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Phenolics and Flavonoids Content of Wijaya Kusuma Leaves Fractions using 

Micro-plate Based Assay 

 
 

Abstract 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) is an ornamental plant which is known to contain polyphenol 

compounds. The purpose of this study was to determine the levels of total phenolic and total flavonoids 

compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. The 96% ethanol 

extract, which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma leaf powder, was 

fractionated using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each sample was 

determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using AlCl3 on the 

microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH radical 

scavenging activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract and 

fraction of the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether 

fraction had the highest phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 

mgQE/g) compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot 

with an Rf value of 0.85 in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging 

the DPPH radicals. However, further research is needed to evaluate the antioxidant capacity in the 

ether fraction of Wijaya Kusuma leaves. 

 

Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 

Microplate Assay, Phenolics 

 

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Wijaya Kusuma menggunakan 

Pengujian Berbasis Micro-plate 
 

Abstrak 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan tanaman hias yang diketahui memiliki kandungan senyawa 

polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar senyawa fenolik dan flavonoid 

total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan pengujian berbasis micro-plate. Ekstrak 

etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun Wijaya Kusuma, difraksinasi 

menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air menggunakan metode cair-cair. Masing-masing sampel 

ditentukan kadar fenolik dengan pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 

pada micro-plate. Serapan diukur menggunakan microplate reader. Skrining aktivitas peredaman 

radikal DPPH diidentifikasi dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksi 

daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 

(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 

lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 

fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Namun, diperlukan 

penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma. 

 



Kata kunci: Antioksidan, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Fenolik, Flavonoid, Fraksi, High-

throughput Microplate Assay 

  

1. Pendahuluan 

Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan kelompok kaktus yang di Indonesia 

dikenal dengan nama Wijaya Kusuma. Beberapa aktivitas farmakologi dari ekstrak etanol daun Wijaya 

Kusuma telah berhasil dilaporkan, antara lain sebagai antiinflamasi1, penyembuh luka pada mencit 

diabetes2, anti radikal bebas3 dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa 

metabolit sekunder seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol dan saponin4. Dandekar (2015) 

melaporkan bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa steroid5. Kandungan 

senyawa fenolik, flavonoid dan tanin pada daun Wijaya Kusuma juga berpotensi menjadi sumber 

antioksidan alami. Ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki aktivitas peredaman 

radikal bebas DPPH dan penghambatan dari kapasitas penangkap Hidrogen Peroksida (H2O2) 

dibandingkan ekstrak airnya3.  

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat 

belum banyak dikaji serta masih terbatas pada bentuk ekstraknya. Penelitian ini bertujuan menentukan 

kadar total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa antioksidan dengan menggunakan pengujian 

berbasis micro-plate. Teknik ini mampu menganalisis kadar senyawa polifenolik dengan jumlah 

sampel yang banyak dalam sekali pengujian sehingga memperoleh hasil yang cepat dan akurat jika 

dibanding cara konvensional menggunakan spektrofotometri UV-Vis6. Fraksi dengan kadar fenolik 

dan flavonoid tertinggi kemudian dilakukan skrining untuk mengetahui kemampuannya dalam 

meredam radikal DPPH menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

2. Metode 

2.1. Alat 

Wadah maserasi berupa toples kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), timbangan analitik 

(Ohaus), microplate 96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), iMark™ Microplate Absorbance 

Reader (BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 

laboratorium. 

 

2.2. Bahan 

Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, Kabupaten Bogor, 

Jawa Barat. Daun dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim penghujan. Tanaman kemudian 

dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor. 

Pembanding yang digunakan yaitu: asam galat (MarkHerb) dan kuersetin (Sigma-aldrich). Pelarut-

pelarut yang digunakan antara lain: etanol 96% (Merck), metanol p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), 

eter p.a (Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. Bahan kimia yang digunakan antara lain: 

pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Lieberman Burchard, FeCl3 5%, gelatin 10%, H2SO4 pekat, 

HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 10%, natrium asetat 1M, natrium karbonat (100 g/L) dan radikal bebas 

2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). Bahan lain seperti plat silika GF254 (Merck). 

 

2.3. Prosedur 

a. Pembuatan serbuk simplisia daun Wijaya Kusuma 

Daun Wijaya Kusuma yang telah disortasi basah dan dicuci bersih kemudian dirajang dan 

dikering-anginkan selama ±6-7 hari. Simplisia daun kemudian disortasi kering. Simplisia diblender 

dan diayak dengan ayakan no.40. Serbuk simplisia ditimbang dan siap untuk diekstraksi7. 



b. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 1500 g serbuk 

daun direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 bagian. Setelah 24 jam, filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dan diremaserasi kembali sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 

diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 

rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot serbuk 

daun yang diekstraksi7. 

c. Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g ditambahkan etanol sedikit lalu ditambahkan aquades 

dengan volume akhir adalah 100 mL. Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam corong pisah 250 

mL dan ditambahkan 100 mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah terbentuk 2 lapisan, fase air 

dimasukan kembali dan dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan prosedur yang 

sama. Fraksi eter dan etil asetat dikumpulkan dan diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary 

evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada 

suhu 50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi air dipekatkan langsung diwaterbath pada suhu 

50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 

rendemennya terhadap bobot ekstrak yang diekstraksi. 

d. Identifikasi kandungan kimia  

Identifikasi kandungan kimia simplisia, ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

mengikuti prosedur yang tertera pada Hanani (2016), meliputi pengujian keberadaan fenolik, 

flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan dengan perubahan warna tertentu 

(uji fenolik, flavonoid), terbentuknya endapan (uji alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 

saponin)8. 

e. Penentuan kadar fenolik total 

Penentuan kadar fenolik dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 25 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 100 L Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. Biarkan campuran selama 240 detik 

dalam kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, tambahkan 75 L natrium karbonat (100 g/L), 

kocok pelan selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, lakukan pembacaan 

absorbansi pada 750 nm. Konsentrasi larutan asam galat yang digunakan adalah 62,5-500 ppm. 

Konsentrasi ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 ppm. Kadar fenolik total dinyatakan sebagai 

mgGAE per g ekstrak atau fraksi.  

f. Penentuan kadar flavonoid total 

Penentuan kadar flavonoid dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 50 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 10 L AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 150 L metanol, 10 L natrium asetat 1M dan 

selanjutnya diinkubasi dalam kondisi terlindung dari cahaya selama 40 menit pada suhu kamar. 

Setelah inkubasi selesai, lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. Konsentrasi larutan kuersetin 

yang digunakan adalah 7,8125-125 ppm. Konsentrasi ekstrak, fraksi etil asetat dan air yang diujikan 

adalah 5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 1250 ppm. Kadar flavonoid total dinyatakan sebagai 

mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g ekstrak atau fraksi. 

g. Skrining aktivitas antioksidan fraksi eter menggunakan metode KLT 



Skrining aktivitas antioksidan pada fraksi eter dilakukan dengan menggunakan metode KLT. 

Fase diam yang digunakan adalah plat silika gel GF254. Fase gerak yang digunakan adalah n-

heksana:etil asetat (1:9). Pembanding yang digunakan adalah asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) 

dan asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat KLT dan dielusi dalam chamber yang sudah jenuh 

oleh uap fase gerak. Proses deteksi bercak dilakukan di bawah UV 254 nm dan disemprot 

menggunakan larutan radikal DPPH. Keberadaan senyawa dengan aktivitas antioksidan ditunjukan 

dengan bercak yang berwarna kuning10. 

 

3. Hasil 

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air memiliki rendemen 

paling tinggi (25,36%) terhadap 25 g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi etil asetat memiliki 

rendemen yang paling rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. Hasil skrining fitokimia simplisia, 

ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan 

flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin ditemukan pada simplisia, ekstrak etanol dan fraksi air. 

Steroid terdapat dalam simplisia, ekstrak etanol dan fraksi eter.  

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh persamaan 

yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² = 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari kuersetin pada konsentrasi 

7,8125-125 ppm diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x + 0,1125 (R² = 0,9964). Kadar fenolik 

dan flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter dibanding fraksi lainnya (fraksi eter>air>etil asetat). 

Kadar fenolik dan flavonoid dari masing-masing ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 3. 

Skrining aktivitas antioksidan hanya dilakukan pada fraksi dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu 

fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi eter mengandung senyawa dengan aktivitas peredam radikal 

DPPH secara kualitatif yang ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning pada plat KLT. Bercak 

asam galat sebagai peredam radikal DPPH berada pada nilai Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul 

pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85.  

 

4. Pembahasan 

Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan menggunakan teknik cair-cair berdasarkan polaritas 

pelarut yang digunakan11. Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang merupakan 

fraksi kurang polar yang memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi etil 

asetat. Polaritas eter mirip dengan n-heksana dengan kemampuannya dalam menarik senyawa kurang 

polar seperti lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan lainnya. Sedangkan pelarut etil asetat dengan 

polaritas medium mampu menarik beberapa alkaloid, aglikon dan beberapa glikosida dengan sedikit 

gula. Air memiliki polaritas paling tinggi dengan kemampuannya dalam menarik senyawa sakarida, 

asam amino, serta glikosida-glikosida dengan banyak gugus gula11. Berdasarkan penelitian Dandekar 

et al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma didominasi oleh senyawa steroid seperti ethanone, 1-(2-

hydroxy-5-methylphenyl)-; 4-Hydroxy-2-methylacetophenone; Megastigmatrienone; Cycloocta-

1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 2,5-

Dihydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cycloheptatrien-1-one; n-Hexadecanoic acid; Octadecanoic acid; 

Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-22,24-dien-5-ol,4,4- dimethyl; 22-

stigmasten-3-one5. Klorofil pada batas tertentu dapat terekstraksi dalam etanol dan dapat terpartisi 

dalam pelarut non polar seperti n-heksana dan eter11. Hal ini berkaitan erat dengan hasil penelitian 

yang menunjukan rendemen yang tinggi pada fraksi eter.  

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter. Polifenol 

terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) dan glikosida. Berkaitan dengan banyaknya hidroksil pada 

strukturnya, biasanya polifenol bersifat cenderung polar dan lebih suka larut dalam pelarut dengan 



polaritas yang lebih tinggi seperti etanol-air11. Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-ciocalteu 

memiliki keunggulan dibanding dengan metodelain seperti Folin-Denis, titrasi permanganate maupun 

kolorimetri dengan garam besi12. Metode ini memiliki sensitivitas dan reproduksibilitas yang baik dan 

sangat mudah untuk dilakukan13.  Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada transfer elektron dalam 

medium alkali dari senyawa fenolik untuk membentuk kompleks fosfomolibdat/asam fosfotungstat 

untuk membentuk kompleks biru (PMoW11O40)
4−) yang serapannya dapat diukur sekitar 760 nm. 

Alkalinitas akibat reaksi dengan natrium karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol menjadi lebih 

cepat14. Reaksi ini sangat dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih tinggi akan menyebabkan 

terbentuknya warna biru yang lebih cepat13. Flavonoid merupakan turunan dari senyawa fenolik. 

Senyawa ini memiliki sistem cincin aromatis terkonjugasi yang memiliki serapan pada sinar UV. 

Pengujian kadar flavonoid dilakukan dengan menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat diukur pada 

rentang panjang gelombang 410-423 nm15. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 5 serta keto pada C 

nomor 4 bereaksi dengan pereaksi ini untuk membentuk kompleks warna kuning cerah yang stabil 

dalam suasana asam8. Meskipun metode pengujian kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, hemat 

biaya karena penggunaan pelarut dan pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, namun penting 

untuk diperhatikan bahwa ada kemungkinan terbentuk gelembung maupun presipitasi selama seluruh 

pengujian yang menyebabkan pengukuran menjadi tidak stabil6. Selain itu, penggunaan sampel dengan 

jumlah yang sangat sedikit harus ditangani dengan segera selama proses pengujian untuk menghindari 

penguapan pelarut yang tinggi di dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan kendala dalam proses 

pembacaan absorbansi (serapan).  

Peredaman radikal DPPH oleh senyawa antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi dengan 

munculnya bercak berwarna kuning yang stabil selama 30 menit setelah dilakukan penyemprotan16. 

Hasil menunjukan keberadaan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 

diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam galat karena bercak kuning yang muncul tidak sejajar 

dengan bercak asam galat (Rf = 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel dapat diperankan oleh 

fenolik, flavonoid12 atau bahkan senyawa steroid17. Pengujian antioksidan secara kuantitatif lebih 

lanjut dan penelusuran senyawa yang berperan terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma masih 

perlu dilakukan. 

 

5. Kesimpulan 

Fraksi eter daun Wijaya Kusuma mengandung kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

dibandingkan fraksi lainnya. Kandungan senyawa pada fraksi eter memiliki aktivitas peredaman 

terhadap radikal DPPH yang diskrining menggunakan metode KLT. 
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Gambar 1 Hasil skrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH dengan 

metode KLT  

 

 

 

  

Keterangan: 

P = pembanding asam galat 

FE = fraksi eter 

Fase gerak = n-heksana:etil asetat (1:9) 

Fase diam = plat silika gel GF254 

A = Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm 

sebelum disemprot DPPH 

B = Pengamatan pada sinar tampak setelah 

disemprot DPPH 



TABEL  

 

Tabel 1 Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Bobot Rendemen 

Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 % 

Fraksi eter 5,21 g 20,82 % 

Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 % 

Fraksi air 6,34 g 25,36 % 

 

Tabel 2 Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel  Kandungan kimia 

Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid 

Simplisia −    −  

Ekstrak etanol 96% −    −  

Fraksi eter −   − −  

Fraksi etil asetat −   − − − 

Fraksi air −    − − 

Keterangan: () = terdeteksi; (−) = tidak terdeteksi 

Tabel 3 Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g) 

Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811 

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008 

Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036 

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007 
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Phenolics and Flavonoids Content of Wijaya Kusuma Leaves Fractions using 

Micro-plate Based Assay 

 
 

Abstract 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) is an ornamental plant which is known to contain polyphenol 

compounds. The purpose of this study was to determine the levels of total phenolic and total 

flavonoids compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. The 

96% ethanol extract, which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma leaf 

powder, was fractionated using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each 

sample was determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using 

AlCl3 on the microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH 

radical scavenging activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract 

and fraction of the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The 

ether fraction had the highest phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids 

(0.773±0.008 mgQE/g) compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is 

one yellow spot with an Rf value of 0.85 in the ether fraction which is thought to be a compound 

capable of scavenging the DPPH radicals. However, further research is needed to evaluate the 

antioxidant capacity in the ether fraction of Wijaya Kusuma leaves. 

 

Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 

Microplate Assay, Phenolics 

 

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Wijaya Kusuma menggunakan 

Pengujian Berbasis Micro-plate 
 

Abstrak 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan tanaman hias yang diketahui memiliki kandungan senyawa 

polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar senyawa fenolik dan flavonoid 

total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan pengujian berbasis micro-plate. Ekstrak 

etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun Wijaya Kusuma, difraksinasi 

menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air menggunakan metode cair-cair. Masing-masing sampel 

ditentukan kadar fenolik dengan pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 

pada micro-plate. Serapan diukur menggunakan microplate reader. Skrining aktivitas peredaman 

radikal DPPH diidentifikasi dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan 

fraksi daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar 

fenolik (35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan 

fraksi lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 

0,85 pada fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. 

