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Abstrak  

 

Beluntas (Pluchea indica Less) merupakan herba yang telah dimanfaatkan sebagai lalapan dan 

obat tradisional. Senyawa polifenol merupakan komponen utama daun beluntas yang mempunyai 

aktivitas antioksidan. Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari pengaruh ekstraksi bertingkat 

secara maserasi dilanjutkan secara soxhet dan fraksinasi dengan pelarut yang berbeda tingkat 

kepolaran (etil asetat, n-butanol dan akuades) terhadap kemampuan menangkap radikal bebas 

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ekstrak dan fraksi daun beluntas melalui pengujian fitokimia, 

total fenol, total flavonoid dan konsentrasi penghambatan (IC50) serta membandingkan 
aktivitasnya terhadap antioksidan alami (teh hijau dan rosemary) dan antioksidan sintetis (BHT 

dan -tokoferol suksinat). Hasil menunjukkan bahwa fitokimia yang terdeteksi, meliputi 
flavonoid, fenol hidrokuinon, tanin dan sterol. Ekstrak metanolik mempunyai rendamen, kadar 

total fenol dan kadar total flavonoid tertinggi, masing-masing sebesar 15,22 %, 304,42 mg 

GAE/100 g bk, 116,38 mg CE/100 g bk. Kadar total fenol dan total flavonoid tidak sebanding 

dengan aktivitas menangkap radikal bebas DPPH, fraksi etil asetat lebih berpotensi sebagai 

antioksidan yang ditandai dengan IC50 = 3,3 yang lebih rendah dari ekstrak metanolik daun 

beluntas, fraksi n-butanol dan fraksi air, masing-masing sebesar 4,3; 3,6 dan 7,9,  namun masih 

lebih tinggi dari teh  hijau  (IC50 = 1,9). Aktivitas antioksidan secara berturutan menunjukkan 

bahwa ekstrak teh hijau> fraksi etil asetat> fraksi n-butanol> ekstrak rosemary> ekstrak 

beluntas> BHT> fraksi air> alfa tokoferol suksinat. 

 

           Kata kunci: beluntas (Pluchea indica Less); DPPH (1,1-difenil-2–pikrilhidrazil);ekstraksi; fraksinasi  
 

1. Pendahuluan  

Beluntas (Pluchea indica Less) adalah tanaman perdu kelompok Asteraceae yang telah dikenal 

masyarakat sebagai lalapan dan obat tradisional (Ardiansyah et al.  2003).  Penelitian  menyebutkan bahwa 

beluntas mempunyai aktivitas antioksidan (Widyawati 2004; Andarwulan et al. 2010) karena mengandung 

sejumlah senyawa fitokimia, seperti lignan, terpene, fenilpropanoid, benzoid, alkana (Luger et al. 2000), sterol, 

2-(prop-1-unil)-5-(5,6-dihidroksi heksa-1,3-diunil)-thiofena, (-)-katekin (Biswas et al.  2005), hidrokuinon, 

tannin dan alkaloid (Ardiansyah et al. 2003), flavonol (Andarwulan et al. 2010). 

Antioksidan mempunyai peranan penting dalam proses biologi untuk mencegah kerusakan karena 

adanya radikal bebas.  Uji aktivitas antioksidan terhadap DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) cukup sederhana 

dan luas digunakan untuk menentukan potensi antioksidan ekstrak tanaman (Apak et al. 2007; Huang et al. 
2005). Pengujian ini  didasarkan pada kemampuan mereduksi radikal bebas yang ditandai dengan penurunan 

intensitas warna ungu (Chang  et al. 2007; Kim et al. 2002).  

Proses ekstraksi dan fraksinasi dengan pelarut organik yang berbeda  tingkat kepolaran akan 

mempengaruhi  jenis dan kadar senyawa bioaktif serta  aktivitas antioksidannya (Sousa et al. 2008). Pemilihan 

pelarut pada proses ekstraksi dilakukan dengan alasan  karena  pelarut mampu melarutkan senyawa yang akan 

diekstrak, mudah dipisahkan (menguap) dan dimurnikan kembali. Menurut Hoa et al. (2007) bahwa pelarut 

organik digunakan didasarkan pada sifat kepolaran, kelarutan dan transfer massa dari senyawa yang diekstrak.  
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Kelarutan senyawa sangat ditentukan oleh kepolaran, momen dipol, polarisabilitas dan ikatan hidrogen (Martins 

