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ABSTRAK

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dibutuhkan oleh tubuh untuk
melindungi tubuh dari serangan radikal bebas yang dapat memicu munculnya
penyakit degeneratif. Salah satu senyawa yang memiliki aktivitas penangkap
radikal bebas dengan menghambat Reactive Oxygen Species (ROS) yaitu
turunan flavonoid. Kubis ungu dan kubis putih mengandung senyawa flavonoid.
Sasaran akhir penelitian adalah analisis kuantitatif total flavonoid (ekivalen
kuersetin, EK) dan uji antioksidan dengan metode DPPH (1,1-difenil- 2-
pikrilhidrazil). Identifikasi senyawa flavonoid dengan uji Willstater dan
penetapan kadar total flavonoid menggunakan spektrofotometri, pereaksi
AICI3. Kadar flavonoid dihitung dengan menggunakan persamaan regresi
linier. Uji kualitatif adanya aktivitas antioksidan dengan menggunakan KLT
dan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dengan parameter
nilai ES50. Hasil uji kualitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol kubis ungu
dan kubis putih mengandung senyawa flavonoid. Nilai kandungan total
flavonoid ekstrak etanol kubis ungu 5,17 %b/b (EK) dan ekstrak etanol kubis
putih 3,84% b/b (EK). Uji kualitatif dengan KLT menunjukkan adanya aktivitas
antioksidan. Nilai aktivitas antioksidan standar kuersetin, ekstrak etanol kubis
ungu dan kubis putih berturut-turut yaitu 2,138+0,064 pg/mL; 154,445+0,999
pg/mL dan 373,546+1,336 pg/mL. Aktivitas antioksidan pada kubis ungu
tergolong lemah dan kubis putih tergolong sangat lemah.

Kata kunci: Antioksidan, kubis ungu, kubis putih, flavonoid total, DPPH

ABSTRACT

Antioxidants are compounds that are needed by the body to protect the body
from free radical attacks that can trigger the emergence of degenerative
diseases. One of the compounds that has free radical scavenger activity by
inhibiting Reactive Oxygen Species (ROS) is flavonoids found in purple
cabbage and white cabbage. This study aims to determine the total levels of
flavonoids expressed as quercetin equivalent (EK) and antioxidant activity
using the DPPH method (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl). ldentification of
flavonoid compounds by Willstater test and determination of total flavonoid
levels using spectrophotometry, AICI3 reagent. Flavonoid levels were
calculated using linear regression equations. Qualitative test for the presence
of antioxidant activity using TLC and antioxidant activity test using the DPPH
method with the parameter value of ES50. The qualitative test results showed
that the ethanol extract of purple cabbage and white cabbage contained
flavonoids. The total flavonoid content of ethanol extract of purple cabbage was
5,17% w/w (EK) and ethanol extract of white cabbage was 3,84% w/w (EK).
Qualitative test with TLC showed antioxidant activity. The standard antioxidant
activity values of quercetin, ethanol extract of purple cabbage and white
cabbage were 2,138+0,064 pg/mL; 154,445+0,999 pg/mL and 373,546+1,336
pg/mL. The antioxidant activity of purple cabbage is weak and white cabbage is
very weak.
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1. PENDAHULUAN
Kol atau kubis merupakan tanaman sayur famili Brassicaceae berupa tumbuhan berbatang

lunak, merupakan tumbuhan liar di daerah subtropik (Rahman et al, 2014). Hasil penelitian yang
telah dilakukan terhadap khasiat kubis ungu dan kubis putih antara lain, ekstrak metanol sebagai
uji toleransi glukosa darah dan toksisitas akut, ekstrak etanol sebagai antiplatelet, ekstrak
metanol sebagai antioksidan dan antiinflamasi, ekstrak metanol sebagai antihiperglikemik dan
analgesik (Palupi & Martosupono, 2009).

