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IDENTIFIKASI DAN ISOLASI SENYAWA BIOAKTIF ANTIINFLAMASI 

DARI KULIT BATANG TUMBUHAN TURI PUTIH (Sesbania grandiflora (L.) 

Poir) MENGGUNAKAN METABOLOMIK BERBASIS LC-MS/MS 

 

 

 

Oleh 

 

Wulandari Agustin 

 

 

Turi putih (S. grandiflora) merupakan salah satu tumbuhan asli Indonesia yang 

biasa dimanfaatkan sebagai antiinflamasi. Tujuan penelitian ini mendapatkan 

senyawa bioaktif antiinflamasi dari hasil isolasi menggunakan metabolomik 

berbasis LC-MS/MS. Senyawa hasil isolasi didapatkan melalui ekstraksi dengan 

variasi konsentrasi pelarut MeOH 100%, EtOAc 100% dan MeOH:EtOAc 50% 

dengan uji antiinflamasi menggunakan metode penghambatan denaturasi protein. 

Aktivitas antiinflamasi yang paling baik diperoleh dari ekstrak EtOAc 100% 

dengan rata-rata nilai IC50 sebesar 117,54 g/mL. Dari hasil analisis LC-MS/MS 

didapatkan 106 senyawa known dan 394 senyawa unknown. Ekstrak sampel kulit 

batang tumbuhan turi putih dikelompokan berdasarkan variasi pelarut pengekstrak 

melalui analisis partial component analysis (PCA) dengan total primary component 

(PC) 83% saat menggunakan data luas area dan 60% saat menggunakan data 

intensitas.  Data LC-MS/MS yang berupa luas area dan intensitas dikorelasikan 

dengan aktivitas antiinflamasi menggunakan orthogonal partial least squares-

discriminant analysis.  Hasil analisis OPLS-DA menunjukkan bahwa senyawa 36 

(Sesbagrandiflorain C), senyawa 44 (Sesbagrandiflorain B) dan senyawa 84 (2-

metil-5-{2-[2-(4-metil-3,6-dioksosikloheksa-1,4-dienil)etoksi]etil}benzo-1,4 

quinon) merupakan metabolit penciri known yang diduga berkontribusi major 

(utama) pada aktivitas antiinflamasi ekstrak kulit batang tumbuhan turi putih. 

Senyawa murni berhasil diisolasi dari ekstrak etil asetat 100% kulit batang 

tumbuhan turi putih melalui kromatografi cair vakum (KCV) dan kromatografi 

kolom gravitasi (KKG). Isolat yang beraktivitas antiinflamasi diperoleh berupa 

kristal kuning sebanyak 7,2 mg dan 5 mg diduga sebagai senyawa 

sesbagrandiflorain C dan sesbagrandiflorain B berdasarkan hasil analisis dari LC-

MS/MS serta OPLS-DA. 
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ABSTRACT 

 

 

 

IDENTIFICATION AND ISOLATION BIOACTIVE ANTI-INFLAMMATORY 

COMPOUNDS FROM THE STEAM BARK OF TURI WHITE PLANT 

(Sesbania grandiflora (L.) Poir) USING METABOLOMIC-BASED ON  

LC-MS/MS 

 

 

 

By 

 

Wulandari Agustin 

 

 

White turi (S. grandiflora) is one native Indonesian plant which is commonly used 

as an anti-inflammatory. The aim of this study was to obtain anti-inflammatory 

bioactive compounds from the results of isolation based on LC-MS/MS-based 

metabolomics. The isolated compounds were obtained by extraction with varying 

concentrations of 100% MeOH, 100% EtOAc and 50% MeOH:EtOAc with anti-

inflammatory tests using the protein denaturation inhibition method. The best anti-

inflammatory activity was obtained from 100% EtOAc extract with an average IC50 

value of 117.54 g/mL. From the results of the LC-MS/MS analysis, 106 known 

compounds and 394 unknown compounds were obtained. The results of the LC-

MS/MS analysis, 106 known compounds and 394 unknown compounds were 

obtained. Extract samples of turi putih stem bark were grouped based on variations 

