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MOTTO

“be not afraid of greatness. Some are born great, some achieve greatness, and
some have greatness thrust upon them”- Malvolio in Twelfth Night

(William Shakespeare)

“Jangan takut akan kejayaan. Sebagian terlahir dengan hebat, ada yang mencapai
keagungan, dan ada yang memiliki kehebatan yang diberikan kepada

mereka”- Malvolio dalam Twelfth Night (William Shakespeare)

Penjelasan: Semua orang mempunyai kesempatan untuk menjadi orang
besar atau orang hebat, walau jalannya berbeda-beda. Ada yang memiliki
kehebatan itu sgjak lahir, ada yang berusaha mencapai kesuksesan dengan jerih

payahnya sendiri, ada juga yang memiliki kekuasaan karena pemberian pihak lain.
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INTISARI

Daun seledri sebagai salah satu tanaman yang banyak digunakan oleh
masyarakat sebagai bumbu penyedap pada makanan. Daun seledri dapat
digunakan sebagai antihipertensi, anti rematik, menurunkan kadar asam urat,
karena daun seledri mengandung senyawa flavonoid. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak
etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air.

Pada penelitian ini, daun seledri (Apium graveolens L.) diekstraksi dengan
cara maseras menggunakan pelarut etanol 70% selama 5 hari dan remaseras
selama 2 hari, dan dilanjutkan fraksinasi dengan metode ekstraks cair-cair
menggunakan corong pisah, kemudian dilakukan penetapan kadar flavonoid total
dan uji aktivitas antioksidan terhadap radikal ABTS.

Ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraks etil asetat dan fraksi air memiliki
kadar flavonoid total yang setara dengan kuersetin berturut-turut yaitu 63,16%,
83,39%, 88,89%, 67,55%. Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan nilai |Csp pada
ekstrak etanol, fraks n-heksan, fraks etil asetat dan fraks air daun seledri
berturut-turut yaitu 24,63+0,23 ppm, 17,35+0,22 ppm, 15,50+0,14 ppm,
17,66+0,28 ppm. Berdasarkan hasil yang diperoleh, potens antioksidan dari
ekstrak dan fraksi berturut-turut yaitu fraks etil asetat > fraksi n-heksan > fraks
air > ekstrak. Analisis statistik menggunakan one way ANOVA menunjukkan
terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) kadar flavonoid total dan aktivitas
antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun seledri.

Katakunci : daun seledri, ekstrak, fraksi, flavonoid total, antioksidan
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ABSTRACT

Celery leaves as one of the plants that are widely used by people as a food
flavoring. Celery leaves can be used as antihypertensive, anti-rheumatic, and
reduce uric acid, cause the celery leaves contains flavonoid compounds. This
study aims to determine the total flavonoid levels and antioxidant activity of the
etanol extract, n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and water fraction.

In the research, the ethanol extract of celery leaves (Apium graveolens L.)
was obtained by maceration using 70% ethanol for 5 days and remaceration for 2
days, and then fractionated by liquid extraction method using separating funnel.
The antioxidant activity was determined using ABTS radicals.

Ethanol extract, n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and water
fractions had total flavonoid that equivalent of quersetin were 63.16%, 83.39%,
88.89%, 67.55% respectively. Antioxidant activity was expressed as |Cso values in
the extract, the n-hexane fraction, the ethyl acetate fraction, and water fraction
were 24.63+0.23 ppm, 17.35+0.22 ppm, 15.50+0.14 ppm, 17.66+0.28 ppm
respectively. Based on the result obtained, the antioxidant potency of extract and
fraction were successively of ethyl acetate fraction > n-hexane fraction > water
fraction > extract. Statistical analysis using one way ANOVA obtained a
significant value of p<0.05. The result indicate there are differences in total
flavonoid content and antioxidant activity between ethanol extract and fractions
from celery leaf.

Keyword: Celery leaf, extract, fractions, total flavonoid, Antioxidants.
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BAB |

PENDAHULUAN

Perubahan pola hidup masyarakat berdampak negatif terhadap kesehatan
terutama munculnya berbagai penyakit degeneratif. Hasil Riskesdas (2018)
menunjukkan prevalensi hipertensi di Indonesia mencapai 34,1 persen yang
mengindikasikan adanya peningkatan penyakit degeneratif. Penyakit degeneratif
yang berhubungan erat dengan radikal bebas (Hunter dan Reddy, 2013). Radikal
bebas yang berikatan secara kovalen dengan enzim atau reseptor menyebabkan
kerusakan pada senyawa yang diserang dan terbentuk senyawa radikal bebas baru
dari molekul yang telah kehilangan (Aji, 2014). Reaktivitas radikal bebas dapat
dihambat oleh sistem antioksidan (Wijayanti, 2016).

