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Abstract: Acne vulgaris is a chronic inflammation of the skin’s 

pilosebaceous unit, caused by oxidative stress due to reactive oxygen species 

(ROS) release. Oxidative stress conditions can be treated using natural 

antioxidants, namely ashitaba (Angelica keiskei). In contrast to previous 

studies that tested column chromatography fraction of the macerated ethanol 

extract, this study examined the liquid-liquid partition fraction of 80% 

methanol sonicated extract of Ashitaba herb. This study aims to determine 

the antiradical activity of various fractions of Ashitaba herb extract against 

1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl (DPPH) free radicals. 80% methanol extract 

of the Ashitaba herb was fractionated using chloroform, ethyl acetate, and 

water solvents. Each ashitaba herb fraction was identified for the content of 

flavonoids and phenolic compounds and the antiradical DPPH activity was 

tested with ascorbic acid standard using a UV-Vis spectrophotometer. The 

IC50 value of each fraction was statistically analyzed using One-Way 

ANOVA and Posthoc Tukey. The results of phytochemical identification 

showed that ashitaba herb fractions positively contain flavonoids and 

phenolics. Antiradical activity of the chloroform, ethyl acetate, and water 

fractions against DPPH was indicated by IC50 values of 164.22±5.68 ppm 

(moderate); 8.70±0.12 ppm (very strong); and 243.60±8.14 ppm (weak). 

Statistically, each ashitaba herb fraction differed significantly from ascorbic 

acid (IC50 2.37±0.05 ppm). The ethyl acetate fraction has the strongest 

antioxidant activity and is in the same category of antioxidant strength as the 

ascorbic acid standard. 

Keywords: Angelica keiskei, antioxidants, DPPH, flavonoids, phenolics. 

 

 

Pendahuluan 

Akne vulgaris (AV) merupakan 

peradangan menahun pada unit pilosebasea, 

yaitu kelenjar minyak yang terhubung dengan 

batang rambut di lapisan dermis kulit. AV 

ditandai dengan berbagai kondisi abnormal kulit 

seperti komedo, papul, pustul, nodus, dan kista 

yang disertai rasa gatal (PERDOSKI, 2017). AV 

diperkirakan menjangkiti 75% remaja di dunia 

dengan puncak keparahan pada usia 17-21 tahun 

(Agustin, 2016). Di Indonesia, khususnya Kota 

Mataram, Nusa Tenggara Barat, sebanyak 51,2% 

dari 162 subjek berusia 15-30 tahun menderita 

AV dalam kurun waktu lebih dari 1 tahun 

(Hidajat dkk., 2016). Pada usia pubertas, 

peningkatan hormon seksual menyebabkan 

pembesaran kelenjar minyak dan peningkatan 

produksi minyak pada kulit. Penyumbatan 

kantong kelenjar membentuk komedo yang 

menjadi media pertumbuhan bakteri P. acnes. 

Hal ini memicu pelepasan sel darah putih yang 

melepaskan radikal bebas selama proses 

eliminasi bakteri. Radikal bebas berinteraksi 

dengan sel dalam tubuh dan memicu stres 

oksidatif sehingga memperparah peradangan 

pada pasien AV (Garem dkk., 2014).  

Sediaan topikal sintetis meliputi 

antibakteri topikal, retinoid topikal, dan benzoil 
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peroksida menimbulkan efek samping berupa 

iritasi kulit dan reaksi lokal seperti rasa terbakar, 

kemerahan serta kulit kering (PIONAS, 2015). 

Sediaan sintetis di atas dapat digantikan dengan 

bahan alam yang memiliki aktivitas antibakteri, 

antioksidan, dan antiinflamasi.  

