg/mL dan lemah jika ICso bernilai 151-200 pg/mL. Semakin
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rendah nilai ICso, maka semakin kuat potensi aktivitas antioksidan dari suatu

senyawa (Maulida dkk., 2022).

3.5 Alur Penelitian

Persiapan Bahan 7

Simplisia daun iler (Coleus
scutellarioides (L.) Bent
Simplisia daun iler (Coleus
scutellarioides (L.) Benth

!

| Pembuatan Serbuk Simplisia I

Alat Glinder

|

Ekstraksi Sampel
mengeunakan Etanol 96% _
Identifikasi sampel

Metode Sonikasi dan Penetapan
¢ Kadar Fenolik serta
} Flavonoid Total

— Analisis Hasil

Fraksinasi dengan n-heksan dan
etil asetat

Metode KCV

Uji Aktivitas Antioksidan
Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil
Asetat Daun iler (Coleus
Scutellariodes (L.) Benth)

Perhitungan Persen
inhibisi ICso -

Metode DPPH

Gambar 3.1 Alur Penelitian



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa fenolik
dan flavonoid dalam ekstrak etanol dan fraksi etil asetat menggunakan metode
kromatografi lapis tipis, penetapan kadar fenolik dan flavonoid, serta mengevaluasi
aktivitas antioksidannya daun iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth) melalui

metode DPPH.

4.1 Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Iler

Simplisia daun iler yang digunakan dalam penelitian ini telah diperoleh dan
dideterminasi di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan
Obat Tradisional (B2P2TOOT), Tawamangu, Karanganyar, Jawa Tengah, dengan
nomor laporan hasul uji TL.02.04/D.X1.6/30138.862/2025 yang tercantum pada
Lampiran 1. Simplisia daun iler dikeringkan kemudian diserbukkan dan

ditentukan kadar airnya (Tabel 4.1).

Tabel 4.1 Kadar Air Simplisia dan Serbuk Daun Iler

Sampel Kadar Air (%)
Simplisia kering 5,28 £0,38
Serbuk simplisia 2,76 £0,70

Menurut Farmakope Herbal Indonesia Edisi II, kadar air tidak lebih dari
10% sehingga simplisia dan serbuk daun iler yang diperoleh memenuhi persyaratan
dan berada dalam rentang yang dapat diterima (Kementerian Kesehatan, 2022).
Penetapan kadar air merupakan parameter penting untuk menentukan batas
maksimum kandungan air dalam suatu bahan, karena kadar air yang tinggi dapat
mendukung pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri dan jamur (Kusumawati
dkk., 2023). Oleh karena itu, simplisia dengan kadar air yang memenuhi standar
digunakan sebagai bahan awal untuk proses ekstraksi. Ekstraksi daun iler dengan
metode sonikasi menggunakan pelarut etanol 96% dipilih karena mampu
mempercepat proses ekstraksi dan meningkatkan rendemen. Penggunaan etanol

96% sebagai pelarut didasarkan pada kemampuannya melarutkan senyawa dengan
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berbagai tingkat polaritas, sehingga memungkinkan diperoleh ekstrak yang
kompleks (Widhihastuti dkk., 2024). Ekstrak yang diperoleh kemudian difraksinasi
menggunakan metode kromatografi cair vakum (KCV) dengan pelarut etil asetat
untuk memisahkan senyawa berdasarkan kepolarannya, khususnya senyawa semi
polar (Muthia dkk., 2018). Secara organoleptik, ekstrak etanol daun iler berwarna
hijau kehitaman, bau khas, dan rasa agak pahit sedangkan fraksi etil asetat berwarna
hijau tua kehitaman, bau khas, dan rasa agak pahit. Berdasarkan hasil penelitian,

rendemen ekstrak etanol dan fraksi etil asetat disajikan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Rendemen Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun Iler

Sampel Bobot (gram) Rendemen (%)
Ekstrak etanol 83,0382 11,86
Fraksi etil asetat 17,5417 38,98

Tingginya rendemen pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat berkaitan
dengan kesesuaian polaritas pelarut dalam mengekstraksi senyawa, sehingga proses
pemisahan menjadi lebih efektif. Efisiensi ekstraksi dipengaruhi oleh ukuran
partikel, jenis pelarut, metode, rasio bahan terhadap pelarut, serta waktu ekstraksi
(Sulistiawanti dkk., 2025). Rendemen menunjukkan jumlah metabolit sekunder
yang terekstraksi oleh pelarut, namun tidak menunjukkan jenis senyawa yang
terkandung (Nofita dkk., 2020). Rendemen ekstrak etanol pada peneltian ini
11,86% lebih tinggi dibandingkan penelitian Putri & Widhihastuti (2023) sebesar
5,8% dan Afifah dkk. (2015) sebesar 4,2% yang keduanya menggunakan metode
maserasi. Perbedaan tersebut diduga dipengaruhi oleh penggunaan metode UAE
yang memanfaatkan efek kavitasi ultrasonik sehingga meningkatkan efisiensi
ekstraksi, serta metode fraksinasi KCV yang mampu memisahkan senyawa