Tubuh membutuhkan antioksidan yang mampu menghambat atau mencegah
oksidasi pada substrat dengan cara mendonorkan elektronnya (Isnidar dkk., 2011).
Antioksidan diperoleh dari buah dan sayur-sayuran yang mengandung vitamin A,
C, E, asam folat, antosianin, senyawa fenol dan flavonoid. Flavonoid merupakan
salah satu senyawa yang mempunyai kemampuan dapat menangkap radikal bebas
dan menghambat oksidasi lipid (Banjarnahor dan Artanti, 2014).

Senyawa flavonoid yang berpotensi sebagai antioksidan alami salah satunya
berasal dari daun seledri (Apium graveolens L.). Daun seledri mengandung
senyawa glikosida apiin, isoquersetin, umbelliferon, mannite, inosite, asparagine,
glutamine, choline, linamarose, pro vitamin A, vitamin C, dan B (Ali, 2010). Li

dkk., (2014) melaporkan bahwa senyawa flavonoid daun seledri yang terdeteksi



sebagal apiin merupakan glikosida flavonoid. Daun seledri memiliki kadar
flavonoid total pada ekstrak air daun seledri sebesar 0,51%. Herba seledri
mengandung senyawa 3-n-butylphthalide (NBP) sehingga mempunyai aktivitas
antihipertens dan vasorelaksan. Pemberian secara intraperitonial selama 13 hari
pada dosis 2 dan 4 mg/hari menghasilkan efek hipotensif (Sowbhagya, 2014).
Fraks air seledri pada dosis 25, 50 dan 100 mg/kgBB dapat menurunkan kadar
kolesterol total karena adanya flavonoid yang bersifat sebagai antioksidan (Helmi
dkk., 2013).

Hasil kajian literatur sebelumnya, Kusnadi dkk., (2017) ekstrak daun seledri
dengan konsentrasi 25l diperoleh kadar flavonoid rata-rata sebesar 24,71 mg/100
g sampel. Kadar flavonoid ekstrak seledri pada organ daun diperoleh hasil
terbesar jika dibandingkan dengan organ bunga dan organ batangnya (Dewi dan
Widyastuti, 2010). Ekstrak daun seledri masih berupa campuran dari berbagai
senyawa, oleh karena itu perlu dipisahkan ke dalam fraksi yang memiliki polaritas
dan ukuran molekul yang sama Fraksi-fraks yang diperoleh mungkin
menunjukkan sifat kimia dan fisika senyawa yang lebih khas daripada ekstrak
awalnya (Sarker dkk., 2006). Berdasarkan penelitian sebelumnya ekstrak daun
seledri mempunyai aktivitas farmakologi yang berhubungan dengan flavonoid,
sehingga dalam penelitian ini perlu dilakukan penelitian mengenai penetapan
kadar flavonoid.

Penelitian sebelumnya menunjukan fraks metanol seledri menggunakan
metode FRAP memiliki aktivitas antioksidan pada konsentrasi setara dengan

12,48 mmol Fe,SO4/Liter ekstrak (Uddin, 2015). Li dkk., (2014 ) melaporkan



bahwa nilai Csy daun seledri yang diekstrak menggunakan etanol adalah sebesar
68,0 pg/ml dalam uji DPPH. Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode ABTS
memiliki sensitivitas yang lebih tinggi daripada metode DPPH. Metode ABTS
memiliki sensitivitas 99,5% dibandingkan dengan metode DPPH yang memiliki
sensitivitas lebih kecil yaitu 99,3%. Metode DPPH sangat sensitif pada kondis
asam dan senyawa antosianin dapat mengganggu hasil pengukuran antioksidan.
Metode ABTS dikatakan lebih stabil karena dapat digunakan pada berbagai |evel
pH, ABTSlarut dalam air dan pelarut organik (Shalaby dkk., 2013).

Penetapan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak dan
frakss daun seledri menggunakan metode ABTS (2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) dalam pencarian literatur belum pernah
dilakukan, maka berdasarkan uraian latar belakang masalah perlu dilakukan
penelitian tentang penetapan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari
ekstrak dan fraksi daun seledri (Apium graveolens L.) dengan metode ABTS. Hal
ini dapat memberikan informasi kepada masyarakat tentang potensi flavonoid dan
antioksidan ekstrak dan fraksi daun seledri (Apium graveolens L.) agar dapat

dikembangkan sebagai antioksidan alami.

A.Rumusan M asalah
Berdasarkan latar belakang masalah di atas maka dirumuskan suatu
permasal ahan sebagai berikut:
1. Berapa kadar senyawa flavonoid total dari ekstrak dan fraks daun seledri

(Apium graveolensL.)?