Kubis secara umum mengandung senyawa karbohidrat, protein, polifenol, flavonoid, fenol,
air, lemak, karbohidrat, serat, kalsium, fosfor, besi, natrium, kalium, vitamin (A, C, E), beta
karoten dan antosianin (pemberi warna merah-ungu). Pada kubis putih setiap 100 gram,
mengandung protein, lemak, karbohidrat, kalsium, fosfor, zat besi, natrium, serat, vitamin A,
vitamin B, vitamin C dan air (Jin et al, 2012).

Berbagai jenis senyawa, kandungan dan aktivitas antioksidatif flavonoid sebagai salah satu
kelompok antioksidan alami yang terdapat pada sereal, sayur-sayuran dan buah, telah banyak
dipublikasikan (Sasikumar et al, 2012). Flavonoid berperan sebagai antioksidan dengan cara
mendonasikan atom hidrogennya atau melalui kemampuannya mengkelat logam, berada dalam
bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) atau dalam bentuk bebas yang disebut
aglikon. Pada konsentrasi 200 ppm kubis merah, mempunyai kemampuan sebagai antioksidan
yang dinyatakan dalam persen penangkapan radikal sebesar 86,89 % (Putri et al, 2018).

Berdasarkan uraian kandungan senyawa dalam kubis ungu dan kubis putih yang berbeda,
perlu penelitian lanjutan hubungan antara kadar total flavonoid yang dinyatakan sebagai
ekivalen kuersetin (EK) dengan aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-
2- pikrilhidrazil). Metode DPPH dapat dijadikan model untuk menentukan aktivitas antioksidan
dengan penangkapan radikal bebas yang ada di struktur DPPH. Metode ini banyak digunakan
karena efisien dan memerlukan proses yang tidak rumit (Leaves, 2014; Sirivibulkovit et al,
2018).

2. METODE
2.1. Bahan dan Alat
Bahan

Kubis ungu dan kubis putih yang diperoleh pada bulan Februari tahun 2018 dari
supermarket Superindo, Yogyakarta. Standar kuersetin p.a (Sigma Aldrich), aquadest (Brataco),
DPPH p.a (Sigma Aldrich), etanol p.a., AICI; (E-Merck) metanol p.a, toluene, p.a.

Alat

Timbangan analitik (Ohaus tipe PA214), almari pengering (Binder), glassware (PYREX),
ayakan bertingkat mesh 40/50, seperangkat alat Soxhlet (PYREX), Rotatory evaporator (Buchi
R-200), waterbath (Memmert), Halogen Moisture Analyzer (Mettler Toledo tipe HB43), alat
destilasi (PYREX), seperangkat alat Spektrofotometer Ultraviolet Visibel (Shimadzu tipe SP.
UV-1800).

2.2. Jalannya Penelitian

Determinasi Tanaman
Determinasi tanaman di Laboratorium Biologi MIPA Universitas Ahmad Dahlan
berdasarkan pedoman buku Flora of Java

Pembuatan Serbuk

Kubis ungu dan kubis putih dicuci terlebih dahulu untuk mengilangkan pengotor yang
masih menempel kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan di dalam almari pengering
menggunakan suhu 50-60°C selama 1 hari. Sampel yang sudah kering ditandai dengan mudah
hancurnya sampel ketika diremas dan perubahan warna ungu kecoklatan untuk kubis ungu dan
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putih kecoklatan pada kubis putih. Selanjutnya kubis ungu dan kubis putih yang sudah kering
diblender dan diayak menggunakan ayakan mesh 40/50 sampai menghasilkan serbuk (Lansky et
al, 2008).

Penetapan susut pengeringan

Serbuk simplisia kubis ungu dan kubis putih diletakkan di atas lempeng alumunium foil
(khusus) dan dimasukkan ke dalam Halogen Moisturizer Analyzer pada suhu 105°C hingga
diperoleh bobot tetap (Dep. Kes. Republik Indonesia, 2008).

Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan metode Soxhlet dalam pelarut etanol p.a. Proses ekstraksi
dilakukan dengan bantuan pemanasan pada suhu 65-75°C selama 4 jam. Filtrat yang terkumpul
dilakukan pengeringan menggunakan rotatory evaporator pada suhu 60°C dengan kecepatan
100 rpm, selanjutnya pengeringan dengan waterbath sampai diperoleh ekstrak kental (Zhou et
al, 2011).