Namun, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi 

eter daun Wijaya Kusuma. 
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1. Pendahuluan 

Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan kelompok kaktus yang di Indonesia 

dikenal dengan nama Wijaya Kusuma. Beberapa aktivitas farmakologi dari ekstrak etanol daun 

Wijaya Kusuma telah berhasil dilaporkan, antara lain sebagai antiinflamasi1, penyembuh luka pada 

mencit diabetes2, anti radikal bebas3 dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma mengandung 

senyawa metabolit sekunder seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol dan saponin4. Dandekar 

(2015) melaporkan bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa steroid5. 

Kandungan senyawa fenolik, flavonoid dan tanin pada daun Wijaya Kusuma juga berpotensi menjadi 

sumber antioksidan alami. Ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki aktivitas 

peredaman radikal bebas DPPH dan penghambatan dari kapasitas penangkap Hidrogen Peroksida 

(H2O2) dibandingkan ekstrak airnya3.  

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat 

belum banyak dikaji serta masih terbatas pada bentuk ekstraknya. Penelitian ini bertujuan 

menentukan kadar total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa antioksidan dengan menggunakan 

pengujian berbasis micro-plate. Teknik ini mampu menganalisis kadar senyawa polifenolik dengan 

jumlah sampel yang banyak dalam sekali pengujian sehingga memperoleh hasil yang cepat dan 

akurat jika dibanding cara konvensional menggunakan spektrofotometri UV-Vis6. Fraksi dengan 

kadar fenolik dan flavonoid tertinggi kemudian dilakukan skrining untuk mengetahui 

kemampuannya dalam meredam radikal DPPH menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

2. Metode 

2.1. Alat 

Wadah maserasi berupa toples kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), timbangan analitik 

(Ohaus), microplate 96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), iMark™ Microplate Absorbance 

Reader (BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 

laboratorium. 

 

2.2. Bahan 

Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, Kabupaten 

Bogor, Jawa Barat. Daun dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim penghujan. Tanaman 

kemudian dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI 

Bogor. Pembanding yang digunakan yaitu: asam galat (MarkHerb) dan kuersetin (Sigma-aldrich). 

Pelarut-pelarut yang digunakan antara lain: etanol 96% (Merck), metanol p.a (Merck), etil asetat p.a 

(Merck), eter p.a (Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. Bahan kimia yang digunakan antara 

lain: pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Lieberman Burchard, FeCl3 5%, gelatin 10%, H2SO4 

pekat, HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 10%, natrium asetat 1M, natrium karbonat (100 g/L) dan 

radikal bebas 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). Bahan lain seperti plat silika 

GF254 (Merck). 

 

2.3. Prosedur 

a. Pembuatan serbuk simplisia daun Wijaya Kusuma 

Daun Wijaya Kusuma yang telah disortasi basah dan dicuci bersih kemudian dirajang dan 

dikering-anginkan selama ±6-7 hari. Simplisia daun kemudian disortasi kering. Simplisia 

Commented [M4]: 1.Penulis harus memberikan tinjauan 
literatur secara lengkap dan jelas. 
2. Penulis harus meningkatkan tinjauan literatur dengan 
mengutip artikel dari jurnal tentang studi terbaru terkait topik 
yang diangkat. 

Commented [M5]: Penulis perlu  menuliskan tentang 
kesenjangan (gap) penelitian dalam pendahuluan dengan jelas, 
sehingga penelitian ini penting untuk dilakukan. 

Commented [M6]: No. Sertifikat Taksonomi atau Voucher 
spesimen tanaman perlu di tulis atau diinformasikan. 



diblender dan diayak dengan ayakan no.40. Serbuk simplisia ditimbang dan siap untuk 

diekstraksi7. 

b. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 1500 g 

serbuk daun direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 bagian. Setelah 24 jam, filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dan diremaserasi kembali sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 

diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 

500 rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot serbuk 

daun yang diekstraksi7. 

c. Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g ditambahkan etanol sedikit lalu ditambahkan aquades 

dengan volume akhir adalah 100 mL. Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam corong pisah 

250 mL dan ditambahkan 100 mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah terbentuk 2 lapisan, fase 

air dimasukan kembali dan dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan prosedur 

yang sama. Fraksi eter dan etil asetat dikumpulkan dan diuapkan pelarutnya menggunakan 

vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan pada 

waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi air dipekatkan langsung 

diwaterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental ditimbang bobotnya 

dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot ekstrak yang diekstraksi. 

d. Identifikasi kandungan kimia  

Identifikasi kandungan kimia simplisia, ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

mengikuti prosedur yang tertera pada Hanani (2016), meliputi pengujian keberadaan fenolik, 

flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan dengan perubahan warna tertentu 

(uji fenolik, flavonoid), terbentuknya endapan (uji alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 

saponin)8. 

e. Penentuan kadar fenolik total 

Penentuan kadar fenolik dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 25 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada konsentrasi tertentu 

ditambahkan dengan 100 L Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. Biarkan campuran 

selama 240 detik dalam kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, tambahkan 75 L natrium 

karbonat (100 g/L), kocok pelan selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, 

lakukan pembacaan absorbansi pada 750 nm. Konsentrasi larutan asam galat yang digunakan 

adalah 62,5-500 ppm. Konsentrasi ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 ppm. Kadar fenolik 

total dinyatakan sebagai mgGAE per g ekstrak atau fraksi.  

f. Penentuan kadar flavonoid total 

Penentuan kadar flavonoid dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 50 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada konsentrasi tertentu 

ditambahkan dengan 10 L AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 150 L metanol, 10 L natrium 

asetat 1M dan selanjutnya diinkubasi dalam kondisi terlindung dari cahaya selama 40 menit pada 

suhu kamar. Setelah inkubasi selesai, lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. Konsentrasi 

larutan kuersetin yang digunakan adalah 7,8125-125 ppm. Konsentrasi ekstrak, fraksi etil asetat 

dan air yang diujikan adalah 5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 1250 ppm. Kadar flavonoid 

total dinyatakan sebagai mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g ekstrak atau fraksi. 

Commented [M7]: Harus terukur 

Commented [M8]: Prosedur untuk mendapatkan fraksi air ini 
harus jelas. 



g. Skrining aktivitas antioksidan fraksi eter menggunakan metode KLT 

Skrining aktivitas antioksidan pada fraksi eter dilakukan dengan menggunakan metode 

KLT. Fase diam yang digunakan adalah plat silika gel GF254. Fase gerak yang digunakan adalah 

n-heksana:etil asetat (1:9). Pembanding yang digunakan adalah asam galat. Larutan fraksi (1250 

ppm) dan asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat KLT dan dielusi dalam chamber yang sudah 

jenuh oleh uap fase gerak. Proses deteksi bercak dilakukan di bawah UV 254 nm dan disemprot 

menggunakan larutan radikal DPPH. Keberadaan senyawa dengan aktivitas antioksidan 

ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning10. 

 

3. Hasil 

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air memiliki rendemen 

paling tinggi (25,36%) terhadap 25 g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi etil asetat memiliki 

rendemen yang paling rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. Hasil skrining fitokimia simplisia, 

ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan 

flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin ditemukan pada simplisia, ekstrak etanol dan fraksi 

air. Steroid terdapat dalam simplisia, ekstrak etanol dan fraksi eter.  

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh 

persamaan yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² = 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari kuersetin pada 

konsentrasi 7,8125-125 ppm diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x + 0,1125 (R² = 0,9964). 

Kadar fenolik dan flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter dibanding fraksi lainnya (fraksi 

eter>air>etil asetat). Kadar fenolik dan flavonoid dari masing-masing ekstrak dan fraksi dapat dilihat 

pada Tabel 3. Skrining aktivitas antioksidan hanya dilakukan pada fraksi dengan kandungan fenolik 

tertinggi, yaitu fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi eter mengandung senyawa dengan 

aktivitas peredam radikal DPPH secara kualitatif yang ditunjukan dengan bercak yang berwarna 

kuning pada plat KLT. Bercak asam galat sebagai peredam radikal DPPH berada pada nilai Rf 0,75, 

sedangkan bercak yang muncul pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85.  

 

4. Pembahasan 

Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan menggunakan teknik cair-cair berdasarkan 

polaritas pelarut yang digunakan11. Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang 

merupakan fraksi kurang polar yang memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan 

dengan fraksi etil asetat. Polaritas eter mirip dengan n-heksana dengan kemampuannya dalam 

menarik senyawa kurang polar seperti lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan lainnya. Sedangkan 

pelarut etil asetat dengan polaritas medium mampu menarik beberapa alkaloid, aglikon dan beberapa 

glikosida dengan sedikit gula. Air memiliki polaritas paling tinggi dengan kemampuannya dalam 

menarik senyawa sakarida, asam amino, serta glikosida-glikosida dengan banyak gugus gula11. 

Berdasarkan penelitian Dandekar et al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma didominasi oleh 

senyawa steroid seperti ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-; 4-Hydroxy-2-

methylacetophenone; Megastigmatrienone; Cycloocta-1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-

3-Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 2,5-Dihydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cycloheptatrien-1-one; 

n-Hexadecanoic acid; Octadecanoic acid; Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-

22,24-dien-5-ol,4,4- dimethyl; 22-stigmasten-3-one5. Klorofil pada batas tertentu dapat terekstraksi 

dalam etanol dan dapat terpartisi dalam pelarut non polar seperti n-heksana dan eter11. Hal ini 

berkaitan erat dengan hasil penelitian yang menunjukan rendemen yang tinggi pada fraksi eter.  

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter. Polifenol 

terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) dan glikosida. Berkaitan dengan banyaknya hidroksil pada 
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strukturnya, biasanya polifenol bersifat cenderung polar dan lebih suka larut dalam pelarut dengan 

polaritas yang lebih tinggi seperti etanol-air11. Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-ciocalteu 

memiliki keunggulan dibanding dengan metode metode lain seperti Folin-Denis, titrasi 

permanganate maupun kolorimetri dengan garam besi12. Metode ini memiliki sensitivitas dan 

reproduksibilitas yang baik dan sangat mudah untuk dilakukan13.  Pengujian Folin-ciocalteu 

bergantung pada transfer elektron dalam medium alkali dari senyawa fenolik untuk membentuk 

kompleks fosfomolibdat/asam fosfotungstat untuk membentuk kompleks biru (PMoW11O40)
4−) yang 

serapannya dapat diukur sekitar 760 nm. Alkalinitas akibat reaksi dengan natrium karbonat 

menyebabkan proses oksidasi fenol menjadi lebih cepat14. Reaksi ini sangat dipengaruhi oleh suhu.  

Pada suhu yang lebih tinggi akan menyebabkan terbentuknya warna biru yang lebih cepat13. 

Flavonoid merupakan turunan dari senyawa fenolik. Senyawa ini memiliki sistem cincin aromatis 

terkonjugasi yang memiliki serapan pada sinar UV. Pengujian kadar flavonoid dilakukan dengan 

menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat diukur pada rentang panjang gelombang 410-423 nm15. 

Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 5 serta keto pada C nomor 4 bereaksi dengan pereaksi ini 

untuk membentuk kompleks warna kuning cerah yang stabil dalam suasana asam8. Meskipun metode 

pengujian kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, hemat biaya karena penggunaan pelarut dan 

pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, namun penting untuk diperhatikan bahwa ada 

kemungkinan terbentuk gelembung maupun presipitasi selama seluruh pengujian yang menyebabkan 

pengukuran menjadi tidak stabil6. Selain itu, penggunaan sampel dengan jumlah yang sangat sedikit 

harus ditangani dengan segera selama proses pengujian untuk menghindari penguapan pelarut yang 

tinggi di dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan kendala dalam proses pembacaan absorbansi 

(serapan).  

Peredaman radikal DPPH oleh senyawa antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi dengan 

munculnya bercak berwarna kuning yang stabil selama 30 menit setelah dilakukan penyemprotan16. 

Hasil menunjukan keberadaan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH pada fraksi eter. 

Namun, diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam galat karena bercak kuning yang muncul tidak 

sejajar dengan bercak asam galat (Rf = 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel dapat diperankan 

oleh fenolik, flavonoid12 atau bahkan senyawa steroid17. Pengujian antioksidan secara kuantitatif 

lebih lanjut dan penelusuran senyawa yang berperan terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma 

masih perlu dilakukan. 

 

5. Kesimpulan 

Fraksi eter daun Wijaya Kusuma mengandung kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

dibandingkan fraksi lainnya. Kandungan senyawa pada fraksi eter memiliki aktivitas peredaman 

terhadap radikal DPPH yang diskrining menggunakan metode KLT. 
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Gambar 1 Hasil skrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH dengan 

metode KLT  

 

 

 

  

Keterangan: 

P = pembanding asam galat 

FE = fraksi eter 

Fase gerak = n-heksana:etil asetat (1:9) 

Fase diam = plat silika gel GF254 

A = Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm 

sebelum disemprot DPPH 

B = Pengamatan pada sinar tampak setelah 

disemprot DPPH 



TABEL  

 

Tabel 1 Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Bobot Rendemen 

Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 % 

Fraksi eter 5,21 g 20,82 % 

Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 % 

Fraksi air 6,34 g 25,36 % 

 

Tabel 2 Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel  Kandungan kimia 

Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid 

Simplisia −    −  

Ekstrak etanol 96% −    −  

Fraksi eter −   − −  

Fraksi etil asetat −   − − − 

Fraksi air −    − − 

Keterangan: () = terdeteksi; (−) = tidak terdeteksi 

Tabel 3 Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g) 

Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811 

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008 

Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036 

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007 

 



 
 

Phenolics and Flavonoids Content of Wijaya Kusuma Leaves Fractions using 

Micro-plate Based Assay 

 
 

Abstract 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) is an ornamental plant which is known to contain polyphenol 

compounds. The purpose of this study was to determine the levels of total phenolic and total flavonoids 

compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. The 96% ethanol 

extract, which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma leaf powder, was 

fractionated using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each sample was 

determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using AlCl3 on the 

microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH radical 

scavenging activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract and 

fraction of the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether 

fraction had the highest phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 

mgQE/g) compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot 

with an Rf value of 0.85 in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging 

the DPPH radicals. However, further research is needed to evaluate the antioxidant capacity in the 

ether fraction of Wijaya Kusuma leaves. 

