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Abstract: Noncommunicable diseases, such diabetes mellitus, atherosclerosis and cancer, caused by 

inter alia imbalance between free radicals and antioxidants within the body, known as oxidative 

stress. Antioxidants from outside the body are required as antioxidants within the body are not 

enough to ward off excessive free radicals. Amaranthus hybridus L. plant is quite popular among 

Indonesian people due to its fast harvest and advantages for health, including its natural antioxidants 

potency. This study aimed to determine the comparison of antioxidant activities among n-hexane, 

ethyl acetate, and aqueous extract of A. hybridus L. leaves. This was an experimental laboratory 

study. Amaranthus hybridus L. simplicia extracted with maceration in n-hexane, ethyl acetate and 

aquadest. Antioxidant activities of n-hexane, ethyl acetate, and aqueous extract of A. hybridus L. 

were examined with 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in 517 nm wavelength by using 

microplate reader. The results showed that the IC50 values of A. hybridus L. n-hexane, ethyl acetate, 

and aqueous extract respectively were 131.81 g/mL, 103.53 g/mL, and 79.61 g/mL. In 

conclusion, there are differences in antioxidant activities between n-hexane, ethyl acetate, and 

aqueous extract of A. hybridus L. This occur due to differences in the polarity of each solvent. 
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Abstrak: Penyakit tidak menular, seperti diabetes melitus, aterosklerosis, dan kanker, disebabkan 

antara lain oleh ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan dalam tubuh (stres 

oksidatif). Antioksidan dari luar tubuh diperlukan karena antioksidan dari dalam tubuh tidak cukup 

untuk menangkal radikal bebas berlebih. Tanaman Amaranthus hybridus L. cukup diminati 

masyarakat Indonesia karena waktu panen yang singkat dan manfaatnya bagi kesehatan, termasuk 

potensi antioksidan alami. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan aktivitas antioksidan 

ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. Jenis penelitian ini berupa studi 

eksperimental laboratorik. Simplisia A. hybridus L. diekstraksi dengan metode maserasi dalam 

pelarut heksana, etil asetat, dan air. Aktivitas antioksidan ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. 

hybridus L. diuji aktivitas antioksidan dengan metode 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) pada 

panjang gelombang 517 nm dengan menggunakan microplate reader. Hasil penelitian menunjukkan 

nilai IC50 ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. secara berturut-turut sebesar 131,81 

g/mL, 103,53 g/mL, dan 79,61 g/mL. Simpulan penelitian ini ialah terdapat perbedaan aktivitas 

antioksidan antara ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun Amaranthus hybridus L. Hal ini terjadi 

karena perbedaan polaritas dari masing-masing pelarut. 

Kata kunci: Amaranthus hybridus L.; aktivitas antioksidan; maserasi; polaritas pelarut 
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PENDAHULUAN  

World Health Organization (WHO) memperkirakan bahwa penyakit degeneratif telah 

menyebabkan setidaknya 40 juta kematian tiap tahun di dunia atau setara dengan 70% dari seluruh 

penyebab kematian di dunia dan terus meningkat dalam beberapa tahun terakhir.1 Penyakit 

degeneratif dapat disebabkan oleh stres oksidatif, yaitu kondisi berlebihnya radikal bebas dalam 

tubuh sehingga tidak seimbang dengan antioksidan.2 Radikal bebas dapat diproduksi dari dalam 

tubuh melalui proses metabolisme dalam tubuh, serta didapatkan dari luar tubuh, yaitu dari polusi 

udara, gaya hidup tak sehat, serta berlebihnya paparan sinar matahari.3,4 Global Burden of Disease 

menyatakan bahwa penyakit degeneratif juga dapat disebabkan oleh kurangnya asupan buah dan 

sayuran.5 Hasil Riskesdas 2018 menunjukkan bahwa lebih dari 90% penduduk Indonesia yang 

berusia di atas 5 tahun kekurangan asupan buah dan sayuran.6 Di sisi lain, vitamin dan mineral dari 

buah dan sayuran dapat berfungsi sebagai antioksidan untuk mencegah stres oksidatif dan 

menangkal radikal bebas agar tidak berlanjut menjadi penyakit degeneratif.7 

Antioksidan endogen dapat dihasilkan oleh tubuh tetapi jumlahnya tidak cukup untuk 

menangkal radikal bebas berlebih sehingga dibutuhkan antioksidan eksogen. Terdapat dua 

macam antioksidan eksogen, yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetis. Dewasa ini 

antioksidan sintetis, seperti butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), 

propyl gallate (PG), dan tertiary butyl hydroquinone (TBHQ), sudah mulai ditinggalkan dan 

dialihkan ke antioksidan alami karena terbukti bersifat karsinogenik atau dapat memicu kanker.3,8 