semipolar secara lebih optimal berdasarkan gradien polaritas.
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4.2 Identifikasi Kandungan Senyawa Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil
Asetat dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler diidentifikasi menggunakan
kromatografi lapis tipis (KL T). Metode ini digunkaan untuk mengetahui kandungan
senyawa, dengan pemisahan berdasarkan mekanisme adsorpsi dan partisi yang
dipengaruhi oleh interaksi antara fase diam dan fase gerak. Uji identifikasi senyawa
fenolik dengan reagen semprot FeCl; merupakan metode skrining sederhana untuk
senyawa fenolik, dimana perubahan warna terjadi akibat pembentukan kompleks
antara ion besi (III) dan gugus fenolat. Senyawa dengan satu atau lebih gugus
hidroksil akan menghasilkan warna khas seperti ungu, biru, hijau, hingga merah
kecokelatan, terutama pada struktur dengan gugus hidroksil bersebelahan seperti
katekol atau galat yang mampu membentuk kompleks stabil dengan ion logam

(Darina dkk., 2025).

Eks FrEt

(a) (b) (c) (d)
Gambar 4.1 Profil Kromatografi Lapis Tipis Senyawa Fenolik Daun Iler

Keterangan: Elusi dilakukan dengan fase diam silika gel 60 GF»s4 dan fase gerak 1-butanol: asam

asetat: akuades (4: 1: 3). (a) plat hasil elusi pada sinar tampak, (b) plat hasil elusi pada sinar UV

254, (c) plat hasil elusi pada sinar UV 366, (d) plat hasil elusi setelah semprot reagen FeCls pada
sinar tampak. AG = asam galat, Eks = ekstrak etanol, FrEt = fraksi etil asetat.
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Berdasarkan hasil identifikasi senyawa fenolik ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat daun iler mengandung senyawa fenolik (Gambar 4.1), yang ditunjukkan
oleh munculnya bercak berwarna hitam pada plat KLT setelah penyemprotan
reagen FeCls pada pengamatan sinar tampak. Nilai Rf ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat (0,8375) yang mendekati nilai Rf standar asam galat (0,8625), sehingga
mengindikasikan adanya senyawa yang serupa dengan asam galat. Selain itu,
terdapat beberapa bercak lain dengan nilai Rf 0,675; 0,725; dan 0,7875 yang juga
menunjukkan reaksi positif tehadap FeCls, menandakan keberadaan senyawa

fenolik lain yang berbeda dari asam galat.

Fks FrEr K Eks FrEt| K Eks Fr Et

(a) (b) (c) (d)
Gambar 4.2 Profil Kromatografi Lapis Tipis Senyawa Flavonoid Daun Iler

Keterangan: Elusi dilakukan dengan fase diam silika gel 60 GF2s4 dan fase Gerak toluen: etil
asetat: asam format (7: 3: 1). (a) plat hasil elusi pada sinar tampak, (b) plat hasil elusi pada sinar
UV 254, (c) plat hasil elusi pada sinar UV 366, (d) plat hasil elusi setelah semprot reagen AlCl3

pada sinar UV 366. AG = asam galat, Eks = ekstrak etanol, FrEt = fraksi etil asetat.

Berdasarkan hasil identifikasi senyawa flavonoid ekstrak etanol dan fraksi
etil asetat daun iler mengandung senyawa flavonoid (Gambar 4.2), yang

ditunjukkan oleh munculnya bercak kuning gelap pada plat KLT setelah
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penyemprotan reagen AlCl; dan pengamatan pada UV 366. Nilai Rf ekstrak etanol
(0,2875) dan Rf fraksi etil asetat (0,3) mendekati nilai Rf standar kuersetin (0,3125),
sehingga mengindikasikan adanya senyawa yang serupa dengan kuersetin. Selain
itu, terdapat satu bercak lain dengan nilai Rf 0,1 yang juga menunjukkan reaksi
positif terhadap AICIl3, menandakan keberadaan senyawa flavonoid lain yang
berbeda dari kuersetin. Warna kuning terbentuk akibat kompleksasi antara ion AI**
dengan gugus karbonil pada C-4 serta gugus hidroksil pada C-3 atau C-5, dan juga
gugus orto-hidroksil pada cincin B (C3 — C4'), sechingga menghasilkan kompleks
stabil dengan serapan didaerah tampak. Kemiripan nilai Rf dengan kuersetin

menunjukkan bahwa senyawa flavonoid dalam sampel diduga memiliki struktur

atau sifat yang serupa dengan kuersetin (Garg dkk., 2024).