 

Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 

Microplate Assay, Phenolics 

 

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Wijaya Kusuma menggunakan 

Pengujian Berbasis Micro-plate 
 

Abstrak 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan tanaman hias yang diketahui memiliki kandungan senyawa 

polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar senyawa fenolik dan flavonoid 

total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan pengujian berbasis micro-plate. Ekstrak 

etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun Wijaya Kusuma, difraksinasi 

menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air menggunakan metode cair-cair. Masing-masing sampel 

ditentukan kadar fenolik dengan pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 

pada micro-plate. Serapan diukur menggunakan microplate reader. Skrining aktivitas peredaman 

radikal DPPH diidentifikasi dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksi 

daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 

(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 

lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 

fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Namun, diperlukan 

penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma. 
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1. Pendahuluan 

Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan kelompok kaktus yang di Indonesia 

dikenal dengan nama Wijaya Kusuma. Beberapa aktivitas farmakologi dari ekstrak etanol daun Wijaya 

Kusuma telah berhasil dilaporkan, antara lain sebagai antiinflamasi1, penyembuh luka pada mencit 

diabetes2, anti radikal bebas3 dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa 

metabolit sekunder seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol dan saponin4. Dandekar (2015) 

melaporkan bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa steroid5. Kandungan 

senyawa fenolik, flavonoid dan tanin pada daun Wijaya Kusuma juga berpotensi menjadi sumber 

antioksidan alami. Ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki aktivitas peredaman 

radikal bebas DPPH dan penghambatan dari kapasitas penangkap Hidrogen Peroksida (H2O2) 

dibandingkan ekstrak airnya3.  

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat 

belum banyak dikaji serta masih terbatas pada bentuk ekstraknya. Penelitian ini bertujuan menentukan 

kadar total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa antioksidan dengan menggunakan pengujian 

berbasis micro-plate. Teknik ini mampu menganalisis kadar senyawa polifenolik dengan jumlah 

sampel yang banyak dalam sekali pengujian sehingga memperoleh hasil yang cepat dan akurat jika 

dibanding cara konvensional menggunakan spektrofotometri UV-Vis6. Fraksi dengan kadar fenolik 

dan flavonoid tertinggi kemudian dilakukan skrining untuk mengetahui kemampuannya dalam 

meredam radikal DPPH menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

2. Metode 

2.1. Alat 

Wadah maserasi berupa toples kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), timbangan analitik 

(Ohaus), microplate 96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), iMark™ Microplate Absorbance 

Reader (BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 

laboratorium. 

 

2.2. Bahan 

Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, Kabupaten Bogor, 

Jawa Barat. Daun dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim penghujan. Tanaman kemudian 

dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor. 

Pembanding yang digunakan yaitu: asam galat (MarkHerb) dan kuersetin (Sigma-aldrich). Pelarut-

pelarut yang digunakan antara lain: etanol 96% (Merck), metanol p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), 

eter p.a (Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. Bahan kimia yang digunakan antara lain: 

pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Lieberman Burchard, FeCl3 5%, gelatin 10%, H2SO4 pekat, 

HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 10%, natrium asetat 1M, natrium karbonat (100 g/L) dan radikal bebas 

2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). Bahan lain seperti plat silika GF254 (Merck). 

 

2.3. Prosedur 

a. Pembuatan serbuk simplisia daun Wijaya Kusuma 

Daun Wijaya Kusuma yang telah disortasi basah dan dicuci bersih kemudian dirajang dan 

dikering-anginkan selama ±6-7 hari. Simplisia daun kemudian disortasi kering. Simplisia diblender 

dan diayak dengan ayakan no.40. Serbuk simplisia ditimbang dan siap untuk diekstraksi7. 
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b. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 1500 g serbuk 

daun direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 bagian. Setelah 24 jam, filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dan diremaserasi kembali sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 

diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 

rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot serbuk 

daun yang diekstraksi7. 

c. Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g ditambahkan etanol sedikit lalu ditambahkan aquades 

dengan volume akhir adalah 100 mL. Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam corong pisah 250 

mL dan ditambahkan 100 mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah terbentuk 2 lapisan, fase air 

dimasukan kembali dan dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan prosedur yang 

sama. Fraksi eter dan etil asetat dikumpulkan dan diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary 

evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada 

suhu 50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi air dipekatkan langsung diwaterbath pada suhu 

50 C hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 

rendemennya terhadap bobot ekstrak yang diekstraksi. 

d. Identifikasi kandungan kimia  

Identifikasi kandungan kimia simplisia, ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

mengikuti prosedur yang tertera pada Hanani (2016), meliputi pengujian keberadaan fenolik, 

flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan dengan perubahan warna tertentu 

(uji fenolik, flavonoid), terbentuknya endapan (uji alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 

saponin)8. 

e. Penentuan kadar fenolik total 

Penentuan kadar fenolik dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 25 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 100 L Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. Biarkan campuran selama 240 detik 

dalam kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, tambahkan 75 L natrium karbonat (100 g/L), 

kocok pelan selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, lakukan pembacaan 

absorbansi pada 750 nm. Konsentrasi larutan asam galat yang digunakan adalah 62,5-500 ppm. 

Konsentrasi ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 ppm. Kadar fenolik total dinyatakan sebagai 

mgGAE per g ekstrak atau fraksi.  

f. Penentuan kadar flavonoid total 

Penentuan kadar flavonoid dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)9. Masing-masing sebanyak 50 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 10 L AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 150 L metanol, 10 L natrium asetat 1M dan 

selanjutnya diinkubasi dalam kondisi terlindung dari cahaya selama 40 menit pada suhu kamar. 

Setelah inkubasi selesai, lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. Konsentrasi larutan kuersetin 

yang digunakan adalah 7,8125-125 ppm. Konsentrasi ekstrak, fraksi etil asetat dan air yang diujikan 

adalah 5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 1250 ppm. Kadar flavonoid total dinyatakan sebagai 

mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g ekstrak atau fraksi. 

g. Skrining aktivitas antioksidan fraksi eter menggunakan metode KLT 
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Skrining aktivitas antioksidan pada fraksi eter dilakukan dengan menggunakan metode KLT. 

Fase diam yang digunakan adalah plat silika gel GF254. Fase gerak yang digunakan adalah n-

heksana:etil asetat (1:9). Pembanding yang digunakan adalah asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) 

dan asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat KLT dan dielusi dalam chamber yang sudah jenuh 

oleh uap fase gerak. Proses deteksi bercak dilakukan di bawah UV 254 nm dan disemprot 

menggunakan larutan radikal DPPH. Keberadaan senyawa dengan aktivitas antioksidan ditunjukan 

dengan bercak yang berwarna kuning10. 

 

3. Hasil 

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air memiliki rendemen 

paling tinggi (25,36%) terhadap 25 g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi etil asetat memiliki 

rendemen yang paling rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. Hasil skrining fitokimia simplisia, 

ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan 

flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin ditemukan pada simplisia, ekstrak etanol dan fraksi air. 

Steroid terdapat dalam simplisia, ekstrak etanol dan fraksi eter.  

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh persamaan 

yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² = 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari kuersetin pada konsentrasi 

7,8125-125 ppm diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x + 0,1125 (R² = 0,9964). Kadar fenolik 

dan flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter dibanding fraksi lainnya (fraksi eter>air>etil asetat). 

Kadar fenolik dan flavonoid dari masing-masing ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 3. 

Skrining aktivitas antioksidan hanya dilakukan pada fraksi dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu 

fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi eter mengandung senyawa dengan aktivitas peredam radikal 

DPPH secara kualitatif yang ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning pada plat KLT. Bercak 

asam galat sebagai peredam radikal DPPH berada pada nilai Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul 

pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85.  

 

4. Pembahasan 

Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan menggunakan teknik cair-cair berdasarkan polaritas 

pelarut yang digunakan11. Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang merupakan 

fraksi kurang polar yang memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi etil 

asetat. Polaritas eter mirip dengan n-heksana dengan kemampuannya dalam menarik senyawa kurang 

polar seperti lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan lainnya. Sedangkan pelarut etil asetat dengan 

polaritas medium mampu menarik beberapa alkaloid, aglikon dan beberapa glikosida dengan sedikit 

gula. Air memiliki polaritas paling tinggi dengan kemampuannya dalam menarik senyawa sakarida, 

asam amino, serta glikosida-glikosida dengan banyak gugus gula11. Berdasarkan penelitian Dandekar 

et al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma didominasi oleh senyawa steroid seperti ethanone, 1-(2-

hydroxy-5-methylphenyl)-; 4-Hydroxy-2-methylacetophenone; Megastigmatrienone; Cycloocta-

1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 2,5-

Dihydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cycloheptatrien-1-one; n-Hexadecanoic acid; Octadecanoic acid; 

Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-22,24-dien-5-ol,4,4- dimethyl; 22-

stigmasten-3-one5. Klorofil pada batas tertentu dapat terekstraksi dalam etanol dan dapat terpartisi 

dalam pelarut non polar seperti n-heksana dan eter11. Hal ini berkaitan erat dengan hasil penelitian 

yang menunjukan rendemen yang tinggi pada fraksi eter.  

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter. Polifenol 

terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) dan glikosida. Berkaitan dengan banyaknya hidroksil pada 

strukturnya, biasanya polifenol bersifat cenderung polar dan lebih suka larut dalam pelarut dengan 



polaritas yang lebih tinggi seperti etanol-air11. Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-ciocalteu 

memiliki keunggulan dibanding dengan metode lain seperti Folin-Denis, titrasi permanganate maupun 

kolorimetri dengan garam besi12. Metode ini memiliki sensitivitas dan reproduksibilitas yang baik dan 

sangat mudah untuk dilakukan13.  Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada transfer elektron dalam 

medium alkali dari senyawa fenolik untuk membentuk kompleks fosfomolibdat/asam fosfotungstat 

untuk membentuk kompleks biru (PMoW11O40)
4−) yang serapannya dapat diukur sekitar 760 nm. 

Alkalinitas akibat reaksi dengan natrium karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol menjadi lebih 

cepat14. Reaksi ini sangat dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih tinggi akan menyebabkan 

terbentuknya warna biru yang lebih cepat13. Flavonoid merupakan turunan dari senyawa fenolik. 

Senyawa ini memiliki sistem cincin aromatis terkonjugasi yang memiliki serapan pada sinar UV. 

Pengujian kadar flavonoid dilakukan dengan menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat diukur pada 

rentang panjang gelombang 410-423 nm15. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 5 serta keto pada C 

nomor 4 bereaksi dengan pereaksi ini untuk membentuk kompleks warna kuning cerah yang stabil 

dalam suasana asam8. Meskipun metode pengujian kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, hemat 

biaya karena penggunaan pelarut dan pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, namun penting 

untuk diperhatikan bahwa ada kemungkinan terbentuk gelembung maupun presipitasi selama seluruh 

pengujian yang menyebabkan pengukuran menjadi tidak stabil6. Selain itu, penggunaan sampel dengan 

jumlah yang sangat sedikit harus ditangani dengan segera selama proses pengujian untuk menghindari 

penguapan pelarut yang tinggi di dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan kendala dalam proses 

pembacaan absorbansi (serapan).  

Peredaman radikal DPPH oleh senyawa antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi dengan 

munculnya bercak berwarna kuning yang stabil selama 30 menit setelah dilakukan penyemprotan16. 

Hasil menunjukan keberadaan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 

diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam galat karena bercak kuning yang muncul tidak sejajar 

dengan bercak asam galat (Rf = 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel dapat diperankan oleh 

fenolik, flavonoid12 atau bahkan senyawa steroid17. Pengujian antioksidan secara kuantitatif lebih 

lanjut dan penelusuran senyawa yang berperan terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma masih 

perlu dilakukan. 

 

5. Kesimpulan 

Fraksi eter daun Wijaya Kusuma mengandung kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

dibandingkan fraksi lainnya. Kandungan senyawa pada fraksi eter memiliki aktivitas peredaman 

terhadap radikal DPPH yang diskrining menggunakan metode KLT. 
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Gambar 1 Hasil skrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH dengan 

metode KLT  

 

 

 

  

Keterangan: 

P = pembanding asam galat 

FE = fraksi eter 

Fase gerak = n-heksana:etil asetat (1:9) 

Fase diam = plat silika gel GF254 

A = Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm 

sebelum disemprot DPPH 

B = Pengamatan pada sinar tampak setelah 

disemprot DPPH 



TABEL  

 

Tabel 1 Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Bobot Rendemen 

Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 % 

Fraksi eter 5,21 g 20,82 % 

Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 % 

Fraksi air 6,34 g 25,36 % 

 

Tabel 2 Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel  Kandungan kimia 

Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid 

Simplisia −    −  

Ekstrak etanol 96% −    −  

Fraksi eter −   − −  

Fraksi etil asetat −   − − − 

Fraksi air −    − − 

Keterangan: () = terdeteksi; (−) = tidak terdeteksi 

Tabel 3 Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g) 

Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811 

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008 

Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036 

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007 
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Phenolics and Flavonoids Content of Epiphyllum oxypetalum (DC.)Wijaya 

Kusuma Leaves Fractions using Micro-plate Based Assay 

 
 

Abstract 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) or Wijaya Kusuma (Cactaceae) is an ornamental plant which is known 

to contain polyphenol compounds. The purpose of this study was to determine the levels of total 

phenolic and total flavonoids compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-

based assay. The 96% ethanol extract were obtained from the maceration of Wijaya Kusuma powder 

leaves. The extract was fractionated using ether, ethyl acetate, and water using liquid-liquid extraction 

method.The 96% ethanol extract, which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma 

leaf powder, was fractionated using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each 

sample was determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using 

AlCl3 on the microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH 

radical scavenging activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract 

and fractions of the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether 

fraction had the highest phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 

mgQE/g) compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot 

with an Rf value of 0.85 in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging 

the DPPH radicals. The ether fraction of Wijaya Kusuma leaves has potential as a source of 

polyphenols with antioxidant activity. However, further research is needed to evaluate the antioxidant 

capacity in the ether fraction of Wijaya Kusuma leaves. 

 

Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 

Microplate Assay, Phenolics 

 

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Epiphyllum oxypetalum (DC.)Wijaya 

Kusuma menggunakan Pengujian Berbasis Micro-plate 
 

Abstrak 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) atau Wijaya Kusuma (Cactaceae) merupakan tanaman hias yang 

diketahui memiliki kandungan senyawa polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan 

kadar senyawa fenolik dan flavonoid total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan 

pengujian berbasis micro-plate. Ekstrak etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun 

Wijaya Kusuma. Ekstrak selanjutnya , difraksinasi menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air 

menggunakan metode ekstraksi cair-cair. Masing-masing sampel ditentukan kadar fenolik dengan 

pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 pada micro-plate. Serapan diukur 

menggunakan microplate reader. PenapisanSkrining aktivitas peredaman radikal DPPH diidentifikasi 

dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksisemua fraksi  daun Wijaya 

Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 

(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 

lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 
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fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Fraksi eter daun 

Wijaya Kusuma berpotensi sebagai sumber polifenol dengan aktivitas antioksidan. Namun, diperlukan 

penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma. 