in extracting solvents through partial component analysis (PCA) with a total 

primary component (PC) of 83% when using area data and 60% when using 

intensity data. LC-MS/MS data in the form of area and intensity were correlated 

with anti-inflammatory activity using orthogonal partial least squares-discriminant 

analysis. The results of the OPLS-DA analysis showed that compound 36 

(sesbagrandiflorain C), compound 44 (sesbagrandiflorain B) and compound 84 (2-

methyl-5-{2-[2-(4-methyl-3,6-dioxocyclohexa-1,4)dienyl)ethoxy]ethyl}benzo-

1,4-quinone) is a known characteristic metabolite which is thought to contribute 

majorly to the anti-inflammatory activity of turi putih stem bark extract. The pure 

compound was isolated from 100% ethyl acetate extract of the bark of the turi putih 

plant by means of vacuum liquid chromatography (KCV) and gravity column 

chromatography (KKG). Isolates with anti-inflammatory activity were obtained in 

the form of yellow crystals of 7.2 mg and 5 mg suspected as sesbagrandiflorain C 

and sesbagrandiflorain B based on the analysis results from LC-MS/MS and OPLS-

DA. 

 

Keywords: S. grandiflora, metabolomic, anti-inflammatory, LC-MS/MS, PCA, 

OPLS-DA
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I .  PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang 
 
 

Kasus penyakit di Indonesia, yang melibatkan peradangan memilki angka 

kejadian yang cukup tinggi.  Secara nasional penyakit infeksi saluran pernafasan 

akut (25,50%), penyakit sendi (24,7%), dermatitis (6,8%), dan hepatitis (1,2%) 

memiliki gejala berupa demam, nyeri dan sesak nafas (Kementrian Kesehatan, 

2018).  Konsep hidup back to nature menjadi pilihan untuk pemeliharaan 

kesehatan dan pencegahan penyakit, khususnya peradangan atau inflamasi.  

Terlebih pemakaian obat tradisional yang berasal dari tumbuhan masih menjadi 

ciri khas kehidupan masyarakat Indonesia hingga kini.  

 

Indonesia merupakan salah satu negara yang kaya dengan keanekaragaman flora.  

Kurang lebih 80% obat-obatan yang digunakan oleh masyarakat Indonesia berasal 

dari flora (Salni et al., 2011).  Keanekaragaman flora dikenal mengandung 

berbagai golongan senyawa kimia yang mempunyai efek fisiologis terhadap 

organisme lain, atau sering disebut sebagai senyawa bioaktif.  Aktivitas senyawa 

bioaktif dapat digunakan sebagai acuan dalam pengendalian mutu suatu tumbuh-

tumbuhan menjadi obat herbal.  Herbal antiinflamasi yang terkandung dari suatu 

bahan alam diharapkan dapat menurunkan aktivitas peradangan di dalam tubuh 

akibat infeksi seperti demam, nyeri ataupun sesak nafas.  

 

Salah satu jenis tumbuhan yang tumbuh subur di Indonesia adalah tumbuhan turi 

(Sesbania grandiflora).  Studi fitokamakologi sebelumnya menunjukkan bahwa 

senyawa yang terdapat dalam ekstrak etanol dari tanaman turi yaitu steroid, tanin, 

flavonoid, karbohidrat, asam amino dan saponin (Avalaskar et al., 2011).  

Umumnya tumbuhan turi dimanfaatkan untuk peluruh kencing (diuretika) 

mencairkan gumpalan darah, menghilangkan sakit, pencahar ringan oleh 
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masyarakat (Nista et al., 2010).  Banyaknya manfaat dari tumbuhan turi menjadi 

alasan untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder lainnya dari tumbuhan 

turi.  