Antioksidan alami, seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan poilfenol, dapat berasal dari 

tumbuhan atau hewan.9 

Bayam hijau (Amaranthus hybridus L.) merupakan salah satu jenis sayuran yang populer di 

Indonesia.10 Dari data BPS 2019, tingkat konsumsi bayam mencapai 9,26 gram per kapita per hari 

dan termasuk salah satu sayuran paling banyak dikonsumsi di Indonesia. Bayam banyak ditanam 

di Indonesia karena masa panennya singkat dan mudah dibudidaya.11 Tanaman Amaranthus 

hybridus L. (A. hybridus L.) telah terbukti bahwa kandungannya dapat digunakan sebagai obat, 

yaitu anti tukak lambung, peningkat hemoglobin penderita anemia, antidiabetes, serta 

penghambat sel kanker.12-14 Beberapa penelitian menyatakan bahwa A. hybridus L. juga memiliki 

aktivitas antioksidan dan mengandung banyak nutrisi.10,15 

Untuk mendapatkan senyawa bioaktif, dilakukan ekstraksi sebagai tahap awal isolasi.16 

Ekstraksi dapat dipengaruhi oleh waktu, tiap persiapan sampel, suhu, jumlah sampel, dan jenis 

pelarut.17 Penggunaan jenis pelarut harus disesuaikan dengan zat yang ingin diamati karena 

adanya prinsip like-dissolve-like, yaitu senyawa akan larut pada pelarut dengan sifat serupa 

sehingga pelarut polar akan melarutkan senyawa polar, demikian pula dengan pelarut lainnya. 
17,18 Oleh karena senyawa yang terkandung dalam tanaman memiliki perbedaan tingkat kepolaran, 

penelitian ini menggunakan beberapa pelarut dengan perbedaan tingkat polaritas, yaitu heksana, 

etil asetat, dan air, pada metode ekstraksi maserasi.  

Uji aktivitas antioksidan dilakukan untuk mengetahui kekuatan antioksidan dalam suatu 

bahan. Metode 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) digunakan dalam penelitian ini karena DPPH 

lebih efektif dan efisien dibandingkan metode Ferrous Ion Chelating (FIC) dan Ferric Reducing 

Antioxidant Power (FRAP) mengacu pada penelitian yang telah dilakukan.19 Parameter IC50 

digunakan untuk menilai konsentrasi senyawa antioksidan dalam menghambat 50% oksidasi. 

Makin rendah nilai IC50, makin tinggi aktivitas antioksidan suatu sampel. Vitamin C (asam 

askorbat) digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini karena diketahui sebagai sumber 

antioksidan yang paling kuat.20 

Berdasarkan hal-hal yang telah diuraikan, penulis tertarik untuk melakukan penelitian 

mengenai perbedaan aktivitas antioksidan ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. 

Penelitian dilakukan untuk menambah wawasan dan informasi mengenai konsumsi daun A. 

hybridus L. sebagai tambahan antioksidan dan jenis pelarut terbaik yang dapat digunakan dalam 

mengevaluasi aktivitas antioksidan ekstrak daun tersebut, serta sebagai anjuran bagi pemerintah 

untuk menjadikan daun A. hybridus L. sebagai pilihan bahan alam kaya antioksidan. 
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METODE PENELITIAN 

Jenis penelitian ini berupa eksperimental laboratorium yang dilakukan di PT. Aretha Medika 

Utama, Bandung, Jawa Barat dalam rentang waktu bulan September-Desember 2023. Sampel 

penelitian daun A. hybridus L. didapatkan dari BPSI Lembang, Jawa Barat. Persiapan sampel 

yang dilakukan ialah pembersihan sampel daun A. hybridus L. dengan air mengalir, pengeringan 

dengan food dehydrator pada suhu 300C selama 6 jam, dan penghalusan dengan blender untuk 

didapatkan serbuk simplisia daun A. hybridus L. Pembuatan ekstrak daun A. hybridus L. 

dilakukan dengan metode maserasi, yakni dengan merendam serbuk simplisia dalam pelarut 

heksana, etil asetat, dan air selama tiga hari dan diulang sebanyak tiga kali, serta setiap 24 jam 

filtratnya ditampung hingga filtrat tidak berwarna. Filtrat hasil maserasi disaring dan dievaporasi 

hingga didapatkan filtrat dalam bentuk pasta. Pengujian fitokimia ekstrak daun A. hybridus L. 

dilakukan secara kualitatif untuk mengetahui gambaran senyawa dalam sampel, yaitu flavonoid, 

saponin, fenol, tanin, steroid/triterpenoid, alkaloid, dan terpenoid. 

