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ABSTRACT

Acanthus ilicifolius L., commonly known as Jeruju, is a mangrove shrub characterized by spiny branches
and recognized for its potential medicinal properties. This plant is known to contain various secondary metabolites,
one of which is phenolic compounds that possess important biological activities, particularly as natural
antioxidants. This study aimed to identify the presence of phenolic compounds and determine the total phenolic
content (TPC) in the ethanolic extract of Jeruju leaves using UV-Visible spectrophotometry, with gallic acid as
the calibration standard. The extraction process was carried out using the maceration method with 96% ethanol as
the solvent. Qualitative phytochemical screening confirmed the presence of phenolic compounds, indicated by a
color change to dark green. TPC was quantified using the Folin—Ciocalteu reagent at a wavelength of 759 nm. The
results revealed that the ethanolic extract contained 129.630 mg gallic acid equivalents (GAE) per gram of extract.
These findings demonstrate that Jeruju leaves are a rich source of phenolic compounds, supporting their potential
use in pharmacological applications.

Keywords: Acanthus ilicifolius L.; total phenolic content; UV-Vis spectrophotometry; Folin—Ciocalteu reagent.

ABSTRAK

Daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) merupakan tumbuhan semak yang memiliki duri kecil di sepanjang
cabang dan dianggap memiliki potensi sebagai terapi untuk kesehatan. Tanaman ini diketahui mengandung
berbagai metabolit sekunder, salah satunya adalah fenolik yang diketahui memiliki aktivitas biologis penting,
terutama sebagai antioksidan alami. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa fenolik serta
menentukan kadar fenolik total ekstrak etanol daun jeruju dengan metode spektrofotometri UV-Vis, dengan asam
galat sebagai pembanding. Kadar fenolik total dinyatakan dalam gallic acid equivalent (GAE). Proses ekstraksi
dilakukan dengan metode maserasi yang menggunakan pelarut etanol 96%. Uji kualitatif senyawa metabolit
sekunder daun jeruju menunjukkan adanya senyawa fenolik, yang ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi
hijau pekat. Kadar senyawa fenolik total diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
759 nm menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu. Hasil analisis menunjukkan bahwa kadar fenolik total ekstrak
etanol daun jeruju adalah 129,630 mg GAE/g ekstrak. Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol daun jeruju
mengandung senyawa fenolik.

Kata kunci: Daun Jeruju (Acanthus illicifolius L.); Fenolik Total; Spektrofotometri UV-Vis; Folin-Ciocalteu.
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PENDAHULUAN

Jeruju (Acanthus ilicifolius L.) merupakan jenis mangrove sejati yang banyak
dimanfaatkan sebagai bahan obat tradisional oleh Masyarakat [1]. Komponen fitokimia daun
jeruju, termasuk flavanoid, alkaloid, tanin, fenol, steroid, dan terpenoid, dilaporkan memiliki
sifat antioksidan. Daun jeruju juga dianggap memiliki potensi sebagai terapi untuk kesehatan
[2].

Senyawa metabolit sekunder yang berfungsi sebagai antioksidan pada daun jeruju yakni
golongan fenolik. Senyawa fenolik memiliki struktur yang dicirikan oleh ikatan rangkap yang
terkonjugasi satu sama lain dalam inti benzena. Ketika terpapar radiasi ultraviolet, senyawa ini
mengalami resonansi yang menyebabkan kestabilannya terjaga. Ketika molekul-molekul pada
senyawa fenolik terkena radiasi ultraviolet, mereka akan menyerap energi dari radiasi,
sehingga menyebabkan eksitasi yang lebih tinggi. Setelah itu, molekul-molekul tersebut akan
melepaskan energi yang lebih rendah untuk kembali ke keadaan awal [3].

Senyawa fenolik berperan sebagai antioksidan yang membantu mencegah akumulasi
lemak serta mengatasi masalah obesitas, yang merupakan faktor penyebab diabetes melitus.
Selain itu, senyawa fenolik juga dikenal sebagai agen pencegahan dan pengobatan berbagai
gangguan kesehatan, seperti arteriosklerosis, disfungsi otak, diabetes, dan kanker [4].

