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Antioxidant Activity Test On Ethanol Extract Of Cassava Leaves (Manihot
Esculenta C.) Using DPPH Method

Uji Aktivitas Antioksidan Pada Ekstrak Daun Singkong (Manihot
Esculenta C.) Menggunakan Metode DPPH
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Abstract: Cassava leaves (Manihot esculenta Crantz) are herbs used in traditional medicine.
Cassava leaves contain secondary metabolite chemicals such as vitamin C, flavonoids,
tannins, saponins, and triterpenes. Cassava leaves are pharmacologically active as anti-
inflammatory, antibacterial, and antioxidants. To identify the sample’s active antioxidant
components using the DPPH technique. The DPPH method is a method of determining the
antioxidant activity of a sample by examining its capacity to neutralize free radicals of the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl molecule. The antioxidant activity of quercetin from cassava
leaf extract (Manihot esculenta Crantz) yielded an 1Cso value of 210.33. The 1Csg value shows
that cassava leaves (Manihot esculenta Crantz) have modest antioxidant lower. Cassava
leaves (Manihot esculenta Crantz) have antioxidant activity of 210.33 g/mL so they are
included in the weak category in this study.

Keywords: Antioxidant, Cassava Leaf.

Pendahuluan

Tanaman singkong dengan berbagai varietas tersebar di seluruh provinsi di Indonesia
dan memiliki kualitas yang berbeda. Berdasarkan Data Dinas Pertanian dan Ketahanan
Pangan tahun 2017, menyatakan bahwa populasi singkong di Indonesia mencapai 191.948
buah dengan produksi 52.837 kuintal per tahun. oleh karena itu permintaan produksi
singkong semakin banyak setiap tahunnya. Permintaan singkong yang meningkat tersebut
berkaitan dengan kandungan yang terdapat pada tanaman singkong salah satunya yaitu pada
bagian daun singkong, yang memiliki manfaat yang baik bagi kesehatan manusia. Daun
singkong (Manihot esculenta Crantz) merupakan tanaman yang dapat digunakan untuk
pengobatan tradisional. Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada daun singkong
diantaranya vitamin C, flavonoid, tanin, saponin, dan triterpenoid. Daun singkong secara
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farmakologi mempunyai aktivitas sebagai antiinflamasi, antibakteri, antioksidan (Oktaviani
et al., 2019).

Senyawa yang memiliki kemampuan untuk menghambat dan mencegah oksidasi
dikenal sebagai antioksidan. (Simanjuntak, 2012). Antioksidan bekerja dengan
menghentikan reaksi radikal bebas yang berasal dari metabolisme tubuh dan dari lingkungan.
(Meigaria, 2016). Daun singkong mengandung antioksidan yang berfungsi sebagai pemicu
kesehatan yang dapat menangkap dan menstabilkan radikal bebas dengan memperlambat
autoksidasi molekul seperti lipid. Ini mencegah kerusakan sel. (Ningsih, 2016). Tumbuh-
tumbuhan secara alami menghasilkan antioksidan dari batang, daun, bunga, buah, dan kulit
buah. Banyak jenis tanaman umbi, termasuk daun singkong, dapat ditemukan di Indonesia,
yang memiliki iklim tropis.

Pemaparan tersebut menunjukkan bahwa pengujian aktivitas antioksidan dapat
menggunakan metode uji aktivitas antioksidan daun singkong 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). Metode ini dipilih karena membutuhkan jumlah sampel yang kecil, sederhana,
mudah, cepat, dan peka. DPPH juga memerlukan sampel yang sederhana, mudah, cepat, dan
sensitif untuk mengukur aktivitas antioksidan dari senyawa bahan alam. (Hanani et al.,
2005). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui senyawa aktif antioksidan sampel
dengan menggunakan metode DPPH.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental laboratorik dengan
metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) digunakan dalam penelitian ini untuk
menentukan aktivitas antioksidan ekstrak daun singkong tua (Manihot esculenta Crantz).
Pada Mei 2024, sampel dibuat dan dianalisis di Laboratorium Terpadu Universitas Islam
Malang.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan: Blender, Timbangan analitik, Botol Vial, Microplate 12 well,
Rotary evaporator, Gelas ukur 100 mL, Erlenmeyer 250 mL, plastic wrap, labu evaporasi,
pot plastik 50 cc, Aluminum foil, spatula silicone, Mikropipet, Blue tip, Yellow tip,
Spektrofotometri UV-Vis, Moisture Analyzer, gelas beaker. Bahan yang digunakan adalah
Etanol teknis 96%, Methanol p.a, Kuersetin, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), dan
daun singkong (Manihot esculenta Crantz).