Konsentrasi uji untuk tiap ekstrak daun A. hybridus L. dan asam askorbat dibuat dan 

digunakan konsentrasi akhir untuk ekstrak daun A. hybridus, yaitu 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 

µg/mL, serta untuk asam askorbat, yaitu 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 µg/mL. Pengujian 

aktivitas antioksidan metode DPPH dilakukan dengan menambahkan 50 µL sampel ekstrak tiap 

pelarut pada sampel DPPH sebanyak 200 µL 0,077 mmol dalam metanol, penambahan pelarut 

sampel DMSO sebanyak 200 µL ke dalam blank well, serta penambahan sampel DPPH 0,077 

mmol sebanyak 250 µL ke dalam control well. Campuran tersebut diinkubasi selama 30 menit 

dalam tempat gelap bersuhu ruang dan diukur nilai absorbansinya pada panjang gelombang 517 

nm dengan microplate reader. Pengamatan dilakukan terhadap perubahan warna sampel dari 

warna ungu menjadi kuning. Pengamatan perubahan warna dan perhitungan persentase aktivitas 

pemerangkapan DPPH untuk menentukan pengukuran absorbansi. Nilai IC50 didapatkan dengan 

pembuatan grafik analisis regresi linier antara konsentrasi (y = ax + b) dan persentase hambatan 

dari berbagai konsentrasi dengan y angka 50 dan x sebagai nilai IC50. 

 

HASIL PENELITIAN 

Tabel 1 memperlihatkan hasil uji fitokimia flavonoid, saponin, fenol, tanin, steroid/triterpenoid, 

alkaloid, dan terpenoid secara kualitatif dari ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L.  

 
Tabel 1. Hasil uji fitokimia ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. 
 

No. Senyawa 
Ekstrak daun A. hybridus L. 

Heksana Etil Asetat Air 

1 Flavonoid - - + 

2 Saponin - - - 

3 Fenol - - + 

4 Tanin - - + 

5 Steroid + + - 

6 Triterpenoid - - + 

7 Alkaloid + + + 

8 Terpenoid + + + 
 

Keterangan: -, tidak terdapat kandungan senyawa; +, terdapat kandungan senyawa 
  

Tabel 2 memperlihatkan hasil pengujian aktivitas pemerangkapan DPPH berbagai 

konsentrasi sampel ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. serta asam askorbat 

sebagai kontrol positif. 

Gambar 1 memperlihatkan hasil pengamatan well plate uji pemerangkapan DPPH ekstrak 

heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L., serta asam askorbat. Pada well plate dilakukan 

pengamatan terhadap perubahan warna dari ungu menjadi kuning yang mengindikasikan 

tereduksinya DPPH, yaitu semula DPPH menjadi DPPH-H (2,2-difenil-1-pikrilhidrazin). 
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Tabel 2. Hasil uji aktivitas pemerangkapan DPPH 
 

Sampel 
Konsentrasi 

(µg/mL) 
Hasil 

EHAH 

200 62,14 

100 45,57 

50 34,00 

25 28,83 

12,5 28,83 

6,25 28,83 

EEAAH 

200 71,23 

100 49,48 

50 37,66 

25 32,83 

12,5 31,62 

6,25 27,04 

EAAH 

200 83,10 

100 55,50 

50 42,71 

25 36,60 

12,5 30,23 

6,25 28,61 

AA 

25,00 96,89 

12,5 74,83 

6,25 61,65 

3,13 56,00 

1,56 52,55 

0,78 47,94 
 

Keterangan: EHAH (Ekstrak heksana A. hybridus); EEAAH (Ekstrak etil asetat A. hybridus); EAAH (Ekstrak air A. hybridus), AA 

(Asam askorbat) 

 

 

 

 
 

Gambar 1. Pengamatan perubahan warna ungu menjadi kuning pada tiap pelarut dalam well plate uji 

pemerangkapan DPPH 

 

Gambar 2, Gambar 3, Gambar 4, dan Gambar 5 memperlihatkan grafik analisis regresi linier 

persentase inhibisi pada variasi konsentrasi dari ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. 

hybridus L., serta asam askorbat. Berdasarkan grafik regresi linier tersebut, didapatkan nilai IC50 

dari ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L., serta asam askorbat secara berturut-

turut seperti pada Tabel 3. 