Kondisi stress oksidatif dapat ditangani 

dengan penggunaan antioksidan alami, salah 

satunya dari tanaman ashitaba. Pengujian 

aktivitas antioksidan pada tanaman ashitaba telah 

dilakukan oleh beberapa studi sebelumnya. Hasil 

penelitian Sari et al., (2020) melaporkan bahwa 

Dengan nilai IC50 sebesar 191,447 ppm, ekstrak 

etanol batang Ashitaba menghambat radikal 

bebas DPPH. Temuaan Athallah (2024) 

menunjukkan ekstrak etanol daun ashitaba 

memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 

sebesar 11,38 µg/mL. Temuan lainnya dari 

Hajrin & Juliantoni (2019), bahwa Sampel oven 

memiliki aktivitas penangkal radikal DPPH yang 

lebih kuat daripada sampel surya, dengan IC50 

sebesar 350,24 µg/mL dibandingkan dengan 

3979,46 µg/mL. Selain itu, Muliasari et al., 

(2023), dengan nilai IC50 sebesar 129,40 ± 7,36 

ppm, ekstrak metanol 80% tanaman ashitaba 

menunjukkan penghambatan terhadap radikal 

DPPH.  

Berdasarkan paparan di atas, pembuktian 

potensi ashitaba sebagai antioksidan masih 

terbatas pada ekstrak bagian tertentu tanaman. 

Adapun pengujian aktivitas antioksidan seluruh 

bagian tanaman (herba) meliputi ekstrak dan 

fraksi-fraksinya masih terbatas. Berdasarkan 

uraian di atas, penelitian ini bertujuan untuk 

menentukan kandungan flavonoid dan fenolik 

serta aktivitas penghambatan radikal bebas 

DPPH dari fraksi kloroform, etil asetat dan air 

ekstrak metanol 80% herba ashitaba. Penelitian 

ini memberikan manfaat yang menyatakan 

bahwa fraksi metanol 80% herba ashitaba 

memiliki aktivitas antiradikal dan efektif dalam 

mengatasi oksidasi, serta berpotensi sebagai 

terapi akne vulgaris. 

 

Bahan dan Metode 

 

Waktu dan tempat  

Penelitian berlangsung dari bulan 

November 2022 sampai Mei 2023. Penelitian 

bertempat di Laboratorium Program Studi 

Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Mataram. 

Pengambilan sampel dan determinasi 

Mengambil sebanyak 8,5 kg herba 

ashitaba di Desa Sembalun Bumbung, 

Kecamatan Sembalun, Kabupaten Lombok 

Timur, NTB. Sampel ashitaba dideterminasi di 

Laboratorium Program Studi Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Mataram. 

 

Pembuatan simplisia 

Proses pengumpulan herba ashitaba segar 

meliputi penimbangan, sortasi basah, dan 

pencucian dengan air mengalir sambil disikat 

secara berkala. Setelah itu, sampel dipotong-

potong dan dijemur menggunakan kain hitam. 

Blender kemudian digunakan untuk menggiling 

sampel kering setelah disortir kering. Saringan 

dengan ukuran mata jaring 70 digunakan untuk 

menyaring sampel yang telah digiling. Selain itu, 

sampel diberi gel silika dan disimpan dalam 

wadah plastik yang rapat. 

 

Pembuatan ekstrak 

Proses sonikasi digunakan untuk 

menghilangkan serbuk simplisia. Untuk proses 

deklorofilasi, 500 g sampel ditimbang dan 

dicampur dengan 5 L pelarut n-heksana (1:10). 

Ekstrak metanol herba ashitaba dibuat dengan 

mengekstraksi ulang residu menggunakan 

metanol 80%. Setelah ekstraksi, kertas saring dan 

kain mori digunakan untuk memisahkan filtrat 

dari residu. Sebuah rotary evaporator yang diatur 

pada suhu 40°C digunakan untuk menghilangkan 

semua metanol dari filtrat, dan penangas air 

digunakan untuk menguapkan air yang tersisa. 

 

Pembuatan fraksi 

Ekstrak metanol herba ashitaba 

difraksinasi menggunakan metode partisi cair-

cair dengan pelarut kloroform, etil asetat, dan air. 

Fraksinasi diawali dengan melarutkan 5 g ekstrak 

kental dengan 100 mL air suhu 40℃ dan 

ditambahkan dengan 100 mL kloroform, lalu 

dikocok hingga terbentuk 2 lapisan. Bagian 

kloroform dan air dipisahkan dan ditampung 

dalam wadah. Prosedur diulangi sebanyak 2 kali. 

