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ABSTRACT 
 

We have investigated the antiradical activity of  ethanolic extract of mengkudu leaves (Morinda 
citrifolia L.) and brotowali ste m (Tinospora crispa L.) using radical scavenging assay or DPPH radical. Thin 
layer chromatograms were also studied to estimate the group of compounds that have antiradical activity.   
The objective of this research was to compare the DPPH antiradical efficiency values of water fraction and 
acid hydrolyzed water fraction in both extracts. The radical scavenging IC50 value of ethanolic extract, water 
fraction, and hydrolised water fraction (one and thee hours) of mengkudu leaves were 75,65 µg/mL ; 98,68 
µg/mL ; 36,27 µg/mL and 33,36 µg/mL  respectively. The IC50 value for brotowali stem were 33.75 µg/mL,  

{xäx�� J����á� ywäwx� J����� ���� w~äx|� J���� .  The highest antiradical activity was the hydrolyzed water 
fraction three hour namely 200 µg/ mL of this fraction was able to ��������yyäwx¬� �����w~äx|�J���� DPPH 
radicals. 
Key words: radical scavenging, Morinda citrifolia L.,Tinospora crispa, L.,  hydrolyzed water fraction, DPPH  

 

ABSTRAK 
 

Keberadaan radikal bebas dalam tubuh dapat meni mbulkan beberapa kerusakan atau peny akit,  
sehingga antioksidan tambahan bisa sebagai salah satu penangkalnya. Peneli tian ini membandi ngkan 
aktivitas penangkapan radikal 2-xï��������� -1- pi kril-hidrazil (DPPH) ekstrak etanolik, fraksi air, dan fraksi  
air terhidrolisis pada daun mengkudu ( Morinda citrifolia L.) serta batang brotowali (Tinospora crispa, L). 
Peneli tian dilakukan dalam beberapa tahap yakni ekstraksi, fraksinasi untuk mendapatkan fraksi air, 
perlakuan hidrolisis asam pada fraksi air (satu dan 3 jam), uji aktivitas antioksidan dengan kromatografi 
lapis tipis dan uji penangkapan radikal DPPH dengan spektrofotometri. Senyawa anti oksidan pada masing-
masing fraksi dan aktivitas penangkapan radikal  DPPH (%) dapat diketahui dari profil kromatogram,  
sedangkan IC50 dapat dihitung dari kurva linier antara konsentrasi vs  aktivitas penangkapan radikal (%).  
Nilai IC50 sebelum dan sesudah hidrolisis dibandingkan dengan uji paired sample t-test pada SPSS 16.0 
dengan taraf signifikansi 95%. Nilai IC50 ekstrak etanolik, fraksi air, fraksi air dengan perlakuan hidrolisis 
asam selama 1 jam, dan fraksi air dengan perlakuan hidrolisis asam selama 3 jam berturut-turut sebesar 
}{á|{�J����á� ��~á|~�J����á�y|áx}�J���������yyáy|�J����  pada daun mengkudu. Sedangkan pada batang 
���������� ��������� yyá}{� J����á� {xáx�� J����á� ywáwx� J����� ���� w~áx|� J���� . Proses hidrolisis dapat 
mengubah profil fitokimia fraksi air dan meningkatkan aktivitas penangkapan radikalnya.  
Kata kunci: Daun mengkudu,  ����������������á���������xáxï��������-1- Pikri l Hidrazil, fraksi air terhidrolisis.  
 

PENDAHULUAN 
Daun mengkudu dan batang brotowali 

berpotensi sebagai sumber antioksidan alami 

berasal dari tanaman obat. Beberapa ekstrak non 

air daun mengkudu  mempunyai nilai IC50   sebesar  
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0,20-0,35mg/mL dan fraksi etil asetat dibanding 

fraksi air pada batang brotowali mempunyai 

aktivitas antioksidan lebih tinggi (Thani dkk., 2010 

dan Irianti dkk., 2011). Selain itu infusa daun 

mengkudu juga dilaporkan memiliki aktivitas 

antioksidan yang lebih tinggi dibanding infusa teh 

hijau (West dan Zhou, 2008, West dkk.,2009). 

