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ABSTRACK

IDENTIFICATION AND ISOLATION BIOACTIVE ANTIOXIDANT
COMPOUNDS FROM THE STEAM BARK OF WHITE TURI
(Sesbania grandiflora (L.) Pers.) USING METABOLOMIC APPROACH
BASED ON LC-MS/MS

By
Habibah Monanisa Rhestiani

White turi (S. grandiflora) is one of native Indonesian plants that can be used as an
antioxidant. The aim of the study is to obtain bioactive antioxidant compounds isolated
from S. grandiflora through metabolomic approach based on LC-MS/MS. Isolations
compounds obtained through extraction method with three variations solvent: 75%
MeOH:EtOAc, 50% MeOH:EtOAc I and 25% MeOH:EtOAc whereas antioxidant activity
was tested by DPPH method. Highest antioxidant activity obtained on 25% MeOH:EtOAc
extract with I1Cso values of 40.52 pug/mL. The result of LC-MS/MS showed 92 known
compounds and 183 unknown compounds. Steam bark extracks can be grouped based on
variations of extracting solvents using principal component analysis (PCA) with a total
primary component (PC) of 96%. LC-MS/MS data of peak area were correlated with
antioxidant activity using partial least square (PLS). The result of PLS showed that
compound A (a,a — trehalose), B (Citric acid), C (Caffeic acid), D (Ferulic acid), E
(Azelaic acid), ¥ (Unknown-82),G ((6E)-7-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-1-(piperidin-1-yl)
hept-6-en-1-one)), H (Unknown-159), 1 (Unknown-166), J (Unknown-178) dan K
(Unknown-183) is a metabolites prediction that contributed major as antioxidant activity to
the white turi extract and provided information that 25% methanol solvent is the best
extracting solvent for isolation antioxidant compounds. The Purified compound have been
successfully isolated from 25 % MeOH:EtOAc extract through several steps of
fractionation and separation using Vacum Liquid Chromatography (VLC) and Column
Chromatography (CC) repetitively. The isolated compound aquired in the yellow crystal
solid as much 2.2 mg and it showed the antioxidant activity with ICso 49.33 pg/mL.
Compound identification is made based on the results of LC-MS/MS data analysis and TLC
chromatogram comparison with the previous isolated compound. The isolated compound
is predicted as sesbagrandiflorain B atau 4-hydroxy-2-(4’-hydroxy-2 -
hydroxyphenyl)-6-methoxybenzofuran-3-carbaldehyde.
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Turi putih (S. grandiflora) merupakan salah satu tumbuhan asli Indonesia yang dapat
dimanfaatkan sebagai antioksidan. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan senyawa
bioktif antioksidan dari hasil isolasi yang dilakukan berdasarkan pendekatan metabolomik
berbasis LC-MS/MS. Senyawa hasil isolasi didapatkan melalui metode ekstraksi dengan 3
variasi konsentrasi pelarut MeOH:EtOAc 75%, 50% dan 25%, sedangkan aktivitas
antioksidan ekstrak diuji dengan metode DPPH. Aktivitas antioksidan paling baik
diperoleh dari ekstrak MeOH:EtOAc 25% dengan nilai ICso sebesar 40,52 pg/mL. Dari
hasil analisis LC-MS/MS 92 senyawa known dan 183 senyawa unknown. Ekstrak sampel
kulit batang turi dapat dikelompokan berdasarkan perbedaan pelarut pengekstrak melalui
analisis principal component analysis (PCA) dengan total primary component (PC) 96%.
Data LC-MS/MS yang berupa luas puncak dikorelasikan dengan aktivitas antioksidan
menggunakan partial least square (PLS). Hasil analisis PLS menunjukkan bahwa senyawa
A (a, a — trehalose), B (Citric acid), C (Caffeic acid), D (Ferulic acid), E (Azelaic acid),
F (Unknown-82),G ((6E)-7-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-1-(piperidin-1-yl) hept-6-en-1-
one)), H (Unknown-159), 1 (Unknown-166), J (Unknown-178) dan K (Unknown-183)
merupakan senyawa atau metabolit penciri yang diprediksi berkontribusi major (utama)
pada aktivitas antioksidan ekstrak kulit batang turi putih, serta memberikan informasi
bahwa pelarut MeOH:EtOAc 25% merupakan pelarut pengekstrak antioksidan terbaik
untuk isolasi senyawa. Senyawa murni berhasil diisolasi dari ekstrak MeOH:EtOAc
25% melalui beberapa tahapan pemisahan dan pemurnian dengan teknik
kromatografi cair vakum (KCV) dan kromatografi kolom grafitasi (KKG) secara
berulang. Isolat yang diperoleh berupa kristal kuning sebanyak 2,2 mg dan
menunjukkan aktivitas antioksidan dengan nilai 1Cso 49,33 ug/mL. Identifikasi
senyawa dilakukan berdasarkan hasil analisis data LC-MS/MS dan perbandingan
kromatogram KL T dengan senyawa hasil isolasi sebelumnya. Senyawa hasil isolasi
diprediksi sebagai sesbagrandiflorain B atau 4-hydroxy-2-(4’-hydroxy-2 -
hydroxyphenyl)-6-methoxybenzofuran-3-carbaldehyde.

Kata kunci: S. grandiflora, metabolomik, antioksidan, LC-MS/MS, PCA, PLS.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Seiring dengan perkembangan zaman, pemakaian obat tradisonal di Indonesia
mengalami kemajuan yang pesat. Hal tersebut disebabkan karena obat yang
berasal dari tanaman mempunyai efek samping (side effect) yang lebih kecil
dibandingkan dengan obat-obatan yang berasal dari bahan kimia (Prapanza dan
Marianto, 2003). Konsep hidup back to nature dibuktikan dengan adanya
rekomendasi dari badan kesehatan dunia (WHO) untuk menggunakan obat
tradisional atau obat herbal guna pemeliharaaan kesehatan masyarakat dan
pencegahan penyakit, terutama dalam penyembuhan penyakit kronis, penyakit
degeneratif dan kanker (DepKes RI, 2007). Maka dari itu, eksistensi dari obat

herbal masih berakar kuat dalam kehidupan masyarakat hingga kini.

Indonesia merupakan negara yang kaya akan biodiversitas sumber daya alam.
Berdasarkan data PT. Sido Muncul (2015) dari total banyaknya 40.000 spesies
tumbuhan yang terkenal di dunia, 30.000 spesiesnya disinyalir berada di
Indonesia. Akan tetapi dari banyaknya spesies tumbuhan yang telah terdata
tersebut, Indonesia hanya memiliki sekitar 9000 spesies tumbuhan yang diduga
memiliki khasiat sebagai obat dan baru 5% yang dimanfaatkan sebagai bahan
fitofarmaka oleh industri obat herbal di Indonesia. Data tersebut menunjukan
bahwa masih banyak potensi tumbuhan di Indonesia yang belum dimanfaatkan
atau diketahui secara optimal sebagai bahan baku obat herbal. Salah satu
parameter dalam pencarian sumber baru serta pengendalian mutu suatu bahan

alam yang bisa dijadikan sebagai obat herbal dapat dilakukan dengan melihat



tingginya aktivitas biologis yang dimunculkan seperti antioksidan yang
terkandung dalam bahan alam tersebut untuk menurunkan aktivitas radikal bebas

dalam tubuh.

Dewasa ini, istilah antioksidan dan radikal bebas merupakan istilah yang lazim di
dunia kesehatan profesional dan kalangan para ahli gizi. Istilah tersebut dikaitkan
dengan dunia kesehatan karena sebagian besar penyakit yang terjadi disebabkan
adanya reaksi oksidasi yang berlebihan di dalam tubuh yang dapat menyebabkan
gangguan fungsi sel, kerusakan struktur sel, molekul termodifikasi yang tidak
dapat dikenali oleh sistem imun, dan bahkan mengakibatkan mutasi genetik.
Semua bentuk gangguan tersebut dapat memicu timbulnya berbagai penyakit
berbahaya seperti kanker, penyakit yang berhubungan dengan kardiovaskular dan
penyakit degeneratif seperti diabetes, darah tinggi serta reumatik (Barhe dan
Tchouya, 2014). Oleh sebab itu peran obat herbal yang berfungsi sebagai
antioksidan sangat diperlukan, karena antioksidan adalah substansi yang
diperlukan untuk menetralkan atau menetralisir radikal bebas dengan melengkapi
kekurangan elektrolit yang dimiliki radikal bebas penyebab stress oksidatif
(Prakash, 2001).