Tabel 4.3 Identifikasi Kandungan senyawa Daun Iler Menggunakan KLT

Senyawa Reagen Sampel Perubahan
semprot Ekstrak Fraksi Warna
Etanol Etil
asetat
Fenolik FeCl3 + + Biru kehitaman
Flavonoid AlICl3 + + Kuning tua

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa ekstrak etanol serta fraksi etil
asetat daun iler terbukti mengandung senyawa fenolik dan flavonoid (Tabel 4.3).
Hasil ini sejalan dengan penelitian oleh Segara M & Kurniawan (2023) yang
melaporkan bahwa ekstrak etanol daun iler diketahui mengandung senyawa
metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid, fenol, saponin, dan tanin, serta tidak
terdeteksi adanya senyawa steroid dan triterpenoid. Selain itu, penelitian Suryati
dkk. (2018) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat daun iler mengandung flavonoid,
fenolik, triterpenoid, dan steroid. Dengan demikian, hasil penelitian ini memperkuat
temuan sebelumnya terkait keberadaan senyawa fenolik dan flavonoid pada daun
iler, baik dalam ekstrak etanol maupun fraksi etil asetat. Intensitas noda yang lebih
jelas pada fraksi etil asetat menunjukkan bahwa senyawa flavonoid lebih banyak
terdistribusi pada fraksi semipolar. Penggunaan metode UAE membantu
meningkatkan pelepasan senyawa bioaktif melalui efek kavitasi dan peningkatan

penetrasi pelarut kedalam sel tanaman. Salah satu flavonoid yang diketahui terdapat
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pada daun iler adalah kuersetin yang termasuk golongan flavonol bersifat
semipolar, sehingga lebih mudah larut dalam pelarut semipolar seperti etil asetat.
Penggunaan metode KCV juga diduga mampu memisahkan senyawa semipolar
secara lebih spesifik dibandingkan fraksinasi cair-cair. Perbedaan jenis senyawa
yang teridentifikasi dapat dipengaruhi oleh pemilihan pelarut dan metode ekstraksi
yang berkaitan dengan perbedaan polaritas pelarut sesuai prinsip like dissolves like,
serta kondisi ekstraksi seperti suhu dan waktu yang mempengaruhi stabilitas dan
jumlah senyawa yang terekstraksi (Popova & Bankova, 2023). Selain itu, variasi
kandungan metabolit sekunder juga dipengaruhi oleh faktor lingkungan, kondisi
stres, faktor internal seperti umur dan metabolisme tanaman, serta faktor waktu
seperti musim dan siklus harian, sehingga menyebabkan perbedaan jenis maupun

jumlah senyawa yang teridentifikasi (Qaderi dkk., 2023).

4.3 Kadar Total Fenolik Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun Iler

Penetapan kadar fenolik total menggunakan reagen Folin-Ciocalteu, yang
bekerja melalui pembentukan kompleks berwarna biru dalam suasana basa, dimana
senyawa fenolik terionisasi menjadi fenolat dan mereduksi fosfomolibat-
fosfotungstat menjadi kompleks molybdenum-tungsten. Intensitas warna biru yang
terbentuk berbanding lurus dengan kadar fenolik dalam sampel. Asam galat
digunakan sebagai standar karena memiliki gugus hidroksil dan sistem terkonjugasi
yang efektif dalam membentuk kompleks dengan reagen tersebut (Sitorus dkk.,
2020). Dalam pengujian kadar total fenolik, terelebih dahulu dilakukan penentuan
panjang gelombang maksimum menghasilkan 773 nm sebagai kondisi pengukuran
dengan absorbansi tertinggi (Lampiran 9). Sementara itu, operating time optimum
diperoleh selama 60 menit, yang menunjukkan waktu reaksi antara analit dan
reagen telah mencapai kondisi stabil (Lampiran 10). Uji kadar fenolik total sampel
dilakukan dengan spektrofotometer Uv-Vis menggunakan asam galat sebagai
standar pembanding. Kurva kalibrasi asam galat pada rentang konsentrasi 2,45-
19,62 pg/mL diperoleh persamaan regresi linear y= 0,0685x + 0,1438 di mana y
merupakan nilai absorbansi dan x adalah kadar fenolik dalam sampel, dengan nilai
koefisien korelasi (R?) sebesar 0,9854 (Lampiran 11). Pengukuran dilakukan

sebanyak tiga kali replikasi untuk meningkatkan keakuratan data. Berdasarkan hasil
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penelitian, kadar total fenolik ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler dapat

dilihat pada Tabel. 4.4.

Tabel 4.4 Kadar Total Fenolik Daun Iler

Sampel Kadar Total Fenolik
(mgGAE/g)
Ekstrak etanol 3,79 +0,11
Fraksi etil asetat 6,37 £ 0,04

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki kadar total
fenolik yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol. Hal ini karena sebagaian
senyawa fenolik pada daun iler bersifat semipolar sehingga lebih mudah
terdistribusi ke dalam pelarut etil asetat. Perbedaan kadar total fenolik dipengaruhi
oleh perbedaan tingkat kepolaran pelarut yang digunakan. Etanol sebagai pelarut
polar dapat menarik berbagai senyawa polar lainnya, sehingga ekstrak yang
diperoleh masih mengandung campuran senyawa kompleks (Haroen dkk., 2025).
Sementara itu, proses fraksinasi menyebabkan senyawa nonpolar terpisah terlebih
dahulu sehingga senyawa fenolik lebih terkonsentrasi pada fraksi etil asetat
(Ananda dkk., 2025). Hasil penelitian ini lebih tinggi dibandingkan penelitian oleh
Suryati dkk. (2018) yang menggunakan metode maserasi dan fraksinasi cair-cair,
dengan kadar fenolik fraksi etil asetat sebesar 3,3 GAE/g. Perbedaan tersebut
diduga dipengaruhi oleh metode ekstraksi dan fraksinasi yang digunakan.
Penggunaan metode UAE dalam penelitian ini lebih efisien dalam mengekstraksi
senyawa fenolik dibandingkan metode maserasi karena gelombang ultrasonik
mampu meningkatkan transfer massa melalui efek kavitasi sehingga pelepasan
senyawa bioaktif dari sel tanaman berlangsung lebih optimal. Penggunaan KCV
memungkinkan pemisahan senyawa berdasarkan gradien polaritas secara lebih
spesifik dibandingkan fraksinasi cair-cair, sehingga senyawa fenolik dapat lebih
terkonsentrasi pada fraksi etil asetat. Kombinasi kedua metode tersebut diduga
menyebabkan senyawa fenolik lebih optimal terkonsentrasi pada fraksi etil asetat.
Selain itu variasi bahan baku, seperti umur daun dan kondisi lingkungan tumbuh,
juga berperan dalam menentukan kandungan metabolit sekunder (Qaderi dkk.,