et al. 2001). Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari pengaruh ekstraksi bertingkat secara maserasi 

dilanjutkan secara soxhet dan fraksinasi dengan pelarut yang berbeda tingkat kepolaran (etil asetat, n-butanol dan 

akuades) terhadap kemampuan menangkap radikal bebas DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) daun beluntas 

melalui pengujian fitokimia, total fenol, total flavonoid dan konsentrasi penghambatan (IC50) serta 

membandingkan aktivitasnya dengan antioksidan alami (teh hijau dan rosemary) dan antioksidan sintetis (BHT 

dan -tokoferol suksinat). 
 

2. Bahan dan Metode  

Bahan Penelitian  
Bahan baku yang digunakan  adalah daun beluntas yang diperoleh dari daerah Dramaga, Bogor. Teh 

hijau yang disuplai oleh tea factory di Singapura (Lim Lam Thye  PTE,  LTD) . Rosemary kering  yang  dibeli  

di  cold storage Supermarket di Holland Evanue Singapura. Bahan kimia untuk analisa terdiri dari : petroleum 

eter (JT Baker), metanol (JT Baker),  etil asetat (JT Baker), akuades (Lab Mikrobiologi Seafast IPB),  pereaksi 

Dragendoft (Merck), Mayer (Merck) dan Wagner (Merck), kloroform (JT Baker), amoniak (Merck), asam sulfat 

(Merck), natrium hidroksida (Merck), eter (Merck), asam asetat anhidrat (Merck), logam magnesium (Merck), 

etanol (Merck), asam klorida (Merck), amil alkohol (Merck), besi triklorida (Merck), folin ciocalteus fenol 

(Sigma), natrium karbonat (Riedel-de Haen), asam gallat (Merck), katekin (Sigma), natrium nitrit (Merck), 

aluminium klorida (Merck) dan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma).  

 

Metode Penelitian 

Proses Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Beluntas  

 Daun beluntas ruas 1-6  diekstraksi berdasarkan modifikasi metode Dorman dan Hiltunen (2004) (Gb 

1). Daun beluntas kering suhu kamar selama 7 hari ditepungkan dengan ukuran 40 mesh, lalu dianalisa kadar air 

dan fitokimianya. Kemudian tepung daun kering tersebut dimaserasi dengan petroleum eter (1:4 b/v) pada suhu 

kamar selama 24 jam. Selanjutnya residu yang sudah dikeringkan diekstrak dengan metanol (1:15b/v) 

menggunakan ekstraksi soxhlet pada suhu 65oC selama 3 jam. Pelarut metanol diuapkan  dengan rotary 

evaporator. Ekstrak yang diperoleh difraksinasi  dengan  pelarut etil asetat dan akuades (1:1 v/v). Selanjutnya  

fasa akua difraksinasi lagi dengan pelarut n-butanol (1:1 v/v). Fraksi  etil asetat, n-butanol dan akuades 

diliofilisasi dengan menguapkan   pelarutnya dengan  rotary evaporator. Masing-masing ekstrak dan fraksi 

disimpan pada suhu 4oC dan gelap sampai analisa berikutnya.   

 

Analisa Kadar Air   
Kadar air ditentukan berdasarkan  metode AOAC 925.45 (1999). 

     

Analisa Fitokimia  

Analisa fitokimia dilakukan berdasarkan metode Harborne (1996).  untuk mengetahui keberadaan 

senyawa kimia spesifik seperti alkaloid, flavonoid, sterol, triterpenoid, fenol hidrokuinon, saponin dan tanin.    

 

Analisa Rendemen  

Ekstrak daun beluntas dan fraksi-fraksinya yang diperoleh ditentukan rendamennya dengan metode 

gravimetri berdasarkan metode Ljubuncic et al. (2005). 

 

Analisa  Total Fenol   
Total fenol ditentukan berdasarkan metode Kumar et al. (2008) dan Jayasri et al. (2009). 1 ml sampel  

ditambahkan 4 ml larutan natrium karbonat (75g/L) dan dikocok, selanjutnya  ditambahkan 0,2 ml reagen Folin- 

ciocalteus fenol. Campuran yang diperoleh ditambahkan akuades hingga volume 10 ml dan dikocok kembali. 