Spektrofotometri ultraviolet-visible (UV-Vis) adalah metode yang umum digunakan
untuk mengukur kadar fenolik total dalam ekstrak tanaman. Metode ini memungkinkan
pengukuran konsentrasi senyawa berdasarkan penyerapan cahaya pada panjang gelombang
tertentu, yang membuatnya akurat, mudah, dan cepat dalam mengukur konsentrasi senyawa
fenolik. Oleh karena itu, metode ini sangat cocok untuk digunakan dalam analisis kandungan
senyawa bioaktif dalam ekstrak tanaman [5].

Berdasarkan uraian di atas dan mengingat pentingnya senyawa fenolik, maka melalui
penelitian ini akan diketahui kadar fenolik yang terkadung dalam daun jeruju (Acanthus
illicifolius L.) yang berasal dari provinsi Sulawesi Selatan menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis untuk mengevaluasi potensi daun jeruju sebagai sumber senyawa

bioaktif, terutama senyawa fenolik, yang dapat digunakan dalam bidang kesehatan dan industri.
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METODE PENELITIAN

Alat
Rotary evaporator (IKA® RV 10 basic, Jerman), blender (Philips®, Belanda),

mikropipet 1000 pL (Dragonlab®, China), seperangkat alat gelas (Pyrex® , Jerman),
seperangkat alat maserasi, spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific Genesys 10s® UV-
Vis, Jerman), timbangan analitik (Electronic Balance®, China), dan waterbath (Memmert®,
Jerman)
Bahan

Daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) yang diperoleh dari Dusun Benteng, Desa
Lampenai, Kecamatan Wotu, etanol 96% (Merck, Jerman), aquadest, asam galat (Sigma
Aldrich, Amerika Serikat), besi (I1I) klorida (FeCls) (Sigma Aldrich, Amerika Serikat), natrium
karbonat (Na>2CO3) (Merck, Jerman), reagen Folin-Cioucalteu (Merck, Jerman).

Tahap Penelitian
Penyiapan dan Pengolahan Sampel

Pengambilan sampel daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) dari Dusun Benteng, Desa
Lampenai, Kecamatan Wotu, Kabupaten Luwu Timur, Sulawesi Selatan, dengan cara
mengambil daun yang masih segar secara manual. Kemudian dibersihkan dari kotoran-kotoran
yang menempel dengan menggunakan air yang mengalir dan diangin-anginkan tanpa sinar
matahari + 1 minggu. Setelah kering sampel dipotong-potong kecil dan diserbukkan
menggunakan blender [6].
Pembuatan Ekstrak

Sampel daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) yang telah diserbukkan kemudian ditimbang
sebanyak 350 gram dan dimaserasi dengan pelarut etanol 96% sebanyak 3500 mL, di maserasi
selama 3 x 24 jam dengan sesekali pengadukan. Setelah proses ekstraksi pertama selesai,
dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali atau hingga diperoleh cairan yang bening. Ekstrak
disaring dengan kertas saring. Kemudian ekstrak dipekatkan dengan menggunakan Rotary
Vacuum Evaporator agar diperoleh ekstrak kental [7].
Penyiapan Bahan Larutan
a. Pembuatan Larutan Induk Asam Galat (1000 ppm)