2023).
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4.4 Kadar Total Flavonoid Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun
Iler

Penentuan kadar flavonoid dilakukan menggunakan metode kolorimetri
AICl3 yang didasarkan pada kemampuan flavonoid membentuk kompleks berwarna
kuning ketika direaksikan dengan AICI;. Dalam metode ini, kuersetin digunakan
sebagai larutan pembanding karena termasuk golongan flavonol yang mampu
membentuk kompleks stabil dengan AI*" (Natasya dkk., 2025). Kemampuan
tersebut disebabkan oleh adanya gugus karbonil pada posisi C-4, gugus hidroksil
pada posisi C-3 dan C-5, serta gugus orto-hidroksil pada cincin B yang berperan
dalam pembentukan ikatann koordinasi dengan ion AI**. Kompleks yang terbentuk
menunjukkan serapan maksimum pada daerah tampak sehingga menghasilkan
warna kuning (Garg dkk., 2024). Dalam pengujian kadar total flavonoid, terelebih
dahulu dilakukan penentuan panjang gelombang maksimum menghasilkan 440 nm
sebagai kondisi pengukuran dengan absorbansi tertinggi (Lampiran 12).
Sementara itu, operating time optimum diperoleh selama 30 menit, yang
menunjukkan waktu reaksi antara analit dan reagen telah mencapai kondisi stabil
(Lampiran 13). Penentuan kurva standar dilakukan untuk mengetahui hubungan
antara konsentrasi larutan dan nilai absorbansi, sehingga kadar flavonoid dalam
sampel dapat dihitung. Kurva kalibrasi kuersetin pada rentang konsentrasi 1,91-
22,87 ng/mL diperoleh persamaan regresi linear y= 0,0594x + 0,0787, dengan nilai
koefisien korelasi (R?) sebesar 0,9895 (Lampiran 14). Berdasarkan hasil
penelitian, kadar flavonoid total pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler

disajikan pada Tabel. 4.5.

Tabel 4.5 Kadar Total Flavonoid Daun ller

Sampel Kadar Total Flavonoid
(mgQE/g)
Ekstrak etanol 1,26 £ 0,03
Fraksi etil asetat 3,16 £ 0,03

Hasil tersebut menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki kandungan

flavonoid lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol. Perbedaan ini dapat disebabkan
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oleh perbedaan tingkat kepolaran pelarut. Etanol sebagai pelarut polar dapat
menarik berbagai senyawa polar lainnya sehingga ekstrak yang diperoleh masih
mengandung campuran senyawa yang kompleks. Sementara itu, etil asetat bersifat
semipolar lebih selektif dalam menarik senyawa flavonoid semipolar, terutama
flavonoid bentuk aglikon (Haroen dkk., 2025). Proses fraksinasi juga menyebabkan
senyawa nonpolar terpisah terlebih dahulu sehingga senyawa flavonoid lebih
terkonsentrasi pada fraksi etil asetat (Ananda dkk., 2025). Hasil penelitian ini lebih
rendah dibandingkan dengan penelitian Verawati dkk. (2016) yang melaporkan
kadar total flavonoid fraksi etil asetat sebesar 9,63 mg QE/g menggunakan metode
maserasi dan fraksinasi cair-cair. Perbedaan kadar flavonoid tersebut dapat
dipengaruhi oleh variasi bahan baku dan kondisi lingkungan tumbuh tanaman.
Daun iler pada penelitian ini diperoleh dari Tawamangu, Karanganyar, Jawa
Tengah, sedangkan penelitian Verawati dkk. (2016) menggunakan tanaman dari
Bukit tinggi, Sumatera Barat. Perbedaan kondisi geografis seperti umur daun,
intensitas cahaya, suhu, ketinggian tempat, dan ketersediaan unsur hara diketahui
dapat mempengaruhi biosintesis flavonoid pada tanaman, karena flavonoid
merupakan metabolit sekunder yang sensitive terhadap factor lingkungan dan stres

abiotik (Qader1 dkk., 2023).