2. Berapa ICs dari ekstrak dan fraksi daun seledri (Apium graveolens L.) dengan
metode ABTS?

3. Apakah ada perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara
ekstrak dan fraksi daun seledri (Apium graveolens L.) menggunakan metode

ABTS?

B. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui kadar senyawa flavonoid total dari ekstrak dan fraks daun seledri
(ApiumgraveolensL.)

2. Mengetahui nilai 1Csp dari ekstrak dan fraks daun seledri (Apium graveolens
L.) dengan metode ABTS

3. Mengetahui perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara
ekstrak dan fraksi daun seledri (Apium graveolens L.) menggunakan metode

ABTS

C. Manfaat Penelitian
Penelitian ini bermanfaat untuk:
1. Memberikan informas kepada masyarakat tentang kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan, serta perbedaan keduanya di antara ekstrak dan fraksi
daun seledri (Apium graveolens L.) dalam pengembangan obat tradisional

2. Menambah sumber data ilmiah atau rujukan bagi penelitian selanjutnya.
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METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian yang dilakukan merupakan jenis penelitian eksperimental.
Penelitian bersifat eksperimental karena adanya intervensi perlakuan dalam proses

penyarian yaitu dalam bentuk ekstraksi dan fraksinasi.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2019 sampai April 2020 di

Laboratorium Kimia Analisis Instrumental STIKES Nasional.

C. Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini adalah daun seledri yang berasal dari tanaman seledri
diperoleh dari Desa Tlogo Kulon RT 02/ RW 03, Kelurahan Dayu, Kecamatan
Karangpandan, Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah. Sampel yang digunakan
dalam penelitian adalah daun seledri yang berwarna hijau, segar, tidak berlubang
dan usia panen 3-4 bulan. Daun seledri diambil dari tanaman seledri sebanyak 3
kg yang tumbuh di Desa Tlogo Kulon RT 02/ RW 03, Kelurahan Dayu,
Kecamatan Karangpandan, Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah. Teknik
pengambilan sampel yang digunakan adalah purposive sampling, yaitu teknik
pengambilan sampel yang didasarkan pada suatu ketentuan atau pertimbangan

tertentu yang dibuat oleh peneliti sendiri.

26
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D. Variabel penelitian
1) Variabel bebas dalam penelitian ini adalah cara penyarian sampel dengan
metode ekstraksi dan fraksinasi
2) Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun seledri.
3) Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kualitas bahan, penetapan

waktu kestabilan serapan, dan alat.

E. Definisi Operasional Variabel

Definisi operasional yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

1. Ekstrak etanol daun seledri adalah ekstrak yang diproleh dari ekstrak simplisia
daun seledri dengan metode maserasi dan menggunakan pelarut etanol 70%.

2. Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat
kepolaran. Fraksi daun seledri (Apium graveolens. L) diperoleh dari partisi
(ekstraksi cair-cair) ekstrak etanol daun seledri yang dilarutkan dengan akuades
menggunakan pelarut berturut-turut n-heksan dan etil asetat.

3. Kadar flavonoid total merupakan kadar flavonoid dalam sampel yang
dinyatakan sebagai ekuivalen kuersetin (QE). Kadar flavonoid total didapatkan
dari perhitungan menggunakan rumus total flavonoid, dimana kadar flavonoid
dalam sampel (sumbu x) diketahui dengan memasukkan absorbansi sampel ke
dalam sumbu y pada persamaan regresi linear kuersetin (Desmiaty dkk., 2009).

4. Inhibition Concentration 50% (ICso) yaitu konsentrasi sampel yang dapat

meredam radikal ABTS sebanyak 50%. Nilai 1Csg yang digunakan untuk
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menetukan daya antioksidan yang dihitung menggunakan rumus persamaan

regresi.

F. Alat dan Bahan
. Alat

Alat-alat yang digunakan terdiri dari rotary evaporator (IKA HB 10
basic), neraca analitik (Acis BC 500), cawan porselin (herma), bejana maserasi
(Maxi), gelas beker (pyrex), batang pengaduk (herma), blender (philips), pipet
volume (pyrex), mikropipet (pyrex), pipet tetes (pyrex), lampu UV 254 nm dan
366 nm (Acis BC 500), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV mini-1240),
kuvet (herma), silica gel GF 254 (ABM), chamber (herma), penutup chamber
(herma), corong pisah (pyrex), moisture balance (MAC 50), tabung reaksi
(herma), rak tabung reaksi (Mitra), botol semprot (exsi), labu ukur (pyrex),
statif (pyrex), waterbath (WNB).
. Bahan

