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ABSTRAK

Daun katuk (Sauropus androgynus) diketahui memiliki kandungan senyawa antioksidan seperti
fenolik dan flavonoid. Perolehan hasil ekstraksi dapat dipengaruhi oleh jenis bahan yang diekstraksi
dan pemilihan metode ekstraksinya. Perbedaan cara panas dan dingin selama proses ekstraksi akan
berpengaruh terhadap perolehan kandungan kimia tanaman yang terekstraksi didalamnya. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh metode ekstraksi maserasi dan sokletasi dalam
menghasilkan fenolik dan flavonoid sebagai senyawa antioksidan dari daun katuk segar dan kering
menggunakan pelarut etanol 70%. Penetapan kadar fenolik dan flavonoid dilakukan dengan metode
kolorimetri menggunakan spektrofotometer UV-Vis yang kemudian dinyatakan dengan
kesetaraannya terhadap baku pembanding per gram ekstraknya. Penentuan aktivitas antioksidan in
vitro dilakukan dengan menggunakan metode DPPH dengan parameter nilai IC50. Berdasarkan hasil
penelitian diperoleh kadar fenolik ekstrak etanol 70% daun katuk dengan metode maserasi daun
segar 33,66 + 0,50 mgGAE/g, maserasi daun kering 25,34 + 0,14 mgGAE/g, soklet daun segar 30,01
+ 0,31 mgGAE/g, soklet daun kering 24,92 + 0,23 mgGAE/g. Hasil kadar flavonoid total yang
diperoleh pada maserasi daun segar 11,61 + 0,11 mgQE/g, maserasi daun kering 8,82 + 0,12
mgQE/g, soklet daun segar 9,41 + 0,05 mgQE/g, soklet daun kering 7,17 + 0,04 mgQE/qg. Uji statistik
menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna untuk kadar fenolik, flavonoid antara metode
ekstraksi dan penggunaan daun dengan nilai sig (p < 0,05). Pada kadar fenolik tidak terdapat
perbedaan antara meode maserasi daun kering dengan soklet daun kering. Nilai ICsp yangdiperoleh
yaitu maserasi daun segar 86,84 pg/ml, maserasi daun kering 90,60 pg/ml, soklet daun segar 88,19
pg/ml, soklet daun kering 92,23 pg/ml. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa kadar fenolik dan
flavonoid total serta aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% daun katuk yang paling tinggi yaitu
pada ekstraksi maserasi dengan sampel daun segar.

Kata kunci: Fenolik, Flavonoid, Ekstraksi, Katuk
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BAB 1. PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Katuk umumnya dimanfaatkan sebagai makanan tambahan yang bermafaat
untuk pelancar ASI. Fraksi daun katuk etanol 70% memberikan efek farmakologi
sebagai afrodisiaka pada tikus putih (Rusdi dkk., 2018). Selain itu, dilaporkan juga
bahwa fraksi dari ekstrak daun katuk memiliki kemampuan dalam meningkatkan
kesuburan tikus jantan (Rusdi dkk., 2019). Potensi daun katuk juga telah dilaporkan
sebagai antioksidan. Daun Katuk kaya akan nutrisi seperti vitamin, protein dan zat
gizi lainnya yang dimanfaatkan sebagai bahan makanan. Kandungan metabolit
sekunder dalam daun katuk meliputi alkaloid, fenolik, flavonoid, steroid, dan tanin.
Senyawa yang berperan aktif sebagai sumber antioksidan alami antara lain adalah
fenolik dan flavonoid (Zuhra 2008). Hikmawanti dan Fatmawati (2019) melaporkan
aktivitas antioksidan pada ekstrak daun katuk yang berasal dari eksrak yang disari
dengan etanol 70% baik dalam bentuk ekstrak kasar maupun ekstrak sekuensial.

Senyawa fenol adalah kelompok senyawa yang mengandung gugus hidroksil
(-OH) yang terikat pada suatu gugus hidrokarbon aromatik. Tiga kelompok fenolat
yang paling penting dalam bidang pengobatan terutamn sebagai antioksidan alami
adalah flavonoid, asam fenolat dan polifenol (Kumoro 2015). Sedangkan, flavonoid
adalah senyawa metabolit sekunder polifenol yang memiliki struktur inti C6-C-3-C6
yaitu dua cincin aromatik yang dihubungkan dengan 3 atom C, biasanya dengan
ikatan atom O yang berupa ikatan oksigen heterosiklik (Hanani 2014). Flavonoid
merupakan polifenol yang dapat larut dalam air dan pelarut organik seperti metanol,
etanol, etil asetat, kloroform, dan lain sebagainya yang bersifat polar (Markham
1988).

Khasiat daun katuk telah banyak diteliti. Berdasarkan penelusuran, senyawa
fenolik dan flavonoid menyumbang banyak sebagai antioksidan dari produk bahan
alam, termasuk salah satunya katuk. Keberhasilan perolehan senyawa target yang
terkait dengan aktivitas farmakologi suatu tanaman dapat dipengaruhi oleh
pemilihan metode ekstraksi dan bahan baku yang diekstraksi. Maka dari itu, pada
penelitian ini akan dilakukan optimasi pembuatan ekstrak dengan variasi metode dan
bahan baku daun katuk yang diekstraksi untuk menghasilkan kandungan senyawa
antioksidan optimal. melalui penelitian ini akan dikaji kandungan senyawa
antioksdian yaitu: fenolik dan flavonoid serta aktivitas antioksidan dari ekstrak
tersebut menggunakan metode DPPH in vitro. Hasil penelitian ini diharapkan
diperoleh ekstrak sebagai bahan baku obat tradisional dengan kandungan
antioksidan yang optimal



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
Daun Katuk

Daun katuk merupakan semak kecil yang memiliki tinggi sampai dengan 3 meter,
bentuk batang yang panjang dan berwarna hijau, memiliki daun tunggal berwarna
hijau, tanaman ini memiliki daun berbentuk bundar higga lonjong, memiliki
permukaan bawah daun berwarna hijau terang dan permukaan atasnya gelap dengan
pertulangan daun terlihat jelas (Santoso 2013). Daun katuk memiliki kandungan
sterol atau triterpen, B-karotin, flavonoid, fenolik dan tanin (Santoso 2013). Daun
katuk memiliki kandungan senyawa fitokimia dari golongan alkaloid, fenolik dan
steroid dan yang lainnya. Senyawa dari daun katuk yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat salah satunya yaitu flavonoid dan fenolik (Sanjayasari dan Wiranda
2011).