 

BAHASAN  

Dalam penelitian ini, digunakan ekstrak daun A. hybridus L. yang didapatkan melalui metode 

ekstraksi maserasi dalam pelarut heksana, etil asetat, dan air, yaitu pelarut dengan berbagai tingkat 

kepolaran. Metode maserasi dipilih karena metodenya sederhana, yaitu dengan merendam serbuk 

simplisia dalam pelarut selama beberapa hari pada suhu ruangan dan terlindung dari paparan 

cahaya.21 Perbedaan tingkat kepolaran dilakukan karena polaritas pelarut menjadi ukuran relatif 

tingkat interaksi pelarut dengan zat terlarutnya sehingga dapat menghasilkan total antioksidan 
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yang berbeda.22,23 Tingkat kepolaran pelarut dapat didasarkan pada indeks polaritas, yakni makin 

tinggi nilai indeks polaritas, makin polar suatu pelarut. Indeks polaritas dari pelarut heksana, etil 

asetat, dan air secara berturut-turut adalah 0,1; 4,4; dan 9 sehingga heksana bersifat non polar, etil 

asetat bersifat semi polar, dan air bersifat polar.22,24  

Setelah proses ekstraksi, didapatkan ekstrak dalam bentuk pasta dan dilanjutkan dengan uji 

fitokimia untuk mengidentifikasi dan menguji kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung dalam A. hybridus L. Hasil uji fitokimia ekstrak heksana daun A. hybridus L. 

menunjukkan kandungan senyawa steroid, terpenoid, dan alkaloid. Berdasarkan penelitian 

sebelumnya pada ekstrak heksana daun A. hybridus L., tidak ditemukan kandungan alkaloid namun 

ditemukan kandungan flavonoid.25 Senyawa fitokimia yang sama ditemukan pada ekstrak etil asetat 

daun A. hybridus L. Pada penelitian terdahulu ekstrak etil asetat daun A. hybridus L. tidak ditemukan 

terpenoid namun terdapat kandungan metabolit sekunder lainnya, seperti flavonoid, saponin, dan 

tanin.26 Menurut beberapa penelitian, flavonoid dan tanin tidak terdeteksi pada kedua pelarut 

tersebut karena sifatnya lebih polar dibandingkan dengan heksana dan etil asetat.18.27 

  

  
 

Gambar 1. Grafik analisis regresi % inhibisi pada variasi 

konsentrasi sampel ekstrak heksana A. hybridus L. ter-

hadap persentase pemerangkapan DPPH 

 

 

Gambar 3. Grafik analisis regresi % inhibisi pada variasi 

konsentrasi sampel ekstrak etil asetat A. hybridus L. 

terhadap persentase pemerangkapan DPPH 
 

  
 

Gambar 4. Grafik analisis regresi % inhibisi pada variasi 

konsentrasi sampel ekstrak air A. hybridus L. terhadap 

persentase pemerangkapan DPPH 

 

Gambar 5. Grafik analisis regresi % inhibisi pada variasi 

konsentrasi asam askorbat terhadap persentase pemerang-

kapan DPPH 

 
Tabel 1. Nilai IC50 metode DPPH 
 

Sampel Rerata nilai IC50 Kategori antioksidan 

EHAH 131,81 ± 4,93 Sedang 

EEAAH 103,53 ± 2,77 Sedang 

EAAH 79,61 ± 1,12 Kuat 

AA 0,54 ± 0,12 Sangat kuat 
 

Keterangan: EHAH (Ekstrak Heksana A. hybridus); EEAAH (Ekstrak Etil Asetat A. hybridus); EAAH (Ekstrak Air A. hybridus), 

AA (Asam Askorbat) 
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Pada ekstrak air daun A. hybridus L. ditemukan sebagian besar dari metabolit sekunder yang 

diuji, kecuali steroid dan saponin. Sejalan dengan penelitian sebelumnya, pelarut yang lebih polar 

mampu mengekstrak senyawa metabolit sekunder dengan lebih baik, serta pelarut air termasuk 

golongan pelarut polar protik yang lebih mudah menarik senyawa sehingga dalam penelitian ini 

pelarut air mampu mengekstrak senyawa lebih banyak dibandingkan dengan pelarut lainnya. 