 

Kata kunci: Antioksidan, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Fenolik, Flavonoid, Fraksi, High-

throughput Microplate Assay 

  

1. Pendahuluan 

Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan kelompok kaktus yang di Indonesia 

dikenal dengan nama Wijaya Kusuma. Beberapa aktivitas farmakologi dari ekstrak etanol daun Wijaya 

Kusuma telah berhasil dilaporkan, antara lain sebagai antiinflamasi1, penyembuh luka pada mencit 

diabetes2, anti radikal bebas3 dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa 

metabolit sekunder seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol dan saponin4. Dandekar et al. 

(2015) melaporkan bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa steroid5. 

Kandungan senyawa fFenolik dan, flavonoid dan tanin pada daun Wijaya Kusuma juga berpotensi 

menjadimerupakan sumber antioksidan alami yang dapat diperoleh dari tanaman6,7
 termasuk Wijaya 

Kusuma. Ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki aktivitas peredaman radikal 

bebas DPPH dan penghambatan dari kapasitas penangkap Hidrogen Peroksida (H2O2) dibandingkan 

ekstrak airnya3.  

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat 

belum banyak dikaji serta masih terbatas pada bentuk ekstraknya, sementara bentuk fraksinya belum 

banyak diteliti.. Penelitian ini bertujuan menentukan kadar total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa 

antioksidan pada ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dengan menggunakan pengujian 

berbasis micro-plate. Teknik ini mampu menganalisis kadar senyawa polifenolik dengan jumlah 

sampel yang banyak dalam sekali pengujian sehingga memperoleh hasil yang cepat dan akurat jika 

dibanding cara konvensional menggunakan spektrofotometri UV-Vis7. Penapisan cepat dengan jumlah 

sampel yang banyak untuk memperoleh kadar senyawa menggunakan metode sederhana dengan hasil 

yang akurat tentu sangat diperlukan untuk menghemat waktu dan biaya penelitian8,9. Melalui penelitian 

ini, fFraksi dari ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma dengan kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

kemudian dilakukan penapisan skrining untuk mengetahui kemampuannya dalam meredam radikal 

DPPH menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

2. Metode 

2.1. Alat 

Wadah maserasi berupa toples kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), timbangan analitik 

(Ohaus), microplate 96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), iMark™ Microplate Absorbance 

Reader (BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 

laboratorium. 

 

2.2. Bahan 

Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, Kabupaten Bogor, 

Jawa Barat. Daun dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim penghujan. Tanaman kemudian 

dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor dengan 

nomor surat: B-246/IV/DI.01/2/2021. Pembanding yang digunakan yaitu: asam galat (MarkHerb) dan 

kuersetin (Sigma-aldrich). Pelarut-pelarut yang digunakan antara lain: etanol 96% (Merck), metanol 
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p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), eter p.a (Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. Bahan kimia 

yang digunakan antara lain: pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Lieberman Burchard, FeCl3 

5%, gelatin 10%, H2SO4 pekat, HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 10%, natrium asetat 1M, natrium 

karbonat (100 g/L) dan radikal bebas 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). Bahan 

lain seperti plat silika GF254 (Merck). 

 

2.3. Prosedur 

a. Pembuatan serbuk simplisia daun Wijaya Kusuma 

Daun Wijaya Kusuma yang telah disortasi basah dan dicuci bersih kemudian dirajang dan 

dikering-anginkan selama ±6-7 hari. Simplisia daun kemudian disortasi kering. Simplisia diblender 

dan diayak dengan ayakan no.40. Serbuk simplisia ditimbang dan siap untuk diekstraksi10. 

b. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 1500 g serbuk 

daun direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 bagian. Setelah 24 jam, filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dan diremaserasi kembali sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 

diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 

rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot serbuk 

daun yang diekstraksi10. 

c. Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g ditambahkan 15 mL etanol sedikit lalu ditambahkan aquades 

dengan volume akhir adalah 100 mL. Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam corong pisah 250 

mL dan ditambahkan 100 mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah terbentuk 2 lapisan, kedua 

lapisan ditampung di wadah terpisah. Ffase air (lapisan bawah) dimasukan kembali ke dalam corong 

pisah.dan  Proses fraksinasi diulang sebanyak 5 kali dengan pelarut eter baru. dilSetelah itu, 

fraksinasi fase air dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan prosedur yang sama. 

Faseraksi eter dan etil asetat yang telah diperoleh kemudian dikumpulkan dan diuapkan pelarutnya 

menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 rpm. Pemekatan 

dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh fraksi eter dan fraksi etil asetat 

kentalhingga diperoleh fraksi kental. Fraksi Fase air sisanya, dipekatkan langsung di waterbath pada 

suhu 50 C hingga diperoleh fraksi air kental. Masing-masing fraksi Fraksi kental ditimbang 

bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot ekstrak yang diekstraksi. 

d. Identifikasi kandungan kimia  

Identifikasi kandungan kimia simplisia, ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

mengikuti prosedur yang tertera pada Hanani (2016), meliputi pengujian keberadaan fenolik, 

flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan dengan perubahan warna tertentu 

(uji fenolik, flavonoid), terbentuknya endapan (uji alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 

saponin)11. 

e. Penentuan kadar fenolik total 

Penentuan kadar fenolik dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)12. Masing-masing sebanyak 25 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 100 L Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. Biarkan campuran selama 240 detik 

dalam kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, tambahkan 75 L natrium karbonat (100 g/L), 

kocok pelan selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, lakukan pembacaan 

absorbansi pada 750 nm. Konsentrasi larutan asam galat yang digunakan adalah 62,5; 125; 250; dan 
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-500 ppm. Konsentrasi ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 ppm. Kadar fenolik total 

dinyatakan sebagai mgGAE per g ekstrak atau fraksi.  

f. Penentuan kadar flavonoid total 

Penentuan kadar flavonoid dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)12. Masing-masing sebanyak 50 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 10 L AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 150 L metanol, 10 L natrium asetat 1M dan 

selanjutnya diinkubasi dalam kondisi terlindung dari cahaya selama 40 menit pada suhu kamar. 

Setelah inkubasi selesai, lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. Konsentrasi larutan kuersetin 

yang digunakan adalah 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; dan -125 ppm. Konsentrasi ekstrak, fraksi etil 

asetat dan air yang diujikan adalah 5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 1250 ppm. Kadar 

flavonoid total dinyatakan sebagai mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g ekstrak atau fraksi. 

g. PenapisanSkrining aktivitas antioksidan fraksi eter menggunakan metode KLT 

PenapisanSkrining aktivitas antioksidan pada fraksi eter dilakukan dengan menggunakan 

metode KLT. Fase diam yang digunakan adalah plat silika gel GF254. Fase gerak yang digunakan 

adalah n-heksana:etil asetat (1:9) dan beberapa tetes asam formiat. Pembanding yang digunakan 

adalah asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) dan asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat KLT 

dan dielusi dalam chamber yang sudah jenuh oleh uap fase gerak. Proses deteksi bercak dilakukan 

di bawah UV 254 nm dan disemprot menggunakan larutan radikal DPPH. Keberadaan senyawa 

dengan aktivitas antioksidan ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning13. 

 

3. Hasil 

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air 

memiliki rendemen paling tinggi (25,36%) terhadap 25 g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi 

etil asetat memiliki rendemen yang paling rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. Hasil 

penapisanskrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat 

pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin ditemukan pada 

simplisia, ekstrak etanol dan fraksi air. Steroid terdapat dalam simplisia, ekstrak etanol dan fraksi eter.  

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh persamaan 

yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² = 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari kuersetin pada konsentrasi 

7,8125-125 ppm diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x + 0,1125 (R² = 0,9964). Kadar fenolik 

dan flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter daun Wijaya Kusuma dibanding fraksi lainnya 

(fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat). Kadar fenolik dan flavonoid dari masing-masing ekstrak dan 

fraksi dapat dilihat pada Tabel 3. PenapisanSkrining aktivitas antioksidan hanya dilakukan pada fraksi 

dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi eter mengandung 

senyawa dengan aktivitas peredam radikal DPPH secara kualitatif yang ditunjukan dengan bercak yang 

berwarna kuning pada plat KLT. Bercak asam galat sebagai peredam radikal DPPH berada pada nilai 

Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85.  

 

4. Pembahasan 

Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan menggunakan teknik cair-cair berdasarkan polaritas 

pelarut yang digunakan14. Proses fraksinasi pada penelitian ini menggunakan pelarut eter (nonpolar), 

etil asetat (semi polar), dan air (polar). Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang 

merupakan fraksi kurang polar yang memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan 

fraksi etil asetat. Polaritas eter mirip dengan n-heksana dengan kemampuannya dalam menarik 

senyawa kurang polar seperti lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan lainnya. Sedangkan pelarut 
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etil asetat dengan polaritas medium mampu menarik beberapa alkaloid, aglikon dan beberapa glikosida 

dengan sedikit gula. Air memiliki polaritas paling tinggi dengan kemampuannya dalam menarik 

senyawa sakarida, asam amino, serta glikosida-glikosida dengan banyak gugus gula14. Berdasarkan 

penelitian Dandekar et al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma didominasi oleh senyawa steroid 

seperti ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-; 4-Hydroxy-2-methylacetophenone; 

Megastigmatrienone; Cycloocta-1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-3-Hydroxy-1-

propenyl)-2- methoxyphenol; 2,5-Dihydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cycloheptatrien-1-one; n-

Hexadecanoic acid; Octadecanoic acid; Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-

22,24-dien-5-ol,4,4- dimethyl; 22-stigmasten-3-one5. Klorofil pada batas tertentu juga dapat 

terekstraksi dalam etanol dan dapat terpartisi dalam pelarut non polar seperti n-heksana dan eter14. 

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang merupakan fraksi kurang polar yang 

memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi etil asetat. Hal ini berkaitan 

erat dengan hasil penelitian yang menunjukan rendemen yang tinggi pada fraksi eter.diduga berkaitan 

dengan kandungan klorofil dan steroid dalam daun Wijaya Kusuma yang banyak tersari dalam eter. 

Namun, demikian, perlu studi lebih lanjut untuk memastikan hal ini.  

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma dibandingkan dengan fraksi lainnya (fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat).  PPolifenol pada 

tanaman terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) dan glikosida. Polifenol pada tanaman disintesis dari 

jalur sikimat15. Stabilitas polifenol bervariasi karena distribusinya yang tidak seragam pada tumbuhan. 

Beberapa fenolik merupakan senyawa stabil, sedangkan lainnya lebih rentan terhadap oksidasi maupun 

suhu. Sifat kelarutan dan pemisahan polifenol dipengaruhi oleh perbedaan struktur kimianya16. 

Berkaitan dengan banyaknya hidroksil pada strukturnya, biasanya polifenol bersifat cenderung polar 

dan lebih suka larut dalam pelarut dengan polaritas yang lebih tinggi16 seperti etanol-air14. Namun, 

pada studi ini, justru fenolik dan flavonoid dalam fraksi nonpolar berada pada kadar yang tinggi. 

Nawaz et al., (2020) melaporkan bahwa ekstrak yang diperoleh dengan pelarut polar memberikan hasil 

rendemen yang tinggi dari biji Phaseolus vulgaris. Namun demikian, kadar fenolik dan flavonoid total 

lebih rendah pada ekstrak tersebut dibandingkan dengan ekstrak yang diperoleh dari pelarut nonpolar 

(heksana dan petroleum eter). Hal ini mengindikasikan bahwa biji tanaman tersebut mengandung 

senyawa fenolik yang dominan bersifat non-polar17. Studi literatur membuktikan bahwa tidak ada 

pelarut yang secara umum dapat diterima sebagai pelarut terbaik untuk ekstraksi dan pemisahan 

polifenol pada tanaman. Pengaruh besar pada proses deteksi dan kuantifikasi polifenol dalam tanaman 

sebagai zat terlarut mengacu pada jenis senyawa polifenol didalamnya16. 

Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-ciocalteu memiliki keunggulan dibanding dengan 

metode lain seperti Folin-Denis, titrasi permanganatpermanganat,e maupun kolorimetri dengan garam 

besi7. Metode ini memiliki sensitivitas dan reproduksibilitas yang baik dan sangat mudah untuk 

dilakukan18.   Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada transfer elektron dalam medium alkali dari 

senyawa fenolik untuk membentuk kompleks fosfomolibdat/asam fosfotungstat untuk membentuk 

kompleks biru (PMoW11O40)
4−) yang serapannya dapat diukur sekitar 760 nm. Alkalinitas akibat reaksi 

dengan natrium karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol menjadi lebih cepat19. Reaksi ini sangat 

dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih tinggi akan menyebabkan terbentuknya warna biru yang 

lebih cepat18. Flavonoid merupakan turunan dari senyawa fenolik. Senyawa ini memiliki sistem cincin 

aromatis terkonjugasi yang memiliki serapan pada sinar UV. Pengujian kadar flavonoid dilakukan 

dengan menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat diukur pada rentang panjang gelombang 410-423 

nm20. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 5 serta keto pada C nomor 4 bereaksi dengan pereaksi ini 

untuk membentuk kompleks warna kuning cerah yang stabil dalam suasana asam11. Meskipun metode 

pengujian kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, hemat biaya karena penggunaan pelarut dan 
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pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, namun penting untuk diperhatikan bahwa ada 

kemungkinan terbentuk gelembung maupun presipitasi selama seluruh pengujian yang menyebabkan 

pengukuran menjadi tidak stabil8. Selain itu, penggunaan sampel dengan jumlah yang sangat sedikit 

harus ditangani dengan segera selama proses pengujian untuk menghindari penguapan pelarut yang 

tinggi di dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan kendala dalam proses pembacaan absorbansi 

(serapan).  

Peredaman radikal DPPH oleh senyawa antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi dengan 

munculnya bercak berwarna kuning yang stabil selama 30 menit setelah dilakukan penyemprotan21. 

Hasil menunjukan keberadaan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 

diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam galat karena bercak kuning yang muncul tidak sejajar 

dengan bercak asam galat (Rf = 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel dapat diperankan oleh 

fenolik, flavonoid7 atau bahkan senyawa steroid22. Meskipun kandungan fenolik dan flavonoid tinggi 

pada ekstrak dalam pelarut nonpolar, ternyata aktivitas antioksidannya belum tentu lebih baik 

dibanding ekstrak dalam pelarut polar. Sebagian besar aktivitas antioksidan yang tinggi ditunjukan 

pada ekstrak atau fraksi yang diperoleh dari pelarut polar seperti etanol maupun metanol17. Dengan 

demikian, pPengujian antioksidan secara kuantitatif lebih lanjut dan penelusuran senyawa yang 

berperan terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma masih perlu dilakukan. 