Simplisia

Simplisia adalah. bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan untukk
pengobatan dan belum mengalami pengolahan kecuali dinyatakan lain suhu
pengeringan simplisia tidak lebih dari 600. Simplisia segar merupakan bahan alam
segar yang belum dikeringkan. Serbuk simplisia nabati adalah bentuk serbuk dari
simplisia nabati, dengan ukuran derajat kehalusan tertentu. Derajat kehalusannya

dapat berupa serbuk sangat kasar, kasar, agak kasar, halus dan sangat halus (Depkes
RI1 2008). Tahap pembuatan simplisia dapat dilakukan sebagai berikut :

a. Pengumpulan Bahan Baku

Pengambilan bagian tanaman yang tepat yaitu pada saat tanaman tersebut
mengandung senyawa aktif dalam jumlah yang banyak. Daun dapat dipanen jika
bunga mulai muncul atau mekar, atau pada pucuk tersebut mulai muncul bunga.

b. Sortasi Basah

Sortasi basah dilakukan untuk menghilangkan atau memisahkan kotoran dan bahan-
bahan asing lain dari simplisia.

C. Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotor lainnya yang
melekat pada simplisia. Pencucian biasa dilakukan menggunakan air sumur atau air
pam.

d. Perajangan

Perajangan bahan simplisia dilakukan untuk mempermudah proses pengeringan,
pengepakan dan penggilingan. Pengeringan sebelum perajangan dilakukan untuk
simplisia yang tipis. Hal ini diperlukan untuk mengurangi pewarnaan akibat bahan
dan logam pisau.



e. Pengeringan

Pengeringan pada simplisia dilakukan untuk mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama serta
mengurangi kadar air dan mencegah reaksi enzimatis. Sehingga mencegah
penurunan mutu atau kerusakan simplisia. Suhu pengeringan yang digunakan
tergantung pada jenis simplisia dan metode pengeringannya.

f. Sortasi Kering

Sortasi kering dilakukan untuk memisahkan benda-benda asing yang masih
tertinggal pada simplisia (Kumoro 2015).

Ekstraksi

Ekstraksi atau penyarian merupakan proses pemisahan senyawa dari matriks atau
simplisia dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Peran ekstraksi dalam analisis
fitokimia sangat penting karena sejak tahap awal hingga akhir menggunakan proses
ekstraksi, termasuk fraksinasi dan pemurnian. Metode ekstraksi yang digunakan
tergantung pada jenis, sifat fisik, dan sifat kimia kandungan senyawa yang akan
diekstraksi. Tujuan ekstraksi adalah menarik atau memisahkan senyawa dari
campurannya atau simplisia (Hanani 2014). Ekstrak adalah sediaan kering, kental
atau cair dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewani dengan cara yang
cocok, diluar pengaruh cahaya matahari langsung (Depkes RI 2008).

Ekstraksi Dingin

Metode ekstraksi secara dingin bertujuan untuk mengekstrak senyawa-senyawa
yang terdapat dalam simplisia yang tidak tahan terhadap panas atau bersifat
termolabil. Ekstraksi secara dingin dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu
dengan metode maserasi dan perkolasi.Maserasi adalah proses ekstraksi sederhana
yang dilakukan hanya dengan cara merendam simplisia dalam satu atau campuran
pelarut selama waktu tertentu pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya.
Perkolasi adalah proses penyarian zat aktif secara dingin dengan cara mengalirkan
pelarut secara kontinu pada simplisia selama waktu tertentu.

Ekstraksi Panas

Metode panas digunakan apabila senyawa-senyawa yang terkandung dalam
simplisia sudah dipastikan tahan panas. Metode ekstraksi yang membutuhkan panas
diantaranya yaitu metode sokletasi dan metode infusa. Sokletasi merupakan proses
ekstraksi panas menggunakan alat khusus berupa ekstraktor soklet. Suhu yang
digunakan lebih rendah dibandingkan dengan suhu pada metode refluks. Infusa
merupakan sediaan cair yang dibuat dengan cara menyari simplisia nabati dengan
air pada suhu 90°C selama 15 menit.



Fenolik

Senyawa fenol adalah kelompok senyawa yang mengandung gugus hidroksil (-OH)
yang terikat pada suatu gugus hidrokarbon aromatik. Fenol (C6H50H) merupakan
senyawa fenolat yang paling sederhana. Tiga kelompok fenolat yang paling penting
dalam bidang pengobatan adalah flavonoid, asam fenolat dan polifenol (Kumoro
2015). Fenol merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada banyak
tumbuhan yang berperan sebagai pembangun dinding sel, pigmen bunga dan enzim
(Hanani 2014).

Teknik Folin Ciocalteu dapat digunakan untuk mengukur kadar fenolik total dalam
ekstrak suatu bagian tanaman. Pereaksi Folin Ciocalteu berisi campuran natrium
tungstat, natrium molibdat, litium sulfat, asam klorida pekat, asam fosfat 85 %,
bromine, dan aquadest (Alfian dan Susanti 2012) Asam galat digunakan sebagai
pembandingnya sehingga kadar fenolik total setara dengan asam galat. Absorpsi
dapat diukur pada panjang gelombang 760 nm, pada metode lainnya dapat
dilakukan dengan pembentukan senyawa kompleks dengan natrium nitrit-natrium
molibdat yang memiliki absorpsi maksimum pada panjang gelombang 550 nm
(Hanani 2014).

Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa metabolit sekunder yang memiliki struktur inti C6-C-3-
C6 yaitu dua cincin aromatik yang dihubungkan dengan 3 atom C, biasanya dengan
ikatan atom O yang berupa ikatan oksigen heterosiklik (Hanani 2014). Flavonoid
merupakan polifenol yang dapat larut dalam air. Sama dengan karoten, flavonoid
juga berperan dalam memberi warna pada buah dan sayuran. Flavonoid merupakan
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas farmakologi seperti anti virus dan
antikanker. Flavonoid mampu menekan atau mencegah timbulnya pengaruh buruk
oleh radikal bebas (Kumoro 2015).

Prinsip dari penetapan kadar flavonoid metode aluminium klorida (AICI3) adalah
terjadinya pembentukan kompleks antara aluminium klorida dengan gugus keton
pada atom C-4 dan gugus hidroksi atau C-3 atau C-5 yang bertetangga dari
golongan flavon dan flavonol. Kuersetin merupakan flavonoid golongan flavonol
yang memiliki gugus keton pada atom C-4 dan gugus hidroksil atau C-3 atau C-5
pada penetapan kadar flavonoid. Penambahan kalium asetat untuk mendeteksi
adanya gugus 7-hidroksil (Azizah et al. 2014). Kadar flavonoid ditentukan dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm. Selanjutnya kadar
flavonoid total dapat dinyatakan sebagai mg ekivalen kuersetin/g (Kumoro 2015).



Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang mempunyai efek farmakologi yang sangat
efektif menghambat oksidasi lemak tidak jenuh, efektif menghambat polimerasi dan
radikal bebas, serta beberapa diantaranya dapat menghambat degradasi polimer oleh
ozon (Santoso 2013).

Parameter untuk mengetahui aktivitas antioksidan yaitu dengan mengukur nilai
inhibitor concentration (IC50) menggunakan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
yang didefinisikan sebagai konsentrasi senyawa antioksidan yang menyebabkan
hilangnya aktivitas 50% aktivitas DPPH.