Salah satu senyawa bertanggung jawab sebagai 
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antioksidan adalah flavonoid. Amom dkk. (2009) 

melaporkan kandungan flavonoid dalam batang 

brotowali adalah katekin, luteolin, morin dan 

rutin.  

Fraksinasi digunakan untuk memisahkan 

senyawa berdasarkan kepolarannya,  Irianti dkk., 

(2012) menunjukkan bahwa fraksi air mempunyai 

aktivitas antioksidan lebih rendah dibanding 

fraksi etil asetat. Fraksi air (fraksi tidak larut etil 

asetat) mengandung banyak glikosida flavonoid 

yang mempunyai aktivitas penangkapan radikal 

DPPH (Sang dkk., 2001). Kandungan flavonoid 

dalam bentuk glikosida lebih banyak 

dibandingkan aglikon flavonoid dal am daun 

mengkudu (Deng dkk., 2008). Glikosida flavonoid 

mempunyai aktivitas  antioksidan yang lebih 

rendah dibandingkan bentuk aglikonnya (Heim 

dkk., 2002). Kuersetin sebagai aglikon 

menunjukkan kapasitas antioksidan intraseluler 

yang lebih tinggi bila dibandingkan bentuk 

glikosidanya (Kim dan Jang, 2010).  

Dengan membebaskan aglikon dari bentuk 

glikosida diharapkan dapat meningkatkan 

aktivitas antioksidan fraksi air. Pembebasan 

aglikon ini dapat dilakukan dengan cara hidrolisis 

dalam kondisi asam (Harborne, 1965). Kim dan 

Jang (2010) juga menyatakan bahwa secara in 

vitro kemampuan penangkapan radikal hidroksil 

dan peroksi radikal ekstrak daun Mulberry 

meningkat setelah perlakuan hidrolisis. Teh yang 

dihidrolisis dengan bantuan enzim tannase 

dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan in vitro 

lebih tinggi dibandingkan sebelum hidrolisis. Hal 

ini dikonfirmasi dengan menggunakan uji DPPH 

dan sistem ORAC (M acedo, dkk., 2011).  

Pitchaon (2011) meneliti membebaskan 

flavonoid dengan hidrolisis asam meningkatkan 

aktivitas antioksidan secara signifikan dengan 

metode ABTS, DPPH pada ekstrak biji Mangga 

(Mangifera indica Linn.). Penelitian lain yang 

dilakukan oleh Wang, dkk (2002) pada 

Anoectochilus formosanus Hayata (Orchidaceae) 

menyatakan bahwa prosedur hidrolisis asam 

dapat secara signifikan meningkatkan aktivitas 

antioksidan ekstrak yang diuji. Oleh sebab itu, 

Wang, dkk.,(2002) menawarkan prosedur 

hidrolisis sebagai pros edur rutin untuk 

mengevaluasi kekuatan antioksidan dari berbagai 

ekstrak tanaman. Aktivitas antioksidan dievaluasi 

dengan menggunakan metode penangkapan 

radikal DPPH yang diekspresikan dengan nilai 

IC50. 

Metode DPPH merupakan metode yang 

sederhana dan hany a membutuhkan 

spektrofotometer UV-Vis. Adanya hidrogen/ 

elektron donor (antioksidan penangkap radikal) 

membuat intensitas absorpsi menurun dan 

larutan radikal kehilangan warna yang sebanding 

dengan jumlah elektron yang berhasil ditangkap 

(Molyneux, 2004). Metode DPPH 

direkomendasikan sebagai metode yang mudah 

dan akurat untuk mengukur aktivitas antioksidan 

ekstrak. Hasil uji lebih reprodusibel bila 

dibandingkan metode penangkapan radikal bebas 

����� ����� �������� tátï-azonobis-(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic-acid) atau ABTS 

(Sharma and Bhat, 2009).  Kinetika reaksi antara 

fenol-ABTS ditemukan berbeda dengan fenol-

DPPH pada rentang konsentrasi yang 

mirip.Radikal DPPH banyak digunakan saat ini 

karena stabilitasnya yang tinggi, bahan uji yang 

diperlukan kecil dan dapat diaplikasikan untuk 

senyawa lipofilik maupun hidrofilik (Deng dkk., 

2011). Metode penangkapan radikal DPPH 

memiliki kelebihan antara lain pereaksi tidak 

selektif sehingga senyawa dengan gugus fungsi 

dari antioksidan lemahpun dapat diidentifikasi 

dan waktu stabil setelah terjadi reaksi cukup 

memadai untuk di analisis. Metode DPPH dapat 

digunakan pada solven organik berair maupun 

nonpol ar, maka  antioksidan hidrofilik maupun 

lipofilik dapat diuji aktifitasnya (Deng, dkk., 2011 

2011). 