Preparasi Sampel

Dalam penelitian ini sampel yang digunakan adalah daun singkong tua yang sudah
berwarna hijau tua didapatkan di Desa Dengkol, Kecamatan Singosari, Kabupaten Malang.
Diambil daun singkong yang berwarna hijau tua lalu dilakukan sortasi basah, berat basah
sebanyak 800 gr. Dilakukan pengeringan sampel daun dengan menggunakan oven pada suhu

65-70°C selama 2x24 jam. Kemudian dilakukan pengecekan kadar air menggunakan
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moisture analyzer dan kadar air tidak lebih dari 10% (Fachriza, 2023). Setelah kurang dari
10% dihaluskan dengan blender lalu dilanjut dengan proses pengayakan dengan ukuran 40
mesh. Tujuan pengayakan adalah untuk menghasilkan serbuk yang memiliki luas permukaan
bahan yang lebih besar sehingga pelarut dapat larut lebih cepat dan senyawa yang diharapkan
dapat terserap dengan baik (Handoyo, 2020). Selanjutnya dilakukan proses ekstraksi.

Proses Ekstraksi

Ditimbang berat simplisia seberat 63 gr. Maserasi menggunakan perbandingan 1:10
dengan pelarut etanol (Januarista, 2024; Silvia, 2024). Tujuan maserasi adalah untuk
memastikan senyawa pada sampel daun singkong terikat pada senyawa pelarut etanol
tersebut (Endarini, 2016). Maserasi dilakukan selama 3x24 jam dan didiamkan di tempat
yang tidak terkena cahaya matahari. Kemudian shaker botol reagen yang berisi simplisia dan
pelarut dengan kecepatan 120 Rpm selama 2 jam setiap 24 jam. Kemudian, larutan disaring
menggunakan kertas saring, dan filtrat yang dihasilkan didinginkan selama satu jam untuk
menghasilkan ekstrak daun singkong yang kental.

Rendemen Ekstrak
Rendemen ekstrak daun singkong yang diperoleh dihitung sesuai dengan AOAC
(Aristyanti et al,. 2017) :

% Rendemen = bobot ekstrak (gram)

x 100

bobot simplisia (gram)

Pembuatan Larutan Pembanding Kuersetin

Ambil 10 mg kuersetin ditimbang dan dicampur dengan 10 mL metanol pa.
Kemudian dibuat lima konsentrasi: 20, 22,5, 25, 27,5, dan 30 ppm. Diambil 1 mL dari setiap
larutan kuersetin dan ditambahkan 3 mL DPPH. Diinkubasi selama 30 menit dan diukur
dengan spektrofotometri UV-Vis. (‘Aini, 2023).

Pembuatan Larutan DPPH

Ditimbang 2 mg DPPH kemudian dicampur dengan 50 mL metanol p.a dan diaduk
dengan hingga homogen. Kemudian, aluminium foil digunakan untuk melapisi dan menutup
labu ukur agar terlindung dari cahaya dan mencegah oksidasi.

Penentuan Panjang Gelombang
Diambil 3 mL DPPH dan diinkubasi selama 30 menit. Kemudian, panjang gelombang
diukur pada rentang 400—-600 nm, dan hasilnya adalah 516 nm. (Rustiah, 2018).

Analisis Aktivitas Antioksidan Pada Ekstrak Daun Singkong
Membuat larutan induk 1000 ppm, 50 mg ekstrak ditambahkan dengan 50 mL
metanol p.a. Kemudian dibuat dengan konsentrasi 200, 100, 50, dan 12.5 ppm, masing-
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masing. 1 mL diambil dan ditambahkan 3 mL DPPH. Kemudian diinkubasi selama 30 menit
dan absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Hasil dan Pembahasan

Kadar Air Simplisia Ekstrak Daun Singkong Tua (Manihot esculenta Crantz)
Simplisia dengan kadar air yang terlalu tinggi rentan terhadap perkembangan

mikroorganisme seperti jamur dan bakteri, yang dapat merusak senyawa aktif dan

menurunkan mutu simplisia. maka perlu adanya pengujian kadar air agar tetap terjaga suatu

senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia. Tujuan pengujian kadar air adalah agar

simplisia tidak lebih dari batas ambang 10% (Departemen Kesehatan RI, 2017).