Tabel 1. Kekuatan antioksidan (Zuhra 2008)

Intensitas Nilai ICsg (ppm)
Sangat Kuat =30

Kuat 50-100

Sedang 101-150

Lemah =150

DPPH merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu kamar dan mudah teroksidasi
karena cahaya dan udara. Senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan akan
bereaksi dengan DPPH, terjadi donor atom hidrogen dari antioksidan ke DPPH,
reaksi ini akan menyebabkan perubahan warna dari ungu violet menjadi kuning.
Kemudian diukur absorbannya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
519 nm. Besarnya aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai 1C50, yaitu larutan
sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50 % radikal bebas DPPH (Verawati
et al. 2017). Perubahan warna ungu gelap DPPH terjadi karena adanya senyawa
yang dapat memberikan radikal hidrogen kepada radikal DPPH sehingga tereduksi
menjadi DPPH-H (1,2-defenil-2-pikrilhidrazin) berwarna kuning.
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Gambar 1. Reaksi antioksidan dengan DPPH (Purwaningsih 2012)



Penelitian terdahulu:

Fraksi dari ekstrak etanol
daun katuk sebagai
afrodisiak dan peningkat
fertilitas (Rusdi dan
Hikmawanti. 2018)
Kandungan fenolik dan
flavonoid ekstrak etanol
70% daun katuk
berpotensi sebagai
sumber antioksidan kuat
(Hikmawanti dan Sofia
2019)

e .
pemisahan senyawa
Jou Nt
antioksidan dari daun

Penelitian saat ini: katuk

Optimas1 ekstrak dengan

variasi metode (panas dan

dingin) dan bahan baku

daun katuk (segar dan

kering) untuk menghasilkan

senyawa antioksidan yang

optimal.

Gambar 2. Roadmap Penelitian



BAB 3. METODE PENELITIAN

Pola pada penelitian ini meliputi:

a.

b.

Determinasi tanaman yang dilakukan di Balai Penelitian dan Pengembangan
Botani “Herbarium Bogoriense” LIPI, Kebun Raya Bogor.

Penyiapan bahan baku daun katuk: pengumpulan bahan yang diperoleh dari
Institut Pertanian Bogor (IPB) Bogor dan pembuatan serbuk simplisia daun
katuk

Pembuatan ekstrak etanol 70% dari daun segar dan kering dengan menggunakan
variasi metode yaitu maserasi (cara dingin) dan sokletasi (cara panas) (Depkes
RI, 2008)

Pemeriksaan karakteristik mutu ekstrak, meliputi perhitungan rendemen,
organoleptik, kadar abu, susut pengeringan dan skrining fitokimia (identifikasi
keberadaan alkaloid, flavonoid, fenolik, steroid, terpenoid, saponin, dan tanin)
(Depkes RI, 2008)

Penentuan kadar fenolik menggunakan baku pembanding asam galat yang
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimal
sekitar 600-800 nm (Alfian dan Susanti 2012)

Penentuan kadar flavonoid menggunakan baku pembanding kuersetin dan
pereaksi AICls. Absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimal sekitar 400-600 nm (Chang et al., 2002)

Penentuan aktivitas antioksidan dari ekstrak daun katuk terhadap radikal DPPH
menggunakan spektrofotometer UV-Visible pada panjang gelombang 500-600
nm.

Pengumpulan dan analisis data
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Determinasi

Determinasi dilakukan untuk mengurangi terjadinya kesalahan pemilihan
tanaman dan memastikan bahwa tanaman yang digunakan sesuai dengan tanaman
yang digunakan pada penelitian. Hasil determinasi tanaman yang dilakukan di
Institut Pertanian Bogor menyatakan tanaman yang digunakan sebagai bahan
penelitian adalah katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr) yang merupakan keluarga
phyllanthaceae.

Hasil Ekstraksi

Rendemen merupakan gambaran untuk mengetahui banyaknya jumlah
senyawa yang diambil dari suatu simplisia pada sat setelah diekstraksi, dinyatakan
dengan nilai persentase. Hasil rendemen yang tinggi menunjukkan bahwa
kemungkinan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak tersebut juga tinggi.
Hasil rendemen dan bobot ekstrak daun katuk etanol 70% metode ekstraksi
maserasi dan sokletasi terhadap daun katuk segar dan daun katuk kering ditunjukan
pada Tabel 1.

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi proses ekstraksi, diantaranya
yaitu pelarut dan juga metode yang digunakan. Pelarut etanol 70% merupakan
pelarut yang universal dan lebih optimal dalam berpenetrasi menembus membrane
untuk menarik senyawa pada simplisia. Pelarut etanol 70% mengandung 30% air
(Tiwari et al., 2011). Keuntungan metode maserasi yaitu alat sederhanaperlakauan
mudah namun pelarut yang digunakan banyak dan waktunya lama. Sokletasi adalah
metode ekstraksi panas yang tidak sesuai bagi sampel tumbuhan yang mengandung
senyawa termolabil. Selain itu juga membutuhkan alat khusus yaitu soklet. Namun
metode ini memiliki keuntungan yaitu penggunaan pelarut sedikit, waktu singkat
dan menyari lebih sempurna (Verawati dkk., 2017). Proses ekstraksi maserasi
dilakukan 3 kali pengulangan (remaserasi). Ekstraksi dengan metode sokletasi
dilakukan selama 8 jam (1 siklus pelarut mengekstraksi sampel adalah 30 menit).

Pada tabel 2 ekstrak dengan maserasi segar memiliki jumlah ekstrak lebih banyak



dari pada sokletasi, hal ini dikarenakan metode maserasi yang berlangsung lebih
lama dibandingkan metode sokletasi, sehingga mengakibatkan semakin banyak
senyawa yang tertarik selama proses ekstraksi berlangsung. Waktu ekstraksi sangat
berpengaruh terhadap ekstraksi, semakin lama waktu yang digunakan untu

Tabel 1. Hasil Bobot dan Rendemen Ekstrak Daun Katuk

Vetode  JerisDan o YD Retaratasod
Daun Segar 32,26 +1,81 10,75 = 0,60
Maserasi Daun Kering 53,01 + 4,63 35,34 + 3,09
Daun segar 26,23 £ 1,99 8,47 + 0,26
Sokletasi Daun Kering 37,46 £2,01 24,96 + 1,34

Keterangan : dilakukan dengan 4 kali replikasi pada tiap parameter.

Hasil Karakteristik Ekstrak

Karakteristik mutu ekstrak daun katuk berdasarkan parameter spesifik meliputi
pemeriksaan organoleptik dan rendemen ekstrak (Depkes RI, 2000). Hasil
pemeriksaan karakteristik ekstrak dilihat pada tabel 2.