Setelah sampel dibiarkan selama 1 jam diukur absorbansinya pada  760 nm. Total fenol dinyatakan ekuivalen 
asam gallat (GAE).  

 

Analisa Total Flavonoid   

Total flavonoid ditentukan  berdasarkan metode Kumar et al. (2008). 1 ml sampel dimasukkan dalam 

labu takar 10 ml yang berisi 4 ml akuades dan  ditambahkan 0,3 ml larutan  NaNO2    5% (b/v).  Sesudah  5 menit  

ditambahkan 0,3 ml larutan AlCl3  10% (b/v), lalu sesudah  6 menit ditambahkan 2 ml larutan  1  mol/L  NaOH  

dan diencerkan hingga volume 10 ml. Absorbansi larutan diukur pada  510 nm. Total flavonoid dinyatakan 
ekuivalen katekin (CE). 
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Analisa Kemampuan Menangkap Radikal  Bebas DPPH 
Aktivitas antioksidan sampel diukur berdasarkan modifikasi metode Aicha  et al. (2006). 1 ml sampel 

pada berbagai variasi konsentrasi dalam pelarut metanol ditambahkan 3 ml larutan DPPH (60μM) dan  metanol 

hingga volume 10 ml. Absorbansi larutan diukur pada  517 nm setelah 30 menit. Kemampuan menghambat 
radikal bebas DPPH dinyatakan dengan % penghambatan = (A0-At)/A0  x  100%, Dimana  A0 adalah 

absorbansi kontrol pada saat t = 0 detik dan  At adalah absorbansi antioksidan pada saat t. 

 

3. Hasil dan Pembahasan  

Kadar total fenol, total flavonoid ekstrak daun beluntas ruas 1-3 paling tinggi dibandingkan ekstrak 

daun beluntas ruas 4-6 dan > 6. Nilai IC50 menunjukkan bahwa ekstrak ruas 1-3 paling kecil dibandingkan 

kedua ekstrak yang lain. Berdasarkan kadar total fenol, total flavonoid dan nilai IC50 ekstrak daun beluntas ruas 
1-6 berpotensi sebagai sumber antioksidan (Gb 1). Daun yang lebih muda mempunyai kandungan fenolik paling 

tinggi (Bergquist et al. 2005), hal ini terkait dengan fungsi senyawa ini terutama flavonoid  melindungi tanaman 

dari herbivora dan penyakit, patogen, insekta, bakteri, jamur dan virus (Hagerman 2002). Kahkonen et al. (2001) 

menyatakan bahwa kadar fenolik pada daun sangat dipengaruhi oleh tingkat umur daun, kondisi tanah, 

pemberian pupuk serta stress lingkungan baik secara fisik, biologi maupun kimiawi. 

 

 
 

Gambar 1  Total Fenol, Total Flavonoid dan IC50 Ketiga Kelompok Ruas Daun Beluntas 

 

Senyawa fitokimia yang terdeteksi pada daun beluntas kering dan ekstraksnya meliputi sterol, 

flavonoid, tanin dan fenol hidrokuinon (Tabel 1), namun pada fraksi air tidak ditemukan adanya sterol. Hal ini 

didukung oleh Ardiansyah (2003) bahwa daun beluntas mengandung senyawa fitokimia, seperti: fenol 

hidrokuinon, sterol dan  tanin. Menurut Traithip (2005) bahwa senyawa fitokimia yang terdapat pada ekstrak 

etanolik daun beluntas dan fraksi-fraksinya  terdiri atas senyawa flavonoid dan polifenol. Proses ekstraksi dan 

kepolaran pelarut yang berbeda dapat mengubah profil senyawa fenolik yang terdapat dalam sampel  (Kahkonen 

et al. 2001).   

Tabel  1  Fitokimia pada daun beluntas,  ekstrak metanolik dan fraksi-fraksinya 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

                       Keterangan : + terdeteksi, - tidak terdeteksi 

 

Pada ekstraksi pelarut, petroleum eter digunakan untuk menghilangkan lemak (defatted) dan 

memudahkan proses ekstraksi dan fraksinasi senyawa bioaktif dengan pelarut berikutnya. Zhang et al. (2009) 
menyebutkan bahwa ekstraksi pelarut pada sampel kering dapat melibatkan dua proses, yaitu : kontak sampel 

dengan pelarut sehingga terjadi  pembengkakan dan hidrasi serta transfer massa komponen terlarut dari sampel 

ke pelarut. Pada ekstraksi soxhlet, metanol  dapat mengekstrak senyawa fitokimia lebih banyak (Akroum et al. 