Penetapan kadar air ekstrak

Penetapan kadar air ekstrak dilakukan menggunakan metode destilasi toluen. Sejumlah
ekstrak seberat 5 gram, dimasukkan ke dalam labu alas bulat. Sebanyak 200 mL toluen yang
sudah jenuh air, ditambahkan dimasukan ke dalam labu. Selanjutnya dilakukan destilasi.
Volume air dibaca setelah air memisah sempurna dan perhitungan kadar air dihitung dalam
persen volume/bobot ekstrak (% v/b) (Dep. Kes. Republik Indonesia, 2008).

Uji Pendahuluan Senyawa Flavonoid dan Aktivitas Antioksidan

Uji pendahuluan adanya senyawa flavonoid dilakukan dengan metode Willstater. Ekstrak
etanol kubis ungu dan kubis putih yang telah diperoleh dilarukan dengan metanol. Selanjutnya
ditambahkan 2 tetes HCI pekat, dikocok dan ditambahkan beberapa serbuk magnesium. Apabila
timbul warna merah maupun jingga, maka sampel positif mengandung senyawa flavonoid
(Zhang & Hamauzu, 2004).

Uji Aktivitas antioksidan pada sampel diuji dengan kromatografi lapis tipis dengan fase
diam silika gel F254 dan fase gerak n-butanol:Asam asetat: Air (4:1:5). Hasil kromatogram yang
diperoleh kemudian disemprot menggunakan pereaksi semprot DPPH 0,15 mM (Ipandi et al,
2016).

2.3. Analisis kuantitatif Total Flavonoid

Operating time penetapan total flavonoid

Sebanyak 2,0 mL larutan standar kuersetin 4 pg/mL ditambahkan 2 mL AICl3 2%,
selanjutnya digojog homogen dan dibaca absorbansinya dalam rentang 0-60 menit pada
panjang gelombang 415 nm.

Panjang gelombang serapan maksimal penetapan total flavonoid

Sebanyak 2,0 mL larutan standar kuersetin 8 pg/mL ditambahkan 2,0 mL AIClz 2%,
selanjutnya digojog homogen dan diamkan pada suhu kamar selama operating time. Kemudian
diukur panjang gelombang serapan maksimumnya pada 300-500 nm.

Pembuatan kurva baku penetapan total flavonoid

Larutan standar kuersetin dengan variasi konsetrasi (3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5 pg/mL dalam
etanol p.a) sebanyak 2,0 mL dicampur dengan 2,0 mL AICIl; 2%, digojog homogen dan
didiamkan pada suhu kamar selama operating time. Selanjutnya larutan kurva baku dibaca
absorbansinya pada panjang gelombang serapan maksimal (Selawa et al., 2013).

Page | 137
JFSP Vol.7, No.2, November 2021, Hal: 135-143



Guntarti. A, Yuningtyas. R., Susanti, H dan Zainab, 2021

Kadar total flavonoid

Ekstrak etanol sampel sebanyak 25 mg dimasukkan ke dalam labu takar 25,0 mL dan
ditambahkan etanol p.a sampai batas volume. Larutan ekstrak etanol yang diperoleh dipipet
sebanyak 2,0 mL dan ditambah 2,0 mL AIClz 2%, digojog sampai homogen dan didiamkan
pada suhu kamar selama operating time. Selanjutnya larutan ekstrak etanol diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum.

Data absorbansi dimasukkan ke dalam regresi linear y = bx + a diperoleh dari data
absorbansi (y) dan konsentrasi (x) dari larutan standar kuersetin. Kandungan flavonoid
ditunjukkan dengan nilai persen kesetaraan kuersetin (% EK) (Selawa et al., 2013). Kandungan
flavonoid dihitung menggunakan persamaan 1:

(x) (mg / ml)x volume {mL) x fp (faktor pengenceran
Kadar (%) = (mg /ml) (ml) xfp ( peTs ) x 100%
bobot sampel (mg) (1)

2.4. Uji Aktivitas Antioksidan

Operating time uji aktivitas antioksidan

Masing-masing larutan sampel ekstrak etanol kubis ungu (140 pg/mL) dan kubis putih
(360 pg/mL), serta kontrol positif quersetin (1,8 pg/mL) ditambahkan dengan larutan DPPH
0,15 mM (Suvarnakuta et al, 2011).