Pengamatan organoleptis ekstrak bertujuan sebagai pengenal awal dengan
mendeskrepsikan warna, bentuk, bau dan rasa (Depkes RI, 2000). Pengujian
organoleptis pada ekstrak daun katuk etanol 70% pada masing-masing metode dan
perbedaan daun didapatkan hasil ekstrak kental warna coklat kehitaman, bau khas
dan rasa agak pahit. Perhitungan susut pengeringan bertujuan memberikan rentang
batasan maksimal tentang besarnya senyawa yang hilang pada proses pengeringan.
Faktor yang menyebabkan susut pengeringan tinggi dikarenakan adanya zat seperti
air, minyak atsiri atau senyawa lainnya yang menguap pada suhu 105°C (Alegantina
dkk., 2015). Hasil yang didapat pada tabel 2 menyatakan nilai susut pengeringan
pada daun segar metode maserasi dan sokletasi memiliki nilai yang cukup tinggi.
Besarnya susut pengeringan menunjukkan banyaknya senyawa yang menguap atau
hilang seperti minyak atsiri dan senyawa lain yang mudah menguap pada saat
pemanasan Setyorini dkk. 2016).

Pengujian kadar abu bertujuan untuk memberikan gambaran kandungan

mineral dari awal proses sampai terbentuknya ekstrak (Salamah dkk., 2015).
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Pemanasan dilakukan untuk mendekstruksi senyawa organik dan turunannya
sehingga hanya tersisa zat anorganik dan mineral. Hasil yang didapatkan dari tabel
3 bahwa metode maserasi dan sokletasi daun katuk segar dan kering memiliki nilai
kadar abu yang cukup besar. Hal ini dapat dikarenakan jumlah kadar mineral dan
senyawa organik yang masih cukup tinggi pada daun katuk yang mungkin
disebabkan karena pengaruh lingkungan tumbuh dan adanya pencemaran pada
proses ekstraksi dan pengolahan simplisia.

Tabel 3. Hasil Karakteristik Ekstrak Daun Katuk

Ekstrak Etanol 70%

Jenis Uji Maserasi Sokletasi

Daun Segar Daun Kering Daun Segar Daun kering

Organoleptis

Warna Coklat Coklat Coklat Coklat
kehitaman kehitaman kehitaman kehitaman
Bentuk Ekstrak kental Ekstrak kental Ekstrak kental Ekstrak kental
Bau Khas Khas Khas Khas
Rasa Agak pahit Agak pahit Agak pahit Agak pahit

Kadar Abu 7,37 £0,74 6,76 £ 0,79 7,17 £0,81 6,52 + 0,83

Susut
Pengeringan 881%+044 208%+065 657%+050 2,89%+0,56

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang
terkandunng pada ekstak daun katuk secara kualitatif. Cara yang digunakan untuk
melakukan penapisan fitokimia adalah dengan menggunakan pereaksi warna.
Senyawa yang dapat ditarik dengan pelarut etanol 70% yaitu tanin, polifenol,

poliasetil, flavonoid, terpenoid, steroid, dan alkaloid (Tiwari et al., 2011).
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Tabel 4 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Katuk
Ekstrak Etanol 70%

Penapisan Maserasi Sokletasi
Segar Kering Segar Kering

Alkaloid + + + T
Flavonoid + + + +
Fenol + + + +
Saponin + + + +
Tanin + + + N
Steroid + + + +
Terpenoid - - - -

Keterangan: (+) = terdeteksi senyawa
(-) = tidak terdeteksi senyawa

Penetapan Kadar Fenolik Total

Penetapan kadar fenolik total merupakan analisia kuantitatif yang dilakukan
dengan metode spektrofootometer UV-Vis. Kandungan fenolat total masing-
masing ekstrak daun katuk ditentukan dengan metode Folin-Ciocalteu. Reagen
Folin-Ciocalteu bereaksi dengan senyawa fenol dan membentuk komplek berwarna
biru dalam suasana basa dengan penambahan Natrium Karbonat [2]. Komplek
warna yang terbentuk ditentukan absorbannya dengan spektrofotometri UV-VIS
pada panjang gelombang maksimal. Hasil panjang gelombang maksimal yang
didapat adalah 756,5 nm. Konsentrasi minimum (Cmin) dan konsentrasi maksimum
(Cmax) digunakan dalam pembuatan seri konsentasi asam galat. Nilai konsentrasi
yang didapat yaitu (Cmin) 17,54 dan (Cmax) 70,17. Penetuan kurva baku asam galat
digunakan sebagai standar untuk penentuan kadar fenolik total daun katuk ekstrak
etanol 70%. Pembuatan kurva baku asam galat dilakukan dengan pembacaan
panjang gelombang dari 5 seri konsentrasi asam galat. Hasil pembuatan konsentrasi
asam galat yaitu 18ppm, 30ppm, 42ppm, 54ppm dan 66ppm. Serapan Masing-
masing konsentrasi asam galat diukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang 756,5nm. Hasil absorbansi kurva baku asam galat dapat dilihat

pada tabel 5.

12



Tabel 5. Absorbansi Asam Galat

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
18 0,335
30 0,483
42 0,571
54 0,683
66 0,793
0.9
0.8 - &
0.7 4 y=0,0093x +0,1824 *
=06 - R?=0,9944
e *
805 4 *
S04 -
<03 - *
02 -
0.1 -
0 : : ‘ ‘
0 20 40 60 80
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4. Kurva Kalibrasi Asam Galat

Berdasarkan data absorban dan konsentrasi larutan standar asam galat di
peroleh persamaan regresi. Persamaan regresi digunakan untuk menentukan
konsentrasi fenolat total dalam larutan uji sampel. nilai persamaan regresi linier y =
0,0093 x + 0,1824 dan harga koefisien kolerasi yang diperoleh sebesar R? = 0,9944.
Nilai R? yang didapat mendekati angka 1 yang menyatakan regresi tersebut linier.
Hasil dari grafik baku asam galat dapat disimpulkan semakin tinggi konsentrasi
yang digunakan maka semakin tinggi absorbansi yang didapat. kadar fenolik total
dapat dilihat pada tabel 6.
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Tabel 6. Hasil Kadar Fenolik Ekstrak Daun Katuk
Kadar Fenolik Total (mg GAE/qg)

Metode Jenis Daun 4 SD
Maserasi Daun Seg_ar 33,66 + 0,50
Daun Kering 25,42 + 0,14
Sokletasi Daun segar 30,01 +0,31
Daun Kering 24,93 + 0,23