 

METODOLOGI 
Bahan  

Bahan utama yang digunakan adalah daun 

mengkudu (Morinda citrifolia L.) dan batang 

brotowali (Tinospora crispa L.). Daun mengkudu 

(M)  diperoleh dari Jitardukuh, Sumberarum, 

Moyudan, Sleman, Yogyakarta dan batang 

brotowali (B) dipanen dari Purwosari, Sinduadi, 

Mlati, Sleman. Pelarut dalam penelitian ini ada 

yang kualitas teknis seperti etanol 96%, heksan, 

etil asetat, dan kualitas dari pro analisis (Merck) 

seperti methanol, etanol, heksan, etil asetat, 

���������� ������� ��������á� tátï -difenil-1-

pikrilhidrazil (DPPH), penampak bercak AlCl3, 

aquadest, HCl 2 N (Laboratorium Fitokimia Bagian 

Biologi Farmasi UGM).  

 

Ekstraksi dan partisi  

Sebanyak masing-masing 10 kg daun 

mengkudu segar dan batang brotowali bagian 

tengah 1-1,5 meter (m) dari 2 m, disortasi 

kemudian dicuci dengan air mengalir. Selanjutnya 

daun dan batang dikeringkan dengan oven suhu 

500C selama 10 jam sampai kering patah dengan 

sebelumnya ditiriskan untuk menghilangkan air 

menempel. Dua macam serbuk dimaserasi dengan 

etanol 96% (teknis) dan dilakukan pengadukan 

secara berulang. Filtrat sari etanol diuapkan 

hingga didapat ekstrak kental. Sebanyak 7,5 gram 

masing-masing ekstrak etanol  ini di tambahkan 
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pelarut 25mL 70% etanol sampai tercampur 

sempurna. Ekstrak dipartisi cair-cair dengan 50 

mL heksan menggunakan corong Buchner, partisi 

dilakukan berturut-turut sehingga didapat fase 

heksan jernih (bagian atas). Fase heksan dan fase 

tidak larut heksan diuapkan hingga kental. Fase 

tidak larut heksan dilarutkan dalam aquadest 

kemudian dipartisi cair-cair dengan 50mL etil 

asetat menggunakan  corong Buchner, partisi 

dilakukan sehingga didapatkan fase etil asetat 

jernih (bagian atas). Fase etil asetat dan fase air 

diuapkan sampai kental.  

 

Hidrolisis fraksi air  

Metode hidrolisis asam pada fraksi air 

merupakan gabungan dan modifikasi berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Harborne (1965) 

dan Wang dkk (2002). Sebanyak 5 gram sampel 

dari fraksi air (fase padat tak larut etil asetat) 

dilarutkan dal am 50mL larutan dari  etanol 96%  

dan 25mL HCl 2 N (etanol-HCl 2N  1:1, v/v) 

dimasukkan dalam labu al as bulat dan di refluks 

selama 60 menit dan 180 menit. Larutan hasil 

refluks didiamkan sampai dingin pada suhu 

kamar, kemudian dipartisi cair cair berulang 

dengan air/ etil asetat (1:1, v/v). Fraksi air 

terhidrolisis asam didapat dari fraksi etil asetat 

jernih serta tidak berwarna, selanjutnya disaring 

menggunakan natrium sulfat anhidrat untuk 

menghilangkan tapak air. Fraksi etil asetat 

diuapkan tanpa pemanasan sampai kental. 