Salah satu tanaman yang diprediksi memiliki potensi sebagai antioksidan adalah
turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers). Studi fitofarmakologi yang telah
dilakukan peneliti sebelumnya melaporkan bahwa turi putih yang telah diisolasi
mengandung senyawa metabolit sekunder yang termasuk ke dalam golongan
sterol, saponin, tanin, fenol dan flavonoid. Senyawa-senyawa ini ada yang
bermanfaat bagi kesehatan dan juga telah dilaporkan memiliki aktivitas biologis
seperti antibakteri, antijamur, antiinflamasi, antiurolitik, antikonvulsan dan yang
paling utama adalah potensinya sebagai antioksidan yang baik bagi tubuh (Hasan
et al., 2012 ; Septiana, 2018). Kajian tersebut diperkuat dengan penelitian terkini
oleh Noviany et al (2018) yang telah melaporkan bahwa senyawa fenolik hasil
isolasi kulit batang turi putih yaitu sesbagrandiflorain A dan B menunjukan
aktivitas antioksidan yang cukup tinggi dengan menggunakan metode DPPH (2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl). Selain itu, telah dilaporkan isolasi senyawa fenolik



jenis arilbenzofuran baru yang dinamai sesbagrandiflorain C dan beberapa
senyawa hasil modifikasi sesbagrandiflorain A yang menunjukkan aktivitas
sitotoksik terhadap sel kanker HeLLa, HepG2, and MCF-7 (Noviany et al., 2020;
2021). Berdasarkan hasil penelitian tersebut telah cukup membuktikan bahwa turi
putih mengandung senyawa golongan fenolik dan flavonoid yang telah diketahui

secara luas memiliki pengaruh besar terhadap aktivitas antioksidan.

Akan tetapi, kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu bahan
baku obat memerlukan adanya jaminan terhadap mutu dan keamanannya, karena
senyawa metabolit tersebut yang akan memberikan efek farmakologis pada suatu
bahan alam. Kualitas atau mutu suatu bahan alam yang akan dijadikan sebagai
bahan baku obat dapat ditunjukkan dengan senyawa aktif atau sifat
bioaktivitasnya dan sifat bioaktivitas tersebut dipengaruhi oleh konsentrasi dan
komponen kimia yang berbeda-beda pada suatu bahan alam. Komposisi dan
konsentrasi komponen kimia tersebut dipengaruhi oleh perbedaan asal tumbuh,
iklim (suhu, kelembapan, cahaya, dan angin), kondisi geografis, waktu panen,
metode pengolahan, dan penyimpanan, bahkan konsentrasi dan pelarut
pengekstrak juga dapat mempengaruhi senyawa yang terambil dari suatu bahan
alam (Rafi, 2013). Sementara kandungan metabolit sekunder pada suatu bahan
alam sangat beragam sehingga memiliki polaritas dan karakteristik kimia yang

berbeda (Sultana et al., 2009).

Perbedaan tersebut menimbulkan masalah dalam menentukan bagian tumbuhan
yang memiliki potensi tinggi untuk dijadikan sebagai sumber obat baru yang
berkhasiat, khususnya antioksidan. Oleh karena itu, dalam penelitian ini perlu
adanya suatu teknik analisis yang dapat mengevaluasi serta mengidentifikasi
keragaman profil metabolit dan perbedaan bioaktivitas dari suatu tumbuhan untuk
mendapatkan aktivitas biologis konsisten yang berkontribusi pada keaktifannya.
Salah satu analisis dan evaluasi yang dapat dilakukan adalah dengan pendekatan

metabolomik.



Pendekatan metabolomik merupakan pendekatan terbaru dalam analisis profil
metabolit tanaman secara menyeluruh yang memungkinkan dapat mendeteksi
ratusan metabolit dengan data yang berkualitas tinggi (Dunn et al., 2005). Kajian
terkini yang dilakukan oleh Amrulloh (2020) pada penelitian sebelumnya telah
melaporkan bahwa jaringan tumbuhan turi putih yang paling berpotensi sebagai
sumber antioksidan adalah kulit batang dibandingkan dengan daun dan akarnya.
Uji antioksidan tersebut dilakukan menggunakan tiga variasi metode uji yaitu
menggunakan DPPH (2,2-difenill-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-azino-bis
(etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat) dan FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) yang dikorelasikan dengan spektrum FTIR. Dari hasil penelitian tersebut
dilaporkan bahwa gugus fungsi dari senyawa antioksidan yang diprediksi
berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan pada metode DPPH adalah gugus
fungsi C=C dan C=0, sedangkan dengan metode FRAP adalah gugus fungsi C=C
aromatik dan O-H (Amrulloh, 2020).

Berdasarkan pemaparan tersebut, pada penelitian ini jaringan tumbuhan turi putih
yang dipilih adalah kulit batang, karena potensi aktivitas antioksidannya lebih
tinggi dibandingkan jaringan lainnya. Kulit batang turi putih akan diekstraksi
dengan tiga variasi konsentrasi pelarut yang berbeda untuk diuji aktivitas
antioksidannya. Variasi pelarut pengekstrak ini dilakukan untuk menentukan
pelarut terbaik yang dapat mengekstrak senyawa metabolit antioksidan lebih
tinggi. Aktivitas antioksidan pada kulit batang turi putih kemudian akan
dikorelasikan dengan profil metabolit hasil analisis LC-MS/MS untuk mengetahui
senyawa aktif yang berkontribusi siginifikan terhadap aktivitas antioksidan.
Instrumen LC-MS/MS ini dipilih karena memiliki teknik analisis tinggi yang
mampu memisahkan dan mendeteksi molekul dengan kisaran yang luas serta
dapat digunakan untuk analisis struktural dengan sensitivitas yang baik, sehingga
dapat memberikan pendekatan yang sangat berguna dalam menentukan profil

suatu metabolit tanaman (Theoridoridis ef al., 2012).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, analisis metabolit LC-

MS/MS telah banyak digunakan dalam menentukan keragaman metabolit



Angelica gigas yang diambil dari 3 lokasi yang berbeda di Korea (Kim et al.,
2011), klasifikasi metabolit taksoid dari tanaman Taxus chinensis varberdasarkan
variasi perbedaan umur tanaman (Tanaka et al., 2011), serta kendali mutu Fuzi
(akar Aconitum carmichaelii Debx) yang umum digunakan sebagai bahan baku
obat tradisional Cina yang diamati berdasarkan tahap preparasinya (Sun et al.,

2012).

Pendugaan identifikasi metabolit tanaman turi putih pada penelitian ini, dilakukan
dengan cara mencocokan nilai m/z yang terdeteksi dari tabel mass array dengan
nilai massa akurat senyawa metabolit genus Sesbania yang dipublikasikan pada
Dictionary of Natural Products (DNP). Data mass array dihasilkan dari
pengolahan perangkat lunak MZmine yang berfungsi untuk penanganan
kompleksitas data yang diperoleh dari analisis LC-MS/MS, kemudian data mass
array tersebut ditelaah lebih lanjut dengan analisis multivariat PCA menggunakan
perangkat lunak The Unscrambler. Analisis PCA ini bertujuan mengelompokkan
sampel turi putih berdasarkan variasi konsentrasi pelarutnya serta menentukan
metabolit penciri yang berkaitan erat dengan sifat bioaktivitas senyawa
antioksidan (Chew ef al., 2004). Setelah mengetahui informasi dari variasi
metabolit penciri dan mengetahui variasi konsentasi pelarut pengekstak terbaik,
maka selanjutnya dilakukan isolasi senyawa bioaktif antioksidan. Berdasarkan
pemaparan latar belakang tersebut, serta belum banyaknya penelitian yang
mengkaji tentang senyawa aktif antioksidan pada turi putih melalui pendekatan
metabolomik sebagai parameter kendali mutu obat herbal, maka peneliti tertarik

untuk melakukan penelitian ini.



B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Menentukan nilai aktivitas antioksidan kulit batang turi putih (Sesbania
grandiflora (L.) Pers) dari perbedaan konsentrasi pelarut pengekstrak
menggunakan metode DPPH.

2. Menentukan senyawa aktif yang berkontribusi dalam aktivitas antioksidan
yang dihasilkan dari korelasi antara spektrum LC-MS/MS dan nilai
antioksidan menggunakan pendekatan metabolomik.

3. Menentukan pelarut pengekstrak terbaik yang paling berpotensi sebagai
sumber antioksidan berdasarkan hasil korelasi antara spektrum LC-MS/MS
dan nilai antioksidan menggunakan pendekatan metabolomik.

4. Mengisolasi senyawa bioaktif antioksidan dari bagian kulit batang tanaman

turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers.) .

C. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi tentang senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai
metabolit penciri atau variable important yang berkontribusi major pada
aktivitas antioksidan.

2. Memberikan penjelaskan tentang kualitas tumbuhan turi putih berdasarkan
keterkaitan profil metabolit dengan perbedaan konsentrasi pelarut pengekstrak
dan aktivitas antioksidan yang dapat digunakan dalam kontrol kualitas bahan
baku obat herbal serta autentifikasi obat-obatan herbal yang didasarkan pada

sifat antioksidannya untuk industri obat tradisional/farmasi.



II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Fabaceae

Famili Fabaceae merupakan anggota dari bangsa Fabales yang mempunyai
karakteristik dengan buah bertipe polong (Simpson, 2010). Fabaceae juga
merupakan salah satu dari tiga famili tumbuhan terbesar setelah Asteraceae dan
Orchidaceae dalam divisi Angiospermae atau tumbuhan berbungayang
terdistribusi secara luas di seluruh dunia dan terdiri atas 19.400 jenis yang
tercakup dalam 730 genus (Tjitrosoepomo, 2013). Berdasarkan morfologi biji dan
bunga terkhusus pada kelopaknya, suku Fabaceae dikelompokan menjadi tiga
subfamili oleh ahli botani yaitu Caesalpinioideae, Faboideae, dan Mimosoideae

(Lewis et al., 2005).