Dari hasil data tabel 6 kadar fenolik terbesar terdapat pada metode maserasi,
begitu juga pada daun segar yang memiliki kadar fenolik lebih besar.. Kemungkinan
senyawa fenolat yang terdapat dalam daun katuk bersifat termolabil, sehingga
dikarenakan adanya pemanasan selama proses pengeringan atau pada proses
sokletasi mengakibatkan terjadinya degradasi dan perusakan senyawa- senyawa
fenolat tersebut (Verawati et al., 2017). Dari hasil statistik data yang di dapat
menunjukkan nilai sig yang didapat (p>0,05) yang menyatakan data terdistribusi
normal dan homogen. Hasil data homogen yang didapat yaitu 0,354. Dari analisis
statistic menggunakan SPSS 24 dengan ANOVA satu arah didapat perbedaan yang
signifikan antara kadar fenolik total antara metode ekstrasi maserasi sampel segar
dan sampel kering dengan soklet sampel segar. Begitu juga dengan soklet sampel
segar dan kering dengan maserasi segar, dengan nilai sig. = 0,000 (p < 0,05).
Sedangkan nilai kadar fenolik total pada metode ekstraksi maserasi kering dengan
soklet kering tidak didapatkan perbedaan signifikan dengan nilai sig = 0,301 (p <
0,05). Ekstraksi dengan metode maserasi dengan sampel daun segar menunjukkan
kadar fenolik tertinggi dibanding metode lainnya pada ekstrak etanol 70% daun
katuk. Sehingga dapat dinyatakan metode maserasi dan penggunaan sampel segar
merupakan metode yang dapat memberikan kadar fenolik yang optimal.

Penetapan Kadar Flavonoid Total

Penetapan kadar flavonoid total merupakan analisia kuantitatif yang dilakukan
dengan metode spektrofootometer UV-Vis. Pengukuran panjang gelombang
maksimun untuk penetapan kadar flavonoid yaitu 400-800 nm [10]. Hasil panjang
gelombang maksimal yang didapat adalah 434,0 nm, hasil tersebut masih sesuai
dengan rentang panjang gelombang yang telah ditentukan. Penetuan kurva baku

kuersetin digunakan sebagai standar untuk penentuan kadar flavonoid total daun
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katuk ekstrak etanol 70%. Kuersetin digunakan sebagai larutan pembanding karena
merupakan salah satu senyawa golongan flavonoid yang dapat bereaksi dengan
AIClz, membentuk ikatan kompleks antara aluminium klorida dengan gugus keton
pada atom C-4 dan gugus hidroksi atau C-3 atau C-5 yang bertetangga dari
golongan flavon dan flavonol (Hanani, 2014). Penggunaan kalium asetat digunakan
untuk mendeteksi adanya gugus 7-hidroksil (Azizah dkk., 2014). Hasil absorbansi
kurva baku kuersetin dapat dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Absorbansi Kuersetin

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
33 0,319
57 0,447
81 0,527
105 0,615
129 0,738
0.8
0.7 4 y = 0,0042x + 0,1897 *
R2= 0,9931
0.6 - *
2os - . *
g 0.4 -
203 - *
0.2
0.1 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Konsentrasi (ppm)

Gambar 5. Kurva Kalibrasi Kuersetin
Hasil yang didapat pada Tabel 7 merupakan hubungan antara konsentrasi
kuersetin dengan serapannya, dengan nilai persamaan regresi linier y = 0,0042 x +
0,1897 dan harga koefisien kolerasi yang diperoleh sebesar r = 0,9931.

Analisia kuantitatif pada penetapan kadar senyawa flavonoid Terjadi
pergeseran panjang gelombang kearah sinar tampak yang disebabkan penambahan
AIClz (Wahdaningsih dkk., 2017). Inkubasi bertujuan untuk memberi waktu reaksi
pada sampel dengan pelarut yang nantinya dapat memberikan intensitas warna yang

diperoleh lebih maksimal. Hasil kadar flavonoid total dapat dilihat pada tabel 8.
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Tabel 8. Hasil Kadar Flavonoid Total Ekstrak Daun Katuk
Kadar Flavonoid Total (mg QE/q)

Metode Jenis Daun +SD
Maserasi Daun Segar 11,61+£0,11
Daun Kering 8,82 +0,12
. Daun Segar 9,41 £0,05
Sokletasi Daun Kering 7,17 £0,04

Hasil penetapan kadar flavonoid total menunjukkan hasil tertinggi diperoleh
pada daun katuk segar. Hal ini dimungkinkan adanya simplisia yang memiliki
senyawa flavonoid yang hilang dalam bentuk serbuk pada saat proses pembuatan
serbuk kasar. proses pengeringan juga bisa dapat menjadi penyebab rendahnya
kadar kadar flavonoid. Sedangkan metode maserasi menghasilkan kadar flavonoid
total paling besar dibandingkan metode sokletasi. Rendahnya kandungan flavonoid
total dalam ekstrak etanol daun katuk karena disebabkan akibat pemanasan yang
cukup lama selama proses sokletasi. senyawa flavonoid rendah dapat dikarenakan
oleh beberapa faktor salah satunya adalah suhu, suhu yang tinggi selama dapat
merusak sel sebagai akibat lepasnya air [14](Molyneux 2004). Dari hasil statistik
data menunjukkan nilai sig yaitu 0,297 yang mana dinyatakan data terdistribusi
normal dan homogen jika menunjukkan nilai sig (p>0,05). Dari analisis dengan
anova satu arah terdapat perbedaan yang signifikan. Kadar flavonoid total antara
metode ekstrasi maserasi dan soklet dengan penggunaan sampel segar dan kering.
Didapatkan nilai sig. = 0,000 (p < 0,05). Ekstraksi dengan metode maserasi sampel
segar menunjukkan kadar flavonoid tertinggi dibanding metode lainnya pada
ekstrak etanol 70%. Sehingga dapat dinyatakan metode maserasi dan penggunaan
sampel segar merupakan metode yang dapat memberikan kadar flavonoid yang
optimal.

Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH merupakan
analisia kuantitatif. Senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan akan bereaksi
dengan DPPH yang ditunjukkan dengan perubahan warna dari ungu violet menjadi
kuning karena terjadi donor atom hidrogen dari antioksidan ke DPPH. Pembacaan
panjang gelombang dilakukan dengan metode spektrofotometer UV-Vis dengan

pengukuran panjang gelombang 500-600 nm. Hasil panjang gelombang yang
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didapat adalah 515,5 nm, hasil tersebut masih sesuai dengan rentang panjang
gelombang yang telah ditentukan. Hasil yang didapat dari pengukuran absorbansi
maksimum DPPH adalah sebesar 0,8695. Kuersetin digunakan sebagai standar
untuk mengukur nilai aktivitas antioksidan pada daun katuk. Kuersetin digunakan
sebagai larutan pembanding karena memiliki antioksidan sekunder alami yang telah
terbukti mempunyai aktivitas penangkapan radikal bebas. Besarnya aktivitas
antioksidan ditandai dengan nilai 1Cso, yaitu larutan sampel yang dibutuhkan untuk
menghambat 50 % radikal bebas DPPH. Hasil antioksidan kuersetin dapat dilihat

pada tabel 9.
Tabel 9. Hasil Absorbansi dan 1Cso Kuersetin
Konsentrasi o .
Y Inhibisi 1Cso (ug/ml
(ppm) 50 (Hg/m)
2 5,32
4 19,72 8,93
6 32,69
8 42,77 y=6,3135 x 6,395
10 56,93 R2=0,998
gg y = 6,3135x - 6,395 *
.°§: o RZ=0,998 *
S 30 *
< 20 *
= 10
0 >
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasi

Gambar 3. Kurva I1Cso Kuersetin

Semakin meningkat konsentrasi ekstrak maka semakin meningkat aktivitas
peredaman DPPH karena semakin banyak atom hidrogen dari ekstrak yang
berpasangan dengan elektron pada radikal bebas DPPH sehingga serapan semakin
menurun (Molyneux 2004). Sehingga semakin kecil nilai 1Cso maka makin baik
aktivitas aktivitas antioksidan yang diberikan (Verawati dkk., 2017). Hasil dari data
menunjukkan hasil persamaan regresi linier dari absorbansi kuersetin metode
DPPH vyaitu y = 6,3135 x + 6,395 dengan harga koefisien kolerasi yang diperoleh
sebesar R? = 0,9982 dan memiliki nilai nilai 1Cso yaitu 8,93 pg/ml.
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Tabel 10. Hasil Nilai 1Cso Ekstrak Daun Katuk

Metode Jenis Daun Nilai I1Cso (png/ml)
Maserasi Daun Segar 86,84
Daun Kering 90,65
. Daun segar 88,19
Sokletasi Daun Kering 92,34

Pada tabel 10 hasil menunjukkan nilai 1Csp pada maserasi memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih kuat dibandingkan metode sokletasi, karena proses
pemanasan pada soklet merusak senyawa flavonoid dan fenol pada sampel, karena
tingginya kadar fenolik dan flavonoid pada ekstrak juga dapat berpengaruh terhadap
tingginya aktivitas antioksidan yang diberikan. Hasil daun segar memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih kuat dibandingkan dengan daun Kkering. Dapat
dimungkinkan karena kadar flavonoid pada daun segar lebih banyak dari pada daun
kering dan masih banyaknya senyawa fenolat yang ikut terekstrak pada daun segar.
Jika dibandingkan dengan aktivitas antioksidan pembanding kuersetin dengan nilai
IC50 8,93 pug/ml ekstrak daun katuk dengan metode maserasi masih lebih kecil,
Karena sampel uji masih berupa hasil ekstraksi, belum berupa senyawa murni. Hal
ini mungkin dikarenakan bahwa yang memberikan aktivitas antioksidan tidak
hanya senyawa golongan flavonoid saja tetapi dapat pula diberikan oleh senyawa
fenolat dan senyawa-senyawa golongan lain seperti steroid dan terpenoid. Aktifitas
antioksidan pada ektraksi maserasi segar memiliki aktivitas antioksidan yang paling

kuat dibanding ekstraksi maserasi kering, sokletasi sampel segar dan kering.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, optimasi metode ekstraksi dari daun
katuk dihasilkan bahwa daun segar mengandung senyawa antioksidan yang lebih
tinggi dibandingkan bentuk keringnya. Dengan demikian, kondisi pengeringan
bahan baku simplisia daun katuk menjadi titik penting untuk dijaga agar senyawa
antioksidannya tidak rusak selama proses pembuatan ekstrak. Kedepannya, proses
isolasi senyawa antioksidan dapat dilakukan untuk mendapatkan informasi

senyawa pada daun katuk yang berperan penting sebagai antioksidan alami.
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BAB VII RENCANA TINDAK LANJUT DAN PROYEKSI HILIRISASI

Hasil Penelitian

Penelitian ini merupakan bagian dari pengembangan
teknologi ekstraksi daun katuk sebagai sumber obat dari
bahan alam. Hasil dari penelitian ini dapat menjadi acuan
peneliti untuk menghasilkan bahan baku dengan kualitas
ekstrak yang baik. Namun dirasa masih perlu dilakukan
tahapan lanjutan untuk memperoleh kondisi ekstraksi
paling optimal menggunakan metode UAE sebagai metode
ekstraksi terbaik dibandingkan kedua metode ekstraksi
lainnya.

Rencana Tindak
Lanjut

Rencana penelitian selanjutnya adalah melakukan isolasi
senyawa aktif dalam daun katuk yang teruji aktivitasnya sebagai
antioksidan. Ekstrak atau fraksi atau isolat dari daun katuk diuji
lebih lanjut aktivitas-aktivitas farmakologi lainnya.
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Abstract

Sawopw androgymus (L) Marm. (Phyihothaceas) & 2 geen womsable that 2o nch m zatuml
amsoxidant such as pheoolics and davonced. The pre-axtaction preparaticn can affoct the
Tesulrs of sxwractng compounds from mtaral atarials. This study aims to determine the affect of pro-
mm.mmh(ﬁﬂh&hqm(mw
sunlight-drying air-dring), and particle sizs (grinded powdared) on ol phenclic and flavencid lovsls
of ethamolic exmract of § androgymus leaves and their anticedant activity against DPPH madicals. The
process of & androginus leaf exzacton was camied out using the cold maceraticn method The extracts
were detarmuined for tonl phanolic and favamodd levels by colorimetric method wuing a UV-Vis

- Antioxidamt acthity was mexuzed based on ©s abdity of the sxwacts to rednce
mmmmmmummmmum
of anfoxdmt compomnds In § androgivus keves. Pro-axtraction preparation precisaly make: e
SXTACCOD process mors sfScent and offectve to obtan the target compounds with satfying rewultn.
Xeywords: antoxidars. flavonoids, phenolics, pre-exraction, Sawropus androgynus

Abstrak
Sawropw androginus (L} Merr. (Phyllaincess) menipakan sayeran hijey yang kaya akan semyawa
anniokridan alami seperst femolar dam  flavonold l'npmlpﬂﬂm;va-cb'm&m
memporgarahi havdl elserakst semyawa darf bahan alawe Perelizian tnd dertupuam wnrk mevmperahul
pergaruh preparast pro-ckrrakst yang melipust bersuk sampel (separkering), proses pengeringan
(pengeringan ovenpengeringar sinar matahar! tdok lagsung pengeringan wiva), dan wkuran
parrikel {dgiing/djadtkan bubuk) rerhadap kador femalik dan flavanald weal ekstrak etamol doun S
androgynus dar aketvitas annioksidanvna terhadap radtkal [PPH. Proses skaraks! dun S androgynus
diiakkan dengan mesode maserast dingin Howak diterndean kadar enoitk dan fiavonodd toeal dergan
metode koldovimert mengaunakon ipekerofosomscter UV-Vis Alzivisas ansioks idan divker berdasarkan
kemampuan cbtrak dalaw meredam rodial hedas DPPH. Hastl penelitian morumpadion balvea
preparast pea-choweksi berponporuk srhadap perolchan senyowa awioksidan pads dawn S
androgymus. Preparast pra-ckstrakod Jusoru mesgiadikan proses ekseradot lebih efisien da efeknf sk
semuaw farger dengan hastl yary semuasion
Keywords: annodsidave. favomotd, fenolik, pra-clstrakst, Sauropus androgymss