Jenis Sampel 

Jenis Fitokimia 

Sterol Flavonoid Tanin Fenol Hidrokuinon 

Daun Beluntas + + + + 

Ekstrak Metanolik + + + + 

Fraksi Etil Asetat + + + + 

Fraksi Air - + + + 

Fraksi n-butanol + + + + 
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2009; Juan et al. 2005), karena metanol dapat mengekstrak senyawa dengan berat molekul rendah, tingkat 

kepolaran sedang sebab sifat kelarutannya yang luas (Yu Lin et al. 2009). Proses fraksinasi dilakukan dengan  

pelarut yang berbeda tingkat kepolaran. Soeksmanto et al. (2007) menyatakan bahwa penggunaan pelarut yang 

berbeda tingkat kepolaran mempengaruhi jenis senyawa yang terekstrak, fraksi etil asetat terkandung senyawa 

seperti asam-asam lemak dan fitosterol, fraksi n-butanol terdapat senyawa flavonoid glikosida dari benzofenon 

sedangkan ekstrak air berisi senyawa karbohidrat (glukosa dan sukrosa).  

Kadar air tepung daun beluntas ruas 1-6 yang diperoleh sebesar 10,38%. Hasil ekstraksi dan fraksinasi 

menunjukkan bahwa ekstrak metanolik mempunyai kadar total fenol, total flavonoid dan rendamen paling besar 

(Gb 2), namun kemampuannya dalam menangkap radikal bebas DPPH ekstrak metanolik lebih rendah dari fraksi 

etil asetat dan n-butanol yang ditandai dengan IC50, masing-masing sebesar  4,3;  3,3 dan 3,6 (Gb 4).  

 

 
 

Gambar 2 Rendamen, total  fenol dan total flavonoid ekstrak metanolik daun beluntas  

dan fraksi-fraksinya 

 
Perbedaan tingkat kepolaran pelarut menentukan struktur kimia senyawa fenol yang terekstrak. 

Pengujian total fenol sangat tergantung pada struktur kimianya. Senyawa fenol yang mempunyai gugus fungsi 

hidroksil yang banyak atau dalam kondisi bebas (aglikon) akan dihasilkan kadar total fenol yang tinggi (Deore et 

al. 2009). Total flavonoid terukur sebanding dengan kadar total fenol, hal ini disebabkan flavonoid merupakan 

komponen terbesar dari senyawa fenol (Lugasi et al. 2003; Tapas et al. 2008). Pengujian total flavonoid 

ditentukan oleh reaktivitasnya terhadap reagen AlCl3 dan NaNO2 dalam kondisi basa kuat (NaOH), yang 

ditandai dengan terbentuknya kompleks warna antara orange hingga merah.  Kadar total flavonoid dapat menjadi 

indikator keefektifannya sebagai penangkap radikal bebas (Tapas et al. 2008), karena dapat menghasilkan 

radikal fenoksil yang  terstabilkan oleh efek resonansi dari cincin aromatis (Yu Lin et al. 2009).Efektivitas 

flavonoid sebagai penangkap radikal bebas ditentukan oleh : struktur (katekol) orthodihidroksi pada cincin B, 

ikatan rangkap pada atom C2-3 yang terkonjugasi dengan gugus fungsi C4-okso,  gugus OH pada C3 di cincin C 

dan gugus OH pada C5 di cincin A (Lugasi et al. 2003; Tapas et al. 2008).  Kombinasi gugus C3-OH dan C5-
OH dengan C4-karbonil dan ikatan rangkap C2-C3 dapat meningkatkan aktivitas penangkap radikal bebas 

(Amic et al. 2003).    