Famili Fabaceae memiliki karakteristik tanaman berbunga yang indah dengan
nilai ekonomi yang tinggi, sehingga famili Fabaceae ini banyak dibudidayakan
sebagai tanaman pangan, penghasil buah, tanaman hias, tanaman obat, penutup
lahan, penghasil kayu, minyak, gom, pewarna alami, insektisida, pengontrol erosi,
dan pereklamasi tanah. Berdasarkan penelitian dan kajian farmakologi
menyatakan bahwa famili Fabaceae memiliki kandungan metabolit primer seperti
lectin, kitin, dan inhibitor a-amilase serta memiliki kandungan metabolit sekunder

contohnya alkaloid, terpenoid, tanin, dan senyawa fenolik (Agostini-Costa, 2012).



B. Turi Putih (Sesbania grandifiora (L.) Pers.)

Turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers.) merupakan jenis tanaman yang
termasuk dalam famili Fabaceae, dengan ukuran tanaman yang relatif kecil
dengan tinggi berkisar 5-12 meter. Karakteristik umum dari tanaman turi putih ini
adalah pohon yang berumur pendek, dengan kulit luar berwarna kelabu hingga
kecoklatan, berkayu lunak, batang yang dimiliki berlendir dan berair (Agromedia,
2008). Daun pada tanaman turi putih memiliki ciri yaitu daun majemuk menyirip
dan letak daun tersebar dengan panjang tangkai daun berukuran 20-30 cm serta

memiliki 20-40 pasang anak daun bertangkai pendek (Bahera et al., 2012).

Sementara bunganya berbentuk seperti bulan sabit dengan mahkota bunga yang
menggantung seperti lonceng dan jika bunga tersebut mekar, maka akan
berbentuk seperti kupu-kupu. Berdasarkan varietasnya, bunga turi memiliki 2
jenis warna yaitu berbunga putih dan berbunga merah. Buah dan biji tanaman turi
berbentuk polong yang menggantung seperti pita dengan panjang 20-55 cm.

Ketika buah masih muda berwarna hijau, dan setelah tua berwarna kuning.

Secara taksonomi, tanaman turi putih dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae (Suku polong-polongan)
Sub Famili : Papilonoidae

Genus : Sesbania

Spesies : Sesbania grandiflora (L.) Pers

(Bahera et al., 2012).

Berikut bagian-bagian tanaman turi putih (Sesbania grandifiora L.) tertera dalam

Gambar 1.



Gambar 1. Bagian-bagian tanaman turi putih (a) batang, (b) daun, (¢) bunga

Sesbania grandiflora (L.) Pers banyak tersebar di berbagai belahan dunia seperti
Myanmar, Indonesia, Filipina, Malaysia, dan India, akan tetapi tanaman ini
diyakini berasal dari Asia Tenggara dan Asia Selatan. Di Indonesia tanaman ini
memiliki kekhasan nama yang berbeda-beda di setiap daerah, diantaranya di
daerah Sumatera tanaman ini dikenal dengan nama turi, sedangkan di Bali dan
Nusa Tenggara Timur dikenal dengan gala-gala atau tuwi, lalu di Jawa, Sunda dan
Madura dikenal dengan nama turi dan torroy, di Sulawesi dikenal dengan nama
tuli, turineg dan suri. Sementara di luar Indonesia tanaman ini dikenal dengan

nama cork wood tree, west Indian pea (Hariana, 2006).

C. Kandungan Fitokimia Turi Putih

Daun turi putih diketahui memiliki senyawa yang berasal dari golongan alkaloid,
flavonoid, glikosida, tanin, steroid, protein, karbohidrat, saponin, glikosida amino,
vitamin B dan C kompleks, dan kumarin. Bunganya memiliki senyawa berupa
karbohidrat, protein, asam amino, flavonoid, alkaloid, tanin, polifenol, saponin,
asam oleanolat, dan kamferol-3-rutinosida. Pada buah dan polong dari S.
grandiflora (L.) Pers juga menghasilkan kandungan senyawa berupa alkaloid,

glikosida, saponin, tanin, flavonoid, karbohidrat, protein, sterol, saponin, dan
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sesbanimida. Sementara pada biji turi putih mengandung alkaloid, flavonoid,

steroid, dan kuinon (Ismiyarto dkk., 2006).

D. Senyawa Metabolit Sekunder dari Hasil Isolasi Tumbuhan Turi Putih

Turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pres) memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder yang cukup banyak dan beragam. Setiap jaringan pada
tumbuhan turi putih memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang
berbeda-beda. Tumbuhan ini memiliki potensi antioksidan yang tinggi.
Berdasarkan uji pendahuluan penelitian yang telah dilakukan dari hasil ekstraksi
turi putih ini menunjukan bahwa kandungan antioksidan yang paling tinggi dari
tiga jaringan tumbuhan yaitu akar, daun dan kulit batang adalah pada jaringan
kulit batangnya. Baru-baru ini telah dilakukan skrining fitokimia pada kulit batang
turi dan dilaporkan bahwa kulit batang turi mengandung senyawa golongan
flavonoid, terpenoid, saponin, tanin, dan fenolik (Rasyidi dkk., 2015).

Dari fraksi metanol dan aseton akar turi putih telah berhasil diisolasi senyawa
golongan flavonoid dengan kerangka isoflavan sepert isovestitol (1), medicarpin

(2), sativan (3), betulinic acid (4) (Noviany et al., 2012).

HO \\\\\v‘“ ( 4)

Gambar 2. Struktur senyawa 1-4 yang telah diisolasi dari akar turi putih
(Noviany et al., 2012)
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Senyawa fenolik dari jenis 2-aril benzofuran juga telah berhasil dipisahkan dari
fraksi etil asetat kulit batang tumbuhan turi putih (Noviany et al., 2018).
Senyawa-senyawa tersebut diidentifikasi sebagai 6-metoksi-2-(2’,3’-dihidroksi-
5’-metoksifenil)-1-benzofuran-3-karbaldehida) atau sesbagrandiflorain A (5) dan
(6-hidroksi-2-2’3’-dihidroksi-5-metoksifenil-1-benzofuran-3-karbaldehid) atau
sesbagrandiflorain B (6) (Gambar 3). Uji aktivitas antioksidan kedua senyawa
tersebut menggunakan metode DPPH menunjukan tingkat aktivitas antioksidan
kuat karena memiliki nilai ICso dibawah 50 ppm yaitu sebesar 46.61 dan 49.33
ppm (Septiana, 2018).

(©)) (6)

Gambar 3. Senyawa sesbagrandiflorain A dan B (Noviany, 2021)

Selain itu, satu senyawa baru yang termasuk 2-aril benzofuran juga telah berhasil
diisolasi dari ekstrak kulit batang turi pada fraksi etil asetat oleh Noviany et a/
(2020) yaitu sesbagrandiflorain C (7) dan senyawa tersebut dilaporkan
menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker HeLLa, HepG2, dan MCF-7.
Struktur senyawa tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.

@)

Gambar 4. Struktur senyawa sesbagrandiflorain C
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Senyawa terpenoid dari golongan triterpenoid yang telah berhasil diisolasi dari
tumbuhan turi putih adalah 3-B-hidroksi-28-p-hidroksifenoksilen-12-en (Gambar
5) (Das and Tripathi, 1999).

Gambar 5. Senyawa 3-B-hidroksi-28-p-hidroksifenoksiolen-12-en

E. Efek Farmakologi Turi Putih

Tanaman turi putih merupakan salah satu rujukan tanaman yang dapat
dimanfaatkan dalam bidang pengobatan oleh masyarakat Indonesia karena
mempunyai potensi sebagai bahan obat tradisional atau herbal yang dapat
menyembuhkan berbagai macam penyakit dan di setiap jaringan yang ada pada
tanaman ini memiliki efek farmakologi yang berbeda-beda. Penelitian yang telah
dilakukan oleh Doddala et a/ (2008) menyatakan bahwa jus dari daun tanaman
turi dapat digunakan sebagai pemecah batu ginjal yang efektif, selain itu juga
daun turi dapat mengatasi keputihan, memperbanyak produk ASI dan meredakan
demam (Kasture et al., 2002). Penelitian lain yang telah dilakukan oleh Ramesh et
al (2010) juga telah menyatakan bahwa daun turi yang dijadikan sebagai
suplemen untuk tubuh dapat menunjukan pencegahan oksidasi yang dapat

merusak paru-paru, ginjal dan hati.

Bunga turi mempunyai efek farmakologi sebagai obat pencahar, sementara pada
kulit batang memberi efek farmakologi sebagai analgetik atau untuk mengurangi
rasa sakit, penurun panas, meredakan disentri hingga dapat mengobati cacar air.