INTRODUCTION
Substances thas are uzed in spall concentrations to inhibst and.'or redice oxdaton caused
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by an oxidant are known 25 antioudants Ope of the machanism of acton of anowdants o
deactvate dacals is by donating hydrozen asoms to free radicals o then form more stable new
ndicals (Singh & Simzh 2008). Planss are 2 sowrce of matural ingredients with matural
amnioadant potennal inciude phenolic compounds such as phenolic acids (femilx acd. gallic
caotenoeds (beta-carot=ne, Iycopene. hxsin). vitanups (vitamens A, C, E) and etc (Mohar
& Youssef 2014 Altennmm = al | 2017). Seurces of antioxidants can be obtamed fror
wvesetables, one of which is Sawropus androgyms (L) Memr. Thes plant. m Indonesy
as kanik. Empincally. 5 androgymus bas lons been usad for antipyrenc. breast
30 on (Petrus, 2013). The annowadant capacity of S androgyms leaves =l
pharmacological aciwines has also been reportad such a5 antimecrobis
cancer cells, ang-inflammatory and wound healine (Petmus, 2013; °
androgyme 15 also reportad to have anti-obesity (Patomah et al . 7
2014; Rusd etal | 2018) and Smility enhancers actvaty m male-
The pharmacologxcal acovity of S androgymc cannot b
metabolites contained theram The leaves of 5. androgy”
compounds such as phenolics, tanmins, flavonosds, an’
2013). Wijono (2004) repartad that the phenolic ¢
(Djamil & Zasdar. 2016) reported that the
flavonoids in the form of flavonols
vegetables from Indonesia whach b
flavonouds and anbosadants (Andy
The first step m sadyiy
the pext exmacton proce
compounds also depend
compounds (Ehodd»
whale planss or p’
sample s pref
frech form
form 2
bomr
&
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coupounds is the drying process. Drying can be done by several simple methods, such a3 ao-
drying. oven-dryine (Khoddam: et al.. 2013), or undirect sumlsshe drvinz. Air-drying nay
require the lonzast drving time which is around 3-7 days or even months depending on the part
of the plant being driad Meanwhile. oven-dryme is considerad to be a faster drying process
than the air-drying and undirect-sunlishe dryins mathods (Azwamda, 2015). Thus, thes study
evahuated the levels of antioadants, phenolics and favonceds. as well as DPPH free radical
scavengings activity in the =thanolic extract of 5. androgymus leaves were extracted under

METHODS
Materials

Fresh leaves of 5. androgymus were obeained from Uit Konservas: Budidava Biofarmaka
(UKBB). Pusat Studi BioSrmaka Tropika LPPM IPB, Bogor, West Java, Indonesia. Plants
have been determined in the same place. Ethanol as sofvent extraction in analytical zrade was
obtained from Merck (Darmstadt. Germany) Gallic acid. quarcetin. and DPPH (2.2-diphenyl-
1-picryl-hydrazy]) were obeined fom Sizma-Aldrich Co. (St Louis, USA).

Preparation of Samples

5. androgymus Jsaves were prepared in dhree groups, namely:

1 The first group of samples was treated based on their form The leaves are dnided mto (3
fresh form where the frech form sample i only cruzhed In a mormar; (b) driad form in which
the sanple is dried by the air-drymg method m the erinded form.

The second zroup of samplss was geared basad on the drving process, namely the leaves
were dnad by: (2) oven-dryins using a vacuum oven at 2 maxinmm temperature of 50 *C;
(b) undirect sumbight by exposmg the sanples to the sun with 2 black cloth coverad at a
temperature of 32-34 *C. and (c) ar-drying mdoors with good air crculaton at room
reoperanure 25-27 °C

dnyins process wang the air-dryine method, divided tnto: (2) grindad samples where the
sample was only choppad in the mortar without sieving: (b) powdered sample whers the dry
sample 15 blended and then sieved with 2 sieve no mesh 40 so thar the particls size i
miform with 2 size of 425 pm (slizghtly coarse powdsr) (Minsstry of Health Republic of
Indonesaa, 2008)

[

w

Extraction
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in mz which is equsvalent to gallic acid per gram of extract Each extract was testad for 5
repatitions and reported as mean = SD.

Determination of Total Flavonoids Content (TFC)

The deternunanon of TFC follows the procedwrs on Chang et al, (2002) with
modxfication. The standard wsed is quercetin Each ethanol extract of 5. androgymz leaves in
methanol is piped as nmch as 0.5 mL then 1.5 ml of methanol is added and 0.1 mL of AICI-3
107% reagent is added. 0.1 mL of IM sodium acetate and sufficient with aquadest up to 5 mE
The solution was incubatad for 50 mimites at room temperature. The absorbance of the extract
sohmon was measured with 3 UV-Vis Shimadz UV-1601 Senes (Kyoee, Japan)
spacoophotometer at a wavelangth of 434 nm. The absorbance obtamed s plostad mto the
[inear line equanon. TFC is enxpressad m mg whach is equivalent to quercetin per gram of
extract Each extract was testad for 3 repetibons and reportad a5 mean = SD.
et Actly Ky

The test for the antioxidant activity of 5. androgy7s Jzaves exmact was camied out using
tixz DPPH method following the procadure (Wan et al, 2011) with modificanon. Quercetin
was used as 2 companson. The extmct was dissolved in methanol and difated info 5 vanations
of concenmnon, namely 20-100 pom. Quercetin solution was dissolved i methanol and
dihueed to 2-10 ppm Each concentration vamation of the exmact or quercstin solution was
pepett2 1 ml and added [ ml of 0.5 mM fresh DPPH in methanol. The sohation is sufficisnt
with mathanol to a total vohume of 5 ml. The mixture in a tube Inad with aluminium foil paper,
incubated for 30 nimpes at room temperanure in dark conditions. Blank solution 15 mads from
I mL DPPH miad with 4 mE methonol Furthenmore, the absorption was measurad at a
wavelength of 5155 nm Each concenmanion senes of each sample was tested miplo. Resuls
are r=ponted as mean = SD. The calculanon of the percentage of DPPH radacal inhubiton uses
the fornula:

Inkibition of DPPH (%) = #noo
where Ab is the absarbance of the blank and As is the absorbance of the sanpis

RESULTS AND DISCUSSION

The results of the physico-chemical deternunation of the ethamol exmact of 70% 5
androgymus leaves from vanous exmaction methods can be seen in Table 1. Basad on the
resuits in Table 1., the yield percentase of extracts prepared from dry Jsaves sanple (35.34%)
was higher than the freh lsaves sapple The percenmage of exmact yield prepared Tom the air-

30



drying process (36.26%:) has the hishest vield conpared to other drying processes (air-dnying-
oven-drying undiract sunfight-dryme). Based on the particle size, the extracts obtaned from
powdersd (homogenizad partcle size) samples has hizher percentage of extmact y2ald (36.06%)
couparad to those that were zrinded.