Bahan-bahan yang dalam penelitian ini adalah daun seledri. Pelarut yang
digunakan adalah n-heksan (E. Merck), etil asetat teknis (E. Merck), etil asetat
p.a (E. Merck), Metanol p.a (E. Merck), etanol 70% (Medika), kuersetin
(Alrich Chemist), ABTS (E. Merck), natrium klorida (E. Merck), natrium
hydrogen fosfat (E. Merck), K>S;0s (Kalium persufat) (E. Merck), kalium
dihidrogen fosfat (E. Merck), asam klorida (E. Merck), magnesium timbal (111)
(E. Merck), Aluminium Klorida (E. Merck), metanol p.a (Medika), akuades

(Medika), natrium asetat (Chemist).
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G. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman seledri
Tahap pertama dalam penelitian ini adalah memastikan kebenaran
tanaman seledri berkaitan dengan ciri-ciri morfologisnya pada tanaman seledri.
Tanaman seledri akan dideterminasi terlebih dahulu di Laboratorium Biologi,
Fakultas MIPA, Universitas Muhammadiyah Surakarta.
2. Persiapan bahan
Daun seledri yang diperoleh di Desa Tlogo Kulon RT 02 / RW 03,
Kelurahan Dayu, Kecamatan Karangpandan, Kabupaten Karanganyar, Jawa
Tengah selanjutnya dilakukan penyortiran dan ditimbang 3 kg lalu dicuci
dengan air mengalir kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40°C
(Wicaksono dan Ulfah, 2017).
3. Pembuatan serbuk
Daun seledri yang sudah kering kemudian dijadikan serbuk dengan cara
dihaluskan menggunakan blender. Serbuk diayak menggunakan pengayak
ukuran 40 mesh. Hasilnya disimpan dalam wadah kering dan tertutup
(Wicaksono dan Ulfah, 2017).
4. Penetapan Susut Pengeringan
Penetapan susut pengeringan serbuk daun seledri dilakukan dengan
menggunakan alat moisture balance. Serbuk daun seledri dimasukkan ke dalam
moisture balance sebanyak 2,0 gram pada suhu 105°C sampai nilai susut
pengeringan muncul pada alat dalam satuan persen (%) terhadap bobot awal

(Wicaksono dan Ulfah, 2017).
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5. Pembuatan ekstrak etanol daun seledri
Ekstrak daun seledri dibuat dari 100 gram serbuk daun seledri yang
dimasukkan dalam bejana maserasi dengan pelarut etanol 70% 750,0 ml
dengan perbandingan 1:7,5 yaitu 1 bagian simplisia dimasukkan dalam 7,5
bagian cairan penyari didiamkan selama 5 hari dengan dilakukan pengadukan
satu kali dalam sehari. Hasil maserat disaring dengan kain flanel. Residu
direndam kembali dengan 250,0 ml etanol didiamkan selama 2 hari (Depkes
RI, 1979). Maserat yang diperoleh dijadikan satu dengan maserat pertama
kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator kecepatan 200 rpm dengan
suhu 40°C. Pembuatan ekstrak dilakukan dengan replikasi 3 kali (Wicaksono
dan Ulfah, 2017).
6. Pembuatan Fraksi daun seledri
a. Pembuatan fraksi n-heksan daun seledri
Ekstrak etanol daun seledri yang dipekatkan ditimbang seksama 50,0
gram, dilarutkan dalam air hangat 50,0 ml sampai larut dan difraksinasi
dengan n-heksan sebanyak 50,0 ml, dilakukan sebanyak 3 Kali
menggunakan corong pisah. Sari n-heksan dikumpulkan kemudian
dipekatkan dengan rotary evaporator kecepatan 200 rpm dengan suhu 40°C.
Sari n-heksan yang sudah dipekatkan disebut fraksi n-heksan. Pembuatan
fraksi dilakukan dengan replikasi 3 kali (Maravirnadita, 2019).
b. Pembuatan fraksi etil asetat daun seledri
Residu sisa fraksinasi n-heksan ditambahkan etil asetat (1:1)

difraksinasi menggunakan corong pisah, dilakukan sebanyak 3 kali. Sari etil
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asetat dikumpulkan kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator
kecepatan 200 rpm dengan suhu 40°C. Sari etil asetat yang sudah
dipekatkan disebut fraksi etil asetat. Residu sisa fraksinasi etil asetat disebut
fraksi air. Pembuatan fraksi dilakukan dengan replikasi 3 Kali
(Maravirnadita, 2019).
7. Penapisan fitokimia Flavonoid
Ekstrak dan fraksi sebanyak 1,0 ml diuapkan hingga Kkering,
ditambahkan 1,0 ml etanol, kemudian ditambahkan sedikit serbuk magnesium
dan 2,0 ml HCI 5M. Warna merah hingga merah lembayung menunjukkan
adanya senyawa flavonol, flavonon, flavonolol dan dihidroflavonol (Hanani,
2017).
8. Pengujian Pendahuluan Flavonoid Secara KL T
Ekstrak etanol daun seledri, fraksi daun seledri dan pembanding kuersetin
yang telah dilarutkan dengan etanol 70%, ditotolkan bersama-sama pada
lempeng kromatografi lapis tipis (KLT) dengan fase diam silika gel GF 254
dan fase gerak etil asetat:metanol (3:1). Bercak kromatogram (noda) yang
dihasilkan diamati dengan penampak noda sinar ultraviolet 254 nm dan 366
nm, kemudian disemprot dengan AICl3 5%. Bercak dengan flouresensi warna
kuning menunjukkan adanya flavonoid (Markham, 1988).
9. Penetapan Kadar Flavonoid
a. Pembuatan reagen untuk penetapan kadar flavonid total