Kulit batang turi juga merupakan bagian tanaman yang memiliki efek antioksidan
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yang tinggi sehingga dapat mengatasi penyakit-penyakit degeneratif yang
disebabkan oleh radikal bebas. Efek antioksidan yang dimiliki oleh tanaman turi
putih ini disebabkan oleh kandungan senyawa flavonoid yang mampu menangkap
radikal bebas melalui donor proton hidrogen dari gugus hidroksil flavonoid (Amic
et al., 2003). Sedangkan pada akar tanaman turi putih, berdasarkan investigasi
yang dilakukan Shareef et al (2012) menyatakan bahwa akar turi juga memiliki
efek farmakologi yang hampir sama dengan kulit batang turi yaitu sebagai

antioksidan, antiinflamasi, analgesik serta antiseptik.

F. Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan senyawa reaktif yang tidak stabil karena mempunyai
satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan dan untuk mengembalikan
kestabilannya, maka radikal bebas berusaha mendapatkan elektron dari molekul
lain atau melepas elektron yang tidak berpasangan tersebut (Wahdaningsih dkk.,
2011).

Senyawa radikal bebas yang berlebihan di dalam tubuh dapat merusak berbagai
sistem dalam tubuh yang akan menimbulkan berbagai penyakit yang serius.
Contohnya, radikal bebas dapat menyebabkan penyakit mata katarak, karena
radikal bebas dapat merusak protein yang ada pada mata. Pada membran sel,
radikal bebas dapat merusak komponen penyusun membran sel, misalnya pada
asam lemak. Radikal bebas dapat merusak pembuluh darah sehingga
memudahkan terjadinya pengendapan kolesterol, yang akan meyebabkan penyakit
obesitas atau aterosklerosis. Tidak hanya itu, radikal bebas juga dapat dapat
menyebabkan DNA mengalami mutase karena DNA teroksidasi sehingga menjadi
pemicu penyakit degeneratif seperti kanker. Keadaan tersebut terjadi karena
radikal bebas akan terus mencari elektron dari molekul-molekul disekitarnya

untuk bereaksi dan apabila tidak dapat dikendalikan, maka reaksi berantai ini akan
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berlangsung secara terus-menerus dan menimbulkan efek negatif pada kesehatan

(Halliwell dan Gutteridge, 2000).

Sumber-sumber pemicu radikal bebas ada yang bersifat internal (dari dalam

tubuh) dan ada yang bersifat eksternal (dari luar tubuh).

1.

Radikal Bebas Internal

Radikal bebas internal ini bersumber dari oksigen yang kita hirup. Oksigen
yang biasa kita hirup merupakan penopang utama kehidupan, karena dapat
menghasilkan banyak energi, namun hasil samping dari reaksi pembentukan
energi tersebut menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS). Radikal bebas
ini terbentuk saat proses sintesis energi oleh mitokondria atau proses
detoksifikasi yang melibatkan enzim sitokrom P-450 di hati (Lehninger,
1982).

Radikal Bebas Eksternal

Radikal bebas eksternal ini bersumber dari: polusi udara, alkohol, rokok,
stress atau depresi yang dimiliki, radiasi sinar ultraviolet, obat-obatan tertentu
seperti anastesi, pestisida, sinar X dan kemoterapi. Radikal bebas juga
dihasilkan oleh proses pengolahan makanan yang berlebihan dalam
kehidupan sehari-sehari seperti menggoreng, membakar dan memanggang
makanan yang mengandung kadar lemak yang tinggi, sehingga makanan-
makanan seperti gorengan, junk food tidak sehat apabila dikonsumsi
berlebihan (Desrorier, 1998). Minyak goreng yang sering dipakai berkali-kali
hingga berwarna kehitaman dan berbau tengik juga dapat menimbulkan
radikal bebas. Hal ini disebabkan oleh terlepasnya senyawa peroksida dan

epoksida yang karsinogen pada minyak goreng tersebut (Ketaren, 2005).

G. Antioksidan

Menurut Dai dan Mumper (2010), timbulnya penyakit degeneratif yang

disebabkan oleh radikal bebas, dapat dicegah dengan senyawa antioksidan.
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Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dapat menetralkan radikal bebas
dengan cara mendonorkan satu elektronnya sehingga dapat mencegah terjadinya
reaksi oksidasi dan kerusakan sel dalam tubuh. Antioksidan sangat diperlukan
oleh tubuh untuk mengatasi dan mencegah stres oksidatif yang dapat
menimbulkan berbagai macam penyakit degenaratif pada tubuh, seperti penyakit
jantung dan kanker. Penyakit degeneratif tersebut disebabkan oleh antioksidan
yang ada di dalam tubuh tidak mampu menetralisir peningkatan konsentrasi

radikal bebas (Filbert ef al., 2014).

Berbagai bahan alam asli Indonesia banyak mengandung antioksidan dengan
berbagai bahan aktifnya. Penggunaan bahan alam asli Indonesia sebagai
antioksidan diperlukan untuk meningkatkan kualitas kesehatan masyarakat
dengan biaya yang relatif terjangkau (Giacco F and Brownlee M., 2013). Senyawa
antioksidan diantaranya adalah asam fenolik, flavonoid, karoten, vitamin E
(tokoferol), vitamin C, asam urat, bilirubin dan albumin. Zat-zat gizi mineral
seperti mangan, seng, tembaga dan selenium juga berperan sebagai antioksidan

(Tirzitis, G and G. Bartosz., 2010).

Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan bekerja melindungi sel dan

jaringan target dengan cara:

a. Memusnahkan (scavenge) radikal bebas secara enzimatik atau dengan reaksi
kimia langsung.

b. Mengurangi pembentukan radikal bebas.

c. Mengikat ion logam yang terlibat dalam pembentukan spesies yang reaktif
(transferin, albumin).

d. Memperbaiki kerusakan sasaran.

e. Menghancurkan molekul yang rusak dan menggantinya dengan molekul baru
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H. Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Metode DPPH adalah suatu metode kolorimetri yang efektif dan cepat untuk
memperkirakan aktivitas antiradikal/antioksidan. DPPH adalah radikal bebas yang
stabil yang digunakan untuk mengevaluasi perendaman radikal bebas pada bahan
alam. Prinsip pengujian dari metode DPPH ini adalah pengukuran nilai absorbansi
dari radikal DPPH yang mengalami penurunan akibat adanya senyawa
antioksidan dengan metode spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
serapan maksimum yang telah ditetapkan sebelumnya (Thangaraj, 2016).

Uji peredaman radikal bebas berdasarkan metode DPPH merupakan uji yang
sering digunakan dalam penelitian untuk menentukan seberapa besar aktivitas
antioksidan yang terdapat dalam suatu sampel dengan cara melihat kemampuan
senyawa tersebut dalam menangkal radikal bebas yangberasal dari DPPH
(Molyneux, 2004). Metode DPPH berfungsi untuk mengukur elektron tunggal
seperti aktivitas transfer hidrogen sekaligus untuk mengukur aktivitas
penghambatan radikal bebas (Molyneux, 2004). Berikut struktur senyawa dari
DPPH terdapat dalam Gambar 6:

O,N NO,
LT
N
NO,
Gambar 6. Struktur senyawa DPPH (Tirzitis, G and G. Bartosz., 2010)

Gugus kromofor dan ausokrom pada radikal bebas DPPH memberikan absorbansi
maksimum pada panjang gelombang 517 nm sehingga menimbulkan warna ungu.
Prinsip pengujiannya adalah adanya donasi atom hidrogen dari substansi yang
diujikan kepada radikal DPPH menjadi senyawa non radikal difenilpikrilhidrazin
yang ditunjukkan oleh perubahan warna. Kemampuan penangkapan radikal
berhubungan dengan kemampuan komponen senyawa dalam menyumbangkan

elektron atau hidrogen. Setiap molekul yang dapat menyumbangkan elektron atau
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hidrogen akan bereaksi dan akan memudarkan DPPH. Intensitas warna DPPH
akan berubah dari ungu menjadi kuning oleh elektron yang berasal dari senyawa
antioksidan. Konsentrasi DPPH pada akhir reaksi tergantung pada konsentrasi
awal dan struktur komponen senyawa penangkap radikal (Tirzitis, G and G.
Bartosz., 2010). Berikut adalah mekanisme reaksi perendaman radikal bebas oleh

DPPH terdapat dalam Gambar 7.

0 o Q o

H
_Qa i
& o v

O,N
DPPH DPPH-H
Ungu, 517 nm Tak berwarna

Gambar 7. Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan (Prakash, ef al., 2001)

Aktivitas penghambatan radikal bisa dihitung dengan rumus persentase inhibisi
(kemampuan meredam radikal) DPPH sebagai berikut:

o absorbansi sampel — absorbansi blanko
% Inhibist =100 ~ absorbansi kontrol * 100

Selanjutnya dilakukan pehitungan ICso yang merupakan konsentrasi sampel untuk
dapat meredam 50% aktivitas radikal DPPH. Nilai ICso diperoleh dari
perpotongan garis antara 50% daya inhibisi dengan konsentrasi sampel.
Hasil persentase inhibisi tersebut dimasukkan dalam persamaan linier dengan
persamaan:

Y=aX+b
Dengan:
Y= persentase inhibisi.
a = gradien.
X = konsentrasi (ug/mL).

b = Konstanta.
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Untuk menghitung nilai ICso, persamaannya menjadi:

50=aX+b

X =50-ba
Harga X adalah ICso dengan satuan pug/mL. ICso merupakan konsentrasi larutan.
Semakin kecil nilai ICso berarti aktivitas antioksidannya semakin tinggi.
Berdasarkan standar tingkat aktivitas antioksidan, senyawa yang termasuk
kategori sangat tinggi memiliki nilai ICso < 10 pg/mL, kategori tinggi bila
memiliki nilai ICso 10 -100 pg/mL, dan kategori tidak aktif bila nilai ICso> 100
pg/mL (Minami et al., 1998).

