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ABSTRAK

Daun dadangkak (Hydrolea spinosa L.) diketahui mengandung berbagai
senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antioksidan alami sehingga
menarik untuk dikaji dari aspek profil senyawa maupun aktivitas biologinya.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil kromatografi lapis tipis (KLT)
serta aktivitas antioksidan fraksi n-heksan, etil asetat, dan metanol dari ekstrak daun
dadangkak. Ekstraksi dilakukan menggunakan pelarut etanol dan dilanjutkan
dengan fraksinasi bertingkat berdasarkan tingkat kepolaran pelarut. Analisis profil
senyawa dilakukan menggunakan metode KLT dengan pengamatan pada sinar UV
254 nm dan UV 366 nm serta menggunakan beberapa pereaksi semprot. Aktivitas
antioksidan diuji menggunakan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
secara spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm untuk
menentukan nilai ICso. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi metanol
memberikan profil kromatogram terbaik dengan respon positif terhadap seluruh
pereaksi uji, yang mengindikasikan kandungan metabolit sekunder lebih dominan
dibandingkan fraksi lainnya. Pengujian aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa
seluruh fraksi memiliki kemampuan meredam radikal bebas DPPH dengan nilai
ICso fraksi n-heksan sebesar 0,110 ppm, fraksi etil asetat sebesar 0,245 ppm, dan
fraksi metanol sebesar -1,588 ppm. Selain itu, fraksi metanol menunjukkan nilai
koefisien korelasi (R?) tertinggi sehingga memiliki hubungan linear terbaik antara
konsentrasi dan persen inhibisi. Berdasarkan hasil tersebut, fraksi metanol daun
dadangkak memiliki potensi paling baik sebagai sumber antioksidan alami.
Kata Kunci: Hydrolea spinosa L., fraksinasi, antioksidan, DPPH, KL T, ICso.

ABSTRACT
Dadangkak leaves (Hydrolea spinosa L.) are known to contain various
secondary metabolites with potential as natural antioxidants, making them
interesting to be studied in terms of compound profile and biological activity. This
study aimed to determine the thin-layer chromatography (TLC) profile and
antioxidant activity of the n-hexane, ethyl acetate, and methanol fractions of
Dadangkak leaf extract. Extraction was carried out using ethanol solvent followed
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by graded fractionation based on solvent polarity. Compound profiling was
analyzed using TLC under UV light at 254 nm and 366 nm with several spray
reagents. Antioxidant activity was evaluated using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method measured by UV-Vis spectrophotometry at a
wavelength of 517 nm to determine the ICso values. The results showed that the
methanol fraction produced the best chromatographic profile with positive
responses to all spray reagents, indicating a more dominant presence of secondary
metabolites compared to other fractions. Antioxidant activity testing demonstrated
that all fractions exhibited DPPH radical scavenging activity with ICso values of
0.110 ppm for the n-hexane fraction, 0.245 ppm for the ethyl acetate fraction, and
-1.588 ppm for the methanol fraction. In addition, the methanol fraction showed the
highest coefficient of determination (R?), indicating the best linear relationship
between concentration and percentage inhibition. Based on these findings, the
methanol fraction of Dadangkak leaves has the greatest potential as a natural
antioxidant source.

Keywords: Hydrolea spinosa L., fractionation, antioxidant, DPPH, TLC, ICso.

PENDAHULUAN

Indonesia memiliki kekayaan
alam yang cukup melimpah Beraneka
ragam tanaman obat tumbuh subur di
alam Indonesia. Kekayaan ala mini
bermanfaat besar bagi Kesehatan
penduduknya, bahkan bagi penduduk
dunia [1]. Salah satu pulau yang
memiliki  kekayaan alam yang
melimpah Adalah pulau Kalimantan.
Ekosistem lahan basah di Kalimantan
Selatan merupakan sumber
keanekaragaman hayati yang kaya
akan tanaman obat potensial, salah
satunya adalah Dadangkak (Hydrolea
spinosa L.) [2].

Dadangkak (Hydrolea spinosa

L.) Adalah tanaman rawa yang banyak

tumbuh disekitaran Sungai dan tempat
yang berlumpur dan secara empiris
digunakan sebagai obbat penurun
panas [3]. Penelitian terdahulu
melaporkan bahwa ekstrak daun
Dadangkak (Hydrolea spinosa L.)
metabolit

memiliki  kandungan

sekunder yaitu alkaloid, tanin,
saponon,  flavonoid yang  uji
identifikasi dilakukan menggunakan
metode kromatografi lapis tipis (KLT)
[2]. Penelitian terdahulu menunjukkan
bahwa ekstrak kasar metanol dan
etanol dari daun tanaman ini memiliki
aktivitas antioksidan yang
dikategorikan sangat kuat dengan nilai
IC50 masing-masing sebesar 38,41

ppm dan 41,84 ppm [4]. Meskipun
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potensi dasarnya telah diketahui,

informasi mengenai distribusi
kelompok senyawa bioaktif tertentu
berdasarkan tingkat kepolaran pelarut
melalui proses fraksinasi bertingkat
masih sangat terbatas, padahal data

tersebut krusial untuk

upaya
standarisasi dan pemurnian senyawa
aktif di masa depan.

