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sudarmanrahman@mipa.upr.ac.id Ekstrak etanol (200 gram) yang dihasilkan selanjutnya dipartisi dengan n-
heksana:air (3:1) menggunakan corong pisah sehingga dihasilkan fraksi n-heksana
sebesar 25,5 gram. Kemudian pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazil). Data yang dihasilkan kemudian dilakukan uji
statistik anova satu arah, kemudian analisis lanjutan menggunakan post hoc
Tamhane pada CI 95%. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas antioksidan fraksi
n-heksana daun jarak pagar (Jatropha curcas) dan kontrol positif (vitamin C) dengan
nilai inhibitory concentration (ICsp) berturut-turut sebesar 77,78+0,12(pg/mL) dan
8,78+0,21 (pg/mL). Berdasarkan uji anova satu arah, terdapat perbedaan yang
bermakna pada masing-masing konsentrasi terhadap persen penangkapan radikal
bebas (puaue<0,05). Konsentrasi 160 pg/mL adalah konsentrasi terefektif dalam
penangkapan radikal bebas. Inhibitory concentration (ICso) fraksi n-heksana daun J.
curcas termasuk aktivitas antioksidan dengan kategori kuat.

Kata Kunci: Fraksi n-heksana, daun jarak pagar, DPPH, aktivitas antioksidan
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1. PENDAHULUAN

Radikal bebas dapat diartikan sebagai golongan senyawa atau unsur yang tidak
stabil karena terdapat satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan dan bersifat
sangat reaktif (Maharany et al., 2021). Radikal bebas dapat merusak sel dan molekul lain
dalam tubuh melalui reaksi oksidasi (Asgary et al., 2014). Proses terbentuknya radikal
bebas dapat berasal dari metabolisme normal, polusi, paparan sinar matahari, dan pola
makan yang buruk. Radikal bebas yang terbentuk terus-menerus dapat menyebabkan
stres oksidatif, dimana stres oksidatif ini telah dikaitkan dengan penyakit degenaratif,
seperti kanker dan penuaan dini (Phaniendra et al., 2015).

Pemanfaatan antioksidan merupakan salah satu langkah dalam mengurangi
terjadinya kerusakan sel akibat proses stres oksidatif (Vieira et al., 2021). Antioksidan
adalah molekul yang melindungi sel-sel dari kerusakan akibat radikal bebas dengan
menghentikan reaksi berantai oksidasi. Proses reaksi terminasi antioksidan terjadi
dengan cara menangkap radikal hidroksil (*OH) pada tahap reaksi peroksidasi protein,
lemak, atau molekul lainnya pada membran sel normal sehingga kerusakan sel dapat
dihindari (Adi, 2015).

Sumber antioksidan berupa vitamin E, asam askorbat, beta-karoten, selenium, serta
beberapa senyawa fitokimia (Adawiah et al., 2015). Jenis tumbuhan yang termasuk famili
euophorbiaceae salah satunya adalah jarak pagar. Berdasarkan uji fitokimia terdapat
golongan metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak etanol daun J. curcas meliputi
tanin dan polifenol, saponin, flavonoid, alkaloid, dan flavonoid. Flavonoid yang terdapat
dalam ekstrak kulit batang memiliki efek antibakteri, antialergi, dan antioksidan.
Penelitian terhadap ekstrak daun Jatropha multifida L (Euphorbiceae) menghasilkan
aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode Ferric Reducing Antioxidant Power
(FRAP) dan 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Anani et al., 2016). Sejalan dengan itu
penelitian oleh (Rahman et al., 2023) dilaporkan bahwa ekstrak etanol daun jarak pagar
(Jatropha curcas) mempunyai aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 32,83 ng/mL.
Kandungan senyawa metabolit sekunder J. curcas mempunyai peranan penting sebagai
antioksidan. Berdasarkan uraian diatas perlu dilakukan uji antioksidan dengan
menggunakan metode DPPH fraksi n-heksana daun jarak pagar (Jatropha curcas).