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Kromatografi lapis tipis digunakan untuk 

melihat profil kromatogram ekstrak etanolik dan 

masing-masing fraksi. Fase diam yang digunakan 

adal ah silika gel 60 F254 dengan fase gerak etil 

asetat: diklormetan: asam formiat: asam asetat: 

aquades (100:25:10:10:11) dan 

kloroform:methanol:asam formiat (44:3,5:2,5 v/v) 

dengan jarak pengembangan 8 cm. Plat dilihat 

dibawah sinar tampak, UV 254, dan UV 366 (Wang 

dkk, 2009).  

Pembanding yang digunakan pada metode 

KLT ini kuersetin. Fase diam silica gel F254 dan fase 

gerak masing-masing ekstrak dengan jarak 

pengembangan 8 cm. Plat dilihat di UV 254, UV 

366, kemudian disemprot dengan AlCl3 untuk 

mendeteksi golongan flavonoid. Golongan 

senyawa yang ada pada ekstrak etanolik, fraksi air 

dan fraksi hasil hidrolisis ditotolkan pada lempeng 

KLT. Setelah dielusi, bercak diamati pada UV254 

nm, UV366 nm dan sinar tampak. Untuk uji 

pendahuluan senyawa antioksidan, lempeng KLT 

disemprot dengan 0,2% DPPH.  Untuk mendeteksi 

senyawa golongan flavonoid digunakan penampak 

bercak AlCl3. 

Pada sampel fraksi dengan hidrolisis 

selama 1 jam, 3 jam dan standar kuersetin 

diidentifikasi dengan KLT menggunakan fase diam 

silika gel 60 F254. Sedangkan fase geraknya adalah 

toluen: etil asetat: metanol: asam format 

(32:14:12:5 v/v) dan kloroform:methanol:asam 

formiat (44:3,5:2,5 v/v). Setelah dielusi, bercak 

diamati pada UV 254 nm, UV 366 nm dan sinar 

tampak  serta untuk mendeteksi senyawa 

golongan flavonoid digunakan penampak bercak 

AlCl3. 

 

Aktivitas penangkapan radikal dengan metode 

DPPH 

Metode uji penangkapan radikal didasarkan 

pada metode yang dilakukan oleh Scherer dan 

Godoy ( 2009) dan Deng dkk (2011). Sebanyak 

3,9mL larutan DPPH  dalam tabung reaksi 

ditambah 100 µL metanol p.a. pada sampel blanko. 

Sedangkan tabung reaksi berikut sebanyak 3,9mL  

larutan DPPH ditambah 100 µL bahan uji. Larutan 

divortex untuk membantu proses pencampuran 

dan inkubasi dal am ruang gel ap sel ama 30 menit. 

Larutan dibaca absorbansinya pada 

spektrofotometer ���������I�wsy���. 

Sebanyak 0,1mL larutan uji dalam metanol 

ditambahkan kedalam 3,9mL larutan DPPH 0,08 

mM. Inkubasi dilakukan selama 60 menit dan 

absorbansi dibaca pada panjang gelombang 

maksimum DPPH. Blangko disiapkan dengan cara 

melarutkan 0,1mL larutan sampel ditambah 3,9mL  

metanol. Larutan kontrol DPPH terdiri dari 0,1mL 

metanol ditambah 3,9mL larutan DPPH 0,08 mM.  

 

Analisis data 

Data yang didapat berupa profil 

kromatogram yang dianalisis deskriptif untuk hRf 

senyawa pada pengamatan dibawah sinar UV 254, 

UV366, sinar tampak, dan pasca semprot. Data IC50 

dari fraksi air sebelum dan sesudah hidrolisis 

selama 1 jam atau 3 jam dianalisis secara statistika 

dengan uji paired sampl e t-Test dengan SPSS for 

windows 16.0. untuk mendeteksi adanya 

perbedaan yang signifikan.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Sebanyak 10 kg masing-masing dari daun 

mengkudu (DM)  dan batang brotowali (BB) yang 

dikeringkan dalam oven 50 0C selama 10 jam 

sampai kering patah, kemudian diambil 500 g 

serbuk DM serta 500 g serbuk BB dimaserasi 

dengan etanol 96% (teknis). Ekstrak etanolik 

diperoleh 54,5 g (DM) dan 15,5 g (BB) atau dengan 

kata lain rendemennya sebesar 10,9% (DM) dan 

3,1% (BB). Ekstrak kental DM berwarna hijau 

pekat, sedangkan ekstrak BB berwarna hi jau tua 

kecoklatan.  
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Menurut Franco dkk (2010), hasil ekstrak 

dan aktivitas antioksidan ekstrak tanaman sangat 

tergantung pada polari tas solven yang akan 

menentukan keberhasilan penyarian senyawa 

antioksidan secara kualitatif dan kuantitatif. 