Umumnya, senyawa saponin dapat terekstrak dalam pelarut air tetapi tidak terjadi pada penelitian 

ini. Hal ini diduga karena senyawa saponin bersifat ampifilik, yakni memiliki gugus hidrofilik 

dan hidrofobik. Jumlah gugus hidrofobik senyawa saponin yang lebih banyak turut menjadi 

penyebab saponin tidak terekstrak dengan optimal dalam pelarut air.29,30  

Perbedaan senyawa metabolit sekunder daun A. hybridus L. dapat dipengaruhi oleh bebrapa 

faktor, seperti usia sampel, kondisi lingkungan saat tumbuhan tumbuh, kematangan tumbuhan, 

cuaca, waktu pengambilan, perbedaan kandungan unsur hara tanah, mikroorganisme tanah, 

intensitas cahaya yang diterima oleh tanaman, serta lokasi tempat tumbuh.10,31 Pada penelitian 

yang telah dilakukan, sampel untuk ekstrak heksana, etil asetat dan air daun A. hybridus L. secara 

berturut-turut didapatkan dari Kakamega, Kenya; Serang, Banten, Indonesia; dan Ougadougou, 

Burkina Faso, 25,26,32 sedangkan pada penelitian ini, sampel daun A. hybridus L. didapatkan dari 

Lembang, Jawa Barat, Indonesia.  

Penelitian ini menggunakan uji aktivitas antioksidan DPPH, yaitu metode dengan 

mekanisme transfer elektron. Larutan DPPH yang semula berwarn ungu dengan serapan 

maksimum 517 nm akan mengoksidasi senyawa pada ekstrak tanaman sehingga terjadi 

perubahan warna menjadi kuning. Berdasarkan Gambar 2, Gambar 3, Gambar 4, dan Gambar 5 

diketahui bahwa makin tinggi konsentrasi pelarut, makin besar aktivitas pemerangkapan DPPH 

atau persentase inhibisi, serta terbukti bahwa konsentrasi pelarut dapat memengaruhi kelarutan 

senyawa, yakni makin tinggi konsentrasi pelarut, makin banyak elektron yang disumbangkan dari 

senyawa antioksidan sampel pada senyawa radikal bebas DPPH.34 

Nilai IC50 akan menentukan besar kekuatan aktivitas antioksidan dari tiap sampel dalam 

menghambat 50% oksidasi radikal bebas. Aktivitas antioksidan sangat lemah bila nilai IC50 >500 

µg/mL; lemah 250-500 µg/mL; sedang 101-250 µg/mL; kuat 50-100 µg/mL, dan sangat kuat <50 

µg/mL.35 Nilai IC50 ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. pada penelitian ini 

ditampilkan pada Tabel 3. 

Berdasarkan hasil penelitian, perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

dihasilkan oleh tiap pelarut dalam ekstraksi daun A. hybridus L. membuktikan bahwa pelarut 

ekstraksi dapat menentukan keberhasilan proses ekstraksi dan zat yang akan terlarut sesuai prinsip 

like-dissolve-like.17 Makin banyak senyawa fenolik yang terekstrak, makin besar kekuatan 

aktivitas antioksidan sampel, seperti yang ditemukan pada ekstrak air daun A. hybridus L karena 

gugus hidroksi senyawa fenolik lebih larut dalam pelarut polar.36,37 Berdasarkan hal tersebut, 

polaritas pelarut ekstraksi dapat memengaruhi aktivitas antioksidan.37 Selain pelarut, kekuatan 

aktivitas antioksidan ekstrak juga dapat dipengaruhi oleh metode uji aktivitas antioksidan. 

Menurut penelitian pada ekstrak etanol rimpang C. xanthorrhiza Roxb. dan A. hybridus L., 

terdapat perbedaan hasil aktivitas antioksidan dari metode uji yang berbeda.38.39 

Nilai R-squared (R2), yaitu prediktor dengan nilai koefisiensi determinasi antara 0-1 

menunjukkan seluruh sampel ekstrak daun A. hybridus L. dan asam askorbat meperoleh nilai 

0,99. Nilai R2 yang mendekati angka 1 menunjukkan makin besar kekuatan aktivitas antioksidan 

dari sampel. Berdasarkan hasil penelitian, diketahui pemerangkapan DPPH yang dimiliki sampel 

berkekuatan besar. Dengan demikian, ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. 

terbukti memiliki perbedaan aktivitas antioksidan yang dapat digunakan sebagai tambahan 

antioksidan bagi tubuh. Penelitian ini hanya terbatas pada analisis aktivitas antioksidan daun A. 

hybridus L. dalam beberapa pelarut dengan metode DPPH sehingga hasil penelitian hanya 

memberikan gambaran kapasitas antioksidan secara umum tetapi tidak dapat memberikan 

gambaran respons sel terhadap antioksidan. 
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SIMPULAN 

Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan antara ekstrak heksana, etil asetat, dan air daun 

Amaranthus hybridus L. karena perbedaan polaritas tiap pelarut yang dapat diamati dari senyawa 

fenolik yang terekstrak. 

Disarankan melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak 

heksana, etil asetat, dan air daun A. hybridus L. pada tingkat sel. 
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