2. METODE
21 Desain Penelitian

Desain penelitian dalam penelitian ini adalah quasi eksperimental menggunakan
rancangan acak lengkap yang tujuannya untuk melihat secara statistik adanya pengaruh
konsentrasi fraksi n-heksana dan kontrol positif yakni vitamin C sebagai penangkapan
DPPH sebagai radikal bebas, dimana masing-masing konsentrasi dikerjakan secara triplo.
Laboratorium Kimia Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam UPR dan
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Laboratorium Ilmu Fakultas Kesehatan UMPR merupakan laboratorium yang
digunakan dalam penelitian ini.

Teknik pengumpulan data dalam penenlitian ini menggunakan data primer dan
sekunder. Data primer didasarkan pada hasil penelitian melalui pencatatan nilai setap
konsentrasi fraksi n-heksana daun J. curcas dan kontrol positif, kemudian sumber yang
mencakup artikel ilmiah, buku, serta artikel dari internet yang ada hubungannya dengan
penelitian ini.

2.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari alat instrumen yaitu
spektrofotometri UV-VIS (Shimadzu UV mini tipe 1240); blender (Philips®), pipet mikro
(Pyrex®), neraca analitik (Precisa®), rotary evaporator (Buchi®), hot plate (Stuart®), water
bath (Stuart®), oven beserta peralatan penunjang yang mencakup pipet tetes, batang
pengaduk, botol semprot, bola pengisap, spatula, dan botol timbang,.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari daun J. curcas, etanol pro
analisis (p.a) (EMSURE®), etanol 96% (OneMed®), DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazil)
diperoleh dari sigma. Co, dan aquades.

2.3 Ekstraksi

Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah daun jarak pagar yang berasal
dari hutan desa Habaring Hurung Kecamatan Bukit Batu kota Palangka Raya Provinsi
Kalimantan Tengah. Daun jarak pagar (J. curcas) dicacah lalu diblender sampai halus,
sehingga diperoleh serbuk sebanyak 1 kg. Serbuk daun mula-mula dimaserasi dengan
etanol sampai semuanya terendam, lalu dibiarkan selama 1x24 jam. Setelah 24 jam, filtrat
etanol dikeluarkan dan ditampung. Selanjutnya dengan cara yang sama serbuk
dimaserasi lagi dengan etanol yang baru sampai filtrat yang diperoleh tidak berwarna.
Hasil maserasi filtrat pertama, kedua dan ketiga disatukan, kemudian dipekatkan
dengan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak kental etanol sebanyak 300 gram.
Dari berat total diambil sebanyak 200 gram ekstrak kental etanol kemudian dipartisi
dengan pelarut n-heksana:air (3:1) menggunakan corong pisah sehingga diperoleh fraksi
air dan fraksi n-heksana. Fraksi n-heksana kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dan diperoleh ekstrak kental n-heksana sebanyak 25,5 gram.

2.4 Penentuan aktivitas antioksidan

Konsentrasi DPPH 0,3 milimolar diperoleh dengan melakukan penimbangan
sebanyak 0,03943 g serbuk DPPH ditimbang dan dilarutkan ke dalam labu ukur 100 mL,
dilarutkan dengan etil alkohol pro analisis sampai volumenya 100 mL, kemudian larutan
dihomogenkan.
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Panjang gelombang maksimum radikal bebas dalam hal ini DPPH ditentukan
dengan mengambil sebanyak 1 mL larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 milimolar,
selanjutnya kedalam labu ukur 5 mL ditambahkan larutan etil alkohol p.a (etanol p.a)
hingga tanda batas. Panjang gelombang 400-800 nanometer (nm) pada spektrofometer
UV-Vis digunakan untuk mengukur serapan larutan.