Kapasitas antioksidan dalam
tanaman umumnya dipengaruhi oleh
kandungan senyawa flavonoid yang
mampu mendonorkan hidrogen untuk
menetralkan radikal bebas [5]. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui  profil  kromatogram

melalui metode fingerprinting
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) serta
menentukan nilai ICso dari fraksi n-
heksan, etil asetat, dan metanol daun
Dadangkak guna mengidentifikasi
fraksi dengan aktivitas penangkapan
radikal bebas (DPPH) yang paling
optimal. Dengan menyederhanakan
campuran kompleks metabolit
sekunder melalui fraksinasi, penelitian
ini diharapkan dapat memberikan
dasar ilmiah yang lebih spesifik
mengenai kelompok senyawa yang

paling bertanggung jawab atas efek

terapeutik tanaman Hydrolea spinosa
L. sebagai agen protektif biologis.
METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan terdiri
dari timbangan analitik, mikro pipet,
labu ukur, pipet pump, serta pipet
volume.  Peralatan  gelas  dan
pendukung lainnya terdiri dari gelas
beaker, tabung reaksi, rak tabung, kaca
arloji, batang pengaduk, cawan
penguap, aluminium foil, dan kertas
saring, magnetic Sstirrer, waterbath,
oven, dan hotplate yang digunakan
dalam tahap pengolahan sampel.
Spektrofotometri  UV-Vis, kuvet,
piringan KLT, lampu UV, pipa
kapiler, Chamber, serta pinset.

Bahan yang digunakan

meliputi  ekstrak  etanol  daun
Dadangkak (Hydrolea spinosa L).
Berbagai jenis pelarut tingkat analisis
(p.a) dan teknis digunakan, di
antaranya etil-asetat p.a, etanol p.a, N-
heksan p.a, metanol p.a, metanol
teknis, serta etanol, standar kuersetin,
partikel DPPH, silika gel GF2s4, asam
sulfat, aquadest, kloroform, amonia,
serbuk magnesium, HCI, dan asam

asetat anhidrat. Selain itu, digunakan
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reagen pendeteksi dan pereaksi khusus
untuk skrining fitokimia, yaitu AlCls,
larutan FeClz 1%, serta pereaksi
Dragendorff, Meyer, dan Wagner.
Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan
terhadap  ekstrak  etanol  daun
dadangkak wuntuk mengidentifikasi
kandungan metabolit sekunder secara
kualitatif. Pengujian meliputi alkaloid
(pereaksi Dragendorff, Mayer, dan
Wagner), tanin (FeCls), saponin (uji
buih), flavonoid (reaksi magnesium—
HCI), dan

terpenoid  (reaksi

Liebermann—Burchard).  Perubahan
warna atau terbentuknya endapan
indikator

digunakan sebagai

keberadaan masing-masing senyawa
[6].
Fraksinasi Ekstrak

Metode Ekstraksi dan
Fraksinasi Proses dimulai dengan
ekstraksi  simplisia kering daun
Dadangkak menggunakan metode
maserasi dengan pelarut etanol 96%
p.a. pada perbandingan 1:16. Ekstrak
kental yang dihasilkan kemudian
fraksinasi

difraksinasi. Proses

dilakukan untuk memisahkan

kandungan kimia ekstrak berdasarkan

tingkat kepolarannya menggunakan
dua pelarut yang tidak tercampur.
Sebanyak 30 gram ekstrak direndam
dalam n-heksan, diaduk dengan
magnetic stirrer selama 5 menit, lalu
didiamkan hingga terbentuk dua fase.
Prosedur ini diulang sebanyak tiga kali
untuk pelarut n-heksan, etil-asetat, dan
metanol, di mana setiap fase atas yang
diperoleh divapkan menggunakan
waterbath pada suhu 50°C [6].
Pengaturan suhu ini, menurut Munadi
et al. (2023), bertujuan untuk menjaga
stabilitas susunan kimia senyawa agar
tidak rusak [7].