Hasil pengujian kemampuan menangkap radikal bebas DPPH ekstrak daun beluntas dan fraksi-

fraksinya dibandingkan dengan antioksidan alami (ekstrak teh hijau dan rosemary) dan antioksidan sintetis (BHT 

dan alfa tokoferol suksinat) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat paling berpotensi sebagai antioksidan alami 

dari daun beluntas, namun masih lebih rendah dibandingkan ekstrak teh hijau. Hal ini juga tunjukkan dari nilai 

IC50nya sebesar 3,3 sedangkan ekstrak teh hijau sebesar 1,9 (Gb 3 dan 4). Hasil pengujian kemampuan 

antioksidatif senyawa aktif dari ekstrak metanolik daun beluntas dan fraksi-fraksinya  dibandingkan dengan 

ekstrak antioksidan alami lain dan antioksidan sintetis diperoleh hasil bahwa : ekstrak teh hijau> fraksi etil 

asetat> fraksi n-butanol> ekstrak rosemary> ekstrak beluntas> BHT> fraksi air> alfa tokoferol suksinat. 

Perbedaan kemampuan antioksidatif senyawa antioksidan ini terhadap radikal bebas DPPH disebabkan karena 
perbedaan kemampuan mentransfer atom hidrogen (Nakiboglu et al. 2007) ke radikal bebas DPPH sehingga  

terbentuk senyawa difenil pikrilhidrasin yang berwarna kuning stabil (Chang et al. 2007; Kim et al. 2002). 

Aktivitas menangkap radikal bebas DPPH dipengaruhi oleh  polaritas dari medium reaksi, struktur kimia dari 

penangkap  radikal dan pH campuran reaksi (Sharma dan Bhat 2009). Aktivitas antioksidan fenolik sangat 

ditentukan oleh struktur kimia, jumlah dan posisi gugus hidroksil dan metil pada cincin. Molekul tersubstitusi 

gugus hidroksil semakin banyak semakin kuat menangkap radikal bebas DPPH karena kemampuan 
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mendonorkan atom hidrogen semakin besar (Manthey 2004; Yu Lin et al. 2009). Struktur aglikon mempunyai 

aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan dengan struktur glikosida (Li et al. 2009).  

 
 

Gambar 3 Kemampuan menangkap radikal  bebas DPPH berbagai sumber antioksidan  

 

Ordaudi et al. (2006) menyatakan bahwa struktur kimia senyawa antioksidan, seperti : jumlah dan 

posisi gugus OH serta karakteristik rantai samping menentukan tingkah laku  senyawa tersebut.  Butkovica et al. 

(2004) berpendapat ada korelasi antara struktur dan kemampuan menangkap radikal bebas DPPH, namun tidak 

mudah membuktikan efek struktur terhadap kecepatan bereaksi dengan radikal bebas.  Berdasarkan data TP dan 

TF (Gb 2) tidak ada korelasi positip antara kadar TP dan TF terhadap aktivitas antioksidan, hal ini membuktikan 

ada  efek struktur dan komposisi senyawa fenolik dan flavonoid. Menurut Manthey (2004) bahwa kecepatan 

abstraksi ion hidrogen senyawa fenolik dan flavonoid sangat dipengaruhi oleh tingkat kepolaran larutan. 
 

 
 

Gambar  4  Nilai IC50 dari berbagai sumber antioksidan  

 

Kesimpulan  

Daun beluntas ruas 1-6 lebih berpotensi sebagai sumber antioksidan alami dibandingkan ruas >6 

didasarkan pada total fenol, total flavonoid dan IC50. Senyawa  fitokimia yang terdeteksi pada daun beluntas 

meliputi tanin, sterol, fenol hidrokuinon dan flavonoid. Ekstrak metanolik daun beluntas menghasilkan 

rendamen, kadar total fenol dan kadar total flavonoid tertinggi, masing-masing sebesar 15,22 %, 304,42 mg 

GAE/100 g bk, 116,38 mg CE/100 g bk. Namun kadar total fenol dan total flavonoid tidak berkorelasi positip 

terhadap kemampuan menangkap radikal bebas DPPH. Fraksi etil asetat lebih berpotensi sebagai penangkap 
radikal bebas DPPH yang ditandai dengan IC50  3,3 paling rendah dari ekstrak metanolik daun beluntas (IC50 4,3)  

fraksi air (IC50 7,9) dan fraksi n-butanol (IC50 3,6), namun masih lebih tinggi dari ekstrak teh hijau (IC50 1,9). 

Urutan tingkatan aktivitas antioksidatif senyawa antioksidan  berdasarkan IC50 adalah sebagai berikut : ekstrak 

teh hijau> fraksi etil asetat> fraksi n-butanol> ekstrak rosemary> ekstrak beluntas> BHT> fraksi air> alfa 

tokoferol suksinat. 
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