Ekstraksi pada penelitian ini menggunakan etanol 

96% (teknis) karena pel arut ini mempunyai 

toksisitas rendah dan dapat menghasilkan 

rendemen ekstrak cukup tinggi. Penyarian            

dengan etanol 96% telah dilakukan oleh Sang dkk 

(2001) untuk mendapatkan glikosida flavonoid 

dalam daun mengkudu dan hal sama pada           

batang brotowali dikerjakan oleh Irianti dkk. 

(2011). 

Tabel I. Rendemen hasil fraksinasi ekstrak etanol daun mengkudu dan batang brotowali  
 

Bobot ekstrak 

etanol (g) 
Fraksi 

Bobot fraksi (g) 

DM            BB 

Rendemen (% b/b) 

DM           BB 

12 n-heksan 2,89      2,89 24,1      24,08 

12 Etil asetat 0,21     1,75 6,1      14,58 

12 Air 6,948    4,12 57,9     34,33 

 

DM: daun mengkudu dan BB: batang brotowali 

 

 

Gambar 1. Profil kromatogram ekstrak etanol dan fraksi-fraksinya (A) serta fraksi air terhidrolisis (B) 

daun mengkudu (DM) dengan pembanding kuersetin  

 

 
 

Gambar 2. Profil kromatogram fraksi air terhidrolisis daun mengkudu (DM) dengan pembanding 

kuersetin 
 

Keterangan: Fraksi terhidrolisis 1 jam, 2. Fraksi terhidrolisis 3 jam dan 3. Pembanding kuersetin; Kondisi KLT; Fase 

diam: silika gel 60F254; Fase gerak: toluen: etil asetat: metanol: asam format (32:14:12:5) 

Pengembangan menaik 8 cm 
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Ekstrak etanolik dari DM dan BB 

difraksinasi untuk mendapatkan fraksi air dengan 

kandungan glikosida flavonoid yang lebih               

tinggi dibandingkan ekstrak kasar. Menurut               

Sang dkk (2001), fraksi tidak larut etil asetat            

atau disebut fraksi air pada penelitian ini 

mengandung banyak glikosida flavonoid. Proses 

fraksinasi diawali dengan partisi cair-cair dengan 

heksan.   Heksan   digunakan   untuk   memisahkan                

senyawa non polar seperti klorofil.  Fraksi tidak 

larut heksan kemudian dipartisi cair-cair 

menggunakan etil asetat untuk memisahkan 

senyawa semi-polar dari ekstrak kasar,  

sedangkan fraksi tidak larut etil asetat diberi 

perl akuan hidrolisis asam. Masing-masing fraksi 

dipekatkan sampai kental  dan  tabel I menunjukkan 

rendemen fraksi air (tidak larut etil asetat) adalah 

tertinggi.  

Proses hidrolisis pada suatu bahan sangat 

tergantung pada konsentrasi asam, waktu 

hidrolisis, suhu, dan komposisi pel arut (Biesaga 

dan Anna., 2007). Hidrolisis pada penelitian ini 

dilakukan dengan proses refluks pada sampel 

fraksi air dalam etanol 96% dengan katalis asam 

klorida 2 N. Campuran alkohol-asam pada proses 

ini berguna untuk melarutkan glikosida yang  

tidak larut dalam air, mencegah ketidaklarutan 

aglikon setelah dilakukan proses hidrolisis,  dan 

mencegah hilangnya aglikon oleh proses 

autooksidasi (Harborne, 1965). Penggunaan asam 

klorida dalam proses hidrolisis untuk 

mendapatkan   aglikon   dengan   sempurna      dan  

 
 