1) Pembuatan larutan AICl3 10%
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Serbuk AICI; sebanyak 5,0 gram ditimbang dan dimasukkan ke
dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan sebagian akuades hingga
larut sempurna, dimasukkan ke dalam labu ukur 50,0 ml dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas.

2) Pembuatan Natrium asetat 1 M

Natrium asetat ditimbang seksama sebanyak 1,0 gram diukur dan
dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan sebagian
akuades hingga larut sempurna, dimasukkan labu ukur 10,0 ml, dan
ditambahkan akuades hingga batas tanda (Depkes RI, 1995).

3) Pembuatan larutan blangko

Aluminium klorida 10% sebanyak 0,2 ml, ditambahkan 0,2 ml
natrium asetat 1M ke dalam labu ukur 10,0 ml dan ditambahkan akuades
hingga tanda batas.

4) Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin 1000 ppm

Larutan baku induk 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 25,0

mg kuersetin dan dilarutkan dengan metanol p.a hingga volume 25,0 ml.
5) Pembuatan Larutan Intermediet kuersetin 250 ppm

Larutan intermediet kuersetin dibuat dari 12,5 ml larutan baku

induk 1000 ppm kemudian dicukupkan volumenya sampai 50,0 ml.
b. Penentuan Operating Time (OT)
Absorbansi larutan baku kerja kuersetin 60 ppm diukur pada panjang

gelombang maksimum literatur 428 nm dengan interval waktu 1 menit
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hingga diperoleh absorbansi yang stabil. Operating time tercapai pada saat
dihasilkan absorbansi yang stabil (Indrayani, 2008).
. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan baku kerja kuersetin konsentrasi 60 ppm, diukur serapannya
pada rentang panjang gelombang 375-450 nm pada saat tercapainya
operating time. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai serapan tinggi
merupakan panjang gelombang maksimum (Kusuma, 2012).
. Pembuatan Kurva Baku Kuersetin

Larutan baku kerja kuersetin dengan deret konsentrasi 20 ppm, 40
ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm yang dibuat dengan memipet secara
berturut-turut 0,8 ml, 1,6 ml, 2,4 ml, 3,2 ml, 4,0 ml dari lartan baku
intermediet, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml dan
ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas. Larutan baku kerja kuersetin
masing-masing di pipet 1 ml, kemudian ditambahkan 3,0 ml metanol p.a,
0,2 ml AICIz 10%, 0,2 ml natrium asetat 1M dan ditambahkan dengan
akuades dalam labu ukur 10,0 ml (Diah dkk., 2019). Kurva baku dibuat
dengan menghubungkan konsentrasi larutan baku kerja dengan hasil
absorbansi yang diperolen dari pengukuran dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum pada saat
terjadi operating time (Lucky dkk., 2019).
. Penetapan Kadar Flavonoid Total
Ekstrak dan fraksi daun seledri masing-masing ditimbang 25,0 mg

dilarutkan dengan 25,0 ml metanol p.a. Larutan sampel dipipet 1 ml dan
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diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 ml, kemudian larutan
sampel dipipet 1,0 ml lalu ditambahkan 0,2 ml AIClz 10%, 0,2 ml natrium
asetat 1M dan ditambahkan dengan akuades dalam labu ukur 10,0 ml.
Campuran dikocok homogen lalu dibiarkan selama Operating Time (OT)
yang diperoleh, diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang maksimum (Diah dkk., 2019).
10. Penentuan aktivitas antioksidan
Prinsip ABTS vyaitu kemampuan sampel dalam meredam proses
oksidasi ABTS sebagai radikal bebas dalam larutan metanol, sehingga terjadi
perubahan warna biru kehijauan menjadi tak berwarna (Yu, 2002).
a. Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin
Larutan baku induk kuersetin 1000 ppm disiapkan dengan cara
serbuk kuersetin 10,0 mg ditimbang seksama, dilarutkan dengan metanol
p.a sampai tanda batas labu ukur 10,0 ml. Larutan intermediet dengan
konsentrasi 100 ppm dibuat dengan mengencerkan larutan baku induk
1000 ppm. Larutan baku kerja kuersetin dibuat dari larutan intermediet
100 ppm dengan deret konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10
ppm atau dipipet masing-masing sebanyak 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 ml; 0,8 ml;
1,0 ml dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml, kemudian ditambahkan
metanol p.a sampai tanda batas (Pulungan, 2018).
b. Pembuatan Larutan
1) Larutan ABTS: ABTS (7 mM) sebanyak 18,0 mg dilarutkan ke dalam