Bagian direfraksinasi menggunakan pelarut etil 

asetat dengan prosedur yang sama. Bagian etil 

asetat dan air dipisahkan dan ditampung dalam 

wadah. Tiap fraksi disatukan dan diuapkan di 

atas cawan porselen dalam waterbath.  
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Skrining fitokimia 

Identifikasi flavonoid 

Tiap fraksi sebanyak 50 mg dilarutkan 

dalam 5 mL metanol. Menambahkan 10 tetes 

H2SO4 pekat dan serbuk magnesium (Mg) 

secukupnya pada larutan fraksi. Sampel 

mengandung senyawa flavon jika ada warna 

merah jingga, warna merah tua menandakan 

adanya senyawa flavonol dan flavonon serta 

warna kuning jingga menandakan adanya 

senyawa kalkon dan auron (Harbone, 1998). 

 

Identifikasi fenolik 

Tiap fraksi sebanyak 50 mg dilarutkan 

dalam 5 mL metanol. Larutan fraksi selanjutnya 

ditambahkan 5-8 tetes FeCl3 10%. Fraksi 

dikatakan positif mengandung fenolik jika 

terbentuk warna hijau, ungu, biru, atau hitam 

(Harbone, 1998). 

 

Uji KLT 

Uji KLT diawali dengan aktivasi fase diam 

silika gel 60 GF254 ukuran 10x5 cm selama 30 

menit pada suhu 110oC dalam oven (Dewi et al., 

2018). Plat KLT teraktivasi diberi garis batas atas 

dan batas bawah masing-masing 1 cm. 

Sementara itu, eluen dari campuran pelarut 

kloroform-metanol-air (8:1:1) (Alawiyah & 

Senania, 2022) dijenuhkan dalam chamber 

hingga seluruh kertas saring terbasahi. Sampel 

yang terdiri dari ekstrak, fraksi kloroform, fraksi 

etil asetat, fraksi air dan standar ditimbang 

sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan metanol 

p.a dalam eppendorf tube. Kuersetin dan asam 

galat digunakan sebagai standar untuk uji 

identifikasi senyawa flavonoid dan fenolik. 

Sebanyak 10 μL dari masing-masing sampel 

ditotolkan dengan pipa kapiler pada plat silika 

gel (Dewi et al., 2018). Plat kemudian dielusi 

hingga batas atas. Bercak pada plat diamati di 

bawah lampu UV 254 dan 366 nm. Plat 

selanjutnya disemprot dengan penampak noda 

AlCl3 10% pada penentuan senyawa flavonoid 

dan penampak noda Folin-Ciocalteu pada 

penentuan senyawa fenolik. 

 

Uji aktivitas antiradikal DPPH 

Pembuatan larutan DPPH (1 mM) 

Menimbang sebruk DPPH sebanyak 19,7 

mg dan dicukupkan volumenya hingga 50 mL 

dengan metanol p.a. Menyimpan larutan DPPH 

dalam wadah tertutup dan menginkubasi selama 

30 menit pada suhu 40oC. (Utami, 2020).  

 

Pembuatan larutan kontrol 

Menambahkan larutan DPPH 1 mM 

sebanyak 0,30 mL dengan metanol p.a hingga 5 

mL. Menginkubasi larutan tersebut diinkubasi 

pada suhu 25 oC selama operating time pada 

wadah gelap dan kondisi terhindar dari cahaya 

(Ipandi et al., 2016).  

 

Pembuatan larutan standar asam askorbat 

Asam askorbat sebanyak 5 mg dilarutkan 

dalam 10 mL metanol p.a. untuk membuat 

larutan induk 500 ppm, kemudian dikocok 

hingga homogen (Sari, 2020). Berbagai 

konsentrasi asam askorbat digunakan untuk 

membuat larutan induk: 1 ppm, 1,75 ppm, 2,5 

ppm, 3,25 ppm, dan 3,5 ppm. Metanol p.a. 

ditambahkan ke setiap konsentrasi hingga 

mencapai volume 10 mL, kemudian campuran 

dihomogenkan (Utami, 2020). 