Tabel 1. Hasil kadar Air Ekstrak Daun Singkong Tua (Manihot esculenta Crantz)
Bobot Simplisia (gram) Bobot Ekstrak (gram) Kadar Air (%)

63 12 5.256

Hasil kadar air simplisia pada Tabel 1. menunjukkan bahwa nilai sebesar 5,256% yang
tergolong relatif rendah dan baik untuk simplisia karena dapat mengurangi risiko
pertumbuhan mikroorganisme dan degradasi bahan aktif. Kadar air yang rendah dapat
membantu memperpanjang masa simpan simplisia (Widiaswanti et al, 2023).

Rendemen Ekstrak Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz)

Rendemen adalah persentase bagian bahan baku yang dapat digunakan atau
digunakan dengan jumlah bahan baku. Nilai rendemen yang lebih tinggi menunjukkan bahwa
bahan baku memiliki peluang yang lebih besar untuk digunakan. (Rikomabh et al., 2017).

Tabel 2. Rendemen Ekstrak Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz)

Bobot Simplisia (gram) Pelarut (mL) Bobot Ekstrak (gram)  Rendemen (%)

63 630 12 19.047

Menurut penelitian Bustan et al. (2008) dalam Hasim et al. (2016), waktu ekstraksi,
jenis pelarut, perbandingan jumlah pelarut dengan bahan, suhu ekstraksi, dan ukuran partikel
sampel memengaruhi jumlah rendemen ekstrak. Hasil penelitian menunjukkan rendemen
ekstrak daun singkong sebesar 19,047%. Menurut Hasnaeni & Wisdawati (2019), ini
menunjukkan bahwa nilai rendemen sampel diperlukan untuk mengetahui berapa banyak
ekstrak yang diekstrak selama proses ekstraksi. Menurut Harborne (1987), nilai rendemen
tinggi terkait dengan konsentrasi senyawa aktif dalam sampel. Rendemen dianggap positif
jika nilainya lebih dari 10% (Wardaningrum et al., 2019).
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Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Singkong Tua (Manihot esculenta C.)

Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) merupakan suatu metode yang umum
digunakan dalam mengevaluasi aktivitas antioksidan suatu senyawa (Zuraida, dkk., 2017).
Metode ini didasarkan pada pengukuran kemampuan suatu senyawa untuk menangkap
radikal DPPH secara konstan. Radikal DPPH akan bereaksi dengan senyawa antioksidan dan
menyebabkan berkurangnya intensitas warna ungu dari DPPH (Salamah dan Widyasari,
2015). Metode ini juga dapat dilakukan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan dari
berbagai jenis sampel, seperti tanaman, bahan pangan, dan senyawa murni.

Teknik pengolahan data dari sebuah grafik digunakan sebagai pembanding konsentrasi
suatu sampel dan aktivitas penghambatan, atau % inhibisi. Diukur aktivitas antioksidan
ekstrak daun singkong, sampel uji dibuat dengan konsentrasi 25; 50; 100; dan 200 ppm.
Sebagai perbandingan, Larutan kuersetin dengan konsentrasi 20; 22,5; 25; 27,5; dan 30 ppm
digunakan dalam larutan uji.

y =4,6017x- 68,156
R*=0,993

- ‘.

Inhibisi (%)
=
(=]

0 5 10 15 20 25 30 35
Konsentrasi (ppm)