Pada penelitian ini uji antioksidan dengan menggunkan metode DPPH dipilih
karena memiliki beberapa kelebihan yaitu cara kerjanya mudah dan cepat, dapat
langsung diaplikasikan pada sampel yang akan diuji tanpa harus menambahkan
reagen atau penambahan senyawa atau pereaksi lain, tidak membutuhkan biaya
mahal, tidak memerlukan temperatur tinggi dalam pengujiannya sehingga sangat
cocok untuk senyawa yang tidak tahan terhadap panas seperti senyawa flavonoid
serta memiliki hubungan yang linear antara konsentrasi dan penurunan absorbansi

yang dihasilkan (Singh et al., 2010).

I. Metabolomik

Penggunaan bahan baku tanaman yang digunakan sebagai rujukan dalam
pembuatan obat haruslah melewati proses kendali mutu dan jaminan keamanan.
Jaminan kendali mutu dan keamanan bahan baku alam tersebut dapat dilakukan
dengan pendekatan metabolomik. Metabolomik merupakan salah satu cabang
penelitian terkait “omik™ yang difokuskan pada karakterisasi molekul metabolit
dalam matriks biologis secara keseluruhan melalui identifikasi profil metabolit

total dalam suatu organisme (Krastanov, 2010).
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Pendekatan metabolomik merupakan teknik analisis tingkat tinggi yang dapat
mengidentifikasi dan mengkuantifikasi ratusan profil metabolit dalam tanaman,
sehingga pendekatan metabolomik ini dapat mencakup berbagai hal yang
mungkin dapat terkandung dalam sampel sebagai acuan untuk mengamati kualitas
sampel tersebut. Tidak hanya dalam bidang kesehatan atau kendali mutu obat,
pendekatan metabolomik juga dapat diaplikasikan dalam bidang industri pangan,
mikrobilogi, dan diagnostik. Keuntungan lain yang dapat diperoleh dari cara ini
juga adalah pola pengenalan algoritma yang dapat dimanfaatkan untuk

memberikan pengetahuan baru yang tidak diduga sebelumnya (Choi ef al., 2010).

Dalam kajian metabolomik, jumlah data dan kualitas data dapat diklasifikasikan
menjadi 3 yaitu analisis metabolit bertarget, pemrofilan metabolit, dan sidik jari
metabolit. Analisis metabolit bertarget didasarkan pada deteksi dan kuantifikasi
sekelompok kecil metabolit maupun senyawa target tunggal. Profil metabolit
didasarkan pada deteksi, identifikasi, dan hipotesis kuantifikasi sekelompok besar
metabolit yang dikaitkan dengan jalur biosintesis yang spesifik. Sementara sidik
jari metabolit merupakan pengukuran cepat yang dilakukan dengan analisis
spektra dari komposisi total biochemical fingerprint untuk diskriminasi sampel
yang berbeda tanpa harus melalui tahap identifikasi metabolit (Krastanov, 2010).
Instrumen yang sering digunakan pada analisis metabolomik antara lain
spektroskopi inframerah transformasi Fourier (FTIR), GC-MS, LC-MS, CE-MS,
dan '"H-NMR (Theodoridis et al., 2008).

J. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-
MS/MS)

Pada penelitian ini, instrumen LC-MS/MS akan digunakan dalam analisis
metabolomik yang akan dikorelasikan dengan aktivitas antioksidan tanaman turi
putih untuk prediksi senyawa aktif antioksidannya. Ekstrak yang dianalisis dari

pelarut pengekstrak yang berbeda, lalu dilakukan profil metabolit menggunakan
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kromatografi cair-spekstroskopi massa atau LC-MS/MS. Kunci dalam penemuan
yang lebih jauh dalam rangka menentukan profil suatu metabolit adalah
penggunaan sistem pemisahan dengan resolusi yang lebih tinggi dan LC-MS/MS
merupakan salah satu alternatif pendekatan yang sangat berguna dalam
menentukan profil suatu metabolit sampel tersebut. LC-MS/MS memiliki
kemampuan dalam mengidentifikasi sampel yang kompleks, sehingga kelebihan
tersebut bisa memisahkan dan mendeteksi molekul dengan kisaran yang luas,

serta dapat digunakan untuk analisis kuantitatif maupun analisis struktural, dengan
sensitivitas mencapai ukuran pg/mL™!, sehingga analisis LC-MS/MS ini banyak
digunakan pada bidang bioanalis (Theodoridis et al., 2012).

Selain itu, LC-MS/MS cocok dalam analisis senyawa yang tidak stabil pada suhu
tinggi dan memiliki polaritas atau bobot molekul yang tinggi (Rouessac dan
Rouessac., 2007). Hasil yang diperoleh dari analisis LC-MS/MS adalah spektrum
massa yang memberikan informasi terkait fragmentasi bobot molekul yang
spesifik untuk mengidentifikasi atau mengkonfirmasi senyawa yang diprediksi,
struktur, identitas, kuantitas, dan kemurnian sampel sehingga dapat meningkatkan
kualitas hasil yang diperoleh pada analisis kuantitatif dan kualitatif (Lee dan

Kerns., 1999).

Data yang diperoleh dari analisis LC-MS/MS menghasilkan data yang sangat
kompleks dengan puncak-puncak yang terdeteksi pada sampel. Penanganan
kompleksitas data dapat dilakukan dengan otomatis melalui perangkat lunak.
Perangkat lunak yang digunakan pada penelitian ini adalah MZmine dan The
Unscrambler. MZmine merupakan tahapan awal dalam pemrosesan kromatogram
LC-MS/MS yang mengolah kromatogram LC-MS/MS menjadi bentuk mass
array. Mass array adalah matriks tiga dimensi yang mengandung informasi
mengenai nilai m/z, waktu retensi, luas puncak, dan intensitas puncak

(Theodoridis ef al., 2008).
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K. Analisis Multivariat PCA (Principle Component Analysis)

Analisis multivariat merupakan salah satu teknik analisis kemometrik yang paling
banyak digunakan untuk mengenali pola dari suatu data sehingga data dapat
dikelompokkan berdasarkan persamaan polanya (Brereton, 2003). Analisis
multivariat ini bertujuan untuk menganalisis matriks kompleks dan analisis
multikomponen pada sistem yang sederhana, dimensi data akan direduksi dan
akan memberikan gambaran dalam pengelompokan data melalui penentuan
komponen utama (PCA) sehingga visualisasi pengelompokkan data dan evaluasi
kesamaan antar kelompok menjadi lebih mudah (Theodoridis et al., 2012). Selain
itu, teknik analisis inidapat menemukan alasan atau faktor di balik pola yang
teramati melalui korelasi berdasarkan sifat kimia atau fisika dari sampel yang
dianalisis. Dapat disimpulkan secara keseluruhan bahwa penggunakan analisis
multivariat PCA adalah untuk mengklasifikasi sampel menjadi grup yang umum,
mendeteksi adanya pencilan (outliers), melakukan pemodelan data, serta

meseleksi variabel untuk klasifikasi maupun untuk pemodelan (Brereton, 2003).

L. Analisis PLSR (Partial Least Squares Regression)

Metode Analisis PLSR (Partial Least Squares Regression) digunakan untuk
medeteksi senyawa penciri atau important variable pada suatu sampel, karena
analisis ini merupakan metode yang paling relevan dalam memprediksi dan
menginterpretasikan sebuah data. Analisis PLSR menggunakan kombinasi linear
untuk menduga variebel bebas dari variebel asli. Teknik dalam mengkompres data

PLSR ditunjukan pada Gambar 8.



22

-

Gambar 8. Teknik kompresi data dengan PLS (Ayu, 2017)

Tujuan dari analisis PLSR adalah untuk membentuk model linear antara matriks C
(konsentrasi kandungan kimia) dengan matriks A (spectra). Matriks F (Komponen
utama) merupakan faktor untuk mewakili matriks A dan C. Selanjtnya, masing-
masing bobot dihitung dengan memaksimalkan kovarian matriks A dan C yang
kemudian akan menghasilkan regression coefficient berupa matrik S. Informasi
terkait dekomposisi spektrum, selanjutnya akan digunakan untuk mengitung
persamaan regresi, guna memperoleh model yang kuat dalam memprediksi

kandungan kimia atau senyawa penciri yang diinginkan (Amrulloh, 2020).