 

Pembuatan larutan uji fraksi herba ashitaba 

Larutan induk uji 1000 ppm dibuat dengan 

menimbang dan melarutkan 25 mg fraksi-fraksi 

herba ashitaba dalam 25 mL metanol p.a. 

kemudian dikocok hingga homogen. Fraksi 

kloroform dibuat seri konsentrasi sebesar 10, 50, 

90, 130, dan 170 ppm. Fraksi etil asetat dibuat 

seri konsentrasi sebesar 2, 6, 10, 14, dan 18 ppm. 

Fraksi air dibuat seri konsentrasi sebesar 50, 100, 

150, 200, dan 250 ppm. Setiap larutan uji 

dicukupkan volumenya dengan metanol p.a. 

hingga 10 mL kemudian dihomogenkan (Sari et 

al., 2020; Susiloningrum & Sari, 2021). 

 

Penentuan operating time 

0,30 mL larutan DPPH 1 mM 

ditambahkan ke dalam 4,70 mL larutan asam 

askorbat 1 ppm. Selama satu jam, absorbansi 

larutan diukur pada panjang gelombang 

maksimum teoritis 517 nm setiap lima menit. 

0,30 mL metanol p.a. dan 4,70 mL larutan asam 

askorbat 1 ppm digunakan untuk membuat 

blanko pembacaan (Utami, 2020).  

 

Penentuan panjang gelombang maksimum  

Labu ukur 5 mL diisi dengan 0,30 mL 

larutan DPPH 1 mM, kemudian metanol 

ditambahkan p.a. hingga tanda batas. Selama 

operasi, larutan diinkubasi dalam gelap. Panjang 

http://doi.org/10.29303/jbt.v24i4.7638
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gelombang antara 400 dan 600 nm, absorbansi 

larutan diukur dibandingkan dengan metanol 

kosong p.a (Ipandi et al., 2016; Utami, 2020). 

 

Pengukuran absorbansi larutan kontrol 

Absorbansi larutan control dibaca pada 

panjang gelombang maksimum yang diperoleh 

terhadap blanko metanol p.a dalam kondisi 

terhindar cahaya (Sari, 2020).  

 

Pengukuran absorbansi larutan standar dan 

uji 

Tiap variasi konsentrasi larutan standar 

dan uji dipipet sebanyak 4,70 mL ke dan 

ditambahkan 0,30 mL DPPH 1 mM. Setelah 

mengocok larutan hingga merata, campuran 

diinkubasi selama operating time pada suhu 

25°C. Panjang gelombang tertinggi yang dicapai 

digunakan untuk mengukur absorbansi larutan 

uji dan larutan standar. 0,30 mL metanol p.a. dan 

4,70 mL larutan standar dan larutan uji dari setiap 

konsentrasi digunakan untuk membuat blanko 

pembacaan (Utami, 2020)  

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil pengambilan sampel dan determinasi 

Pengumpulan sampel herba ashitaba 

dilakukan pada tanggal 23 Juli 2022 pukul 09.32 

WITA di Dusun Jorong, Desa Sembalun 

Bumbung, Kecamatan Sembalun, Kabupaten 

Lombok Timur. Daerah dengan ketinggian 800-

1200 mdpl ini menyediakan kondisi tanah dan 

udara yang sesuai untuk budidaya ashitaba (Pusat 

Studi Biofarmaka IPB, 2014). Herba ashitaba 

paling baik dipanen pada pagi hari setelah embun 

kering atau sekitar jam 08.00-10.00 pagi (Evans 

& Davis, 2019). Berdasarkan surat keterangan 

identifikasi nomor 15/UN18.7/LBL/2022 

(lampiran 1), sampel yang digunakan benar 

adalah ashitaba (Angelica keiskei).   

 

Hasil pembuatan simplisia 

Hasil simplisia adalah 14,75% berdasarkan 

data berat basah herba sebesar 8,5 kg dan berat 

kering simplisia sebesar 1,254 kg. Kandungan 

air yang tinggi pada tanaman dapat 

menyebabkan produksi simplisia yang buruk 

karena menyebabkan penurunan berat yang 

signifikan. 