Waktu optimal ditentukan dengan melarutkan larutan radikal bebas DPPH dengan
konsentrasi 0,4 milimolar sebanyak 1 mL dengan penambahan larutan etanol p.a sampai
tanda tera pada labu takar 5 mL. Larutan yang terbentuk dilakukan pembacaan nilai
absorbansi pada panjang gelombang maksimum yang didapatkan dengan interval waktu
1 menit waktu 0-90 menit hingga didapatkan nilai absorbansi yang stabil.

Aktivitas peredaman DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazil) ditentukan menggunakan
spektrofotometri UV-Vis. Larutan fraksi n-heksana 2000 pg/mL diperoleh dengan
melakukan penimbangan fraksi sebanyak 0,2 gram fraksi yang selanjutnya dilarutkan
dengan etil alkohol p.a (etanol p.a) sampai tanda tera pada labu takar yang. Selanjutnya
dibuat variasi konsentrasi 160 pg/mL, 100 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL,
serta 10 pg/mL. Larutan 0,3 milimolar radikal bebas (DPPH) sebanyak 1 mL dilakukan
penambahan pada masing-masing konsentrasi larutan bahan uji (fraksi n-heksana)
hingga tanda tera. Pengukuran absorbansi vitamin C sebagai kontrol positif juga
dikerjakan, dimana pada larutan ini terdiri 4,0 mL etil alkohol (etanol) dan larutan radikal
bebas DPPH sebanyak 1,0 mL. Larutan didiamkan di tempat gelap selama waktu optimal
yang sudah diperoleh sebelumnya. Pengukuran menggunakan instrumen
Spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum (515-517 nm).

2.5 Analisis Data
Rumus pesentase rendemen berdasarkan (Susanty & Bachmid, 2016) :
berat ekstrak
rendemen = ——— x 100%
berat sampel

Penentuan aktivitas antioksidan suatu bahan uji berdasarkan persamaan

(Ablanko - (Asampel)
(Ablanko)

% penangkap radikal bebas = x 100%

Penentuan nilai inhibtory concentration 50% (ICso) berdasarkan hubungan antara
konsentrasi bahan uji (fraksi n-heksana) dengan persentase penangkapan radikal DPPH
melalui persamaan regresi linier.

Data rata-rata persentase penghambatan fraksi n-heksana daun J. curcas dikerjakan
secara triplo, dilakukan pengujian normalitas, dimana hasil uji tersebut memhasilkan
data terdistribusi normal (pvaiue>0,05). Analisis secara statistik menggunakan uji anova
satu arah. Selanjutnya post hoc Tamhane digunakan untuk analisis lanjutan dengan
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tujuan untuk membuktikan secara statistik adanya perbedaan aktivitas persentase
penghambatan fraksi n-heksana dan vitamin C kontrol positif pada setiap kelompok
perlakuan. Program SPSS 16.0 diginakan dalam uji statistik dengan taraf kepercayaan
95%.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Ekstraksi dan Fraksinasi

Ekstraksi didefinisikan sebagai suatu tahap yang dilakukan oleh pelarut dalam
mengambil zat aktif, dimana zat aktif tersebut terdapat pada tumbuhan obat (Najib,
2018). Pengunaan metode dalam ekstraksi menjadi faktor penting dalam menarik zat
aktif pada tumbuhan. Salah satu metode ekstraksi dalam bahan alam yang diaplikasikan
dalam penelitian ini adalah ekstraski dingin (maserasi), selanjutnya dilakukan fraksinasi
menggunakan n-heksana. Penggunaan metode maserasi dipilih karena jenis ekstraksi ini
tergolong ekstraksi sederhana, dimana simplisia direndam kedalam pelarut (penyari)
dan kerusakan golongan-golongan senyawa aktif dapat dihindari. Kemudian zat aktif
yang terdapat pada bahan uji akan ditarik oleh cairan penyari dengan cara melewati
dinding sel selanjutnya masuk ke dalam rongga sel daun J. curcas (Najib, 2018; Latif et al.,
2019). Ekstrak etanol yang diperoleh kemudian dilakukan partisi dengan n-heksana.
Selanjutnya dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan diperoleh fraksi kental n-
heksana sebanyak 25,5 g dengan rendemen sebesar 12,7,5%. Tabel 1 menunjukkan hasil
fraksinasi 200 g ekstrak kental etanol menggunakan perbandingan n-heksana:air (6:2).