Analisis Kromatografi Lapis Tipis
(KLT)

Analisis KLT dilakukan untuk
identifikasi senyawa  flavonoid
menggunakan plat silika gel GFass
sebagai fase diam dan campuran n-
heksan:etil asetat (1:3) sebagai fase
gerak. Sampel fraksi dan kuersetin
standar ditotolkan pada plat, kemudian
dikembangkan dalam chamber yang
telah dijenuhkan. Deteksi bercak
dilakukan menggunakan sinar UV 254

dan 366 nm serta penyemprotan

reagen AlCls, DPPH, dan asam sulfat.
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Nilai faktor retensi (Rf) dihitung untuk
masing-masing fraksi [8].

Uji Aktivitas Antioksidan

Operating Time

Penentuan operating time dilakukan

untuk memperoleh waktu pengukuran

antioksidan dievaluasi berdasarkan
nilai ICso untuk menentukan fraksi
dengan potensi antioksidan tertinggi
HASIL DAN PEMBAHASAN
Skrining Fitokimia

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia

yang stabil terhadap nilai absorbansi. Skrining Pereaksi Keterangan Hasil
. . Alkaloid - Dragendorft+  End h o+
Larutan DPPH 40 ppm diukur setiap ol ragencor nicaparn mera
H2SO4
menit pada panjang gelombang sekitar “Meyer + H:80s  Endapan putiih  +
517 nm [9] - Wagner + H2SOs  Endapan coklat +
. ° M 0 ..
Panjang Gelombang Maksimum Tanin FeCl3 1% Hijau gelap "
. Saponin  Aquaadest Panas Busa stabil +
Penentuan panjang gelombang Flavonoid HCL + Mg Merah +
maksimum.  Berdasarkan  Satria, Terpenoid HCL+Lieberman  Jingga -
Hakim, dan Darsono (2022), Bouchard+ H>SO4  kecoklatan
pengukuran dilakukan pada rentang
Hasil  skrining  fitokimia

400-800 nm [10].

Uji Aktivitas Antioksidan (DPPH)
Aktivitas antioksidan fraksi diuji
menggunakan metode DPPH secara
spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum 517
nm. Persen inhibisi dihitung, dan nilai
ICso

ditentukan menggunakan

persamaan regresi linier antara
konsentrasi dan persen inhibisi [5].
Analisis Data

Data hasil penelitian dianalisis
secara deskriptif. Profil kromatogram
disajikan dalam bentuk nilai Rf dan

pola bercak KLT, sedangkan aktivitas
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menunjukkan bahwa ekstrak etanol
daun dadangkak (Hydrolea spinosa

L.) mengandung alkaloid, tanin,

saponin, dan flavonoid, sedangkan
senyawa terpenoid tidak terdeteksi
(Tabel 1).

Temuan ini

mengindikasikan bahwa daun

dadangkak Hydrolae spinosa L kaya
akan metabolit sekunder polar hingga

semi-polar berpotensi

yang

memberikan  aktivitas  biologis,

khususnya sebagai antioksidan. Hasil
ini  sejalan

dengan  penelitian

Forestryana dan Arnida (2020) yang
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melaporkan  keberadaan alkaloid,

tanin, saponin, dan flavonoid pada

ekstrak etanol daun dadangkak, serta

tidak ditemukannya senyawa

terpenoid [2].

Hasil Fraksinasi dan Rendemen
Fraksinasi bertingkat

menggunakan  pelarut  berbeda
berdasarkan tingkat kepolaritasannya
menghasilkan ekstrak alami yang

berbeda, sehingga senyawa metabolit

sekunder dapat tertarik secara
maksimal oleh pelarut [6].
Tabel 2. Hasil Fraksi
Keterangan  Fraksi Fraksi Fraksi
NHeksan EtilAsetat Metanol

Berat 5,5¢gr 2 gr 21 gr
Persentase 18,34 % 6,6% 70%
Fraksi metanol menunjukkan
rendemen tertinggi, yang

mengindikasikan dominasi senyawa
polar dalam ekstrak etanol daun
dadangkak Hydrolae spinosa L. Hasil
ini sesuai dengan prinsip kelarutan
senyawa metabolit sekunder, di mana
flavonoid terglikosilasi, tanin, dan
saponin lebith mudah larut dalam
pelarut polar seperti metanol. Temuan
ini sejalan dengan laporan Roy et al.