 

 

Pembuatan ekstrak 

Metode deklorofilasi merupakan langkah 

pertama dalam produksi ekstrak tanaman 

ashitaba. Dengan menggunakan pelarut nonpolar 

untuk menghilangkan molekul pengganggu dan 

memaksimalkan aktivitas senyawa dalam 

ekstrak, deklorofilasi merupakan teknik untuk 

memurnikan ekstrak dari senyawa ballast 

termasuk lemak, klorofil, dan pewarna (Nugroho 

et al., 2013). Sebanyak 500 g serbuk simplisia 

dideklorofilasi dengan 5 L pelarut n-heksana 

(1:10) menggunakan metode sonikasi selama 30 

menit pada suhu 40oC. Simplisia herba ashitaba 

terdeklorofilasi direekstraksi sebanyak 3 kali 

hingga pelarut n-heksana tidak dapat lagi 

menarik klorofil. Hal ini ditandai dengan 

perbedaan tidak signifikan antara warna filtrat 

terakhir dengan filtrat sebelumnya.  

Simplisia deklorofilasi diekstraksi 

menggunakan pelarut metanol 80% (1:10) 

dengan metode sonikasi selama 3 x 30 menit 

pada suhu 40oC. Zat polar maupun nonpolar 

dapat dilarutkan oleh pelarut serba guna metanol. 

Hal ini berkaitan dengan gugus hidrofilik dan 

lipofilik yang terdapat dalam struktur metanol 

(CH3OH) (Wardoyo et al., 2021). Jika 

dibandingkan dengan pelarut absolut, kombinasi 

air dan pelarut organik, yang sering dikenal 

sebagai pelarut biner, dapat meningkatkan 

efisiensi ekstraksi (Saifullah et al., 2020). Salah 

satu pelarut biner yang sering digunakan untuk 

mengekstrak bahan kimia antioksidan alami 

secara efisien adalah metanol 80% (Anwar et al., 

2010). Dari 463 g simplisia deklorofilasi, 

diperoleh 94 g ekstrak herba ashitaba dengan 

rendemen sebesar 20,30%.  

 

Pembuatan fraksi 

Ekstrak metanol 80% herba ashitaba 

difraksinasi menggunakan pelarut kloroform, etil 

asetat dan air dengan metode partisi cair-cair. 

Memanfaatkan dua pelarut yang tidak bercampur 

dalam corong pisah, partisi cair-cair merupakan 

metode pemisahan senyawa di mana zat kimia 

didispersikan ke dalam pelarut sesuai dengan 

perbedaan koefisien partisinya (Srivastava et al., 

2021). Penggunaan pelarut dengan tingkat 

kepolaran berbeda memungkinkan senyawa 

dalam ekstrak terlarut secara selektif dalam 

pelarut dengan kepolaran yang sama sesuai 

prinsip like dissolve like (Perveen & Al-Taweel, 

2019).  
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Secara organoleptis, fraksi kloroform, etil 

asetat dan air secara berturut-turut memiliki 

warna hijau kehitaman, putih kekuningan, dan 

oranye kecoklatan. Adapun fraksi-fraksi tersebut 

memiliki aroma harum khas ashitaba dengan 

tekstur kental dan halus. Dari 5 g ekstrak kental 

diperoleh berat fraksi kloroform, etil asetat, dan 

air kental sebesar 0,484 g, 0,15 g, dan 2,123 g. 

Sehingga dihasilkan rendemen fraksi kloroform, 

etil asetat, dan air sebesar 9,68%, 3% dan 

42,46%. 

 

Hasil Skrining Fitokimia 

Hasil skrining fitokimia pada fraksi-fraksi 

herba ahitaba menunjukkan tiap fraksi herba 

ashitaba positif mengandung senyawa flavonoid 

dan fenolik (Tabel 1). 