Gambar 3. Kromatogram ekstrak etanolik batang brotowali dan fraksinya serta fraksi air terhidrolisis 

asamsetelah disemprot AlCl3  (A) dan fraksi air terhidrolisis setelah disemprot dengan DPPH. Fase diam 

silica gel F254 dan fase gerak kloroform:metanol:asam formiat (44:3,5:2,5 v/v).  
Keterangan:      K: pembanding kuersetin; E: Ekstrak etanolik; EA: fraksi etil asetat; A: fraksi a ir; A1: fraksi air 

terhidrolisis 1 jam;  A3: fraksi air terhidrolisis 3 jam 

 

 
 

Gambar 4. Profil kromatogram fraksi air terhidrolisis batang brotowali dengan pembanding kuersetin.  
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untuk meminimalkan reaksi degradasi senyawa 

dalam ekstrak. Asam klorida merupakan katalis 

kuat sehingga mampu memecah ikatan glikosidik 

antara flavonoid dengan gugus gula. Asam klorida 

dilaporkan mempunyai efisiensi lebih tinggi 

dibanding asam sulfat (Wach dkk., 2007).  

Waktu hidrolisis dilakukan selama 1 jam 

dan 3 jam dan dihentikan dengan cara 

mendinginkan labu alas bulat dalam air. Setelah 

proses hidrolisis selesai, dilakukan penarikan 

senyawa dengan etil asetat. Fase etil asetat 

diambil karena aglikon flavonoid mempunyai 

 

Gambar 5. Hubungan kadar dengan % penangkapan radikal DPPH pada ekstrak dan fraksi air 

terhidrolisis asam daun mengkudu  

 

 

 

Gambar 6. Hubungan kadar dengan % penangkapan radikal DPPH pada ekstrak dan fraksi air 

terhidrolisis asam batang brotowali 

 

 

Gambar 7.  Nilai IC50 fraksi air dan terhidrolisisnya pada daun mengkudu (M) dan batang brotowali (B). 

Keterangan: M1 dan  B1 adalah  fraksi air (Nilai IC50 75,65 dan 33,75  µg/mL); M2 dan B2 adalah fraksi air 

terhidrolisis asam 1 jam (Nilai IC50 36,27 dan 31,12 µg/mL); M3 dan B3 adalah fraksi air terhidrolisis asam 3 jam 

(Nilai IC50 33,36 dan 18,26 µg/mL); M4 dan  B4 adalah  ekstrak etanolik (Nilai IC 50 98,68 dan 52,29  µg/mL) 
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kelarutan yang tinggi pada etil asetat, kemudian 

masing-masing fraksi dianalisis dengan 

kromatografi lapis tipis untuk mengetahui 

kandungan aglikon flavonoid dal am fraksi hasil 

hidrolisis. Pembanding yang digunakan adalah 

kuersetin,  suatu standar aglikon flavonoid, dan 

profil kromatogram fraksi air terhidrolisis dengan 

pembanding kuersetin dapat dilihat pada gambar 

1 dan 2.  Kuersetin mempunyai bercak pada hRf 

75, pada hRf yang sama, fraksi air dengan 

perl akuan hidrolisis 1 jam (DM) menunjukkan  

adanya pola sama dengan pembanding. Pada 

fraksi air dengan perlakuan hidrolisis 1 jam 

membuktikan adanya senyawa aglikon flavonoid 

seperti kuersetin, sedangkan pada perlakuan 

hidrolisis 3 jam menunjukkan bercak dengan nilai 

hRf sama namun warna fluoresensi yang berbeda.  