akuades dalam labu ukur 5,0 ml.
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2) Larutan K>S;Os: kalium persulfat (2,45 mM) ditimbang seksama
sebanyak 14,0 mg dilarutkan ke dalam akuades dalam botol sampai
20,0 mL.
3) Larutan PBS Ph 7,4: natrium klorida ditimbang seksama sebanyak 0,8
g, 0,02 g kalium klorida, 0,142 g natrium hidrogen fosfat, 0,024 g
kalium dihidrogen fosfat dilarutkan dalam akuades sampai 100,0 ml.
4) Larutan radikal ABTS: Larutan ABTS sebanyak 5,0 ml ditambahkan 5
ml larutan kalium persulfat, diinkubasi dalam ruang gelap suhu 22-24°C
selama 12-16 jam sebelum digunakan, dihasilkan ABTS dengan warna
biru gelap. Larutan yang diperoleh digunakan sebagai larutan kontrol.
5) Larutan blangko: Kalium persulfat sebanyak 5,0 ml ditambahkan
dengan 5 ml akuades, diinkubasi dalam ruang gelap suhu 22-24°C
selama 12-16 jam
(Pulungan, 2018).
c. Penentuan Operating Time
Larutan baku kerja kuersetin 6 ppm, diambil 0,1 ml kemudian
ditambahkan 2 ml larutan radikal ABTS diukur pada panjang gelombang
maksimum literatur 734 nm dengan interval 1 menit hingga diperoleh
absorbansi stabil. Operating time tercapai pada waktu dihasilkan absorbansi
yang stabil (Rosidah dkk., 2008).
d. Pengukuran Panjang Gelombang Serapan Maksimum
Larutan radikal ABTS dipipet sebanyak 1,0 ml dan dicukupkan dengan

PBS pH 7,4 dalam labu ukur 25,0 ml. Absorbansi larutan diukur pada rentang
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panjang gelombang 700-750 nm, ditentukan panjang gelombang saat diperoleh
serapan tertinggi (Pulungan, 2018).
. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Metode ABTS dengan Kuersetin
Larutan baku kerja kuersetin dibuat dari larutan intermediet 100 ppm
dengan deret konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm atau
dipipet masing-masing sebanyak 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 ml; 0,8 ml; 1,0 ml
dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml, kemudian ditambahkan metanol p.a
sampai tanda batas. Larutan baku kerja pada masing-masing konsentrasi
dipipet sebanyak 0,1 ml dan ditambah 2,0 mL larutan radikal ABTS, larutan
diinkubasi selama operating time yang diperoleh dan diukur serapan dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 733 nm (Faizal,
2019).
. Pengukuran Aktivitas Antioksidan
1) Pengukuran Aktivitas Ekstrak Etanol dengan Metode ABTS
Ekstrak etanol ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan
dengan metanol p.a dalam labu ukur 50,0 ml sebagai larutan sampel induk
1000 ppm. Larutan sampel intermediet 100 ppm dibuat dari larutan sampel
induk yang dipipet 1 ml dan diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur
10,0 ml. Larutan sampel kerja dibuat dari larutan sampel intermediet 100
ppm dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm dan
30 ppm atau dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5 ml; 0,75 ml; 1,0
ml; 1,25 ml: dan 1,5 ml dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 ml kemudian

ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas. Larutan sampel kerja pada
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setiap konsentrasi, dipipet sebanyak 0,1 ml ditambah 2 mL larutan radikal
ABTS. Larutan diinkubasi selama operating time yang diperoleh dan diukur
serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum radikal ABTS, dilakukan dengan replikasi 3 kali (Faizal, 2019).
2) Pengukuran Aktivitas Fraksi n-heksan dengan Metode ABTS

Fraksi n-heksan ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan
dengan metanol p.a dalam labu ukur 50,0 ml sebagai larutan sampel induk
1000 ppm. Larutan sampel intermediet 100 ppm dibuat dari larutan sampel
induk yang dipipet 1 ml dan diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur
10,0 ml. Larutan sampel kerja dibuat dari larutan sampel intermediet 100
ppm dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm
atau dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5 ml; 0,75 ml; 1,0 ml; 1,25
ml dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 ml kemudian ditambahkan metanol
p.a sampai tanda batas. Larutan sampel kerja pada setiap konsentrasi,
dipipet sebanyak 0,1 ml ditambah 2 mL larutan radikal ABTS. Larutan
diinkubasi selama operating time yang diperoleh dan diukur serapan dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum radikal
ABTS, dilakukan dengan replikasi 3 kali (Faizal, 2019).