 
Tabel 1. Hasil skrining fitokimia fraksi-fraksi herba 

ashitaba 
 

Senya

wa 

Samp

el 

Perea

ksi 

Hasil Keterang

an 

Flavon

oid 

FAK-

K 

H2SO4 

pekat 

+ 

serbuk 

Mg 

Hijau 

kemera

han (+) 

Golongan 

flavonol 

dan 

flavonon  

FAK-

EA 

Merah 

jingga 

(+) 

Golongan 

flavon 

FAK-

A 

Kuning 

jingga 

(+) 

Golongan 

kalkon 

dan auron 

Fenolik FAK-

K 

FeCl3 

10% 

Hijau 

kehitam

an (+) 

Golongan 

ester/asam 

fenolat 

FAK-

EA 

Hitam 

(+) 

Golongan 

ester/asam 

fenolat 

FAK-

A 

Hijau 

kebirua

n (+) 

Golongan 

tannin 

terkonden

sasi 

Keterangan: (+): Teridentifikasi; (-): Tidak 

teridentifikasi; FAK-K: Fraksi Angelica keiskei-

Kloroform; FAK-EA: Fraksi Angelica keiskei-Etil 

asetat; FAK-A: Fraksi Angelica keiskei-Air 

 

Hasil Uji KLT 

Identifikasi senyawa flavonoid dengan uji 

KLT menunjukkan indikasi positif pada seluruh 

sampel. Bercak berwarna kuning dan biru terlihat 

setelah proses elusi menggunakan campuran 

pelarut kloroform : metanol : air (8:1:1) di bawah 

sinar UV 366 nm (Harbone, 1998). Ekstrak 

metanol 80% herba ashitaba (A), fraksi 

kloroform (B), fraksi etil asetat (C), fraksi air 

(D), dan standar kuersetin (E) secara berurutan 

memberikan 3 bercak, 3 bercak, 4 bercak, 1 

bercak, dan 1 bercak positif flavonoid (Gambar 

1). Penyemprotan bercak dengan penampak 

bercak AlCl3 10% menghasilkan bercak yang 

berflouresensi kuning lebih jelas. Mekanisme 

reaksi antara flavonoid dan penampak bercak 

AlCl3 didasarkan pada pembentukan kompleks 

asam yang stabil antara gugus keto C-4 dan salah 

satu gugus hidroksil C-3 atau C-5 dari flavon dan 

flavonol dengan AlCl3. Kompleks asam nonstabil 

juga dapat terbentuk dari interaksi AlCl3 dan 

gugus orto-dihidroksil dalam cincin A- atau B-

flavonoid (Ahmed & Iqbal, 2018). 

 

 
Gambar 1. Hasil KLT senyawa flavonoid 

 

Senyawa fenolik teridentifikasi dalam 

sampel ekstrak (A), fraksi kloroform (B) dan 

fraksi etil asetat (C). Bercak dengan berbagai 

warna seperti biru, ungu, hitam, dan hijau 

ditemukan di bawah sinar UV 366 nm setelah 

proses elusi menggunakan campuran pelarut 

kloroform : metanol : air (8:1:1) (Harbone, 

1998). Fraksi kloroform (B) dan ekstrak metanol 

herba ashitaba (A) menghasilkan 7 dan 2 bercak, 

sedangkan fraksi etil asetat (C) dan standar asam 

galat (E) hanya menghasilkan 1 bercak positif 

fenolik (Gambar 2). Penampak bercak Folin-

Ciocalteu memberikan bercak yang 

berflouresensi biru lebih jelas. Mekanisme reaksi 

penampak bercak Folin-Ciocalteu terjadi melalui 

proses reduksi asam heteropoli fosfomolibdat-

fosfotungstat dalam Folin-Ciocalteu oleh gugus 

hidroksi fenol menjadi kompleks molibdenum-

tungsten berwarna biru (Nofita dkk., 2022). 

Akibat reaksi tersebut, perubahan warna biru 
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menandakan adanya gugus fenil (Salamah et al., 

2017). 

 

 
Gambar 2. Hasil KLT senyawa fenolik 

 

Hasil Uji aktivitas antiradikal DPPH 

Penghambatan radikal 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazu (DPPH) digunakan untuk menilai 

aktivitas antiradikal dari fraksi tanaman ashitaba. 

Dengan menggunakan Spektrofotometer UV-

Vis, ide dasar pengujian ini adalah untuk 

menentukan seberapa baik bahan kimia 

antioksidan dapat menekan radikal DPPH 

(Kedare & Singh, 2011). Antioksidan lipofilik 

dan hidrofilik dapat diuji menggunakan 

pendekatan yang mudah, cepat, dan tepat ini. 