Ditimbang asam galat sebanyak 10 mg, lalu dilarutkan dalam etanol 96% dalam labu

ukur 10 mL hingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm [8].
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b. Pembuatan Larutan Seri Konsentrasi Asam Galat
Dibuat larutan stok 100 ppm, dengan cara dipipet 1 mL dari konsentrasi 1000 ppm
lalu dicukupkan dengan aquadest dalam labu ukur 10 mL. Kemudian dari larutan stok 100
ppm dibuat beberapa seri konsentrasi yaitu 10, 15, 20, 25, dan 30 ppm.
¢. Pembuatan Larutan Na:CO3 7%
Ditimbang 3,5 g Na,COs kemudian dilarutkan dengan aquadest hingga 50 mL [9].
d. Pembuatan Pereaksi Folin-Ciocalteu
Pereaksi Folin-Cioucalteu dibuat dengan cara melarutkan 100 g natrium tungstat
(Na2WO04.2H,0) dan 25 g natrium molibdat (Na2M00O4.2H>0) dalam 700 mL air suling.
Kemudian larutan tersebut diasamkan dengan 50 mL HCI pekat dan 50 mL asam fosfat 85%.
Setelah itu larutan tersebut dididihkan selama 10 jam, lalu didinginkan dan ditambahkan
150 g Li2S04.4H>O dan beberapa tetes brom (Br2). Larutan pereaksi Folin-Cioucalteu
berwarna kuning terang [10].
Analisis Kualitatif
Sebanyak 1 gram sampel dilarutkan dengan menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak
2 mL. Larutan yang dihasilkan diambil sebanyak 1 mL kemudian ditambahkan 2 tetes larutan
FeCls. Terbentuknya warna hijau, merah, ungu, biru, atau hitam yang kuat menunjukkan
adanya senyawa fenolik dalam sampel [6].
Analisis Kuantitatif
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Panjang gelombang maksimum diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-VIS
dengan asam galat sebagai pembanding. Diambil sejumlah 1 mL dari seri konsentrasi 30 ppm
yang dicampurkan dengan 1 mL Folin-Ciocalteu, kemudian dibiarkan selama 3 menit, setelah
itu ditambahkan 1 mL Na,CO3 7% lalu kocok hingga homogen dan diinkubasi selama 1 jam
pada suhu ruangan. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan diperoleh
panjang gelombang maksimum yaitu 759 nm [11].
Pembuatan Kurva Standar Asam Galat
Sebanyak 1 mL dari berbagai konsentrasi asam galat (10, 15, 20, 25, dan 30 ppm)
dicampurkan dengan 1 mL Folin-Ciocalteu, kemudian dibiarkan selama 3 menit, setelah itu
ditambahkan 1 mL Na>COs3 7% lalu kocok hingga homogen dan diinkubasi selama 1 jam pada
suhu ruangan. Absorbansi dari larutan ini diukur menggunakan spektrofotometer uv-vis pada

panjang gelombang 759 nm [11].
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Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Etanol Daun Jeruju (Acanthus ilicifolius L.)
Ekstrak daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) seberat 10 mg dilarutkan dalam 0,5 mL
etanol 96% dan diencerkan dengan aquadest dalam labu sebanyak 10 mL hingga tanda batas
(1000 ppm). Dipipet 0,5 mL dari larutan 1000 ppm lalu cukupkan dengan aquadest ke dalam
labu ukur 5 mL sehingga diperoleh larutan 100 ppm. Kemudian dipipet 1 mL dari larutan 100
ppm dan dicampurkan dengan 1 mL Folin-Ciocalteu, kemudian dibiarkan selama 3 menit,
setelah itu ditambahkan 1 mL Na>CO3 7% lalu kocok hingga homogen dan diinkubasi selama
1 jam pada suhu ruangan. Larutan diukur pada panjang gelombang 759 nm. Pengukuran
senyawa fenolik total dibuat sebanyak tiga replikasi [11].
Analisis Data
Kadar fenolik yang telah diukur akan melalui tahap analisis data menggunakan regresi

linear antara data absorbansi dan konsentrasi dari larutan standar dengan Persamaan 1 [12]:

Keterangan :
y = Absorbansi
x = Konsentrasi sampel
b = Intercept
a = Slope
Setelahnya, total senyawa fenolik akan dihitung menggunakan Persamaan 2 [12]:

Volume Larutan (L) x Konsentrasi Awal (mg/L)x fp

Kadar Senyawa Fenolik Total = erat Bkstrak (8) (2)

Keterangan :

fp = Faktor pengenceran

HASIL DAN DISKUSI

Fenol adalah senyawa organik yang mengandung gugus hidroksil (-OH) yang terikat
pada cincin aromatik. Hal ini berarti bahwa fenol merupakan turunan benzena, dalam hal ini
satu atom H atau lebih pada cincin benzena digantikan oleh satu atau lebih gugus hidroksil.
Rumus molekul fenol sederhana adalah CsHsOH [13].