3) Pengukuran Aktivitas Fraksi Etil Asestat dengan Metode ABTS

Fraksi etil asestat ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan
dengan metanol p.a dalam labu ukur 50,0 ml sebagai larutan sampel induk
1000 ppm. Larutan sampel intermediet 100 ppm dibuat dari larutan sampel

induk yang dipipet 1 ml dan diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur
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10,0 ml. Larutan sampel kerja dibuat dari larutan sampel intermediet 100
ppm dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm
atau dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5 ml; 0,75 ml; 1,0 ml; 1,25
ml dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 ml kemudian ditambahkan metanol
p.a sampai tanda batas. Larutan sampel kerja pada setiap konsentrasi,
dipipet sebanyak 0,1 ml ditambah 2 mL larutan radikal ABTS. Larutan
diinkubasi selama operating time yang diperoleh dan diukur serapan dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum radikal
ABTS, dilakukan dengan replikasi 3 kali (Faizal, 2019).
4) Pengukuran Aktivitas Fraksi Air dengan Metode ABTS

Fraksi air ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan dengan
metanol p.a dalam labu ukur 50,0 ml sebagai larutan sampel induk 1000
ppm. Larutan sampel intermediet 100 ppm dibuat dari larutan sampel induk
yang dipipet 1 ml dan diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0
ml. Larutan sampel kerja dibuat dari larutan sampel intermediet 100 ppm
dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm atau
dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5 ml; 0,75 ml; 1,0 ml; 1,25 ml
dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 ml kemudian ditambahkan metanol p.a
sampai tanda batas. Larutan sampel kerja pada setiap konsentrasi, dipipet
sebanyak 0,1 ml ditambah 2 mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi
selama operating time yang diperolen dan diukur serapan dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum radikal

ABTS, dilakukan dengan replikasi 3 kali (Faizal, 2019).
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H. Analisis Hasil
1. Perhitungan Randemen
Ekstrak etanol dan fraksi yang diperoleh kemudian dihitung

randemennya dengan rumus:

bobot yang diperoleh

% Randemen = x100%

bobot bahan awal

2. Analisis Kualitatif Flavonoid
Ekstrak dan fraksi daun seledri dianalisis dengan pereaksi warna dan
KLT. Uji reagen dengan etanol dan serbuk Mg ditambah dengan HCI jika
berwarna merah lembayung berarti positif mengandung flavonoid. Pengujian
flavonoid menggunakan KLT, noda diamati dengan penampak noda sinar
ultraviolet 254 nm dan 366 nm. Flavonoid dengan KLT diidentifikasi dengan
penyemprotan AICI3 yang akan memberikan warna kuning, diukur nilai Rf
noda pada masing-masing sampel dan standar kuersetin (Hanani, 2017).
3. Perhitungan Regresi Linear
Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan regresi linear
berdasarkan kurva baku hasil pembacaan spektrofotometer UV-Vis. Data
absorbansi yang diperoleh dari pengukuran dimasukkan ke dalam persamaan
regresi linier sebagai y dan nilai x sebagai konsentrasi larutan baku.
Persamaan regresi linier dinyatakan dengan: y =bx + a
Keterangan: y = absorbansi
X = konsentrasi (ppm)
b = slope

a = intersep
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Hasil absorbansi dari pengukuran sampel dimasukkan ke dalam
persamaan regresi linier. Absorbansi sampel sebagai Y, sehingga kadar

flavonoid total yang diperoleh dinyatakan sebagai % yang setara kuersetin.

Konsentrasi (ﬁ) x Volume sampel
ml X
Berat sampel

Kadar flavonoid total =

. Penentuan aktivitas antioksidan

Hasil uji penangkal radikal bebas metode ABTS pada ekstrak dan fraksi
daun seledri (Apium graveolens. L) dipaparkan sebagai hasil penelitian,
sehingga didapat jumlah persen penangkal antioksidan (Cholisoh dan Utami,

2008). Pengukuran presentase aktivitas antioksidan dihitung menggunakan

Absorbansi kontrol—absorbansi sampel

rumus: % Inhibisi = x100%

absorbansi kontrol

Keterangan:
Absorbansi kontrol = absorbansi larutan radikal ABTS
Absorbansi sampel = absorbansi larutan sampel ditambahkan radikal ABTS
. Perhitungan nilai 1Cso

Perhitungan nilai 1Cso menggambarkan konsentrasi larutan uji yang
dapat menangkal radikal bebas sebesar 50 % melalui persamaan regresi linier
yang menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan uji (x) dengan %
inhibisi (y). Nilai I1Cso diperoleh dengan mensubtitusikan Y sebagai % inhibisi
sebesar 50% dan x sebagai 1Cso (Molyneux, 2004).