Reaktivitas rendah metode DPPH 

memungkinkan untuk mengevaluasi zat dengan 

aktivitas antioksidan yang kuat atau lemah 

(Gulcin, 2020; Kedare & Singh, 2011). 

Operating time (OT) adalah jumlah waktu 

yang dibutuhkan antioksidan untuk berinteraksi 

sepenuhnya dengan radikal bebas. Stabilitas 

absorbansi selama prosedur pengujian akan 

dipertahankan dengan membaca absorbansi 

sampel pada operating time (Isnindar & Luliana, 

2020). Karena absorbansi DPPH tetap konstan 

antara 30 dan 35 menit, dapat dikatakan bahwa 

30 menit adalah operating time yang digunakan 

dalam penyelidikan ini. Hal ini konsisten dengan 

operating time yang disarankan Blois (1958) 

untuk teknik DPPH asli. Sampel diinkubasi 

untuk pengujian selama periode ini. 

Nilai absorbansi DPPH terbesar pada 

spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk 

menghitung panjang gelombang maksimum. 

Penyerapan paling optimal terjadi pada panjang 

gelombang tertinggi, sehingga memungkinkan 

deteksi perubahan penyerapan pada setiap 

konsentrasi sampel lebih tepat (Lestari et al., 

2020; Nasution et al., 2015). Panjang gelombang 

di mana jumlah DPPH paling banyak diserap 

adalah 516 nm. Panjang gelombang di mana 

DPPH paling banyak diserap secara teoritis 

adalah 517 nm. Menurut Prananta et al., (2020), 

mungkin ada pergeseran 0–4 nm antara panjang 

gelombang teoritis dan pengamatan 

observasional. Pertama, larutan kontrol diukur 

untuk menentukan aktivitas antiradikal. Sebelum 

menambahkan sampel atau standar, absorbansi 

larutan kontrol diukur untuk memastikan 

absorbansi awal DPPH. Untuk menunjukkan 

keakuratan prosedur yang digunakan untuk 

menilai aktivitas antiradikal sampel, diperlukan 

standar asam askorbat (Julizan et al., 2019). 

 

Tabel 2. Aktivitas antiradikal DPPH standar dan fraksi-fraksi herba ashitaba 
 

Sampel 

IC50 (ppm) 

Replikasi (R) 
𝐗 ± SD CV (%) Kategori 

R1 R2 R3 

AA 2,42 2,31 2,37 2,37 ± 0,06  2,67 Sangat kuat 

FAK-K 170,36 159,16 163,15 164,22 ± 5,68 3,46 Sedang 

FAK-EA 8,66 8,59 8,83 8,70 ± 0,12 1,43 Sangat kuat 

FAK-A 239,44 252,97 238,37 243,60 ± 8,14 3,34 Lemah 

Keterangan: Asam Askorbat (AA), Fraksi Angelica keiskei-Kloroform (FAK-K), Fraksi Angelica keiskei-Etil 

Asetat (FAK-EA), dan Fraksi Angelica keiskei-Air (FAK-A) 

Aktivitas antiradikal DPPH standar dan 

fraksi-fraksi herba ashitaba dijabarkan dalam 

Tabel 2. Standar deviasi yang rendah dari tiap 

data IC50 fraksi menunjukkan tingkat akurasi 

pengukuran yang baik. Begitupula dengan 

koefisien variasi yang bernilai kurang dari 5% 

membuktikan tingkat presisi pengukuran yang 

baik dimana terdapat kesalahan acak dan 

sistematis yang rendah (Gandjar & Rohman, 

2012). Standar dan fraksi etil asetat termasuk 

dalam kategori antioksidan sangat kuat, 
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sedangkan fraksi kloroform dan air termasuk 

antioksidan sedang dan lemah.  

Fraksi etil asetat memiliki aktivitas 

penghambatan radikal DPPH paling baik. 