Pada batang brotowali mempunyai 

kromatrogram (gambar 3 dan 4) di semua fraksi 

pola bercak-bercak dengan jarak sama namun 

dengan intensitas warna  berbeda. Pemisahan 

senyawa dengan cara fraksi jarang mencapai 

sempurna dan senyawa  sama bisa terdapat dalam 

beberapa fraksi dengan perbandingan jumlah 

berbeda (Harborne, 1987). Nilai hRf besar 

menandakan senyawa pada bercak tersebut 

semakin kurang polar, hal ini dikarenakan pada uji 

KLT ini digunakan fase gerak cenderung non polar 

sementara fase diamnya polar, sehingga senyawa 

kurang polar akan lebih mudah terelusi. Dari hasil 

pengamatan bercak -bercak kromatogram pada 

sinar UV sebelum dan setelah penyemprotan, 

kemungkinan senyawa pada ekstrak dan fraksi 

batang brotowali adalah flavonol yang 

mengandung  3-OH bebas dan disertai atau tanpa 

5-OH bebas dan isoflavon tanpa OH bebas. Jenis 

flavonoid ini terdapat baik dalam bentuk glikosida 

pada titik awal penotolan karena glikosida 

flavonoid bersifat polar sehingga kurang dapat 

terelusi oleh fase gerak non polar. Sementara 

aglikon fl avonoid berada pada hRf yang lebih 

besar karena aglikon flavonoid bersifat kurang 

polar sehingga dapat lebih mudah terelusi oleh 

fase geraknya. 

Adanya pembebasan aglikon fl avonoid dari 

bentuk glikosidanya diperkuat dari bercak yang 

tampak pada kromatogram setelah penyemprotan 

dengan DPPH. Pada kromatogram setelah 

disemprot dengan DPPH, pada semua fraksi 

muncul bercak kuning pucat pada hRf 43, namun 

hanya pada fraksi air terhidrolisis 1 jam dan 3 jam 

saja muncul bercak kuning pada hRf 65. Bercak 

kuning setelah penyemprotan dengan DPPH 

merupakan senyawa golongan flavonoid dan pada 

hRf 65 menunjukkan aglikon flavonoid bebas 

setelah proses hidrolisis dengan sifat lebih non 

polar dibandingkan bentuk glikosida flavonoidnya. 

Hal ini sesuai dengan hasil uji DPPH dimana 

aktivitas penangkapan radikal fraksi air 

terhidrolisis 3 jam lebih poten hampir 2 kali lipat 

dibanding fraksi air karena keberadaan bentuk 

glikosidanya menurunkan efisiensi antioksidan 

(Fuhrman & Aviram, 2002). Aglikon flavonoid 

mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih baik 

bila dibandingkan dengan bentuk glikosidanya. 

Sementara pada waktu hidrolisis 1 jam tidak  

menunjukkan adanya perbedaan signifikan 

aktivitas bila dibandingkan dengan fraksi air, 

diduga karena pada waktu 1 jam belum banyak 

aglikon flavonoid terbebaskan.  

Pada kromatogram ekstrak etanolik batang 

brotowali dan fraksinya (gambar 3), fraksi air 

mempunyai bercak pada hRf  0 dan 10 yang tidak 

muncul pada fraksi air terhidrolisis, sementara 

pada fraksi air terhidrolisis 1 dan 3 jam nampak 

bercak juga pada hRf 65 dan 80 tidak tam pak pada 

fraksi air. Sel ain itu bercak dengan hRf 22 pada 

fraksi air nampak berkurang intensitasnya pada 

fraksi air terhidrolisis.  

Uji penangkapan radikal DPPH merupakan 

salah satu metode in vitro untuk mengevaluasi 

kemampuan antioksidan suatu senyawa mel alui 

mekanisme penangkapan radikal. Uji in vitro ini 

dapat digunakan untuk memperkirakan aktivitas 

antioksidan in vivo suatu senyawa. Senyawa yang 

kurang efektif secara invitro tidak akan lebih baik 

aktivitasnya secara in vivo. Uji  in vitro juga 

penting untuk memperkirakan dosis dalam studi 

in vivo (Haliwell dkk. 1995).  Metode DPPH 

menggunakan parameter IC50 untuk 

mengintepretasi aktivitas antioksidan suatu 

senyawa dan IC50 didifinisikan sebagai konsentrasi 

substrat yang menyebabkan aktivitas DPPH 

berkurang 50% (Molyneux 2004). Gambar 5 dan 6 

menunjukkan perbandingan nilai IC50 antar fraksi. 

Semakin kecil nilai IC50 menandakan semakin 

besar aktivitas senyawa dal am menangkap radikal 

DPPH.  