(2021) yang menyatakan bahwa

rendemen tinggi umumnya berkorelasi
dengan tingginya kandungan senyawa
aktif polar dalam bahan alam.
Rendemen fraksi etil asetat yang
rendah menunjukkan bahwa hanya
sebagian kecil senyawa semi-polar
yang tertarik pada fraksi ini [11].
Kromatografi Lapis Tipis

Analisis KLT  menunjukkan
bahwa seluruh fraksi menghasilkan
bercak dengan nilai Rf dalam rentang

0,11-0,75, yang masih berada dalam

rentang  karakteristik ~ senyawa
flavonoid (Rf 0,3-0,7). Fraksi
metanol menunjukkan  intensitas

bercak paling kuat, terutama setelah

penyemprotan DPPH, dengan
kemiripan tinggi terhadap bercak
standar kuersetin. Temuan ini sejalan
dengan penelitian Carolina et al.
(2022) yang menyatakan bahwa
penggunaan fase gerak n-heksan:etil
asetat efektif untuk pemisahan
flavonoid semi-polar hingga polar,
serta intensitas bercak berkorelasi
dengan kandungan senyawa aktif
[12].

Aktivitas  Antioksidan = Metode

DPPH Aktivitas Antioksidan Fraksi
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Ekstrak Etanol Daun Hydrolea
spinosa L.

Hasil pengujian aktivitas antioksidan
metode DPPH
LC50sebagai
berikut: fraksi n-heksan sebesar 0,110

menggunakan

menunjukkan  nilai

ppm fraksi etil asetat sebesar 0,245
ppm, dan fraksi metanol sebesar -
1,588 ppm. Metode DPPH didasarkan
pada kemampuan senyawa
antioksidan dalam meredam radikal
bebas melalui mekanisme transfer
atom hidrogen, yang ditandai dengan
perubahan warna larutan dari ungu
kuning [13].

menjadi Besarnya

aktivitas  antioksidan  dinyatakan
sebagai nilai LCso yaitu konsentrasi
yang diperlukan untuk menghambat
50% radikal bebas [14].

Tabel 3. Hasil Antioksidan dari Fraksi

linearitas
sangat baik
— indikasi
potensi
stabil.

LCSO rz
(ppm)

Pembahasan

Fraksi Singkat

Aktivitas
tinggi secara
0= o110 |o0,7975 | teonus,
Heksan namun
linearitas

sedang.

Aktivitas
cukup,
Etl ) 945 | 0,8574 |  Dubungan

asetat konsentrasi—

inhibisi lebih
baik.

Nilai tidak
valid
(negatif),
tetapi

Metanol | -1,588 | 0,9639

Secara teoritis, semakin kecil
nilai LCso maka semakin kuat aktivitas
antioksidan suatu sampel. Klasifikasi
kekuatan antioksidan berdasarkan
nilai tersebut telah dijelaskan oleh
Simarmata, Sinaga, dan Silitonga
(2018) serta Nugraheni et al. (2024)
[15]. Namun, pada penelitian ini hasil
yang  diperoleh  belum  dapat
diklasifikasikan secara valid. Hal ini
disebabkan oleh nilai absorbansi yang
terlalu rendah (<0,2) pada beberapa
konsentrasi, yang  menunjukkan
bahwa larutan uji terlalu encer
sehingga penyerapan cahaya tidak
optimal. Selain itu, diperolehnya nilai
LCso negatif pada fraksi metanol
mengindikasikan adanya
ketidaktepatan dalam metode, seperti
kesalahan dalam pembuatan kurva
regresi atau  pemilithan rentang
konsentrasi yang kurang sesuai [16].
keterbatasan

Meskipun  terdapat

tersebut, nilai koefisien korelasi r’

pada fraksi metanol yang tinggi
(0,9639)

menunjukkan  hubungan
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linier yang baik antara konsentrasi dan
persen inhibisi. Hal ni
mengindikasikan bahwa fraksi
metanol memiliki potensi aktivitas
antioksidan  yang  lebih  stabil
dibandingkan fraksi lainnya,
meskipun secara kuantitatif belum

dapat ditentukan secara pasti.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian
yang telah dilakukan, fraksinasi

ekstrak etanol daun Hydrolea spinosa
L. menghasilkan perbedaan profil
kromatogram dan aktivitas
antioksidan pada  masing-masing
fraksi. Fraksi metanol menunjukkan
profil kromatografi lapis tipis (KLT)
paling baik dengan respons positif
pada seluruh wuji pendeteksi, yang
mengindikasikan kandungan senyawa
bioaktif polar yang lebih dominan. Uji
aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH menunjukkan bahwa
fraksi n-heksan, etil asetat, dan
metanol memiliki kemampuan dalam

radikal bebas,
aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh

meredam dengan
fraksi metanol, diikuti fraksi etil asetat
dan n-heksan, yang tercermin dari nilai

ICso yang relatif lebih rendah.
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