4.5 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun Iler

Analisis aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis untuk menilai kemampuan peredaman radikal bebas (Mustarichie &
Ramdhani, 2021). Penentuan panjang gelombang maksimum menghasilkan 515 nm
sebagai kondisi pengukuran dengan absorbansi tertinggi (Lampiran 15).
Sementara itu, operating time optimum diperoleh selama 25 menit, yang
menunjukkan waktu reaksi antara analit dan reagen telah mencapai kondisi stabil
(Lampiran 16). Hasil pengujian aktivitas antioksidan dari penelitian ini disajikan
pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Aktivitas Antioksidan Daun Iler

Sampel ICso0 (ppm) Kategori
Asam askorbat 5,20 Sangat kuat
Ekstrak etanol 39,30 + 1,62 Sangat kuat

Fraksi etil asetat 34,59+ 0,21 Sangat kuat
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Hasil pengujian aktivitas antioksidan daun iler menggunakan metode DPPH
dan asam askorbat sebagai kontrol positif menunjukkan bahwa asam askorbat
memiliki nilai ICso sebesar 5,20 ppm dengan persamaan regresi y = 10,904x —
6,6469 dengan nilai R? 0,9825, yang termasuk dalam kategori aktivitas antioksidan
sangat kuat. Ekstrak etanol daun iler memiliki nilai ICso sebesar 39,30 ppm (y=
1,2802x — 0,3077; R? 0,9904), dan fraksi etil asetat daun iler menunjukkan nilai
ICso sebesar 34,59 ppm (y = 1,1306x + 10,891; R? 0,9947) kedua sampel tersebut
memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat (Lampiran 17).

Asam askorbat merupakan antioksidan alami yang umum digunakan
sebagai pembanding dalam pengujian aktivitas antioksidan karena relatif aman dan
tidak bersifat toksik (Purwanti dkk., 2019). Hasil penelitian menunjukkan fraksi etil
asetat memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol. Hal
ini berkaitan dengan kemampuan pelarut etil asetat yang bersifat semi polar dalam
memisahkan senyawa fenolik dan flavonoid secara selektif (Susanti dkk., 2024).
Flavonoid semipolar terutama dalam bentuk aglikon seperti kuersetin, diketahui
memiliki aktivitas antioksidan tinggi karena lebih mudah mendonorkan elektron
atau atom hidrogen untuk menetralkan radikal bebas dibandingkan bentuk
glikosidanya, karena gugus hidroksilnya tidak terikat oleh gugus gula (Haroen dkk.,
2025; Hassanpour & Doroudi, 2023). Tingginya aktivitas antioksidan pada fraksi
etil asetat juga berkaitan dengan tingginya kadar total fenolik dan flavonoid pada
fraksi tersebut, mengingat kedua golongan senyawa ini berperan sebagai
antioksidan melalui mekanisme donasi elektron atau atom hidrogen, sehingga
semakin tinggi kandungan senyawa tersebut maka aktivitas antioksidan yang
dihasilkan semakin kuat. Hasil ini sejalan dengan penelitian Moelyono dkk. (2016)
yang melaporkan bahwa fraksi etil asetat memiliki aktivitas antioksidan lebih kuat
(ICs0 54,20 ppm) dibandingkan ekstrak etanol (ICso 80,23 ppm). Penelitian oleh
Melisa dkk. (2018) menyebutkan bahwa ekstrak etil asetat memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih baik (67,22 ppm) dibandingkan ekstrak lainnya. Selain itu,
nilai ICso fraksi etil asetat dan ekstrak etanol pada penelitian ini lebih rendah
dibandingkan penelitian sebelumnya, yang dipengaruhi oleh penggunaan metode
UAE meningkatkan efisiensi ekstraksi senyawa fenolik dan flavonoid melalui efek

kavitasi ultrasonik, sedangkan KCV menghasilkan fraksi etil asetat yang lebih kaya
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senyawa semi polar. Dengan demikina, aktivitas antioksidan yang diperoleh tidak
hanya dipengaruhi oleh polaritas pelarut yang menentukan jenis serta jumlah
senyawa aktif yang terekstraksi, tetapi juga oleh metode ekstraksi dan fraksinasi
(Ko dkk., 2014).

Secara keseluruhan, penelitian ini membuktikan bahwa kombinasi metode
UAE dan KCV efektif dalam menghasilkan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun
iler yang kaya akan senyawa fenolik dan flavonoid, sebagaimana dikonfirmasi
melalui identifikasi KLT. Fraksi etil asetat secara konsisten menunjukkan kadar
total fenolik (6,37 = 0,04 mg GAE/g), flavonoid (3,16 = 0,03 mg QE/g), dan
aktivitas antioksidan (ICso 34,59 + 0,21 ppm) yang lebih tinggi dibandingkan
ekstrak etanol (ICs039,30 £+ 1,62 ppm) dengan keduanya termasuk dalam kategori
antioksidan sangat kuat, sehingga menegaskan potensi daun iler sebagai sumber
antioksidan alami yang prospektif. Namun penelitian ini juga memiliki beberapa
keterbatasan, antara lain identifikasi senyawa melalui KL T masih bersifat kualitatif
dan belum dikonfirmasi dengan teknik analitik lanjutan seperti HPLC atau LC-MS,
serta pengujian antioksidan yang hanya menggunakan metode DPPH sehingga
belum mempresentasikan kondisi biologis sesungguhnya. Selain itu, belum

dilakukan isolasi senyawa aktif untuk pengembangan lebih lanjut.



BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler terbukti mengandung senyawa
fenolik dan flavonoid.

2. Fraksi etil asetat memiliki kadar total fenolik dan flavonoid yang lebih tinggi,
yaitu sebesar 6,37 + 0,04 mg GAE/g dan 3,16 + 0,03 mg QE/g, dibandingkan
ekstrak etanol sebesar 3,79 + 0,11 mg GAE/g dan 1,26 + 0,03 mg QE/g.

3. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun iler menunjukkan aktivitas antioksidan
yang tergolong sangat kuat, dengan nilai ICsp masing-masing sebesar 39,30 +
1,62 ppm dan fraksi etil asetat sebesar 34,59 = 0,21 ppm, dimana fraksi etil asetat

memiliki aktivitas antioksidan yang lebih kuat dibandingkan ekstrak etanol.

5.2 Saran

Perlu dilakukan identifikasi senyawa lebih lanjut menggunakan teknik
analitik seperti HPLC atau LC-MS guna memastikan identitas senyawa fenolik
dan flavonoid secara definitif, melengkapi pengujian antioksidan dengan metode
ABTS atau FRAP, serta melanjutkan dengan uji in vivo dan uji toksisitas guna
mendukung pengembangan daun iler sebagai kandidat produk herbal

antioksidan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Uji Determinasi Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)
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HASIL PENGUIIAN
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Lampiran 2. Simplisia Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)
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Lampiran 3. Serbuk Daun ller (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Lampiran 4. Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun ller (Coleus
scutellarioides (L.) Benth)

Ekstrak etanol daun iler Fraksi etil asetat daun iler
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Lampiran 5. Kadar Air Simplisian dan Serbuk Daun Iler (Coleus scutellarioides
(L.) Benth)

Sampel Kadar Air (%) Rata-rata = SD (%)
5,09
Simplisia kering 5,03 5,28 +£0,38
5,73
2,10
Serbuk simplisia 2,68 2,76 £ 0,70
3,50
Kadar air simplisia kering: w =5,28
Kadar air serbuk simplisia: —(2'1O+2':8+3’50) =2,76

Lampiran 6. Rendemen Ekstrak Etanol Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.)
Benth)

Massa Sampel yang Massa Ekstrak yang  Rendemen Ekstrak
Diekstraksi (gram) Diperoleh (gram) (%)
100 11,8853 11,8853
100 10,5927 10,5927
100 12,2487 12,2487
100 13,2337 13,2337
100 12,1467 12,1467
100 9,5946 9,5946
100 13,3365 13,3365
Total massa dan rendemen 83,0382
ekstrak
Rata-Rata 11,86 %

11,8853
100

Contoh perhitungan % Rendemen Ekstrak: x 100 =11,89%%
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Lampiran 7. Rendemen Fraksi Etil Asetat Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.)
Benth)

Massa Ekstrak yang Massa Fraksi yang Rendemen Fraksi

Difraksinasi (gram) Diperoleh (gram) (%)

5 1,1951 23,902

5 2,2098 44,196

5 2,1383 42,766
5 2,9845 59,69

5 2,1127 42,254

5 2,0371 40,742

5 1,6727 33,454

5 1,4074 28,148

5 1,7841 35,682

Total massa dan rendemen 17,5417 350,834

fraksi
Rata-rata 1,9490 38,98
2,2098

Contoh perhitungan % Rendemen fraksi: x 100 = 44,20%
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Lampiran 8. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil

Asetat Daun ller (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Senyawa dan Sampel Spot Nilai Rf Hasil Pengamatan Bercak Reagen Semprot
Reagen Tampak UV 254 nm UV 366 nm
Fenolik Ekstrak 1 0,3625 - Hitam samar Biru -
(FeCls) Etanol 0,475 - Hitam samar Biru -
3 0,675 - Hitam Biru Hitam samar
kehitaman
4 0,725 - Hitam Biru Hitam samar
kehitaman
5 0,7875 - Hitam Biru Hitam samar
kehitaman
6 0,8375 - Hitam Biru Hitam samar
7 0,95 - Hitam Merah Hitam
kehitaman
Fraksi Etil 1 0,8375 - Hitam Biru Hitam samar
Asetat 2 0,925 - Hitam Merah Hitam
kehitaman
Flavonoid Ekstrak 1 0,0875 Kuning Hitam Biru Kuning
Etanol samar
(AICIL) 2 0,2875 Kuning Hitam Merah Kuning
samar kekuningan
3 0,3 Kuning Hitam samar Merah Kuning
samar
4 0,375 Kuning Hitam samar Merah Merah
kehijauan
5 0,475 Kuning Hitam samar Hitam Hitam
samar
6 0,7625 - Hitam samar  Merah samar Merah samar
7 0,8625 - Hitam samar ~ Merah sama Merah
8 0,9 - Hitam samar Merah Merah
Fraksi Etil 1 0,1 Kuning Hitam Biru Kuning
asetat samar
2 0,3 Kuning Hitam Merah Kuning
samar kekuningan
3 0,325 Kuning Hitam samar Merah Kuning
samar
4 0,3875 Kuning Hitam Merah Merah kehitaman
kehijauan
5 0,525 Kuning Hitam Hitam Hitam
samar kemerahan
6 0,625 - - Merah samar Merah samar
7 0,6625 - - Merah samar Merah samar
8 0,775 Kuning Hitam samar Merah Merah
samar
9 0,8625 Kuning Hitam samar Merah Merah
samar
10 0,8875 Kuning Hitam samar Merah Merah tua
samar
Contoh perhitungan Rf'spot 2 ekstrak etanol = >8 0,725