 

5. Kesimpulan 

Fraksi eter daun Wijaya Kusuma mengandung kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

dibandingkan fraksi lainnya (fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat). Kandungan senyawa pada fraksi 

eter memiliki aktivitas peredaman terhadap radikal DPPH yang ditapis skrining menggunakan metode 

KLT. 
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Gambar 1 Hasil penapisanskrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH 

dengan metode KLT  

 

 

 

  

Keterangan: 

P = pembanding asam galat 

FE = fraksi eter 

Fase gerak = n-heksana:etil asetat (1:9) dan 

beberapa tetes asam formiat 

Fase diam = plat silika gel GF254 

A = Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm 

sebelum disemprot DPPH 

B = Pengamatan pada sinar tampak setelah 

disemprot DPPH 



TABEL  

 

Tabel 1 Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Bobot Rendemen 

Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 % 

Fraksi eter 5,21 g 20,82 % 

Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 % 

Fraksi air 6,34 g 25,36 % 

 

Tabel 2 Hasil penapisanskrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel  Kandungan kimia 

Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid 

Simplisia −    −  

Ekstrak etanol 96% −    −  

Fraksi eter −   − −  

Fraksi etil asetat −   − − − 

Fraksi air −    − − 

Keterangan: () = terdeteksi; (−) = tidak terdeteksi 

Tabel 3 Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g) 

Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811 

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008 

Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036 

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007 
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Abstract
Epiphyllum oxypetalum (DC.) is an ornamental plant which is known to contain polyphenol compounds. 
The purpose of this study was to determine the levels of total phenolic and total flavonoids compounds 
in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. The 96% ethanol extract, 
which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma leaf powder, was fractionated 
using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each sample was determined 
phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using AlCl3 on the microplate. 
Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH radical scavenging activity 
was identified using the TLC method. The results showed that the extract and fraction of the leaves 
of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether fraction had the highest 
phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 mgQE/g) compared to 
other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot with an Rf value of 0.85 
in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging the DPPH radicals. 
Further research is needed to evaluate the antioxidant capacity in the ether fraction of Wijaya Kusuma 
leaves. 
Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 
Microplate Assay, Phenolics.

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Wijaya Kusuma menggunakan 
Pengujian Berbasis Micro-plate

Abstrak
Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan tanaman hias yang diketahui memiliki kandungan 
senyawa polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar senyawa fenolik dan 
flavonoid total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan pengujian berbasis micro-plate. 
Ekstrak etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun Wijaya Kusuma, difraksinasi 
menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air menggunakan metode cair-cair. Masing-masing sampel 
ditentukan kadar fenolik dengan pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 
pada micro-plate. Serapan diukur menggunakan microplate reader. Skrining aktivitas peredaman 
radikal DPPH diidentifikasi dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksi 
daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 
(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 
lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 
fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Diperlukan penelitian 
lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya Kusuma.
Kata Kunci: Antioksidan, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Fenolik, Flavonoid, Fraksi, High-
throughput Microplate Assay
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1.	 Pendahuluan
Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum 

(DC.) merupakan kelompok kaktus yang 
di Indonesia dikenal dengan nama Wijaya 
Kusuma1. Beberapa aktivitas farmakologi 
dari ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma 
telah berhasil dilaporkan, antara lain 
sebagai antiinflamasi2, penyembuh luka 
pada mencit diabetes3, anti radikal bebas4 

dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma 
mengandung senyawa metabolit sekunder 
seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol 
dan saponin5. Dandekar (2015) melaporkan 
bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma 
mengandung senyawa steroid6. Kandungan 
senyawa fenolik, flavonoid dan tanin pada 
daun Wijaya Kusuma juga berpotensi menjadi 
sumber antioksidan alami. Ekstrak etanol daun 
Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki 
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH 
dan penghambatan dari kapasitas penangkap 
Hidrogen Peroksida (H2O2) dibandingkan 
ekstrak airnya4. 

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk 
dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai 
tanaman obat belum banyak dikaji serta 
masih terbatas pada bentuk ekstraknya. 
Penelitian ini bertujuan menentukan kadar 
total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa 
antioksidan dengan menggunakan pengujian 
berbasis micro-plate. Teknik ini mampu 
menganalisis kadar senyawa polifenolik 
dengan jumlah sampel yang banyak dalam 
sekali pengujian sehingga memperoleh hasil 
yang cepat dan akurat jika dibanding cara 
konvensional menggunakan spektrofotometri 
UV-Vis7. Fraksi dengan kadar fenolik dan 
flavonoid tertinggi kemudian dilakukan 
skrining untuk mengetahui kemampuannya 
dalam meredam radikal DPPH menggunakan 
metode kromatografi lapis tipis (KLT).  

2.	 Metode
2.1.	 Alat

Wadah maserasi berupa toples 
kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), 
timbangan analitik (Ohaus), microplate 
96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), 
iMark™ Microplate Absorbance Reader 
(BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-

alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 
laboratorium.

2.2.	 Bahan
Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh 

dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, 
Kabupaten Bogor, Jawa Barat. Daun 
dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim 
penghujan. Tanaman kemudian dideterminasi 
di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani 
Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor. 
Pembanding yang digunakan yaitu: asam 
galat (MarkHerb) dan kuersetin (Sigma-
aldrich). Pelarut-pelarut yang digunakan 
antara lain: etanol 96% (Merck), metanol 
p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), eter p.a 
(Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. 
Bahan kimia yang digunakan antara lain: 
pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, 
Lieberman Burchard, FeCl3 5%, gelatin 10%, 
H2SO4 pekat, HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 
10%, natrium asetat 1M, natrium karbonat 
(100 g/L) dan radikal bebas 2,2-diphenyl-
1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). 
Bahan lain seperti plat silika GF254 (Merck).

2.3.	 Prosedur
2.3.1.	Pembuatan serbuk simplisia daun 

Wijaya Kusuma
Daun Wijaya Kusuma yang telah 

disortasi basah dan dicuci bersih kemudian 
dirajang dan dikering-anginkan selama ±6-7 
hari. Simplisia daun kemudian disortasi 
kering. Simplisia diblender dan diayak dengan 
ayakan no 40. Serbuk simplisia ditimbang 
dan siap untuk diekstraksi8.

2.3.2.	Pembuatan ekstrak etanol 96% daun 
Wijaya Kusuma
Proses ekstraksi dilakukan dengan 

metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 
1500 g serbuk daun direndam dalam etanol 
96% dengan perbandingan 1:10 bagian. 
Setelah 24 jam, filtrat dipisahkan dengan 
ampasnya dan diremaserasi kembali 
sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 
diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum 
rotary evaporator pada suhu 50oC dengan 
putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan 
pada waterbath pada suhu 50oC hingga 
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diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental 
ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 
rendemennya terhadap bobot serbuk daun 
yang diekstraksi9.

2.3.3.	Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak 
etanol 96% daun Wijaya Kusuma
Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g 

ditambahkan etanol sedikit lalu ditambahkan 
aquades dengan volume akhir adalah 100 mL. 
Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam 
corong pisah 250 mL dan ditambahkan 100 
mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah 
terbentuk 2 lapisan, fase air dimasukan 
kembali dan dilanjutkan dengan menggunakan 
pelarut etil asetat dengan prosedur yang sama. 
Fraksi eter dan etil asetat dikumpulkan dan 
diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum 
rotary evaporator pada suhu 50oC dengan 
putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan 
pada waterbath pada suhu 50oC hingga 
diperoleh fraksi kental. Fraksi air dipekatkan 
langsung diwaterbath pada suhu 50oC 
hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental 
ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 
rendemennya terhadap bobot ekstrak yang 
diekstraksi.

2.3.4.	Identifikasi kandungan kimia 
Identifikasi kandungan kimia simplisia, 

ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya 
Kusuma mengikuti prosedur yang tertera 
pada Hanani (2016), meliputi pengujian 
keberadaan fenolik, flavonoid, tannin, 
saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan 
dengan perubahan warna tertentu (uji fenolik, 
flavonoid), terbentuknya endapan (uji 
alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 
saponin)10.

2.3.5.	Penentuan kadar fenolik total
Penentuan kadar fenolik dilakukan 

pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi 
dari Sembiring et al., (2018) (11). Masing-
masing sebanyak 25µL larutan uji (larutan 
ekstrak, fraksi eter, fraksi etil asetat, dan 
fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada 
konsentrasi tertentu ditambahkan dengan 100 
µL Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. 
Biarkan campuran selama 240 detik dalam 

kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, 
tambahkan 75 µL natrium karbonat (100 
g/L), kocok pelan selama 1 menit. Setelah 
inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, 
lakukan pembacaan absorbansi pada 750 
nm. Konsentrasi larutan asam galat yang 
digunakan adalah 62,5-500 ppm. Konsentrasi 
ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 
ppm. Kadar fenolik total dinyatakan sebagai 
mgGAE per g ekstrak atau fraksi. 

2.3.6.	Penentuan kadar flavonoid total
Penentuan kadar flavonoid dilakukan 

pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi 
dari Sembiring et al., (2018)11. Masing-
masing sebanyak 50 µL larutan uji (larutan 
ekstrak, fraksi eter, fraksi etil asetat, dan 
fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada 
konsentrasi tertentu ditambahkan dengan 
10 µL AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 
150 µL metanol, 10 µL natrium asetat 1M 
dan selanjutnya diinkubasi dalam kondisi 
terlindung dari cahaya selama 40 menit 
pada suhu kamar. Setelah inkubasi selesai, 
lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. 
Konsentrasi larutan kuersetin yang digunakan 
adalah 7,8125-125 ppm. Konsentrasi ekstrak, 
fraksi etil asetat dan air yang diujikan adalah 
5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 
1250 ppm. Kadar flavonoid total dinyatakan 
sebagai mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g 
ekstrak atau fraksi.

2.3.7.	Skrining aktivitas antioksidan fraksi 
eter menggunakan metode KLT
Skrining aktivitas antioksidan pada 

fraksi eter dilakukan dengan menggunakan 
metode KLT. Fase diam yang digunakan 
adalah plat silika gel GF254. Fase gerak 
yang digunakan adalah n-heksana:etil asetat 
(1:9). Pembanding yang digunakan adalah 
asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) dan 
asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat 
KLT dan dielusi dalam chamber yang sudah 
jenuh oleh uap fase gerak. Proses deteksi 
bercak dilakukan di bawah UV 254 nm dan 
disemprot menggunakan larutan radikal 
DPPH. Keberadaan senyawa dengan aktivitas 
antioksidan ditunjukan dengan bercak yang 
berwarna kuning12.
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3.	 Hasil

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi 
dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air memiliki 
rendemen paling tinggi (25,36%) terhadap 25 
g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi 
etil asetat memiliki rendemen yang paling 
rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. 
Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak 
dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat 
dilihat pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan 
flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin 
ditemukan pada simplisia, ekstrak etanol dan 
fraksi air. Steroid terdapat dalam simplisia, 
ekstrak etanol dan fraksi eter. 

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam 
galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh 
persamaan yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² 
= 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari 
kuersetin pada konsentrasi 7,8125-125 ppm 
diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x 
+ 0,1125 (R² = 0,9964). Kadar fenolik dan 

flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter 
dibanding fraksi lainnya (fraksi eter>air>etil 
asetat). Kadar fenolik dan flavonoid dari 
masing-masing ekstrak dan fraksi dapat 
dilihat pada Tabel 3. Skrining aktivitas 
antioksidan hanya dilakukan pada fraksi 
dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu 
fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi 
eter mengandung senyawa dengan aktivitas 
peredam radikal DPPH secara kualitatif yang 
ditunjukan dengan bercak yang berwarna 
kuning pada plat KLT. Bercak asam galat 
sebagai peredam radikal DPPH berada pada 
nilai Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul 
pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85. 

4.	 Pembahasan
Fraksinasi merupakan prosedur 

pemisahan menggunakan teknik cair-
cair berdasarkan polaritas pelarut yang 
digunakan13. Hasil penelitian yang diperoleh 

Gambar 1. Skrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH dengan metode KLT 

Tabel 1. Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma

Sampel Bobot Rendemen
Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 %

Fraksi eter 5,21 g 20,82 %
Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 %

Fraksi air 6,34 g 25,36 %

Sampel Kandungan kimia
Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid

Simplisia - + + + - +
Ekstrak etanol 96% - + + + - +

Fraksi eter - + + - - +
Fraksi etil asetat - + + - - -

Fraksi air - + + + - -

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma

Keterangan: (+) = terdeteksi; (-) = tidak terdeteksi
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menunjukan fraksi eter yang merupakan fraksi 
kurang polar yang memiliki nilai rendemen 
yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi 
etil asetat. Polaritas eter (indeks polaritas 
= 0.117) mirip dengan n-heksana (indeks 
polaritas 0.009)14 dengan kemampuannya 
dalam menarik senyawa kurang polar seperti 
lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan 
lainnya. Sedangkan pelarut etil asetat dengan 
polaritas medium mampu menarik beberapa 
alkaloid, aglikon dan beberapa glikosida 
dengan sedikit gula. Air memiliki polaritas 
paling tinggi dengan kemampuannya dalam 
menarik senyawa sakarida, asam amino, serta 
glikosida-glikosida dengan banyak gugus 
gula13. Berdasarkan penelitian Dandekar et 
al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma 
didominasi oleh senyawa steroid seperti 
ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-; 
4 - H y d ro x y - 2 - m e t h y l a c e t o p h e n o n e ; 
Megastigmatrienone; Cycloocta-1,3,6-
triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-3-
Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 
2 , 5 - D i h y d ro x y - 4 - i s o p ro p y l - 2 , 4 , 6 -
cycloheptatrien-1-one; n-Hexadecanoic acid; 
Octadecanoic acid; Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-
dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-22,24-dien-
5-ol,4,4- dimethyl; 22-stigmasten-3-one6. 
Klorofil pada batas tertentu dapat terekstraksi 
dalam etanol dan dapat terpartisi dalam 
pelarut non polar seperti n-heksana dan eter13. 
Hal ini berkaitan erat dengan hasil penelitian 
yang menunjukan rendemen yang tinggi pada 
fraksi eter. 