Temuan Haryoto et al., (2018) membuktikan 

bahwa fraksi semipolar dari ekstrak etanol 95% 

herba ashitaba dengan IC50 sebesar 41,93 ppm 

memiliki aktivitas antioksidan paling kuat. 

Fraksi semipolar pada penelitian ini 

menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih 

kuat dibandingkan Haryoto et al., (2018) yang 

meneliti aktivitas antioksidan dengan sampel 

yang sama. Sesuai dengan identifikasi senyawa 

melalui uji tabung dan uji KLT, ketiga fraksi dari 

ekstrak metanol 80% herba ashitaba 

mengandung senyawa flavonoid dan fenolik. 

Flavonoid dan fenolik diduga merupakan dua 

jenis senyawa yang digunakan dalam aktivitas 

anti-oksidan. Studi oleh Liet al., (2009) meneliti 

korelasi antara aktivitas antioksidan dan senyawa 

fenolik yang terdapat pada ekstrak-ekstrak akar 

Angelica sinensis dan menemukan bahwa 

koefisien korelasi rata-rata adalah sekitar 0,839. 

Koefisien korelasi yang mendekati 1 

menunjukkan korelasi positif peran senyawa 

fenolik dalam aktivitas antioksidan. 

Dasar pemikiran yang disebutkan di atas 

menunjukkan bahwa flavonoid dan polifenol, 

yang merupakan metabolit sekunder dari 

kelompok fenolik, berkontribusi terhadap 

penghambatan radikal bebas. Rantai ikatan 

dalam radikal bebas dapat diputus oleh senyawa 

fenolik (ArOH) yang memiliki satu atau lebih 

gugus hidroksil (OH) yang terikat pada cincin 

benzena. Zat-zat ini menekan radikal bebas 

melalui dua mekanisme yang berbeda: transfer 

elektron tunggal (SET) dan transfer atom 

hidrogen (HAT). Untuk menghentikan proses 

oksidasi, senyawa fenolik (ArOH) memberikan 

radikal bebas atom hidrogennya untuk 

menciptakan radikal fenolik yang stabil (ArOo). 

Proses ini dikenal sebagai mekanisme HAT. 

Mekanisme SET, yang bertentangan dengan 

HAT, menjelaskan bagaimana radikal bebas 

mengubah senyawa fenolik (ArOH) menjadi 

akseptor elektron tunggal dan menghentikan 

reaksi oksidasi berantai dengan mengubah zat 

antara yang teroksidasi menjadi bentuk yang 

stabil (Tukiran et al., 2018). 

Hasil uji One-Way ANOVA, diketahui 

bahwa terdapat setidaknya satu kelompok uji 

yang berbeda signifikan dari kelompok uji 

lainnya terlihat dari nilai signifikansi 0,00 

(p<0,05). Uji tersebut kemudian dilanjutkan 

dengan uji Post-hoc Tukey (Shankar, 2009). Uji 

Post-hoc Tukey membuktikan bahwa fraksi 

kloroform, etil asetat dan air berbeda signifikan 

dengan standar asam askorbat (sig. 0,00 p<0,05). 

Kesimpulannya bahwa tiap fraksi herba ashitaba 

memiliki aktivitas antiradikal dengan tingkat 

berbeda. Fraksi etil asetat memiliki aktivitas 

antiradikal DPPH paling kuat dibandingkan 

fraksi-fraksi lainnya. Secara statistik, tidak ada 

fraksi uji yang memiliki aktivitas antioksidan 

setara dengan standar asam askorbat. Namun, 

fraksi etil asetat memiliki nilai IC50 mendekati 

standar asam askorbat dan berada dalam kategori 

kekuatan antioksidan yang sama. 

 

Kesimpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan, dapat disimpulkan bahwa fraksi 

kloroform, etil asetat dan air ekstrak metanol 

80% herba ashitaba mengandung metabolit 

sekunder flavonoid dan fenolik dan aktivitas 

antioksidan terhadap radikal DPPH. Fraksi etil 

asetat memiliki aktivitas antioksidan paling kuat 

dibandingkan fraksi lainnya dan berada dalam 

kategori kekuatan antioksidan yang sama dengan 

standar asam askorbat. 
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