Based on the results m Table 1., the ash conssyt produced by all exoacs was around
6.76-7 94%. Ash comtent is determined to provide an overvisw of nineral content derived from
plamts or from ourside of plants (Departemen Keschatan RT 2000). The value of the warer
content of each extract was 1.75-3.81%. The percentage of water content is determuned to
provide an overview of the maanzen bnut for water contaned m the extract, especially for
atenials that absord moisture quckly. The presence of hizh water contsnt makss it 2 good
growing place for microbes (World Health Orzamization, 1968). Determination wsing 2
moisiure analyzer is an efficient way of measurmg with many samples in a short analysss tme.

The results of the idenafication of the chamical comtent of the ethanol extract of 0% 5
androgynus leaves in Table 2., showad the presence of alkaloid, phenolsc, Savonosd, tanren
saponin, and sterotd commpounds in 21l extracts. Ethanol is an exmacton solvent capable of
dissolving polyphenols, tannms, polyacetylens, flavonols, terpencids, sterols and alkaloids
(Azpor et al, 2013; Pandey & Tripathi. 2012). Sinple phenolic compounds. polyphenols and
flavonoids are genenlly extractad with alcobol (methanol, sthano] and propanol) solvents,
water, actone ang ethyl acetate (Sealikas, 2007). The mumber of phenolic compounds and their
derivatives that can be exmactzd in solvents depends on the source of plant patenal the rype
and chemical propertiss of the phenolic conpounds in plants (Khoddams etal | 2013).

The deternenation of phenolic and flavonoid Jevels of 5. androgymas l2aves was camied
out using a colonmemic method using a UV-Vis spectrophotomster. Phenolic 15 2 conpound
with the largest amount in narure which = often found m plants. Detenmiration of phenolic
consent from samples of nanural natenials can be camiad out by vanous methods such as Folin-
Denis, Folin-clocalteu, pennanganate titration. colarimetry with iron salts and UV absarption.
However, the Folin-ciocakieu method is the method mest often chosen conpared to other
methods because it 15 considerad a suple and reproduable method and can be widaly usad to
relies on the transfer of elsctrons from the alkaline meadzm of the phenolic compound to the
phosphomolyddate phosphotunzstate to form 2 blue complex (PMoW::Ow)' ) which is
determined spectroscopically at about 760 nm Gallic acd is used as standard. The total
phenolic content was then equatad with mz of =llic acid per zram or kifogram or littars of
extract (Dad & Mumeper, 2010)
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Flavonods are phenolic derivatives with 2 conjugated aromatic ng system so they can
provide absorption in UV rays. Quercetin is usad as a standard and is one of the flavonol groups
with a hydroxy! growp that 15 substirured on carbon mamber 5 and 7 m the aromatc nng A and
carbon mumber 3 in C heterocyclic, and a kato group substituted on carbon mumber 4 m the
heterocyclic C nnz. Hydrosyl on carbon mumber 3 or 5 and keto at carbon position mumber 4
is what with AIC]; will form a beight vellow complex that is seable in wisible Lghf) (Hanami
2015}

The concentration range of zaliic acid used in the determenation of the standard curve for
gallic acid was 18-66 ppm The gallic acd calforation curve produces a Imear line equation v
=0.0003%+0.1824 with a value of r=0.99. Meanwihile, the concenmration range for determining
the standard guercatin amve was 33-129 ppm Quercetn calibration aarve produces a insar
e equation v = 0.0042%+0.1897 with a value of r = 0.89. The vakue of r approachingz mumber
1 mdicates that the lire aquation i knear The results of detenminins the total phenolic and
total favonoid content of each S androgmymus leaves extract extractad under vanous conditions
of pre-extraciion preparanon can be seen in Figure 1. and Figure 2. Based on these results, the
exmact prepared m Fesh lzaves conms high levels. phenolic and flavonoids whach are hagher
than the dnad leaves The exaracts prepared m a powdared sarple form (homogenized particls
size) coutainad hisher phenolic and favoroid levels than those that were grinded. The sanple
dned by oven-dryinz method comtains hisher phenolic comtent comparad to other dryme
processss (oven-drymng-undirect sumbishe-drving-air-drving). whils the highest levels of
flavonosds were obtamad from exwacts prepared from materials dned by the air-dryme
coupared to other drying processes (air-drying undirect smlighe-drymg- oven-dnying). This
proves that the selaction of the pre-exmaction process affects the levels of anfiowmdant
coupounds (phenolic and flavonoids) in the exmct

The data in Table 3. shows the antiowadant potential of 70% ethanol exmact of S.
androgyms leaves extracted with vanations in pre-exmacton conditions. The IC., wahe of
ethanolic extract of 5. androgyanes leaves was in the ranze of 85.71-03.91 ppm. It means that
the ethanolic extract s a strons source of antioxidants (IC., = 50-100 ppe). DPPH method is
amethod that 15 considered fst, simple and relanvely more inexpensive, reproducidle conpars
1o other mdical scavensins In viro assays (Alam et al, 2013). The weakness of this methed is
that the DPPH radical also mteracts with other mdicals (alkyl), and is sensitive to some Lewas
bases. In addition, this method also raquires an orzamic solvent in the test. The presence of
oxygen can react with DPPH directly m conditions without light protsction whach then causes
2 decrease in absorption (Singh & Sinzh. 2008). Evalmtion of the antiowadant potential of 2
sammple usmg this method i based oo changes m DPPH fres radical absorption after reactms
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with an antioxidant substrate which is can doaes a hydrozen atom. This change can be ssen
form the dacrease in the deep purple colour mrenaity of the DPPH ndical measured using a
spacoophotomster ar a wavelengih of aroumd 515-517 nm (Alameral | 2013; Prioretal., 2003).

There are two mechanisms of phenolic antioxidants, namely the abdity of phenal
functional zroups o donate hydrogen atoms to fee radicals (hydrogen-atom mansfer, HAT)
and sinsle-electron transfer (SET) from phenolic anioxidants (AROH) to fr=e radicals (R by
forming radical cations (ArOH ) (Quadeau et al . 2011). Flavonoids have several mecharizms
of action as antioxsdants, ons of which is direct radacal reducton. Flavonoids will be oxddized
by ndicals, resulting in more stable (less reactve) radacals. otherwse, favonceds stabdize
TEactve o%VEEn species by reactng with radacals. This ocours because of the hizh rmactvry of
the hydroxyl zroups of favonoids (Nijveldr etal, 2001).

CONCLUSION

The pre-exmaction prepamtion process such as sanple form, drying process, and particle
size affects the yield of antiowidant compounds mvoiving phenolics and favonoids m the S.
androgymus leaves exmact. Pre-exzaction preparation needs 10 e preparad as best as possible
so that the exraction process can nm more efcientdy and efiectively 1o obtam the targat
conpounds,
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