Tabel 1. Hasil fraksinasi ekstrak etanol daun J. curcas
Berat ekstrak  Volume filtrat  Berat fraksi

etanol (g) (mL) n-heksana (g)
280
200 288 25,5
280

Penggunaan metode DPPH dalam menentukan aktivitas antioksidan pada fraksi n-
heksana daun J. curcas dilakukan pengukuran dengan waktu optimal selama 30 menit
pada suhu 25°C dan panjang gelombang 516 nm, dimana menit ke-30 terdapat perubahan
warna larutan dari ungu menjadi kuning, hal ini menunjukkan terjadinya serapan
optimal. Perlakuan fraksi n-heksana dan kontrol positif dilakukan untuk mengetahui
kemampuan antioksidan yang diberikan oleh bahan uji dan kontrol positif dalam hal ini
vitamin C berdasarkan parameter konsenstrasi penghambatan (ICsp). Menurut
(Aktumsek et al., 2013) suatu bahan uji menghasilkan inhibitory concentration 50% yang
semakin kecil dengan terjadinya peningkatan persentase penangkap radikal bebas
(DPPH) yang dihasilkan. Hal tersebut dapat dilihat pada Tabel 2 dan 3.
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Tabel 2. Rata-rata hasil persentase penangkapan radikal DPPH dan inhibitory concentration (ICso)
fraksi n-heksana daun Jatropha curcas

Konsentrasi (pg/mlL) Penangkap radikal bebas*SD (%)

10 28,77+0,02
20 32,040,032
40 45,01+0,042>
80 52,64+0,02abe
100 58,28+0,052b<d
160 68,5620,03abcde

1. y=0,264x + 29,50; r2 = 0,946 1. 1Cs0=77,65

2. y=0,263x +29,53; r2= 0,945 2. 1Cs5=77,83

3. y=0,263x +29,52; r2=0,946 3. 1C50=77,87

rata-rata IC50+SD (pg/mL) = 77,7840,12
keterangan : nilai menunjukkan rata-rata dari 3 kali pengulangan + standar deviasi, perbedaan
huruf pada tabel menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05).

Tabel 3. Rata-rata persentase penangkap radikal bebas dan ICso kontrol positif (vitamin C).

Konsentrasi (pg/mL) Penangkap radikal bebastSD (%)

10 45,44+0,09
20 54,11+0,042
40 61,22+0,302b
80 76,350,074abe
100 88,3510,15abed
160 95,55+0,04abede

1. y=0,338x+47,03; r2= 0,991 1. ICs5=8,78

2. y=0,339x + 46,95; r2 = 0,985 2. 1C5=8,99

3. y=0,337x +47,11; r2 = 0,982 3. 1Cs0=8,57

rata-rata IC50+SD (pg/mL) = 8,78+0,21
keterangan : nilai menunjukkan rata-rata dari 3 kali pengulangan + standar deviasi, perbedaan
huruf pada tabel menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05).

Berdasarkan hasil pada Tabel 2 dan 3, konsentrasi fraksi n-heksana J. curcas dan
vitamin C paling rendah 10 pg/mL diperoleh penangkapan radikal bebas berturut-turut
sebesar 28,77 + 0,02 (%) dan 45,44 + 0,09 (%), sedangkan pada konsentrasi paling tinggi
persen penangkap radikal bebas fraksi n-heksana sebesar 160 pg/mL sebesar
68,56+0,03(%) dan 95,55+0,04(%) untuk kontrol positif (vitamin C). Konsentrasi fraksi n-
heksana daun J. curcas yang semakin meningkat menunjukkan persen penangkapan
radikal bebas dengan nilai presentase yang besar, walaupun dengan konsentrasi yang
sama persentase fraksi n-heksana masih lebih kecil jika dibandingkan dengan kontrol
positif dimana persen penangkapan radikal bebas pada konsentrasi tertinggi (160
pg/mL) kontrol positif sebesar 95,55+0,04(%). Kemudian dihitung inhibitor concentration
50% sebagai indikator dalam menjelaskan hasil Kklasifikasi aktivitas antioksidan
menggunakan DPPH, dimana ICsp merupakan konsentrasi bahan uji baik dalam bentuk
ekstrak, fraksi, maupun isolat yang memberikan persentase efek penangkap radikal
bebas sebesar 50% yang dibandingkan kontrol positif menggunakan persamaan regresi