8




Lampiran 9. Panjang Gelombang Maksium Asam Galat

Spectrum Peak Pick Report
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Lampiran 10. Operating Time Asam Galat

Grafik operating time asam galat selama 120 menit
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Data absorbansi operating time kuersetin selama 120 menit
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02112026 034912 PM

Kinetics Data Print Report
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Kinetics Data Print Report
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Lampiran 11. Uji Kadar Total Fenolik Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat
Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Kurva Asam Galat

y =0,0685x +0,1438
Asam Galat R2 = 0,9854

1,6000
1,4000
1,2000
1,0000
0,8000

Absorbansi

0,6000
0,4000

0,2000

0,0000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Konsentrasi (ppm)

Data Absorbansi Standar Asam Galat pada Berbagai Konsentrasi

Konsentrasi (ppm) Absorbansi Rata-rata
smn o
om0
o
G

Hasil Penetapan Kadar Total Fenolik Ekstrak Etanol Daun Iler

65

Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Kadar Total Fenolik
(ng/mL) (mg/mL) (mgGAE/g ekstrak)
0,6756 7,7635 0,0078 3,8740
0,6465 7,3387 0,0073 3,6693
0,6686 7,6613 0,0077 3,8230
Rata-rata 3,79
SD 0,11
Contoh perhitungan Kadar Total Fenolik = (0.0078x05x10) _ 3,87 mgGAE/g

0,01002
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Keterangan:

C : Konsentrasi fenolik (nilai x hasil persamaan regresi)
\Y% : Volume larutan ekstrak (mL)

Fp : Faktor pengenceran

g : Berat sampel (gram)

Hasil Penetapan Kadar Total Fenolik Fraksi Etil Asetat Daun Iler

Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Kadar Total Fenolik
(ng/mL) (mg/mL) (mgGAE/g fraksi)
1,0121 12,6759 0,0127 6,3353
1,0229 12,8336 0,0128 6,3785
1,0284 12,9139 0,0129 6,3993
Rata-rata 6,37
SD 0,04

(0,0127 x 0,5 x 10)

Contoh perhitungan Kadar Total Fenolik =

= 6,34 mgGAE/g

0,01002
Keterangan:

C : Konsentrasi fenolik (nilai x hasil persamaan regresi)
\% : Volume larutan ekstrak (mL)

Fp : Faktor pengenceran

g : Berat sampel (gram)




Lampiran 12. Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin

Grafik operating time kuersetin selama 45 menit

Spectrum Peak Pick Report
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Lampiran 13. Operating Time Kuersetin

Data absorbansi operating time kuersetin selama 45 menit
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Kinetics Data Print Report
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Lampiran 14. Uji Kadar Total Flavonoid Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat
Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Kurva Standar Kuersetin

y =0,0594x + 0,0787
R?=10,9895
1,6000 1,3816
1,4000 -
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Konsentrasi (ppm)

Kuersetin

Absorbansi

Data Absorbansi Standar Kuersetin pada Berbagai Konsentrasi

Konsentrasi (ppm) Absorbansi Rata-rata

191 0,1420 0,1631

’ 0,1842
0,2427 0,2806

381 0,3185
0,5046 0,5633

7.62 0,6219
1,0184 1,0603

15,25 1,1021
1,3047 1,3816

22,87 1,4584

Hasil Penetapan Kadar Total Flavonoid Ekstrak Etanol Daun Iler

Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Kadar Total
(ng/mL) (mg/mL) Flavonoid (mgQE/g
ekstrak)
0,2330 2,5976 0,0026 1,2962
0,2250 2,4630 0,0025 1,2315
0,2281 2,5152 0,0025 1,2551
Rata-rata 1,26

SD 0,03
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Contoh perhitungan Kadar Total Flavonoid = (0.0026x05210) _ 1,2962 mgQE/g

0,01002
Keterangan:
C : Konsentrasi fenolik (nilai x hasil persamaan regresi)
VvV : Volume larutan ekstrak (mL)
Fp : Faktor pengenceran
g : Berat sampel (gram)

Hasil Penetapan Kadar Total Flavonoid Fraksi Etil Asetat Daun Iler

Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Kadar Total
(ng/mL) (mg/mL) Flavonoid (mgQE/g
fraksi)
0,4510 6,2677 0,0063 3,1276
0,4570 6,3687 0,0064 3,1654
0,4601 6,4209 0,0064 3,1818
Rata-rata 3,16
SD 0,03