M. Isolasi Senyawa Bioktif Antioksidan Turi Putih

1. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu metode yang digunakan untuk memisahkan komponen
senyawa aktif atau komponen tertentu dari komponen lain yang tidak diinginkan.
Prinsip ekstraksi adalah perpindahan massa komponen zat ke dalam pelarut yang
dimulai dari pelapisan antar muka kemudian berdifusi masuk kedalam pelarut
dengan menggunakan pelarut yang sesuai dengan tingkat polaritasnya (Harborne,
1998). Teknik ekstraksi senyawa organik bahan alam terdiri dari beberapa

metode, seperti maserasi, perkolasi, sokhletasi, refluks dan destilasi uap.
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Efektifitas dalam pemilihan metode ekstraksi pada sebuah penelitian tergantung
dari sifat bahan dan senyawa target yang akan diisolasi, sehingga sebelum
memilih suatu metode, target ekstraksi perlu ditentukan terlebih dahulu seperti
pengelompokan bagian tumbuhan, pemilihan pelarut pengekstrak dan lama

perendamannya (Sarker, 2006).

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode maserasi. Maserasi
merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut organik yang digunakan
pada temperatur ruang. Proses ekstraksi ini tidak di lakukan dengen metode
sokhlet karena dikhawatirkan ada golongan senyawa flavanoid yang tidak tahan
panas. Proses maserasi ini sangat menguntungkan dalam proses ekstraksi bahan
alam, karena dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan
dinding sel sehinga senyawa metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan
terlarut dalam pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat
diatur waktu perendaman yang dilakukan pada sampel tersebut. Proses ini
biasanya dilakukan beberapa kali, lalu ekstrak sampel disatukan dan diuapkan
dengan menggunakan penguap putar vakum atau rotary evaporator

(Markham,1988).

Untuk memperoleh ekstraksi yang menyeluruh dan mendapatkan senyawa-
senyawa yang memiliki aktivitas farmakologi, maka pemilihan pelarut yang
digunakan untuk mengekstraksi merupakan faktor yang penting. Pelarut yang
digunakan dalam ekstraksi harus memiliki kemampuan menarik komponen aktif
dari campuran dan faktor-faktor yang perlu dilakukan dalam pemilihan pelarut
antara lain adalah selektivitas, sifat pelarut, kemampuan mengekstraksi, tidak
bersifat racun, mudah diuapkan, dan memiliki harga yang relatif murah (Gamse,

2002).
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2. Pemisahan Senyawa dengan Kromatografi

Kromatografi merupakan salah satu proses dalam isolasi bahan alam untuk proses
pemisahan senyawa yang didasarkan pada perbedaan distribusi dua komponen
campuran yaitu fase diam dibawah pengaruh gerakan dari fase gerak. Teknik
kromatografi bertujuan untuk pemisahan dan pemurnian zat-zat dari
campurannya. Dasar-dasar terjadinya pemisahan pada kromatografi adalah
adsorbsi, partisi, filtrasi, dan suhu kritik (Mulja, M dan Suharman., 1995).
Beberapa metode kromatografi diantaranya adalah kromatografi cair vakum

(KCV) kromatografi kolom (KK) dan kromatografi lapis tipis (KLT).

a. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi Cair Vakum merupakan teknik kromatografi yang

didasarkan pada kondisi vakum khusus menggunakan silika gel sebagai
adsorbennya. Kelebihan KCV dibandingkan dengan kromatografi kolom terletak
pada efisiensi waktu yang digunakan. Karena dalam prosesnya pengelusian
dipercepat dengan cara memvakumkan kolom serta dapat memaksimalkan
pemisahan senyawa dalam jumlah yang banyak. Teknik KCV ini harus dilakukan
pada kondisi vakum secara terus- menerus, guna memperoleh kerapatan kemasan
yang maksimal menggunakan tekanan rendah untuk meningkatkan laju alir fasa
geraknya. Dalam proses KCV pemilihan silika gel merupakan faktor penting yang
perlu diperhatikan untuk mendapatkan hasil pemisahan yang baik. Ukuran partikel
silika gel yang terlalu kecil akan menyebabkan proses elusi berjalan lambat,
adapun urutan eluen yang digunakan dalam proses KCV, dimulai dari eluan yang
memiliki tingat kepolaran rendah, kemudian ditingkatkan secara bertahap.

(Hostettmann ef al., 1986).
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b. Kromatografi Kolom (KK)

Kromatografi kolom merupakan teknik pemisahan dan pemurnian suatu senyawa
dalam proses isolasi senyawa bahan alam. Pemisahan suatu komponen senyawa
campuran yang digunakan pada KK dilakukan dengan cara mengalirkan eluen
(fasa gerak) yang sesuai terhadap sampel yang diteliti dalam sebuah kolom kaca
vertikal yang berisikan adsorben (fasa diam). Pada KK fasa diam yang digunakan
berupa silika gel, sementara fasa geraknya dapat diawali dengan pelarut non polar

yang tingkat kepolarnnya dinaikan secara bertahap (Stahl, 1969).

Laju elusi yang terjadi pada KK ini disebabkan oleh gaya gravitasi, sehingga
kromatografi kolom dikenal juga sebagai kromatografi kolom grafitasi. Pada
KKG ini akan terjadi kesetimbangan antara zat terlarut yang diadsorbsi dan
pelarut yang melewati kolom, sehingga terbentuk pola pemisahan pada masing-
masing komponen senyawa yang kemudian dapat ditampung berdasarkan pola
pemisahannya (Helfman, 1983). KK pada prinsipnya sama aja dengan metode
KCV, hanya saja sistem kerja pada kromatografi kolom ini tidak menggunakan
vakum seperti KCV. Sebelum menggunakan kromatografi kolom, biasanya
sebagian kecil sampel dipisahkan menggunakan KLT terlebih dahulu untuk

menentukan pelarut yang cocok digunakan (Hajnos et al., 2011).

c¢. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan metode kromatografi padat-cair,
dengan fase diam yang biasanya berupa adsorben polar dan fase geraknya yang
berupa satu jenis pelarut atau berupa campuran pelarut (Sastrohamidjojo, 2002).
Teknik kromatografi lapis tipis memiliki kelebihan yaitu murah, sederhana dalam

analisisnya, sehingga dapat dengan cepat memisahkan senyawa organik bahan
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alam maupun non organik dengan waktu beberapa menit menggunakan alat

sederhana dan tidak terlalu mahal.

Pada prinsip kerjanya, metode KL T ini didasarkan pada perpindahan analit pada
fasa diam yang dipengaruhi oleh fasa geraknya, proses ini disebut dengan elusi.
Data yang diberikan pada KLT ini adalah bentuk harga Rrsenyawa dalam sistem
eluen tertentu, sehingga semua zat dengan fase diam dan fase gerak yang berbeda
akan memiliki harga Ry yang berbeda pula (Gritteret et al., 1991). Menurut
Sastrohamidjojo (2002) nilai Ryini merupakan nilai faktor retensi suatu senyawa
yang nilainya berupa angka desimal. Nilai Rrini dapat dihitung dengan cara
sebagai berikut:

Ry = Jarak tempuh sampel

Jarak tempuh pelarut

Pendeteksian bercak hasil pemisahan dapat dilakukan dapat dilakukan dengan
berbagai cara. Bagi senyawa tak berwarna cara yang paling sederhana adalah
melakukan pengamatan pada sinar ultraviolet (UV). Beberapa senyawa
organikakan berfluorensi atau bersinar jika disinari UV pada Panjang gelombang
365 nm atau gelombang pendek 254 nm. Apabila dengan cara tersebut tidak
terdeteksi maka dapat dilakukan pendeteksian dengan penyemprotan reagent
pereaksi yang dapat membuat bercak tersebut nampak setelah dilakukan

pemanasan (Gritter et al., 1991; Stahl, 1969).

N. Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat yang dapat melakukan pengukuran
interaksi antara radiasi elektromagnetik pada panjang gelombang tertentu dengan
molekul atau atom dari suatu zat kimia. Spektroskopi UV memiliki panjang

gelombang dengan kisaran sinar 200-400 nm, sementara sinar tampak memiliki
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panjang gelombang dengan kisaran sinar 400-900 nm dan spektroskopi ini
biasanya digunakan untuk analisis kuantitatif maupun kualitatif (Sudjadi, 1985).
Sinar ultraviolet dan sinar tampak adalah suatu energi yang ketika mengenai
elektron-elektron yang terkandung dalam suatu sampel maka akan menyebabkan
terjadinya eksitasi elektron dari keadaan dasar ke keadaan yang lebih tinggi

(Suhartati, 2017).

Serapan sampel dapat dilakukan dengan perhitungan Lambert-Beer sebagai
berikut:
T=1I/l,=10—-¢.c.b

A=logl/T=¢€.c.bataue = %

dimana: A = Absorbansi
a = Daya Serap
b = Tebal sel (cm)
¢ = Kadar (g/L)
& = Absorbtivitas molar (mol.cm.L™)
I, = Intensitas sinar datang

I; = Intensitas sinar yang diteruskan

Absorbansi (A) diperoleh dari data spektrum yang terdapat pada puncak-puncak
serapannya. Tabel sel adalah ketebalan sel dalam alat yang digunakan, sedangkan

konsentrasi (¢) dapat diperoleh dengan menggunakan persamaan sebagai berikut:

Konsentrasi (¢) = mTOl = B;I;_L

Keterangan: g = masa senyawa hasil isolasi (gr)
BM = berat molekul relatif (gr/mol)
L = volume larutan yang digunakan (L)

(Ibrahim dan Sitorus, 2013)

Senyawa yang dapat dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis adalah senyawa
yang memiliki gugus kromofor, yaitu gugus dengan ikatan rangkap terkonjugasi.