Panjang gelombang serapan maksimal uji aktivitas antioksidan

Masing-masing 1,0 mL larutan sampel ekstrak etanol kubis ungu (140 pg/mL) dan kubis
putih (360 pg/mL) dan larutan standar kuersetin (2,2 pg/mL) ditambahkan larutan DPPH 0,15
mM sebanyak 1,0 mL disimpan dalam kondisi gelap selama operating time, kemudian diamati
absorbansinya pada panjang gelombang 400-800 nm.

Pengukuran absorbansi sampel

Masing-masing 1,0 mL larutan sampel dan larutan standar kuersetin dengan berbagai
variasi konsentrasi ditambah dengan 1,0 mL larutan DPPH 0,15 mM kemudian disimpan dalam
kondisi gelap selama operating time. Pengukuran absorbansi dibaca pada operating time dan
panjang gelombang serapan maksimun yang telah diperoleh. Larutan blangko yang digunakan
adalah metanol p.a (Salamah & Widyasari, 2015).

2.5. Analisis Data
Nilai kandungan total flavonoid dinyatakan dalam ekivalen kuersetin sedangkan aktivitas

penangkapan radikal DPPH dinyatakan dalam ESso (Effective Scavenger) yaitu konsentrasi dari
senyawa uji yang menyebabkan penangkapan radikal bebas sebesar 50% (Hanin & Pratiwi,
2017).

Persen penghambatan radikal bebas dihitung dengan persamaan sebagai berikut :

Ac — As

94 inhibisi = x100% 2)

Keterangan:
Ac: Absorbansi kontrol negatif
As: Absorbansi sampel

Analisis statistika diawali dengan uji distribusi dan homogenitasnya. Jika hasil
menunjukkan data terdistribusi normal dan homogen maka termasuk ke dalam data parametrik
yang selanjutnya dianalisis dengan uji One Way Anova. Jika salah satu hasil tidak memenuhi
maka data tersebut termasuk ke dalam non parametrik dan dilanjutkan analisisnya menggunakan
Kruskal Wallis.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Determinasi Tanaman
Hasil determinasi dinyatakan bahwa bahan utama yang digunakan pada penelitian ini

merupakan tanaman kubis ungu dengan nama ilmiah Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra
dan tanaman kubis putih dengan nama ilmiah Brassica oleracea L. var. capitata f. alba

3.2. Ekstrak Etanol Kubis Ungu dan Kubis Putih.
Proses ekstraksi simplisia kubis ungu dan kubis putih dilakukan dengan metode Soxhlet.

Metode Soxhlet dipilih karena senyawa flavonoid tahan terhadap pemanasan karena titik didih
flavonoid sebesar 75°C serta proses, waktu dan pelarut yang digunakan lebih sedikit
dibandingkan dengan metode ekstraksi lain seperti maserasi (Choirul et al, 2014). Hasil
rendemen dari proses ekstraksi disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil rendemen ekstrak etanol kubis ungu dan kubis putih

Sampel Bobot awal (g) Bobot ekstrak (g) Rendemen (%)
Kubis ungu 50.085 21.162 42.251
Kubis putih 51.084 30.554 59.811

3.3. Uji Susut Pengeringan
Susut pengeringan bertujuan memberikan batasan maksimal (rentang) tentang besarnya

senyawa Yyang hilang pada proses pengeringan di dalam serbuk simplisia yang telah
dikeringkan. Hasil susut pengeringan serbuk kubis ungu sebesar 8,74% dan kubis putih sebesar
7,29%. Pengujian susut pengeringan dikatakan memenuhi syarat jika kadar susut pengeringan
yang terkandung pada serbuk kurang dari 10%.