115 | Rahman dkk., 2023 (LJIK, Vol 1, No 2)




Lansau: Jurnal Ilmu Kefarmasian
(Volume 1, Nomor 2, 2023) Hal. 110-118

linier (Arina dan Rohman, 2013). Aktivitas antikoksidan yang semakin kuat
menunjukkan nilai ICsp yang kecil. Secara spesifik suatu bahan uji menunjukkan aktivitas
antioksidan sangat kuat jika nilai ICs kurang dari 50 pg/mL (IC50<50pg/mL), kuat
(50pg/mL<ICs50<100pg/mL), sedang (100 pg/mL<IC50<150 pg/mL), lemah (150pg/mL
<IC50<200 pg/mL), dan sangat lemah (IC50>200pg/mL) (Boly et al., 2016). Berdasarkan
penelitian yang didapatkan nilai inhibitor concentration 50% fraksi n-heksana daun jarak
pagar adalah 77,7840,12 pg/mL dan termasuk kategori antioksidan kuat (50
pg/mL<IC5<100pg/mL), sedangkan nilai ICsp vitamin C yang merupakan kontrol
positif adalah 8,79+0,02 pg/mL dan termasuk kategori antioksidan sangat kuat (IC50<50
pg/mL). Berdasarkan penelitian Rahman et al., (2023) ekstrak etanol daun jarak pagar
(Jatropha curcas) mempunyai aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai ICso sebesar
32,83+0,09 pg/mL. Hasil pengujian menggunakan statistik dengan post hoc Tamhane
menghasilkan fraksi n-heksana daun J. curcas mempunyai efek antioksidan dan masing-
masing konsentrasi mempunyai pengaruh yang bermakna dalam penangkapan DPPH
(pvatue < 0,05).

Kemampuan fraksi n-heksana daun J. curcas memiliki potensi dalam penangkapan
radikal bebas disebabkan adanya golongan metabolit sekunder, diantarnya flavonoid
dan polifenol. Potensi dalam penangkapan radikal bebas diduga berasal dari senyawa
flavonoid dan polifenol. Senyawa ini merupakan senyawa fenol (fenil alkohol) dengan
gugus hidroskil (-HO) yang tersubsitusi pada cincin benzena. Atom hidrogen pada fenol
memiliki kemampuan untuk mendonorkan atom hidrogen, sehingga radikal 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl dapat tereduksi menjadi bentuk yang lebih stabil (Fessenden
dan Fessenden, 1994). Berdasarkan penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa isolasi
senyawa aktif dari getah jarak pagar diperoleh senyawa Jatrophidin I, dimana senyawa
ini mempunyai aktivitas antioksidan dengan nilai ICso yaitu 0,88 pM (Altei et al., 2014).

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian fraksi n-heksana daun J. curcas menunjukkan efek
antioksidan dengan kategori kuat dengan nilai inhibitory concentration (ICso) 50%sebesar
77,7840,12(pg/mL). Kekurangan dalam penelitian yaitu bahan pengujian yang
digunakan belum dimurnikan, sehingga tidak diketahui senyawa spesifik daun J. curcas
yang berperan sebagai antioksidan, Oleh karena itu, penelitian selanjutnya tentang
isolasi daun J. curcas) sehingga senyawa aktif yang mempunyai aktivitas antioksidan
dapat diketahui.
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