Gugus kromofor akan mengabsorbsi radiasi sinar UV dan Vis jika diikat oleh
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senyawa-senyawa bukan pengabsorbsi (ausokrom). Gugus ausokrom yaitu gugus
yang mempunyai elektron non-bonding dan tidak menyerap radiasi UV jauh

contohnya —OH, -NH;, -NO; dan —X.

Beberapa faktor yang mempengaruhi spektrum serapan diantaranya adalah jenis
pelarut (polar dan non-polar), pH larutan, kadar larutan, dimana jika konsentrasi
tinggi akan terjadi polimerisasi yang menyebabkan  maksimum berubah sama
sekali atau harga [,< I, dan tebal larutan jika digunakan kuvet dengan tebal

berbeda akan memberikan spektrum serapan yang berbeda (Harmita, 2006).



III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2020 —Juni 2021, bertempat di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas MIPA Universitas
Lampung. Analisis spektroskopi yang digunakan meliputi spektroskopi ultraungu-
tampak (UV-Vis) dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Analisis LC-MS/MS dilakukan di

Unit Laboratorium Riset Unggulan.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas dengan
berbagai macam jenis dan ukuran, seperangkat alat destilasi, evaporator putar,
oven, neraca analitik, spatula dan pipet tetes, lampu UV 256 nm dan 365 nm, satu
set alat Kromatografi Cair Vakum (KCV), satu set alat Kromatografi Kolom
(KK), pengukur titik leleh (Melting Point Apparatus Gallenkamp) MP-10 Stuart,
spektrofotometer ultraungu-tampak (UV-Vis) Agilent Carry 50, Vanquish Flex
UHPLC-Q Exactive Plus Orbitrap-High Resolution Mass Spectrometer, perangkat
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keras komputer, serta perangkat lunak 7he Unscrambler X versi 10.1 (CAMO,

Norwegia).

2. Bahan-bahan yang digunakan

Bahan utama yang digunakan adalah kulit batang tumbuhan turi putih (S.
grandiflora) yang didapat dari daerah Gisting Bawah blok.5, Kecamatan Gisting,
Kabupaten Tanggamus pada 30 Agustus 2020 yang telah dikeringkan dan
dihaluskan. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi sampel adalah metanol:etil
asetat (75%, 50% dan 25%). Bahan kimia yang digunakan adalah metanol
(MeOH)), etil asetat (EtOAc), n-heksan (n-CsHi4), aseton (C3HeO»), akuades
(H20), klorofom (CH3Cls), diklorometan (CH2Cl), silika gel Merck G-60 untuk
impregnasi, silika gel GF 254 (35-70 Mesh), plat KLT, kertas saring, reagent
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan asam askorbat.

C. Prosedur Penelitian

1. Persiapan Sampel

Determinasi tumbuhan turi putih dilakukan di Herbarium Bogoriensis bidang
Botani Pusat Penelitian Biologi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI)
Cibinong, Jawa Barat. Kulit batang turi dicuci bersih dengan air dan diiris kecil-
kecil, lalu dikeringkan dengan dijemur di bawah panas sinar matahari sampai
kering. Kulit batang yang telah kering lalu digiling hingga menjadi serbuk halus.

Serbuk ini yang kemudianakan digunakan sebagai sampel dalam penelitian.
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2. Prosedur Preparasi untuk Uji Antioksidan dan Analisis LC-MS/MS

a. Ekstraksi Sampel

Pada penelitian ini sampel turi putih akan diekstrak dengan 3 variasi pelarut yang
akan digunakan sebagai data pendekatan metabolomik, yang hasilnya akan
dikorelasikan dengan hasil dari uji antioksidan untuk mengkonfirmasi senyawa
bioaktif yang ada pada turi putih dari masing-masing pelarut pengekstrak yang
digunakan. Variasi pelarut yang digunakan untuk mengestrak sampel turi putih

tersebut adalah metanol/etil asetat (75%, 50% dan 25%).

Pada penelitian ini, serbuk halus kulit batang tanaman turi putih yang diperoleh
memiliki berat sebesar +750 gr. Kemudian, dari total berat sampel tersebut
masing-masing ditimbang seberat 50 gr dengan 5 kali pengulangan untuk
diekstrak dalam 3 variasi pelarut. Sampel tersebut dimaserasi dengan metanol/etil
asetat (75%, 50% dan 25%) dengan perbandingan 1:4 selama 1x24 jam. Hasil
maserasi disaring dengan kertas saring, lalu filtrat hasil maserasi tersebut
selanjutnya dipekatkan dengan penguap putar vakum atau rotary eveporator
dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 40°C. Ekstrak pekat yang diperoleh lalu
ditimbang yang akan digunakan untuk uji aktivitas antioksidan dan analisis LC-

MS/MS.

3. Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

a. Pembuatan Larutan DPPH

Reagen DPPH yang digunakan sebagai uji antioksidan dibuat dengan cara 0,5 uM
DPPH dilarutkan dalam pelarut metanol/etil asetat (75%, 50% dan 25%) dalam
labu takal 100 mL dan dicukupkan dengan pelarut metanol hingga mencapai tanda

batas.
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b. Pembuatan Larutan Blanko

Larutan blanko digunakan sebagai kontrol negatif pada uji antioksidan. Larutan
blanko dibuat dengan cara sebayak 2 mL reagent DPPH dimasukan ke dalam
tabung reaksi lalu ditambahkan 2 mL metanol/etil asetat (75%, 50% dan 25%) dan
dihomogenkan. Selanjutnya, diuji spektrofotometri UV-Vis dengan panjang

gelombang serapan 517 nm.

c. Pembuatan Larutan Uji

Larutan uji dibuat dengan cara 50 mg dari masing-masing sampel ekstrak
pekatnya diencerkannya dengan pelarut metanol/etil asetat (75%, 50% dan 25%)
sebanyak 50 mL dalam labu takar dan dicukupkan hingga tanda batas, lalu dibuat
variasi konsentrasi menjadi 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, 40 ppm dan 20 ppm dari

larutan stok 1000 ppm melalui proses pengenceran bertingkat (Rismayani, 2019).

d. Pembuatan Larutan Asam Askorbat

Pembuatan asam askorbat, digunakan sebagai larutan pembanding atau kontrol
positif pada uji antioksidan. Larutan asam askorbat dibuat dengan cara 50 mg
asam askorbat diencerkannya dengan pelarut metanol/etil asetat (75%, 50%, dan
25%) 50 mL dalam labu takar dan dicukupkan hingga tanda batas, lalu dibuat
variasi konsentrasi yang sama seperti larutan uji melalui pengenceran bertingkat

dari larutan stok 1000 ppm menjadi 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, dan 20 ppm.
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e. Pengujian Antioksidan (Mayara, ef al., 2016)

Uji antioksidan dilakukan dengan cara mencampurkan 2 mL larutan DPPH
dengan 2 mL larutan sampel dari variasi konsentrasi yang telah dibuat. Campuran
dibiarkan bereaksi dalam suhu ruang selama 30 menit. Setelah itu, masing-
masing campuran diukur serapannya menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada
panjang gelombang 517 nm. Pengujian antioksidan dengan prosedur yang sama
seperti pada pengujian sampel juga dilakukan pada larutan blanko dan kontrol

positif asam askorbat.

4. Identifikasi Metabolit dan Analisis Multivariat berbasis LC-MS/MS

Ekstrak sampel seberat 0,1 gr ditimbang lalu dilarutkan dalam 4 mL metanol.
Ekstrak terlarut kemudian difilter dengan PTFE 0,22 um. Sebanyak 2,0 uL filtrat
sampel diinjeksikan ke dalam instrument LC-MS/MS sebanyak 5 kali
pengulangan untuk setiap ekstrak sampel. Instrumen yang digunakan pada
penelitian ini adalah Vanquish Flex UHPLC-Q Exactive Plus Orbitrap-High
Resolution Mass Spectrometer. Kolom yang digunakan adalah Accucore Cis
dengan dimensi (100x2,1 mm, 1,5 um). Fase gerak yang digunakan berupa 0.1%
asam format dalam air (A) dan 0,1% asam format dalam asetonitril (B)
menggunakan metode elusi 0 - 25 menit (20-60% B), 25-30 menit (60-75 % B)
dan 30-40 menit (75-100 % B). Laju alir yang digunakan sebesar 0,2 mL/menit.

Data spektrum yang diperoleh dari analisis LC-MS/MS kemudian dikorelasikan
dengan data yang diperoleh dari uji antioksidan yang telah dilakukan. Pendugaan
identifikasi metabolit dilakukan dengan membandingkan nilai massa akurat
puncak terdeteksi hasil mass array dengan nilai massa akurat pasti senyawa yang
ada pada sampel tanaman. Data LC-MS/MS dari eksrak kulit batang berupa mass
array kemudian dilakukan analisis multivariat dengan teknik PCA menggunakan

perangkat lunak The Unscrambler. Analisis multivariat dengan metode PCA
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dilakukan untuk melihat pengelompokkan metabolit kulit batang turi putih

berdasarkan perbedaan pelarut pengekstrak tersebut (Rafi, 2013).