Pengujian aktivitas penangkapan radikal 

DPPH oleh fraksi air digunakan untuk 

membandingkan aktivitas penangkapan radikal 

sebelum dan setelah perlakuan hidrolisis. Dengan 

5 seri kadar baik pada daun mengkudu (DM) dan 

batang brotowali (BB) dan perhitungan nilai IC50 

diperoleh berturut turut pada ekstrak, fraksi air, 

fraksi air terhidrolisis 1 jam dan 3 jam adalah 

98,68; 75,65; 36,27 dan 33,36 µg/mL pada DM 

serta 52,29; 33,75; 31,12 dan 18,26 µg/mL pada 

BB. Sedangkan sebagai pembanding adalah 

aglikon flavonoid yaitu kuersetin dengan nilai IC50 

adal ah 1,53 µg/mL dan kuersetin merupakan 

polifenol dengan aktivitas antioksidan yang tinggi 

serta pada tanaman banyak terkandung kuersetin.  
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Pembanding kuersetin menunjukkan 

aktivitas penangkapan yang paling tinggi 

dbanding semua sampel uji, karena 

kemampuannya menangkap radikal bebas oleh 

adanya beberapa gugus hidroksi fenoliknya 

dengan membentuk radikal baru. Radikal 

kuersetin tersebut mampu distabilisasi lebih 

lanjut dengan adanya gugus  ortodihidroksi fenolik 

pada cincin B dan dapat dilakukan juga oleh gugus 

fenolik pada cincin A (Nicivorovic dkk, 2010).  

Aktivitas penangkapan radikal DPPH oleh 

ekstrak DM dan BM lebih tinggi dibandingkan 

fraksi air (gambar 5 dan 6). Hal ini dikarenakan 

efek sinergisme dari dua atau lebih senyawa 

dengan berbagai kepolaran dal am daun mengkudu 

dan batang brotowali. Seperti dilaporkan oleh 

Hiranto dkk (2005) juga Zin dkk (2007) bahwa 

kebanyakan senyawa antioksidan alami bekerja 

sinergistik satu sam lain membentuk aktivitas 

antioksidan spectrum luas pada sistem 

pertahanan melawan radikal bebas. Proses 

fraksinasi pada ekstrak etanolik dapat 

memisahkan senyawa berefek sinergis tersebut 

sehingga aktivitas penangkapan radikalnya lebih 

kecil. 

Adanya peningkatan aktivitas penangkapan 

radikal dari fraksi air batang brotowali (BB) dan 

daun mengkudu (DM) setelah perlakuan hidrolisis 

asam dapat ditunjukkan pada gambar 7. Setelah 

dilakukan proses hidrolisis asam selama 3 jam, 

aktivitas penangkapan radikal DPPH oleh fraksi 

air dapat meningkat 2 � 3 kali lipat dengan nilai 

IC50 sebesar 33 µg/mL (DM) dan 18 µg/mL (BB). 

Keberadaan senyawa aglikon flavonoid pada fraksi 

setelah dihidrolisis baik BB maupun DM 

menyebabkan aktivitas penangkapan radikal lebih 

tinggi.  

Jun dkk. (2003) mengelompokkan aktivitas 

penangkapan radikal sesuai konsentrasi IC50. 

Gambar 7 menunjukkan menurut nilai IC50 yang 

didapat,  fraksi air,  air terhidrolisis 1 jam,  air 

terhidrolisis 3 jam tergolong sangat aktif. 

 

KESIMPULAN KESIMPULAN 
Perlakuan hidrolisis asam pada fraksi air 

daun mengkudu dan batang brotowali dapat 

meningkatkan aktivitas penangkapan radikal 

DPPH yang di tunjukkan pada nilai  IC50 dari 

ekstrak etanolik daun mengkudu dan batang 

brotowali, fraksi air, dan hidrolisisnya (1 jam dan 

3 jam) memiliki aktivitas penangkapan radikal 

DPPH pada d���������������������ywáxw�J����á��

{záxz�J����á �uxáty�J�������� uuáux�J���� pada 

daun mengkudu. Sedangkan pada batang 

���������� ��������� uuáyw� J����á� wtát{� J����á�

usást�J���������szátx�J����.  
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