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar fenolik total pada ekstrak etanol daun
jeruju dengan metode spektrofotometri UV-Vis. Tahap awal daun jeruju (Acanthus ilicifolius
L.) dibersihkan dan dikeringkan, lalu sampel diserbukkan untuk memudahkan penarikan

senyawa pada proses ekstraksi. Adapun metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi,
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dimana metode ini sederhana, tidak membutuhkan alat yang kompleks, tidak memerlukan
keahlian operator, dan hemat energi.

Adapun pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol 96% karena dapat
melarutkan senyawa polar seperti senyawa fenol. Keunggulan dari pelarut etanol yakni mudah
ditemukan, bersifat universal, dan murah [14]. Setelah proses ekstraksi, diperoleh ekstrak cair
yang kemudian diuapkan menggunakan rotary vacum evaporator sehingga diperoleh ekstrak
kental. Hasil rendemen dari ekstrak etanol daun jeruju yaitu 9,62%. Adapun tujuan dilakukan
perhitungan rendemen ini yaitu bertujuan untuk mengetahui berapa banyak ekstrak yang
didapatkan dari simplisia segar yang digunakan [15]. Hasil ekstraksi dapat dilihat pada Tabel
1.

Sebelum dilakukan pengujian kuantitatif, dilakukan pengujian kualitatif dengan cara
menambahkan larutan FeCls pada larutan ekstrak etanol daun jeruju. Jika ekstrak mengandung
senyawa fenolik maka akan terbentuknya warna hijau, merah, ungu, biru, atau hitam yang kuat
[6]. Adapun hasil yang diperoleh yaitu terjadi perubahan warna dari hijau menjadi hijau pekat.

Kadar fenolik total dapat diketahui dengan metode spektrofotmetri uv-vis. Metode ini
digunakan untuk menganalisis golongan senyawa tertentu. Metode ini merupakan metode yang
murah, mudah, dan dapat diterima dibandingkan dengan metode kromatografi (Dewantaraa,
Ananto and Andayani, 2021). Penentuan kadar fenolik total menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis dilakukan dengan reagen Folin-Ciocalteu. Dimana prinsip dari
metode ini adalah reduksi fosfomolibdat-fosfotungstat oleh inti aromatis senyawa fenolik
sehingga terbentuk kompleks molibdenum tungsten yang berwarna biru. Reaksi antara reagen
Folin-Ciocalteu dan senyawa fenolik hanya dapat terjadi pada suasana basa, sehingga
diperlukan penambahan natrium karbonat untuk membuat lingkungannya menjadi basa.
Suasana basa ini dapat mendisosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion fenolat [14].