5. Analisis PLSR (Partial Least Squares Regression)

Identifikasi senyawa yang berkontribusi signifikan atau important variable pada
sampel tumbuhan turi putih dilakukan dengan membuat pemodelan dari hasil
analisis PLSR (Partial Least Squares Regression) melalui program The
Unscrambler. Metode analisis ini digunakan untuk pembentukan model korelasi
antara aktivitas antioksidan dengan data hasil analisis LC-MS/MS. Pembentukan
model PLSR dilakukan dengan dua set data, yaitu retention time varieble (RT)
sebagai variabel bebas (X) dan nilai ICso sebagai variabel respon (Y). Tujuan
akhir pada proses ini adalah untuk mengidentifikasi important varieble dari
komponen sampel penelitian yang menjadi biomarker penyebab antioksidan serta
dapat memberi informasi terkait pelarut pengekstrak antioksidan terbaik yang
akan mejadi fokus penelitian untuk tahap isolasi senyawa bioaktif antioksidan

(Theodoridis et al., 2008).

6. Isolasi Senyawa Bioktif

a. Ekstraksi

Serbuk halus kulit batang tanaman turi putih sebanyak 1200 gr, diekstraksi
melalui proses maserasi dengan menggunakan pelarut yang paling baik dari hasil
analisis multivariat yang diperoleh. Proses maserasi dilakukan selama 1x24 jam
sebanyak 3 kali pengulangan. Ekstrak hasil maserasi kemudian disaring

menggunakan kertas saring, lalu maserat yang diperoleh dipekatkan dengan rotary
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evaporator. Ekstrak pekat yang diperoleh, lalu ditimbang untuk mengetahui berat

sampel tersebut.

b. Kromatografi Cair Vakum (KCYV)

Ekstrak pekat yang diperoleh dari hasil evaporasi kemudian difraksinasi melalui
proses KCV dengan tujuan untuk pemisahan ekstrak sampel dalam jumlah yang
banyak. Prinsip metode KCV ini adalah pendistribusian partikel pada fasa diam.
Pada penelitian ini, fasa diam yang digunakan adalah silika gel halus dengan
jumlah sebanyak 10 kali berat sampel. Dalam prosesnya, terlebih dahulu silika gel
halus dikemas kering ke dalam kolom dengan keadaan vakum menggunakan alat
vakum hingga bisa dipastikan silika halus tersebut padat dan tidak ada rongga
sedikitpun. Kemudian eluen yang memiliki kepolaran terendah, dimasukan ke
permukaan silika halus untuk membasahi silika supaya lebih padat kerapatannya,

lalu dihisap menggunakan alat vakum kembali.

Proses selanjutnya adalah menyiapkan sampel yang akan difraksinasi. Ekstrak
kasar tanaman turi putih dilarutkan dalam aseton kemudian diimpregnasikan
dalam silika gel kasar yang berjumlah sebanyak 2 kali berat sampel, kemudian
dimasukan pada bagian atas kolom yang telah berisi fasa diam. Setelah itu kolom
siap digunakan, maka dilakukan proses pengelusian menggunakan eluen
EtOAc/n-heksan 0% sampai dengan EtOAc/n-heksan 100%. Kolom dihisap
dengan vakum sampai kering pada setiap penambahan eluen (tiap kali elusi
dilakukan). Kemudian fraksi-fraksi yang diperoleh dikumpulkan berdasarkan pola
fraksinasinya dan setelah itu dilakukan monitoring menggunakan metode KL'T

(Pratiwi dan Ersam, 2013).

c¢. Kromatografi Lapis Tipis

Metode KLT dilakukan untuk memonitoring fraksi-fraksi yang diperoleh dari

proses KCV dan kromatografi kolom untuk mengidentifikasi senyawa melalui
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pola pemisahannya dan noda yang dihasilkan dari metode KL.T ini. Metode KLT
dilakukan dengan sistem campuran eluen menggunakan kombinasi pelarut yang
sesuai yaitu berupan-heksan, etil asetat, metanol, kloroform dan diklorometan.
Dalam prosesnya, fraksi-fraksi dari sampel turi putih di totolkan pada plat KLT
dan dielusi dengan kombinasi pelarut yang sesuai, bercak atau noda untuk melihat
pola pemisahan dan untuk mengidentifikasi senyawa dilihat di bawah sinar UV

pada panjang gelombang 254 nm dan 365 nm (Wulandari, 2011).

Noda pada plat KL T dapat ditampakan pada kromatogram dengan cara disemprot
dengan menggunakan reagen yang sesuai, dan biasanya menggunkan serium
sulfat. Nilai Ry dari setiap noda yang terbentuk dihitung dan dicatat, lalu untuk
setiap fraksi yang memiliki pola pemisahan dengan R, yang sama pada
kromatogram disatukan dan dan dipekatkan, sehingga diperoleh beberapa fraksi
gabungan yang akan digunakan untuk fraksinasi lebih lanjut yaitu fraksinasi

menggunakan kromatografi kolom (KK).

d. Kromatografi Kolom (KK)

Setelah diperoleh fraksi-fraksi dengan jumlah yang lebih sedikit, tahapan
fraksinasi selanjutnya dilakukan dengan metode kromatografi kolom. Dalam
prosesnya, adsorben silika gel Merck 60 (35-70 Mesh) dilarutkan dalam pelarut
yang akan digunakan dalam proses pengelusian. Campuran tersebut diaduk hingga
terbentuk suatu slurry. Slurry dari silika gel dimasukkan terlebih dahulu ke dalam
kolom, fasa diam diatur hingga rapat (tidak berongga) dan rata. Selanjutnya
sampel yang telah diimpregnasi dimasukkan pada silika gel ke dalam kolom yang
telah berisi fasa diam. Pada saat sampel dimasukkan, kolom diusahakan tidak
kering atau kehabisan pelarut karena akan mengganggu fasa diam yang telah

dikemas rapat, sehingga proses elusi tidak akan terganggu (Gritter ef al., 1991)



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa:

1. Pada uji antioksidan, nilai rata-rata ICso yang diperoleh dari masing-masing
variasi pelarut pengekstrak kulit batang turi putih adalah metanol 25% sebesar
40,62 pug/mL, metanol 50% sebesar 50,97 ug/mL dan metanol 75% sebesar
42,75%.

2. Berdasarkan nilai ICso yang diperoleh dari masing-masing variasi pelarut
pengekstrak, ekstrak metanol 25% memiliki tingkat antioksidan kategori
sangat kuat dan ekstrak metanol 50% dan 75% memiliki tingkat antioksidan
dengan kategori kuat.

3. Penggunaan analisis PCA berhasil mengklasifikasikan ekstrak kulit batang
S.grandiflora dengan visualisasi dua dimensi yang baik berdasarkan pelarut
pengekstraknya dan memiliki total komponen utama sebesar 96%.

4. Berdasarkan analisis PLS melalui X-Y relation diperoleh informasi pelarut
pengektrak antioksidan terbaik yaitu pelarut metanol 25%.

5. Berdasarkan analisis PLS melalui coefficient regression diperoleh informasi
senyawa metabolit penciri yang diduga berkontribusi aktif terhadap
antioksidan yaitu senyawa A (@, a — trehalose), B (Citric acid), C (Caffeic
acid), D (Ferulic acid), F (Unknown-82), G ((6E)-7-(2H-1,3-benzodioxol-5-
vl)-1-(piperidin-1-yl) hept-6-en-1-one)), H (Unknown-159), 1 (Unknown-166),
J (Unknown-178) dan K (Unknown-183).

6. Senyawa bioaktif antioksidan yang berhasil diisolasi dari ekstrak metanol 25%
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dari kulit batang turi putih adalah kristal FH.16 berupa padatan kristal
berwarna kuning yang diidentifikasi sebagai senyawa sesbagrandiflorain B
atau 4-hydroxy-2-(4 "-hydroxy-2 -hydroxyphenyl)-6-methoxybenzofuran-3-
carbaldehyde. Akan tetapi senyawa ini, bukan termasuk variable important
yang berkontribusi tinggi terhadap antioksidan.

7. Struktur senyawa sesbagrandiflorain B dikonformasi dari data LC-MS/MS
dengan nilai m/z sebesar 300,06287 yang sesuai dengan rumus molekul

Ci6H120e.

B. Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian

selanjutnya yaitu:

1. Perlu dilakukan isolasi lebih lanjut terhadap fraksi lainnya yang diduga
memiliki antioksidan pada fraksi KCV yang diperoleh dari penelitian ini.

2. Perlu dilakukannya pemantauan dari fraksi-fraksi yang aktif antioksidan
dengan LC-MS/MS selama proses isolasi, agar bisa mendapatkan isolat yang
merupakan variable important terhadap aktivitas antioksidan.

3. Perlu dilakukannya isolasi senyawa bioktif yang lain selain antioksidan
menggunakan pendekatan metabolomik, seperti antikanker atau antidiabetes

4. Data analisis LC-MS/MS perlu ditambah jenis atau jumlah sampelnya
sehingga dapat meningkatkan kemampuan dalam pembentukan model PLS.

5. Perlu dilakukannya pemodelan lain dari PLS yaitu OPLS (Orthoganal Partial

Least Square) untuk mengetahui korelasi yang lebih luas.
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