3.4. Uji Kadar Air

Hasil uji kadar air dengan destilasi toluen, diperoleh ekstrak etanol kubis ungu 5,84%
dengan rendemen 42,25%, dan kadar air ekstrak etanol kubis putih 5,90% dengan rendemen
59,81%. Berdasarkan (Dep. Kes. Republik Indonesia, 2008) kadar air kurang dari 5%. Kadar air
dalam kubis ungu dan kubis putih melebihi 5 %, hal ini akan memengaruhi stabilitas
penyimpanan.

3.5. Uji Kualitatif
Uji flavonoid dengan Willstater, sampel direaksikan dengan HCI dan serbuk Mg. Hasil uji

dinyatakan positi jika terbentuk warna kuning kecoklatan hingga berwarna jingga. Hasil uji
flavonoid dapat dilihat pada Gambar 1.

Sebelum penambahan larutan pereaksi HCI + Sebelum penambahan larutan pereaksi HCI +
serbuk Mg serbuk Mg
Gambar 1. Hasil uji kualitatif senyawa flavonoid (a) standar kuersetin, (b) sampel kubis ungu, (c) sampel
kubis putih

Uji kualitatif ada daya antioksidan dengan menggunakan KLT. Nilai Rf merupakan
parameter adanya senyawa antioksidan. Nilai Rf lebih tinggi dibandingkan dengan sampel
kubis, hal ini disebabkan sampel dalam bentuk ekstrak sehingga ada pengaruh gaya gravitasi
dalam elusinya. Data hasil kromatogram uji aktivitas antioksidan disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Data Hasil Kromatografi Uji Aktivitas Antioksidan

Deteksi S
No Sampel RI UV2s4 UV 366 Semprot DPPH Antioksidan
1 | Kuersetin 0,77 | Pemadaman Biru tua Kuning +
2 | Ekstrak etanol kubis ungu | 0,67 | Pemadaman | Biru muda Putih +
3 | Ekstrak etanol kubis putih | 0,67 | Pemadaman | Biru muda Putih +

3.6. Penetapan Kadar Total Flavonoid
Penetapan kandungan flavonoid total ekstrak etanol kubis ungu dan kubis putih dengan

spektrofotometri visibel dengan pereaksi AICIl; 2%. Pereaksi AICl; 2% digunakan karena
adanya kemampuan flavonoid membentuk kompleks dengan AICls berwarna kuning sehingga
dapat diukur absorbansinya pada spektrofotometer visibel. Hasil waktu operasional yaitu
rentang 22-39 menit dengan panjang gelombang serapan maksimal larutan standar kuersetin
yaitu 428,50 nm. Pembentukan senyawa kompleks antara AICI; antara OH (atom C-3 atau C-5)
dengan gugus keto (atom C-4) yang berdekatan (Pulipati et al., 2017). Reaksi dengan AICl;
disajikan pada Gambar 2.

OH

Gambar 2. Senyawa kompleks hasil reaksi kuersetin dengan AICI3.

Hasil pembuatan kurva baku, diperoleh persamaan regresi linier y = 0,14x — 0,16, y
absorbasi dan x kadar (ug/mL), dengan nilai r hitung = 0,97 dan nilai r tabel = 0,811. Nilai r
tabel yang lebih kecil dari r hitung, berarti ada korelasi antara absorbansi dan konsentrasi. Hasil
kandungan total flavonoid dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Kadar total flavonoid Pada ekstrak etanol kubis ungu dan kobis putih

Sampel Kadar total flavonoid (EK%)
Ekstrak etanol kubis ungu 5,176
Ekstrak etanol kubis putih 3,854

Ket: EK = Ekivalensi Kuersetin

Ekstrak kubis ungu mempunyai kadar total flavonoid lebih besar dibandingkan yang kubis
putih. Pada kubis ungu terdapat senyawa antosianin yang termasuk ke dalam golongan senyawa
flavonoid sebagai pemberi warna spesifik pada kubis ungu, sehingga kandungan total flavonoid
pada kubis ungu lebih besar dibandingkan ekstrak etanol kubis putih.