Adapun larutan standar atau pembanding yang digunakan pada penelitian ini yaitu asam
galat yang merupakan salah satu fenolik alami dan stabil. Asam galat termasuk dalam senyawa
fenolik turunan asam hidroksibenzoat yang tergolong asam fenolik sederhana. Asam galat
direaksikan dengan reagen Folin-Ciocalteu menghasilkan warna kuning yang menandakan
bahwa mengandung fenolik, setelah itu ditambahkan dengan larutan Na,CO3 7% sebagai
pemberi suasana basa. Selama reaksi berlangsung, gugus hidroksil pada senyawa fenolik
bereaksi dengan pereaksi Folin-Ciocalteu, membentuk kompleks molibdenum-tungsten
berwarna biru (dapat dilihat pada Gambar 1) dengan struktur yang belum diketahui dan dapat
dideteksi dengan spektrofotometer [6].
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Pengukuran sampel harus dilakukan pada panjang gelombang maksimum agar
kepekaannya lebih maksimal dan meminimalkan kesalahan karena pada panjang gelombang
tersebut perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar [16].
Panjang gelombang yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah 759 nm, yang merupakan
panjang gelombang maksimum yang digunakan untuk mengukur larutan standar asam galat
dan larutan sampel menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Pengukuran larutan standar asam galat dibuat beberapa seri konsentrasi 10, 15, 20, 25,
dan 30 ppm yang digunakan untuk membuat kurva baku. Melalui kurva standar asam galat
tersebut akan diperoleh persamaan regresi linier yang kemudian digunakan untuk menentukan
kadar fenolik total ekstrak etanol daun jeruju [14]. Hasil pengukuran dapat dilihat pada Tabel
2. Hasil pengukuran absorbansi dari larutan standar asam galat diolah dengan menggunakan
Microsoft Excel untuk menghasilkan kurva kalibrasi, yang menggambarkan hubungan antara
konsentrasi sampel dan absorbansi standar asam galat. Grafik kurva tersebut dapat dilihat pada
Gambar 2.

Persamaan regresi diperoleh y = a + bx dengan hubungan linier absorbansi dan
konsentrasi. Berdasarkan hasil pengukuran larutan standar asam galat diperoleh kurva baku
dengan persamaan regresi y = 0,0308x + 0,0164 dengan nilai koefisien korelasi (r) adalah
0,995. Nilai koefisien korelasi (r) ini memenuhi syarat sesuai dengan ketentuan yang
ditetapkan yaitu r > 0,995 [17]. Hal ini mendasari bahwa kurva baku asam galat dapat
digunakan sebagai pembanding dalam penetapan kadar fenolik total pada ekstrak etanol daun
jeruju.

Pada pengukuran kadar fenolik total ektrak etanol jeruju dibuat sebanyak tiga replikasi
untuk keperluan akurasi data [6]. Hasil pengukuran dari tiga replikasi pada konsentrasi 100
ppm dapat dilihat pada Tabel 3.

Berdasarkan hasil analisis kadar fenolik total ekstrak etanol daun jeruju diperoleh nilai
rata-rata fenolik sebesar 129,630 mgGAE/g ekstrak yang berarti setiap gram ekstrak
mengandung 129,630 mg fenolik ekuivalen asam galat. Kadar fenolik total dapat digunakan
untuk mengetahui aktivitas antioksidan. Hal ini karena terdapat hubungan yang linier antara

kadar fenolik total dengan aktivitas antioksidan [18].
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak

etanol daun jeruju (Acanthus illicifolius L.) mengandung senyawa fenolik total yaitu sebesar

64,815 mgGAE/g ekstrak.
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TABEL

Tabel 1. Hasil perhitungan rendemen ekstrak etanol daun jeruju (Acanthus illicifolius L.)

Berat Ekstrak
Sampel Berat Sampel Segar (g) © Rendemen Ekstrak (%)
g
Daun Jeruju 350 33,69 9,62

Tabel 2. Hasil pengukuran absorbansi larutan standar asam galat

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
10 0,315
15 0,483
20 0,659
25 0,754
30 0,949

Tabel 3. Hasil pengukuran absorbansi dan nilai kandungan fenolik total ekstrak etanol daun

jeruju (Acanthus illicifolius L.)

Kandungan Rata-rata
o Berat Absorbansi Kan(?ungan fenolik total kandun.gan
Replikasi  sampel ) fenolik awal (mg GAE/ fenolik
® ' (mg/L) dotraly (e GAF/g
ekstrak)
1 0,010 0,414 12,909 129,090
2 0,010 0,416 12,974 129,740 129,630
3 0,010 0,417 13,006 130,060
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GAMBAR

Gambar 1. Reaksi senyawa fenol dengan reagen Folin Ciocalteu
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Gambar 2. Kurva baku asam galat pada panjang gelombang 759 nm
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