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan 
dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter. 
Polifenol terdapat dalam bentuk bebas 
(aglikon) dan glikosida15. Berkaitan dengan 
banyaknya hidroksil pada strukturnya, 
biasanya polifenol bersifat cenderung polar 
dan lebih suka larut dalam pelarut dengan 
polaritas yang lebih tinggi seperti etanol-air13. 
Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-

ciocalteu memiliki keunggulan dibanding 
dengan metodelain seperti Folin-Denis, 
titrasi permanganate maupun kolorimetri 
dengan garam besi16. Metode ini memiliki 
sensitivitas dan reproduksibilitas yang 
baik dan sangat mudah untuk dilakukan17.  
Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada 
transfer elektron dalam medium alkali dari 
senyawa fenolik untuk membentuk kompleks 
fosfomolibdat/asam fosfotungstat untuk 
membentuk kompleks biru (PMoW11O40)4−) 
yang serapannya dapat diukur sekitar 760 
nm. Alkalinitas akibat reaksi dengan natrium 
karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol 
menjadi lebih cepat18. Reaksi ini sangat 
dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih 
tinggi akan menyebabkan terbentuknya warna 
biru yang lebih cepat17. Flavonoid merupakan 
turunan dari senyawa fenolik. Senyawa ini 
memiliki sistem cincin aromatis terkonjugasi 
yang memiliki serapan pada sinar UV. 
Pengujian kadar flavonoid dilakukan dengan 
menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat 
diukur pada rentang panjang gelombang 410-
423 nm19. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 
5 serta keto pada C nomor 4 bereaksi dengan 
pereaksi ini untuk membentuk kompleks 
warna kuning cerah yang stabil dalam 
suasana asam10. Meskipun metode pengujian 
kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, 
hemat biaya karena penggunaan pelarut dan 
pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, 
namun penting untuk diperhatikan bahwa ada 
kemungkinan terbentuk gelembung maupun 
presipitasi selama seluruh pengujian yang 
menyebabkan pengukuran menjadi tidak 
stabil7. Selain itu, penggunaan sampel dengan 
jumlah yang sangat sedikit harus ditangani 
dengan segera selama proses pengujian untuk 
menghindari penguapan pelarut yang tinggi di 
dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan 
kendala dalam proses pembacaan absorbansi 
(serapan). 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g)
Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008
Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007

Tabel 3. Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma
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Peredaman radikal DPPH oleh senyawa 
antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi 
dengan munculnya bercak berwarna 
kuning yang stabil selama 30 menit setelah 
dilakukan penyemprotan20. Hasil menunjukan 
keberadaan senyawa yang mampu meredam 
radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 
diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam 
galat karena bercak kuning yang muncul 
tidak sejajar dengan bercak asam galat (Rf 
= 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel 
dapat diperankan oleh fenolik, flavonoid16 

atau bahkan senyawa steroid21. Pengujian 
antioksidan secara kuantitatif lebih lanjut 
dan penelusuran senyawa yang berperan 
terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma 
masih perlu dilakukan. 

5.	 Kesimpulan
Fraksi eter daun Wijaya Kusuma 

mengandung kadar fenolik dan flavonoid 
tertinggi dibandingkan fraksi lainnya. 
Kandungan senyawa pada fraksi eter memiliki 
aktivitas peredaman terhadap radikal DPPH 
yang diskrining menggunakan metode KLT.
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Phenolics and Flavonoids Content of Epiphyllum oxypetalum (DC.)Wijaya 

Kusuma Leaves Fractions using Micro-plate Based Assay 

 
 

Abstract 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) or Wijaya Kusuma (Cactaceae) is an ornamental plant which is known 

to contain polyphenol compounds. The purpose of this study was to determine the levels of total 

phenolic and total flavonoids compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-

based assay. The 96% ethanol extract were obtained from the maceration of Wijaya Kusuma powder 

leaves. The extract was fractionated using ether, ethyl acetate, and water using liquid-liquid extraction 

method.The 96% ethanol extract, which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma 

leaf powder, was fractionated using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each 

sample was determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using 

AlCl3 on the microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH 

radical scavenging activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract 

and fractions of the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether 

fraction had the highest phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 

mgQE/g) compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot 

with an Rf value of 0.85 in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging 

the DPPH radicals. The ether fraction of Wijaya Kusuma leaves has potential as a source of 

polyphenols with antioxidant activity. However, further research is needed to evaluate the antioxidant 

capacity in the ether fraction of Wijaya Kusuma leaves. 

 

Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 

Microplate Assay, Phenolics 

 

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Epiphyllum oxypetalum (DC.)Wijaya 

Kusuma menggunakan Pengujian Berbasis Micro-plate 
 

Abstrak 

Epiphyllum oxypetalum (DC.) atau Wijaya Kusuma (Cactaceae) merupakan tanaman hias yang 

diketahui memiliki kandungan senyawa polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan 

kadar senyawa fenolik dan flavonoid total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan 

pengujian berbasis micro-plate. Ekstrak etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun 

Wijaya Kusuma. Ekstrak selanjutnya , difraksinasi menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air 

menggunakan metode ekstraksi cair-cair. Masing-masing sampel ditentukan kadar fenolik dengan 

pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 pada micro-plate. Serapan diukur 

menggunakan microplate reader. PenapisanSkrining aktivitas peredaman radikal DPPH diidentifikasi 

dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksisemua fraksi  daun Wijaya 

Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 

(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 

lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 



fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Fraksi eter daun 

Wijaya Kusuma berpotensi sebagai sumber polifenol dengan aktivitas antioksidan. Namun, diperlukan 

penelitian lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma. 

 

Kata kunci: Antioksidan, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Fenolik, Flavonoid, Fraksi, High-

throughput Microplate Assay 

  

1. Pendahuluan 

Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan kelompok kaktus yang di Indonesia 

dikenal dengan nama Wijaya Kusuma. Beberapa aktivitas farmakologi dari ekstrak etanol daun Wijaya 

Kusuma telah berhasil dilaporkan, antara lain sebagai antiinflamasi1, penyembuh luka pada mencit 

diabetes2, anti radikal bebas3, dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa 

metabolit sekunder seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol, dan saponin4. Dandekar et al. 

(2015) melaporkan bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa steroid5. 

Kandungan senyawa fFenolik dan, flavonoid dan tanin pada daun Wijaya Kusuma juga berpotensi 

menjadimerupakan sumber antioksidan alami yang dapat diperoleh dari tanaman6,7, termasuk Wijaya 

Kusuma. Ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki aktivitas peredaman radikal 

bebas DPPH dan penghambatan dari kapasitas penangkap Hidrogen Peroksida (H2O2) dibandingkan 

ekstrak airnya3.  

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai tanaman obat 

belum banyak dikaji serta masih terbatas pada bentuk ekstraknya, sementara bentuk fraksinya belum 

banyak diteliti.. Penelitian ini bertujuan menentukan kadar total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa 

antioksidan pada ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dengan menggunakan pengujian 

berbasis micro-plate. Teknik ini mampu menganalisis kadar senyawa polifenolik dengan jumlah 

sampel yang banyak dalam sekali pengujian sehingga memperoleh hasil yang cepat dan akurat jika 

dibanding cara konvensional menggunakan spektrofotometri UV-Vis7. Penapisan cepat dengan jumlah 

sampel yang banyak untuk memperoleh kadar senyawa menggunakan metode sederhana dengan hasil 

yang akurat tentu sangat diperlukan untuk menghemat waktu dan biaya penelitian8,9. Melalui penelitian 

ini, fFraksi dari ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma dengan kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

kemudian dilakukan penapisan skrining untuk mengetahui kemampuannya dalam meredam radikal 

DPPH menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

2. Metode 

2.1. Alat 

Wadah maserasi berupa toples kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), timbangan analitik 

(Ohaus), microplate 96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), iMark™ Microplate Absorbance 

Reader (BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 

laboratorium. 

 

2.2. Bahan 

Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, Kabupaten Bogor, 

Jawa Barat. Daun dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim penghujan. Tanaman kemudian 

dideterminasi di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor dengan 

nomor surat: B-246/IV/DI.01/2/2021. Pembanding yang digunakan yaitu: asam galat (MarkHerb) dan 

kuersetin (Sigma-aldrich). Pelarut-pelarut yang digunakan antara lain: etanol 96% (Merck), metanol 



p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), eter p.a (Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. Bahan kimia 

yang digunakan antara lain: pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, Lieberman Burchard, FeCl3 

5%, gelatin 10%, H2SO4 pekat, HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 10%, natrium asetat 1M, natrium 

karbonat (100 g/L) dan radikal bebas 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). Bahan 

lain seperti plat silika GF254 (Merck). 

 

2.3. Prosedur 

a. Pembuatan serbuk simplisia daun Wijaya Kusuma 

Daun Wijaya Kusuma yang telah disortasi basah dan dicuci bersih kemudian dirajang dan 

dikering-anginkan selama ±6-7 hari. Simplisia daun kemudian disortasi kering. Simplisia diblender 

dan diayak dengan ayakan no.40. Serbuk simplisia ditimbang dan siap untuk diekstraksi10. 

b. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 1500 g serbuk 

daun direndam dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10 bagian. Setelah 24 jam, filtrat 

dipisahkan dengan ampasnya dan diremaserasi kembali sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 

diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 

rpm. Pemekatan dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental ditimbang bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot serbuk 

daun yang diekstraksi10. 

c. Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol 96% daun Wijaya Kusuma 

Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g ditambahkan 15 mL etanol sedikit lalu ditambahkan aquades 

dengan volume akhir adalah 100 mL. Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam corong pisah 250 

mL dan ditambahkan 100 mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah terbentuk 2 lapisan, kedua 

lapisan ditampung di wadah terpisah. Ffase air (lapisan bawah) dimasukan kembali ke dalam corong 

pisah.dan  Proses fraksinasi diulang sebanyak 5 kali dengan pelarut eter baru. dilSetelah itu, 

fraksinasi fase air dilanjutkan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan prosedur yang sama. 

Faseraksi eter dan etil asetat yang telah diperoleh kemudian dikumpulkan dan diuapkan pelarutnya 

menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 50 C dengan putaran 500 rpm. Pemekatan 

dilanjutkan pada waterbath pada suhu 50 C hingga diperoleh fraksi eter dan fraksi etil asetat 

kentalhingga diperoleh fraksi kental. Fraksi Fase air sisanya, dipekatkan langsung di waterbath pada 

suhu 50 C hingga diperoleh fraksi air kental. Masing-masing fraksi Fraksi kental ditimbang 

bobotnya dan dihitung persentase rendemennya terhadap bobot ekstrak yang diekstraksi. 

d. Identifikasi kandungan kimia  

Identifikasi kandungan kimia simplisia, ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

mengikuti prosedur yang tertera pada Hanani (2016), meliputi pengujian keberadaan fenolik, 

flavonoid, tannin, saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan dengan perubahan warna tertentu 

(uji fenolik, flavonoid), terbentuknya endapan (uji alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 

saponin)11. 

e. Penentuan kadar fenolik total 

Penentuan kadar fenolik dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)12. Masing-masing sebanyak 25 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 100 L Folin-ciocalteu (1:4), goyang dengankocok pelan selama 60 detik. Biarkan 

campuran selama 240 detik dalam kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, tambahkan 75 L 

natrium karbonat (100 g/L), kocok goyang dengan pelan selama 1 menit. Setelah inkubasi selama 

2 jam pada suhu kamar, dilakukan pembacaan absorbansi pada 750 nm. Konsentrasi larutan asam 



galat yang digunakan adalah 62,5; 125; 250; dan -500 ppm. Konsentrasi ekstrak dan fraksi diujikan 

adalah 10.000 ppm. Kadar fenolik total dinyatakan sebagai mgGAE per g ekstrak atau fraksi.  

f. Penentuan kadar flavonoid total 

Penentuan kadar flavonoid dilakukan pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi dari 

Sembiring et al., (2018)12. Masing-masing sebanyak 50 L larutan uji (larutan ekstrak, fraksi eter, 

fraksi etil asetat, dan fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada konsentrasi tertentu ditambahkan 

dengan 10 L AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 150 L metanol, 10 L natrium asetat 1M, dan 

selanjutnya diinkubasi dalam kondisi terlindung dari cahaya selama 40 menit pada suhu kamar. 

Setelah inkubasi selesai, dilakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. Konsentrasi larutan 

kuersetin yang digunakan adalah 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; dan -125 ppm. Konsentrasi ekstrak, 

fraksi etil asetat, dan air yang diujikan adalah 5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 1250 ppm. 

Kadar flavonoid total dinyatakan sebagai mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g ekstrak atau fraksi. 

g. PenapisanSkrining aktivitas antioksidan fraksi eter menggunakan metode KLT 

PenapisanSkrining aktivitas antioksidan pada fraksi eter dilakukan dengan menggunakan 

metode KLT. Fase diam yang digunakan adalah plat silika gel GF254. Fase gerak yang digunakan 

adalah n-heksana:etil asetat (1:9) dan beberapa tetes asam formiat. Pembanding yang digunakan 

adalah asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) dan asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat KLT 

dan dielusi dalam chamber yang sudah jenuh oleh uap fase gerak. Proses deteksi bercak dilakukan 

di bawah UV 254 nm dan disemprot menggunakan larutan radikal DPPH. Keberadaan senyawa 

dengan aktivitas antioksidan ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning13. 

 

3. Hasil 

Hasil rendemen ekstrak dan fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air 

memiliki rendemen paling tinggi (25,36%) terhadap 25 g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi 

etil asetat memiliki rendemen yang paling rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. Hasil 

penapisanskrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat dilihat 

pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin ditemukan pada 

simplisia, ekstrak etanol, dan fraksi air. Steroid terdapat dalam simplisia, ekstrak etanol,  dan fraksi 

eter.  

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm, diperoleh 

persamaan yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² = 0,9925)., sedangkan kKurva kalibrasi dari kuersetin pada 

konsentrasi 7,8125-125 ppm, diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x + 0,1125 (R² = 0,9964). 

Kadar fenolik dan flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter daun Wijaya Kusuma dibanding 

fraksi lainnya (fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat). Kadar fenolik dan flavonoid dari masing-

masing ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Tabel 3. PenapisanSkrining aktivitas antioksidan hanya 

dilakukan pada fraksi dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, 

fraksi eter mengandung senyawa dengan aktivitas peredam radikal DPPH secara kualitatif yang 

ditunjukan dengan bercak yang berwarna kuning pada plat KLT. Bercak asam galat sebagai peredam 

radikal DPPH berada pada nilai Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul pada fraksi eter ada pada nilai 

Rf 0,85.  

 

4. Pembahasan 

Fraksinasi merupakan prosedur pemisahan menggunakan teknik cair-cair berdasarkan polaritas 

pelarut yang digunakan14. Proses fraksinasi pada penelitian ini menggunakan pelarut eter (nonpolar), 

etil asetat (semi polar), dan air (polar). Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang 

merupakan fraksi kurang polar yang memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan 



fraksi etil asetat. Polaritas eter mirip dengan n-heksana dengan kemampuannya dalam menarik 

senyawa kurang polar seperti lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan lainnya. Sedangkan pelarut 

etil asetat dengan polaritas medium mampu menarik beberapa alkaloid, aglikon, dan beberapa 

glikosida dengan sedikit gula. Air memiliki polaritas paling tinggi dengan kemampuannya dalam 

menarik senyawa sakarida, asam amino, serta glikosida-glikosida dengan banyak gugus gula14. 

Berdasarkan penelitian Dandekar et al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma didominasi oleh 

senyawa steroid seperti ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-; 4-Hydroxy-2-

methylacetophenone; Megastigmatrienone; Cycloocta-1,3,6-triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-

3-Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 2,5-Dihydroxy-4-isopropyl-2,4,6-cycloheptatrien-1-one; 

n-Hexadecanoic acid; Octadecanoic acid; Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-

22,24-dien-5-ol,4,4- dimethyl; 22-stigmasten-3-one5. Klorofil pada batas tertentu juga dapat 

terekstraksi dalam etanol dan dapat terpartisi dalam pelarut non polar seperti n-heksana dan eter14. 

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukan fraksi eter yang merupakan fraksi kurang polar yang 

memiliki nilai rendemen yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi etil asetat. Hal ini berkaitan 

erat dengan hasil penelitian yang menunjukan rendemen yang tinggi pada fraksi eter.diduga berkaitan 

dengan kandungan klorofil dan steroid dalam daun Wijaya Kusuma yang banyak tersari dalam eter. 