3.7. Uji Aktivitas Antioksidan
Uji kualitatif untuk mengatahui adanya aktivitas antioksidan dengan data spektra panjang

gelombang serapan maksimal. Prinsip metode uji aktivitas dengan DPPH yaitu absorbansi yang
terukur adalah absorbansi DPPH yang tidak ditangkap oleh senyawa penangkap radikal dalam
hal ini ekstrak etanol kubis ungu, kubis putih dan kuersetin. Sehingga dengan bertambahnya
konsentrasi senyawa penangkap radikal maka aktivitas sebagai penangkap radikalnya akan
semakin meningkat (Zengin et al, 2011). Secara teoritis, panjang gelombang serapan maksimal
DPPH yaitu berkisar antara 515-520 nm (Hanin & Pratiwi, 2017).

Hasil pengukuran panjang gelombang serapan maksimal pada absorbansi maksimal DPPH
kuersetin, DPPH ekstrak etanol kubis ungu dan DPPH ekstrak etanol kubis putih berturut-turut
adalah 514,50 nm ; 515,00 nm; 516,00 nm dengan nilai absorbansi 0,418 ; 0,504 ; 0,693.
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Perbedaan ini disebabkan karena adanya reaksi penangkapan radikal bebas dari DPPH oleh
quersetin, kubis merah, dan kubis putih. Gambar 3 disajikan Overlay spektra panjang gelombang
kuersetin, kubis ungu dan kubis putih.

Parameter yang dilihat adalah berkurangnya intensitas warna ungu pada reagen DPPH.
Senyawa fenol yang terdapat dalam ekstrak etanol kubis ungu dan kubis putih kehilangan atom
H yang akan menjadi radikal bebas yang baru yang lebih stabil dan tidak reaktif karena adanya
resonansi inti aromatik. Reaksi senyawa flavonoid dan radikal DPPH dapat dilihat pada Gambar
4 dan Hasil aktivitas antioksidan disajikan pada Tabel 4.

o.000f— —————

DOBERTNONT

0,500}

0630l PR B PR Il L —— .
400,00 450,00 500,00 550,00 600,00

Wave length (nm)

Gambar 3. Overlay spektra panjang gelombang kuersetin (a), ekstrak etanol kubis ungu (b), dan ekstrak
etanol kubis putih (c) dengan penambahan pereaksi DPPH.

'lﬂccuzl
N*
QN NO, o)\ 'T[csHs}z

Gambar 4. Reaksi antara Antioksidan (Flavonoid) dengan Radikal DPPH (Molyneux , 2004)

Tabel 4. Hasil Uji Penghambatan DPPH Pada Quersetin, Kubis Ungu dan Kubis Putih

Sampel ESso £ LE (ug/mL) Kategori sebagai antioksidan
CV (%) (Molyneux, 2004)
Kuersetin 2,138 + 0,064
131 Sangat kuat
Kubis ungu 154,445+ 0,9997
352 Lemah
Kubis putih 373,546+ 1,336

2,60 Sangat Lemah

Ket : ES= Effective Scavenger, LE= Limit of Error; CV = Coevisien Variasi
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Nilai ESso berbanding terbalik dengan persen penangkapan radikal bebas. Semakin besar
nilai ESsp maka semakin besar konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghasilkan aktivitas
penangkapan radikal bebas sebanyak 50% sehingga semakin kecil potensi aktivitas antioksidan
senyawa uji, semakin kuat potensi sebagai antioksidan. Kandungan total flavonoid (EK%)
dalam suatu tanaman, dapat menunjukkan adanya aktivitas antioksidan yang dinyatakan dalam
ESso (Mg/mL) (El Guiche et al, 2015; Sembiring et al, 2018).

4. KESIMPULAN
Kadar total flavonoid kubis ungu 5,176 (EK%), kadar total flavonoid kubis putih 3,584

(EK%). Aktivitas antioksidan pada kubis ungu tergolong lemah, dan kubis putih tergolong
sangat lemah.
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