Contoh perhitungan Kadar Total Flavonoid = (0.0063x05x10) _ 3,1276 mgQE/g

0,01002
Keterangan:
C : Konsentrasi fenolik (nilai x hasil persamaan regresi)
A% : Volume larutan ekstrak (mL)
Fp : Faktor pengenceran

g : Berat sampel (gram)




Lampiran 15. Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Spectrum Peak Pick Report
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Lampiran 16. Operating Time DPPH
Grafik Operating time DPPH selama 80 menit
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Data Absorbansi Operating time DPPH selama 80 menit

Kinetics Data Print Report N BHEN
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Kinetics Data Print Report
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Lampiran 17. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat
Daun Iler (Coleus scutellarioides (L.) Benth)

Kurva Asam Askorbat

DPPH Asam Askorbat vy =10,904x - 6,6469

2=
120,0000 R?=0,9825

97,6465
100,0000
80,0000

60,0000

% Inhibisi

40,0000

20,0000

0,0000
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Konsentrasi (ppm)

Data Absorbansi Asam Askorbat pada Berbagai Konsentrasi

76

Konsentrasi (ppm) Absorbansi Inhibisi Radikal
Bebas (%)
0 0,8923 0,000
1,98 0,8012 10,2096
3,97 0,5477 38,6193
5,95 0,3149 64,7092
7,94 0,1778 80,0740
9,92 0,021 97,6465
1Cso 5,20
Contoh perhitungan % Inhibisi Antioksidan = % x 100 = 10,2096

y=bx+a

y=50

b=10,904

a=-6,6469

[Csp = 20 =(26:6469) _ 5,20
10,904
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Keterangan:

Y = % inhibisi (50)

a = Intercept (perpotongan garis di sumbu Y)
b = Slope (Kemiringan)

X = Konsentrasi
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Kurva DPPH Ekstrak Etanol Daun ller

DPPH Ekstrak Etanol y =1,2802x - 0,3077
R?2=0,9904
90,0000 81,4828

80,0000
70,0000
.. 60,0000
E 50,0000
Eo 40,0000
<" 30,0000
20,0000
10,0000 |3,5682¢7

0,0000
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Konsentrasi (ppm)

S1

47,0193~

%

Data Absorbansi DPPH Ekstrak Etanol pada Berbagai Konsentrasi

Konsentrasi Absorbansi Inhibisi Rata-rata
(ppm) Radikal Inhibisi Radikal
bebas (%) Bebas (%)
0,8927 0,0000
0 0,8918 0,0000 0,0000

0,8921 0,0000
0,8729 2,2180

4,11 0,8646 3,0500 3,5682
0,8436 5,4366
0,7861 11,9413

8,22 0,8497 4,7208 8,1135

0,8236 7,6785
0,6439 27,8705

16,45 0,6824 23,4806 21,4551
0,7760 13,0142
0,4995 44,0462

32,90 0,4737 46,8827 47,0193
0,4449 50,1289
0,1378 84,5637

65,79 0,2040 77,1249 81,4828
0,1538 82,7598

ICso 39,30

SD 1,62
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0,8927-0,8729

Contoh perhitungan % Inhibisi Antioksidan = osozr X 100 =
2,2180%
y=bx+a
y =50
b=1,2802
a=-0,3077

1Cso = 22270 = 39,30

Keterangan:

Y = % inhibisi (50)
a = Intercept (perpotongan garis di sumbu Y)
b = Slope (Kemiringan)

X = Konsentrasi
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Data Absorbansi DPPH Fraksi Etil Asetat pada Berbagai Konsentrasi

90,0000
80,0000
70,0000
60,0000
50,0000
40,0000
30,0000
20,0000
10,0000

0,0000

% Inhibisi

0,00

DPPH Fraksi Etil Asetat

10,00 20,00

47,1113

30,00 40,00 50,00
Konsentrasi (ppm)

y=1,1306x + 10,891

R?=0,9947
81,1021

60,00 70,00

Data Absorbansi DPPH Fraksi Etil Asetat pada Berbagai Konsentrasi

Konsentrasi Absorbansi Inhibisi Radikal Rata-rata
(ppm) bebas (%) Inhibisi
Radikal Bebas
(%)

0,8916 0,0000

0 0,8924 0,0000 0,0000
0,8931 0,0000
0,7893 11,4738

3,92 0,7808 12,5056 12,4868
0,7727 13,4811
0,7106 20,3006

7,86 0,7165 19,7109 20,3017
0,7065 20,8935
0,6240 30,0135

15,71 0,6017 32,5751 31,1305
0,6180 30,8028
0,4583 48,5980

31,43 0,4780 46,4366 47,1113
0,4796 46,2994
0,1797 79,8452

62,85 0,1662 81,3761 81,1021
0,1600 82,0849

1Cso 34,59
SD 0,21
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Contoh perhitungan % Inhibisi Antioksidan =

0,8916— 0,7893

x 100 =11,4738%

0,8916
y=bx+a
y=150
b=1,1306
a=10,891

ICs0 = 220 = 34,59
Keterangan:

Y = % inhibisi (50)
a = Intercept (perpotongan garis di sumbu Y)
b = Slope (Kemiringan)

X = Konsentrasi