Namun, demikian, perlu studi lebih lanjut untuk memastikan hal ini.  

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter daun Wijaya 

Kusuma dibandingkan dengan fraksi lainnya (fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat).  PPolifenol pada 

tanaman terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) dan glikosida. Polifenol pada tanaman disintesis dari 

jalur sikimat15. Stabilitas polifenol bervariasi karena distribusinya yang tidak seragam pada tumbuhan. 

Beberapa fenolik merupakan senyawa stabil, sedangkan lainnya lebih rentan terhadap oksidasi maupun 

suhu. Sifat kelarutan dan pemisahan polifenol dipengaruhi oleh perbedaan struktur kimianya16. 

Berkaitan dengan banyaknya hidroksil pada strukturnya, biasanya polifenol bersifat cenderung polar 

dan lebih suka larut dalam pelarut dengan polaritas yang lebih tinggi16 seperti etanol-air14. Namun, 

pada studi ini, justru fenolik dan flavonoid dalam fraksi nonpolar berada pada kadar yang tinggi. 

Nawaz et al., (2020) melaporkan bahwa ekstrak yang diperoleh dengan pelarut polar memberikan hasil 

rendemen yang tinggi dari biji Phaseolus vulgaris. Namun demikian, kadar fenolik dan flavonoid total 

lebih rendah pada ekstrak tersebut dibandingkan dengan ekstrak yang diperoleh dari pelarut nonpolar 

(heksana dan petroleum eter). Hal ini mengindikasikan bahwa biji tanaman tersebut mengandung 

senyawa fenolik yang dominan bersifat non-polar17. Studi literatur membuktikan bahwa tidak ada 

pelarut yang secara umum dapat diterima sebagai pelarut terbaik untuk ekstraksi dan pemisahan 

polifenol pada tanaman. Pengaruh besar pada proses deteksi dan kuantifikasi polifenol dalam tanaman 

sebagai zat terlarut mengacu pada jenis senyawa polifenol didalamnya16. 

Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-ciocalteu memiliki keunggulan dibanding dengan 

metode lain seperti Folin-Denis, titrasi permanganatpermanganat,e maupun kolorimetri dengan garam 

besi7. Metode ini memiliki sensitivitas dan reproduksibilitas yang baik dan sangat mudah untuk 

dilakukan18.   Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada transfer elektron dalam medium alkali dari 

senyawa fenolik untuk membentuk kompleks fosfomolibdat/asam fosfotungstat untuk membentuk 

kompleks biru (PMoW11O40)
4−) yang serapannya dapat diukur sekitar 760 nm. Alkalinitas akibat reaksi 

dengan natrium karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol menjadi lebih cepat19. Reaksi ini sangat 

dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih tinggi akan menyebabkan terbentuknya warna biru yang 

lebih cepat18. Flavonoid merupakan turunan dari senyawa fenolik. Senyawa ini memiliki sistem cincin 

aromatis terkonjugasi yang memiliki serapan pada sinar UV. Pengujian kadar flavonoid dilakukan 

dengan menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat diukur pada rentang panjang gelombang 410-423 

nm20. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 5 serta keto pada C nomor 4 bereaksi dengan pereaksi ini 



untuk membentuk kompleks warna kuning cerah yang stabil dalam suasana asam11. Meskipun metode 

pengujian kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, hemat biaya karena penggunaan pelarut dan 

pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, namun penting untuk diperhatikan bahwa ada 

kemungkinan terbentuk gelembung maupun presipitasi selama seluruh pengujian yang menyebabkan 

pengukuran menjadi tidak stabil8. Selain itu, penggunaan sampel dengan jumlah yang sangat sedikit 

harus ditangani dengan segera selama proses pengujian untuk menghindari penguapan pelarut yang 

tinggi di dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan kendala dalam proses pembacaan absorbansi 

(serapan).  

Peredaman radikal DPPH oleh senyawa antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi dengan 

munculnya bercak berwarna kuning yang stabil selama 30 menit setelah dilakukan penyemprotan21. 

Hasil menunjukan keberadaan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 

diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam galat karena bercak kuning yang muncul tidak sejajar 

dengan bercak asam galat (Rf = 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel dapat diperankan oleh 

fenolik, flavonoid7 atau bahkan senyawa steroid22. Meskipun kandungan fenolik dan flavonoid tinggi 

pada ekstrak dalam pelarut nonpolar, ternyata aktivitas antioksidannya belum tentu lebih baik 

dibanding ekstrak dalam pelarut polar. Sebagian besar aktivitas antioksidan yang tinggi ditunjukan 

pada ekstrak atau fraksi yang diperoleh dari pelarut polar seperti etanol maupun metanol17. Dengan 

demikian, pPengujian antioksidan secara kuantitatif lebih lanjut dan penelusuran senyawa yang 

berperan terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma masih perlu dilakukan. Penelitian yang 

dilakukan Artini dan Aryasa dinyatakan bahwa senyawa yang terkandung dalam ekstrak bunga wijaya 

kusuma pada lapisan petroleum eter adalah alkaloid, triterpenoid, dan saponin sehingga hal ini 

menguatkan kebaruan dari penelitian ini bahwa kandungan flavonoid yang sebelum belum ditetapkan 

dalam daun Wijaya Kusuma memiliki peran dalam aktivitas antioksidan23. 

 

5. Kesimpulan 

Fraksi eter daun Wijaya Kusuma mengandung kadar fenolik dan flavonoid tertinggi 

dibandingkan fraksi lainnya (fraksi eter>fraksi air>fraksi etil asetat). Kandungan senyawa pada fraksi 

eter memiliki aktivitas peredaman terhadap radikal DPPH yang ditapis skrining menggunakan metode 

KLT. 
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Gambar 1 Hasil penapisanskrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH 

dengan metode KLT  

 

 

 

  

Keterangan: 

P = pembanding asam galat 

FE = fraksi eter 

Fase gerak = n-heksana:etil asetat (1:9) dan 

beberapa tetes asam formiat 

Fase diam = plat silika gel GF254 

A = Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm 

sebelum disemprot DPPH 

B = Pengamatan pada sinar tampak setelah 

disemprot DPPH 



TABEL  

 

Tabel 1 Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Bobot Rendemen 

Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 % 

Fraksi eter 5,21 g 20,82 % 

Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 % 

Fraksi air 6,34 g 25,36 % 

 

Tabel 2 Hasil penapisanskrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel  Kandungan kimia 

Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid 

Simplisia −    −  

Ekstrak etanol 96% −    −  

Fraksi eter −   − −  

Fraksi etil asetat −   − − − 

Fraksi air −    − − 

Keterangan: () = terdeteksi; (−) = tidak terdeteksi 

Tabel 3 Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g) 

Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811 

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008 

Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036 

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007 
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Phenolics and Flavonoids Content of Wijaya Kusuma Leaves Fractions using Micro-plate Based Assay
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Sari

Epiphyllum oxypetalum (DC.) or Wijaya Kusuma (Cactaceae) is an ornamental plant which is known
to contain polyphenol compounds. The purpose to determine the levels of total phenolic and flavonoid
compounds in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. Each sample was
determined phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using AlCl3 on the
microplate. Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH radical scavenging
activity was identified using the TLC method. The results showed that the extract and fractions of
the leaves of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether fraction had
the highest phenolic content (35,912±0,54776 mgGAE/g) and flavonoids (0,773±0,008 mgQE/g)
compared to other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot with an Rf
value of 0,85 in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging the DPPH
radicals. The ether fraction of Wijaya Kusuma leaves has potential as a source of polyphenols with
antioxidant activity. However, further research is needed to evaluate the antioxidant capacity in the
ether fraction of Wijaya Kusuma leaves.
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Abstract
Epiphyllum oxypetalum (DC.) is an ornamental plant which is known to contain polyphenol compounds. 
The purpose of this study was to determine the levels of total phenolic and total flavonoids compounds 
in the fractions of Wijaya Kusuma leaves using microplate-based assay. The 96% ethanol extract, 
which was obtained from the maceration method of Wijaya Kusuma leaf powder, was fractionated 
using ether, ethyl acetate, and water using the liquid-liquid method. Each sample was determined 
phenolic content with Folin-ciocalteu reagent and flavonoid content using AlCl3 on the microplate. 
Absorption was measured using a microplate reader. Screening of DPPH radical scavenging activity 
was identified using the TLC method. The results showed that the extract and fraction of the leaves 
of Wijaya Kusuma contained phenolic and flavonoid compounds. The ether fraction had the highest 
phenolic content (35.912±0.54776 mgGAE/g) and flavonoids (0.773±0.008 mgQE/g) compared to 
other fractions (ether>water>ethyl acetate fraction). There is one yellow spot with an Rf value of 0.85 
in the ether fraction which is thought to be a compound capable of scavenging the DPPH radicals. 
Further research is needed to evaluate the antioxidant capacity in the ether fraction of Wijaya Kusuma 
leaves. 
Keywords: Antioxidant, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Flavonoids, Fraction, High-throughput 
Microplate Assay, Phenolics.

Kadar Fenolik dan Flavonoid Fraksi Daun Wijaya Kusuma menggunakan 
Pengujian Berbasis Micro-plate

Abstrak
Epiphyllum oxypetalum (DC.) merupakan tanaman hias yang diketahui memiliki kandungan 
senyawa polifenol. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar senyawa fenolik dan 
flavonoid total pada fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma menggunakan pengujian berbasis micro-plate. 
Ekstrak etanol 96%, yang diperoleh dari metode maserasi serbuk daun Wijaya Kusuma, difraksinasi 
menggunakan pelarut eter, etil asetat, dan air menggunakan metode cair-cair. Masing-masing sampel 
ditentukan kadar fenolik dengan pereaksi Folin-ciocalteu dan kadar flavonoid menggunakan AlCl3 
pada micro-plate. Serapan diukur menggunakan microplate reader. Skrining aktivitas peredaman 
radikal DPPH diidentifikasi dengan menggunakan metode KLT. Hasil menunjukan ekstrak dan fraksi 
daun Wijaya Kusuma mengandung senyawa fenolik dan flavonoid. Fraksi eter memiliki kadar fenolik 
(35,912±0,54776 mgGAE/g) dan flavonoid (0,773±0,008 mgQE/g) tertinggi dibandingkan fraksi 
lainnya (fraksi eter>air>etil asetat).  Terdapat satu bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0,85 pada 
fraksi eter yang diduga merupakan senyawa yang mampu meredam radikal DPPH. Diperlukan penelitian 
lebih lanjut untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan dalam fraksi eter daun Wijaya Kusuma.
Kata Kunci: Antioksidan, Epiphyllum oxypetalum (DC.) Haw, Fenolik, Flavonoid, Fraksi, High-
throughput Microplate Assay
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1.	 Pendahuluan
Tanaman hias Epiphyllum oxypetalum 

(DC.) merupakan kelompok kaktus yang 
di Indonesia dikenal dengan nama Wijaya 
Kusuma1. Beberapa aktivitas farmakologi 
dari ekstrak etanol daun Wijaya Kusuma 
telah berhasil dilaporkan, antara lain 
sebagai antiinflamasi2, penyembuh luka 
pada mencit diabetes3, anti radikal bebas4 

dan lain sebagainya. Daun Wijaya Kusuma 
mengandung senyawa metabolit sekunder 
seperti tanin, fenolik, alkaloid, flavonoid, sterol 
dan saponin5. Dandekar (2015) melaporkan 
bahwa secara dominan daun Wijaya Kusuma 
mengandung senyawa steroid6. Kandungan 
senyawa fenolik, flavonoid dan tanin pada 
daun Wijaya Kusuma juga berpotensi menjadi 
sumber antioksidan alami. Ekstrak etanol daun 
Wijaya Kusuma telah dilaporkan memiliki 
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH 
dan penghambatan dari kapasitas penangkap 
Hidrogen Peroksida (H2O2) dibandingkan 
ekstrak airnya4. 

Potensi daun Wijaya Kusuma untuk 
dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai 
tanaman obat belum banyak dikaji serta 
masih terbatas pada bentuk ekstraknya. 
Penelitian ini bertujuan menentukan kadar 
total fenolik dan flavonoid sebagai senyawa 
antioksidan dengan menggunakan pengujian 
berbasis micro-plate. Teknik ini mampu 
menganalisis kadar senyawa polifenolik 
dengan jumlah sampel yang banyak dalam 
sekali pengujian sehingga memperoleh hasil 
yang cepat dan akurat jika dibanding cara 
konvensional menggunakan spektrofotometri 
UV-Vis7. Fraksi dengan kadar fenolik dan 
flavonoid tertinggi kemudian dilakukan 
skrining untuk mengetahui kemampuannya 
dalam meredam radikal DPPH menggunakan 
metode kromatografi lapis tipis (KLT).  

2.	 Metode
2.1.	 Alat

Wadah maserasi berupa toples 
kaca, vacuum rotary evaporator (Eyela), 
timbangan analitik (Ohaus), microplate 
96-sumuran (Iwaki), mikropipet (Eppendorf), 
iMark™ Microplate Absorbance Reader 
(BioRad), Chamber KLT (Duran), dan alat-

alat gelas (Pyrex) yang umum digunakan di 
laboratorium.

2.2.	 Bahan
Daun Wijaya Kusuma yang diperoleh 

dari Desa Ciapus, Kecamatan Ciomas, 
Kabupaten Bogor, Jawa Barat. Daun 
dipanen pada bulan Januari 2021 saat musim 
penghujan. Tanaman kemudian dideterminasi 
di Herbarium Bogoriense, Bidang Botani 
Pusat Penelitian Biologi-LIPI Bogor. 
Pembanding yang digunakan yaitu: asam 
galat (MarkHerb) dan kuersetin (Sigma-
aldrich). Pelarut-pelarut yang digunakan 
antara lain: etanol 96% (Merck), metanol 
p.a (Merck), etil asetat p.a (Merck), eter p.a 
(Merck), n-heksana p.a (Merck) dan aquades. 
Bahan kimia yang digunakan antara lain: 
pereaksi Dragendorff, Mayer, Bouchardat, 
Lieberman Burchard, FeCl3 5%, gelatin 10%, 
H2SO4 pekat, HCl 2N, Folin-ciocalteu, AlCl3 
10%, natrium asetat 1M, natrium karbonat 
(100 g/L) dan radikal bebas 2,2-diphenyl-
1picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-aldrich). 
Bahan lain seperti plat silika GF254 (Merck).

2.3.	 Prosedur
2.3.1.	Pembuatan serbuk simplisia daun 

Wijaya Kusuma
Daun Wijaya Kusuma yang telah 

disortasi basah dan dicuci bersih kemudian 
dirajang dan dikering-anginkan selama ±6-7 
hari. Simplisia daun kemudian disortasi 
kering. Simplisia diblender dan diayak dengan 
ayakan no 40. Serbuk simplisia ditimbang 
dan siap untuk diekstraksi8.