Grafik 1. Grafik Nilai Regresi Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan ditunjukan pada grafik diatas yang menunjukkan kuersetin
dari sampel uji. (sumbu x) dan (sumbu y) menunjukkan hubungan konsentrasi kuersetin dan
presentase inhibisi. Pada kurva tersebut menunjukkan persamaan nilai y = 4,6017x + 68.156,
yang menggambarkan hubungan matematis antara konsentrasi dan inhibisi. Koefisien
determinasi (R% menunjukkan nilai sebanyak 0,993 yang menunjukkan bahwa korelasi
antara kedua variabel tersebut kuat. Koefisien determinasi (R2) sebesar 0,993 menunjukkan
bahwa terdapat korelasi yang kuat antara konsentrasi kuersetin dan persentase inhibisi. Hal
ini mengindikasikan bahwa peningkatan konsentrasi kuersetin berbanding lurus dengan
peningkatan aktivitas antioksidannya. Temuan ini konsisten dengan hasil penelitian Putri dan
Herdiana (2018) yang melaporkan adanya hubungan linear antara konsentrasi kuersetin dan
aktivitas antioksidannya. Perlu diingat bahwa efektivitas kuersetin in vivo dapat berbeda dari
hasil in vitro ini. Faktor-faktor seperti bioavailabilitas dan metabolisme dalam tubuh dapat
mempengaruhi aktivitas antioksidan kuersetin secara keseluruhan.
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Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Kuersetin

Sampel 1Cso (ppm) Kategori Antioksidan
Kuersetin 35,18 Sangat Kuat

Hasil aktivitas antioksidan kuersetin sebesar 35,188 ppm menunjukkan aktivitas
antioksidan sangat kuat dan dapat dibandingkan dengan ekstrak daun singkong tua
(Manihot esculenta Crantz). Kuersetin merupakan senyawa flavonoid yang banyak
ditemukan pada tumbuhan. Kuersetin digunakan sebagai antioksidan karena memiliki
gugus katekol pada cincin B dan gugus 3 -OH pada cincin A dan C yang memerangkap
radikal bebas. Kuersetin telah terbukti menjadi sumber antioksidan yang sangat baik dan
dapat digunakan sebagai agen anti inflamasi (Melanie et al., 2023).

Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz.)

Sampel I1Cs0 Kategori

Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz.) 210.33 Lemah

Pada Tabel 3 hasil pengujian aktivitas antioksidan kuersetin dari ekstrak daun singkong
(Manihot esculenta Crantz.) diperoleh nilai 1C50 sebesar 210,33. Nilai IC50 menunjukkan
bahwa daun singkong (Manihot esculenta Crantz) mempunyai aktivitas antioksidan yang
rendah. Nilai IC50 ini menunjukkan konsentrasi ekstrak yang diperlukan untuk menghambat
50% aktivitas radikal bebas DPPH. Nilai ini memiliki aktivitas antioksidan yang rendah.
Menurut Blois (1958), suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas antioksidan kuat jika nilai
IC50 kurang dari 50 pg/mL, sedang jika nilainya antara 50 hingga 100 pg/mL, dan lemah
jika nilainya berkisar antara 100 sampai 250 g /ml. Daun singkong (Manihot esculenta
Crantz) tergolong antioksidan lemah karena jika senyawa antioksidan tersebut mempunyai
nilai IC50 > 150. Hasim dkk (2016) menemukan bahwa ekstrak etanol daun singkong
mempunyai aktivitas antioksidan yang rendah dengan nilai IC50 sebesar 156,39 pg/mL.

Aktivitas antioksidan lemah pada daun Manihot esculenta Crantz disebabkan oleh
beberapa faktor, seperti daun singkong mungkin memiliki konsentrasi senyawa antioksidan
yang relatif rendah dibandingkan dengan bagian tanaman lainnya atau tanaman lain. Kondisi
pertumbuhan tanaman seperti iklim, tanah, dan pemupukan dapat mempengaruhi produksi
senyawa antioksidan dalam daun (Etsassala et al., 2019). Perbedaan varietas singkong dapat
menghasilkan profil fitokimia yang berbeda, termasuk kandungan antioksidan (Montagnac
et al., 2009).

Selain itu, kualitas dan kuantitas senyawa fenol yang terkandung dalam daun Manihot
esculenta Crantz dapat berbeda-beda tergantung pada varietas, kondisi lingkungan, dan
metode pengolahan. Kualitas dan kuantitas senyawa fenol yang rendah dapat mengurangi
aktivitas antioksidan. Paparan sinar UV matahari juga dapat menghasilkan radikal bebas
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yang menghambat aktivitas antioksidan. Oleh karena itu, pengawetan dan pengolahan yang
tepat sangat penting untuk mengurangi efek negatif sinar UV (Nisa et al., 2024).

Kesimpulan
Daun singkong (Manihot esculenta Crantz) memiliki aktivitas antioksidan sebesar
210,33 g/mL, yang menempatkannya dalam kategori lemah dalam penelitian ini.
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