Y=Bx+A

S0=Bx+A

50-A
X= — = 1Cs0
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6. Perhitungan Koefisien Variasi (KV)

Data penetapan kadar tiap replikasi pada masing-masing proses ekstraksi
dan fraksinasi dihitung nilai koefisien variasi. Koefisien variasi (KV)
digunakan untuk mengetahui kesesuaian analisis satu dengan hasil analisis lain
dari suatu seri pengukuran yang diperoleh dari sampling acak secara berulang
dari sampel homogennya. Koefisien variasi yang baik adalah kurang dari 2%

(Snyder dan Kirkland, 2010).

% KV = Standar deviasi x100%

Rata—rata kadar sampel

7. Uji Statistik
Pengolahan data menggunakan analisis statistik One Way Anova, yaitu
uji statistika yang bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antara
dua atau lebih jumlah kelompok sampel. One Way Anova digunakan untuk
menguji hipotesis komparatif sampel, bila pada setiap sampel hanya terdiri atas
satu kategori. Tahapan yang dilakukan dalam One Way Anova vyaitu
a. Menentukan Ho dan H1
1. Kadar flavonoid Total
Ho: M1 = M2 = M3 = ... = un, artinya tidak terdapat perbedaan yang
signifikan antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi
air terhadap kadar flavonoid total.
Hi M1 # p2 # w3 # ... # un, artinya terdapat perbedaan yang signifikan
antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi air

terhadap kadar flavonoid total.
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2. Aktivitas antioksidan
Ho: M1 = M2 = M3 = ... = un, artinya tidak terdapat perbedaan yang
signifikan antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi
air terhadap aktivitas antioksidan.
Hi: Y1 # p2 # pu3 # ... # un, artinya terdapat perbedaan yang signifikan
antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi air
terhadap aktivitas antioksidan.

b. Kriteria pengujian

1. Kadar flavonoid total
Fhitung < Ftabel, maka Ho diterima dan artinya kadar favonoid total
antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air
tidak berbeda secara signifikan. Fhitung > Ftabel, maka Ho ditolak dan
H: diterima, yang artinya kadar favonoid total antara ekstrak etanol,
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air berbeda secara
signifikan

2. Aktivitas antioksidan
Fhitung < Ftabel, maka Ho diterima dan artinya aktivitas antioksidan
antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air
tidak berbeda secara signifikan. Fhitung > Ftabel, maka Ho ditolak dan
H. diterima, yang artinya aktivitas antioksidan antara ekstrak etanol,
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air berbeda secara

signifikan.
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I. Skema jalannya Penelitian

Daun seledri
Disortir, dicuci, dikeringkan oven suhu

40°C, diserbuk, diayak dengan mesh no.
40

A 4
Serbuk daun seledri
Dimaserasi dengan etanol 70% selama 7

susut pengeringan

A 4

v hari, dilakukan replikasi 3 kali

Sari etanol daun seledri

v Dipekatkan dengan rotary evaporator
Ekstrak kental

Dilarutkan dengan air hangat,
difraksinasi sebanyak 3 kali

Residu Fraksi n-heksan
Fraksi Air Fraksi etil asetat Dipekatkan
v Dipekatkan | Dipekatkan

Penapisan Fitokimia dan KLT

A

\4

Penetapan Kadar Flavonoid Total dan Uji Aktivitas Antioksidan Metode
ABTS

\ 4
Hasil

v

Kesimpulan

Gambar 7. Bagan alur penelitian



BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa

1. Ekstrak etanol, fraks n-heksan, fraks etil asetat dan fraks air daun seledri
mempunyai rata-rata kadar flavonoid total, berturut-turut sebesar 63,16%,
83,39%, 88,89%, 67,55%.

2. Ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraks etil asetat dan fraksi air daun seledri
memiliki aktivitas antioksidan dengan rata-rata nilai 1Cso berturut-turut
24,63+0,23 ppm, 17,35+0,22 ppm, 15,50+0,14 ppm dan 17,66+0,28 ppm.

3. Kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun
seledri memiliki perbedaan yang signifikan (p<0,05) berdasarkan uji

statistik menggunakan one way ANOVA.

B. Saran
Perlu adanya penelitian lebih lanjut terhadap fraks etil asetat daun
seledri (Apium graveolens L.) dalam pengembangan sediaan obat berbasis

bahan alam.
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