2.3.2.	Pembuatan ekstrak etanol 96% daun 
Wijaya Kusuma
Proses ekstraksi dilakukan dengan 

metode maserasi pada suhu ruang. Sebanyak 
1500 g serbuk daun direndam dalam etanol 
96% dengan perbandingan 1:10 bagian. 
Setelah 24 jam, filtrat dipisahkan dengan 
ampasnya dan diremaserasi kembali 
sebanyak 5 kali. Filtrat dikumpulkan dan 
diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum 
rotary evaporator pada suhu 50oC dengan 
putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan 
pada waterbath pada suhu 50oC hingga 



IJPST - 10 (1), 2023; 45-51

47

diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental 
ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 
rendemennya terhadap bobot serbuk daun 
yang diekstraksi9.

2.3.3.	Pembuatan fraksi-fraksi dari ekstrak 
etanol 96% daun Wijaya Kusuma
Ekstrak etanol 96% sebanyak 25 g 

ditambahkan etanol sedikit lalu ditambahkan 
aquades dengan volume akhir adalah 100 mL. 
Selanjutnya campuran dimasukan ke dalam 
corong pisah 250 mL dan ditambahkan 100 
mL eter, dilakukan penggojogan. Setelah 
terbentuk 2 lapisan, fase air dimasukan 
kembali dan dilanjutkan dengan menggunakan 
pelarut etil asetat dengan prosedur yang sama. 
Fraksi eter dan etil asetat dikumpulkan dan 
diuapkan pelarutnya menggunakan vacuum 
rotary evaporator pada suhu 50oC dengan 
putaran 500 rpm. Pemekatan dilanjutkan 
pada waterbath pada suhu 50oC hingga 
diperoleh fraksi kental. Fraksi air dipekatkan 
langsung diwaterbath pada suhu 50oC 
hingga diperoleh fraksi kental. Fraksi kental 
ditimbang bobotnya dan dihitung persentase 
rendemennya terhadap bobot ekstrak yang 
diekstraksi.

2.3.4.	Identifikasi kandungan kimia 
Identifikasi kandungan kimia simplisia, 

ekstrak, dan fraksi-fraksi daun Wijaya 
Kusuma mengikuti prosedur yang tertera 
pada Hanani (2016), meliputi pengujian 
keberadaan fenolik, flavonoid, tannin, 
saponin dan steroid. Hasil deteksi ditunjukan 
dengan perubahan warna tertentu (uji fenolik, 
flavonoid), terbentuknya endapan (uji 
alkaloid dan tanin) serta buih yang stabil (uji 
saponin)10.

2.3.5.	Penentuan kadar fenolik total
Penentuan kadar fenolik dilakukan 

pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi 
dari Sembiring et al., (2018) (11). Masing-
masing sebanyak 25µL larutan uji (larutan 
ekstrak, fraksi eter, fraksi etil asetat, dan 
fraksi air) dan pembanding (asam galat) pada 
konsentrasi tertentu ditambahkan dengan 100 
µL Folin-ciocalteu (1:4), kocok pelan 60 detik. 
Biarkan campuran selama 240 detik dalam 

kondisi terlindung dari cahaya. Selanjutnya, 
tambahkan 75 µL natrium karbonat (100 
g/L), kocok pelan selama 1 menit. Setelah 
inkubasi selama 2 jam pada suhu kamar, 
lakukan pembacaan absorbansi pada 750 
nm. Konsentrasi larutan asam galat yang 
digunakan adalah 62,5-500 ppm. Konsentrasi 
ekstrak dan fraksi diujikan adalah 10.000 
ppm. Kadar fenolik total dinyatakan sebagai 
mgGAE per g ekstrak atau fraksi. 

2.3.6.	Penentuan kadar flavonoid total
Penentuan kadar flavonoid dilakukan 

pada micro-plate 96-sumuran yang diadaptasi 
dari Sembiring et al., (2018)11. Masing-
masing sebanyak 50 µL larutan uji (larutan 
ekstrak, fraksi eter, fraksi etil asetat, dan 
fraksi air) dan pembanding (kuersetin) pada 
konsentrasi tertentu ditambahkan dengan 
10 µL AlCl3 10%. Campuran ditambahkan 
150 µL metanol, 10 µL natrium asetat 1M 
dan selanjutnya diinkubasi dalam kondisi 
terlindung dari cahaya selama 40 menit 
pada suhu kamar. Setelah inkubasi selesai, 
lakukan pembacaan absorbansi pada 415 nm. 
Konsentrasi larutan kuersetin yang digunakan 
adalah 7,8125-125 ppm. Konsentrasi ekstrak, 
fraksi etil asetat dan air yang diujikan adalah 
5000 ppm, sedangkan fraksi eter adalah 
1250 ppm. Kadar flavonoid total dinyatakan 
sebagai mg ekivalen kuersetin (mgQE) per g 
ekstrak atau fraksi.

2.3.7.	Skrining aktivitas antioksidan fraksi 
eter menggunakan metode KLT
Skrining aktivitas antioksidan pada 

fraksi eter dilakukan dengan menggunakan 
metode KLT. Fase diam yang digunakan 
adalah plat silika gel GF254. Fase gerak 
yang digunakan adalah n-heksana:etil asetat 
(1:9). Pembanding yang digunakan adalah 
asam galat. Larutan fraksi (1250 ppm) dan 
asam galat (10 ppm) ditotolkan pada plat 
KLT dan dielusi dalam chamber yang sudah 
jenuh oleh uap fase gerak. Proses deteksi 
bercak dilakukan di bawah UV 254 nm dan 
disemprot menggunakan larutan radikal 
DPPH. Keberadaan senyawa dengan aktivitas 
antioksidan ditunjukan dengan bercak yang 
berwarna kuning12.
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3.	 Hasil
Hasil rendemen ekstrak dan fraksi 

dapat dilihat pada Tabel 1. Fraksi air memiliki 
rendemen paling tinggi (25,36%) terhadap 25 
g ekstrak yang difraksinasi. Sedangkan fraksi 
etil asetat memiliki rendemen yang paling 
rendah (3,76%) dibanding fraksi lainnya. 
Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak 
dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma dapat 
dilihat pada Tabel 2. Senyawa fenolik dan 
flavonoid terkandung di semua sampel. Tanin 
ditemukan pada simplisia, ekstrak etanol dan 
fraksi air. Steroid terdapat dalam simplisia, 
ekstrak etanol dan fraksi eter. 

Berdasarkan kurva kalibrasi dari asam 
galat pada konsentrasi 62,5-500 ppm diperoleh 
persamaan yaitu y = 0,002x + 0,1225 (R² 
= 0,9925), sedangkan kurva kalibrasi dari 
kuersetin pada konsentrasi 7,8125-125 ppm 
diperoleh persamaan garis yaitu y = 0,0056x 
+ 0,1125 (R² = 0,9964). Kadar fenolik dan 

flavonoid tertinggi ditemukan pada fraksi eter 
dibanding fraksi lainnya (fraksi eter>air>etil 
asetat). Kadar fenolik dan flavonoid dari 
masing-masing ekstrak dan fraksi dapat 
dilihat pada Tabel 3. Skrining aktivitas 
antioksidan hanya dilakukan pada fraksi 
dengan kandungan fenolik tertinggi, yaitu 
fraksi eter. Berdasarkan Gambar 1, fraksi 
eter mengandung senyawa dengan aktivitas 
peredam radikal DPPH secara kualitatif yang 
ditunjukan dengan bercak yang berwarna 
kuning pada plat KLT. Bercak asam galat 
sebagai peredam radikal DPPH berada pada 
nilai Rf 0,75, sedangkan bercak yang muncul 
pada fraksi eter ada pada nilai Rf 0,85. 

4.	 Pembahasan
Fraksinasi merupakan prosedur 

pemisahan menggunakan teknik cair-
cair berdasarkan polaritas pelarut yang 
digunakan13. Hasil penelitian yang diperoleh 

Gambar 1. Skrining aktivitas antioksidan fraksi eter terhadap radikal DPPH dengan metode KLT 

Tabel 1. Hasil ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma

Sampel Bobot Rendemen
Ekstrak etanol 96% 86,30 g 5,75 %

Fraksi eter 5,21 g 20,82 %
Fraksi etil asetat 0,94 g 3,76 %

Fraksi air 6,34 g 25,36 %

Sampel Kandungan kimia
Alkaloid Fenolik Flavonoid Tanin Saponin Steroid

Simplisia - + + + - +
Ekstrak etanol 96% - + + + - +

Fraksi eter - + + - - +
Fraksi etil asetat - + + - - -

Fraksi air - + + + - -

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia simplisia, ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma

Keterangan: (+) = terdeteksi; (-) = tidak terdeteksi
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menunjukan fraksi eter yang merupakan fraksi 
kurang polar yang memiliki nilai rendemen 
yang cukup tinggi dibandingkan dengan fraksi 
etil asetat. Polaritas eter (indeks polaritas 
= 0.117) mirip dengan n-heksana (indeks 
polaritas 0.009)14 dengan kemampuannya 
dalam menarik senyawa kurang polar seperti 
lemak, asam lemak, klorofil, fitosterol dan 
lainnya. Sedangkan pelarut etil asetat dengan 
polaritas medium mampu menarik beberapa 
alkaloid, aglikon dan beberapa glikosida 
dengan sedikit gula. Air memiliki polaritas 
paling tinggi dengan kemampuannya dalam 
menarik senyawa sakarida, asam amino, serta 
glikosida-glikosida dengan banyak gugus 
gula13. Berdasarkan penelitian Dandekar et 
al., (2015), ekstrak daun Wijaya Kusuma 
didominasi oleh senyawa steroid seperti 
ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)-; 
4 - H y d ro x y - 2 - m e t h y l a c e t o p h e n o n e ; 
Megastigmatrienone; Cycloocta-1,3,6-
triene,2,3,5,5,8,8,-hexamethyl; 4-((1E)-3-
Hydroxy-1-propenyl)-2- methoxyphenol; 
2 , 5 - D i h y d ro x y - 4 - i s o p ro p y l - 2 , 4 , 6 -
cycloheptatrien-1-one; n-Hexadecanoic acid; 
Octadecanoic acid; Phytol; 6-octen-1-ol,3,7-
dimethyl; Stigmasterol; Cholesta-22,24-dien-
5-ol,4,4- dimethyl; 22-stigmasten-3-one6. 
Klorofil pada batas tertentu dapat terekstraksi 
dalam etanol dan dapat terpartisi dalam 
pelarut non polar seperti n-heksana dan eter13. 
Hal ini berkaitan erat dengan hasil penelitian 
yang menunjukan rendemen yang tinggi pada 
fraksi eter. 

Fenolik dan flavonoid juga ditemukan 
dengan kadar yang tinggi pada fraksi eter. 
Polifenol terdapat dalam bentuk bebas 
(aglikon) dan glikosida15. Berkaitan dengan 
banyaknya hidroksil pada strukturnya, 
biasanya polifenol bersifat cenderung polar 
dan lebih suka larut dalam pelarut dengan 
polaritas yang lebih tinggi seperti etanol-air13. 
Penentuan kadar fenolik menggunakan Folin-

ciocalteu memiliki keunggulan dibanding 
dengan metodelain seperti Folin-Denis, 
titrasi permanganate maupun kolorimetri 
dengan garam besi16. Metode ini memiliki 
sensitivitas dan reproduksibilitas yang 
baik dan sangat mudah untuk dilakukan17.  
Pengujian Folin-ciocalteu bergantung pada 
transfer elektron dalam medium alkali dari 
senyawa fenolik untuk membentuk kompleks 
fosfomolibdat/asam fosfotungstat untuk 
membentuk kompleks biru (PMoW11O40)4−) 
yang serapannya dapat diukur sekitar 760 
nm. Alkalinitas akibat reaksi dengan natrium 
karbonat menyebabkan proses oksidasi fenol 
menjadi lebih cepat18. Reaksi ini sangat 
dipengaruhi oleh suhu.  Pada suhu yang lebih 
tinggi akan menyebabkan terbentuknya warna 
biru yang lebih cepat17. Flavonoid merupakan 
turunan dari senyawa fenolik. Senyawa ini 
memiliki sistem cincin aromatis terkonjugasi 
yang memiliki serapan pada sinar UV. 
Pengujian kadar flavonoid dilakukan dengan 
menggunakan pereaksi AlCl3 yang dapat 
diukur pada rentang panjang gelombang 410-
423 nm19. Gugus hidroksil pada C nomor 3 atau 
5 serta keto pada C nomor 4 bereaksi dengan 
pereaksi ini untuk membentuk kompleks 
warna kuning cerah yang stabil dalam 
suasana asam10. Meskipun metode pengujian 
kadar polifenol dengan micro-plate ini cepat, 
hemat biaya karena penggunaan pelarut dan 
pereaksi yang minimal serta hasil yang akurat, 
namun penting untuk diperhatikan bahwa ada 
kemungkinan terbentuk gelembung maupun 
presipitasi selama seluruh pengujian yang 
menyebabkan pengukuran menjadi tidak 
stabil7. Selain itu, penggunaan sampel dengan 
jumlah yang sangat sedikit harus ditangani 
dengan segera selama proses pengujian untuk 
menghindari penguapan pelarut yang tinggi di 
dalam tiap sumuran yang dapat menyebabkan 
kendala dalam proses pembacaan absorbansi 
(serapan). 

Sampel Kadar fenolik total (mgGAE/g) Kadar flavonoid total (mgQE/g)
Ekstrak etanol 96% 18,383±1,36329 1,198±0,811

Fraksi eter 35,912±0,54776 0,773±0,008
Fraksi etil asetat 8,325±1,01765 0,066±0,036

Fraksi air 16,442±0,27423 0,106±0,007

Tabel 3. Kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak dan fraksi-fraksi daun Wijaya Kusuma
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Peredaman radikal DPPH oleh senyawa 
antioksidan pada plat KLT dapat terdeteksi 
dengan munculnya bercak berwarna 
kuning yang stabil selama 30 menit setelah 
dilakukan penyemprotan20. Hasil menunjukan 
keberadaan senyawa yang mampu meredam 
radikal DPPH pada fraksi eter. Namun, 
diduga jenis fenoliknya bukanlah suatu asam 
galat karena bercak kuning yang muncul 
tidak sejajar dengan bercak asam galat (Rf 
= 0,75). Aktivitas antioksidan pada sampel 
dapat diperankan oleh fenolik, flavonoid16 

atau bahkan senyawa steroid21. Pengujian 
antioksidan secara kuantitatif lebih lanjut 
dan penelusuran senyawa yang berperan 
terhadapnya pada fraksi daun Wijaya Kusuma 
masih perlu dilakukan. 

5.	 Kesimpulan
Fraksi eter daun Wijaya Kusuma 

mengandung kadar fenolik dan flavonoid 
tertinggi dibandingkan fraksi lainnya. 
Kandungan senyawa pada fraksi eter memiliki 
aktivitas peredaman terhadap radikal DPPH 
yang diskrining menggunakan metode KLT.
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