 

Beberapa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu bahan alam akan 

memberikan efek farmakologis.  Oleh karena itu, dalam penelitian ini diperlukan 

teknik analisis yang menunjukkan adanya korelasi antara perbedaan pelarut 

pengekstrak tanaman yang digunakan dengan aktivitas biologis untuk 

mendapatkan aktivitas biologis yang konsisten berkontribusi pada keaktifannya 

serta pengenalan keragaman profil metabolit.  Salah satu analisis dan evaluasi 

yang dapat dilakukan adalah dengan pendekatan metabolomik.  Metabolomik 

merupakan pendekatan terbaru dalam analisis profil metabolit tanaman secara 

menyeluruh yang memungkinkan dapat mendeteksi metabolit dengan data yang 

berkualitas (Dunn dan Eilis, 2005).   

 

Pada penelitian ini jaringan tumbuhan turi putih yang dipilih adalah kulit batang, 

karena belum banyak yang mengembangkan potensi aktivitas antiinflamasi 

dibandingkan jaringan lainnya.  Senyawa fenolik hasil isolasi batang turi putih 

menunjukkan aktivitas antioksidan yang cukup tinggi dengan menggunakan 

DPPH (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) (Noviany et al., 2018).  Pada penelitian 

sebelumnya yang dilakukan dengan menggunakan kajian metabolomik diperoleh 

senyawa atau metabolit penciri yang berkontribusi major pada aktivitas 

antioksidan kulit batang tumbuhan turi putih serta didapatkan informasi bahwa 

perbandingan pelarut metanol dan etil asetat 25% adalah pelarut pengekstrak 

antioksidan terbaik untuk isolasi senyawa.  Kulit batang turi putih akan diekstraksi 

dengan tiga variasi konsentrasi pelarut yang berbeda.  Variasi pelarut dilakukan 

untuk menentukan konsentrasi pelarut terbaik yang dapat mengekstrak senyawa 

metabolit.  Aktivitas antiinflamasi pada kulit batang turi putih kemudian akan 

dikorelasikan dengan analisis hasil metabolit profil LC-MS/MS untuk mengetahui 

senyawa aktif yang berkontribusi signifikan terhadap aktivitas antiinflamasi.  
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Pendugaan hasil metabolit tanaman turi putih pada penelitian ini, dilakukan 

dengan cara mencocokan nilai m/z yang terdeteksi dari tabel mass array dengan 

nilai massa senyawa metabolit genus Sesbania.  Kemudian data tersebut dianalisis 

lebih lanjut dengan analisis PCA menggunakan The Unscrambler X dan OPLS-

DA menggunakan metaboanalyst.  Setelah mengetahui informasi dari variasi 

metabolit penciri dan mengetahui variasi konsentrasi pelarut pengekstrak terbaik, 

maka selanjutnya dilakukan isolasi senyawa bioaktif antiinflamasi.  Berdasarkan 

latar belakang tersebut, serta belum banyaknya kajian metabolomik tentang 

senyawa aktif antiinflamasi pada turi putih sebagai parameter kendali mutu obat 

herbal, maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian ini. 

 

 

1.2.  Tujuan Penelitian 

 

 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Menentukan nilai aktivitas antiinflamasi kulit batang tumbuhan turi putih 

(Sesbania grandiflora (L.) Poir) dari perbedaan konsentrasi pelarut 

pengekstrak menggunakan metode penghambatan denaturasi protein.  

2. Menentukan pelarut pengekstrak terbaik yang berpotensi sebagai sumber 

antiinflamasi berdasarkan hasil spektrum LC-MS/MS menggunakan 

metabolomik.  

3. Menentukan senyawa aktif yang berkontribusi dalam aktivitas antiinflamasi 

yang dihasilkan dari korelasi antara spektrum LC-MS/MS dan nilai aktivitas 

antiinflamasi menggunakan metabolomik. 

4. Mengisolasi senyawa bioaktif antiinflamasi dari bagian kulit batang tanaman 

turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Poir). 
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1.3. 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 antiinflamasi.  

2. Memberikan informasi tentang kualitas tumbuhan turi putih berdasarkan 

keterikatan profil metabolit dengan perbedaan konsentrasi pelarut 

pengekstrak dan aktivitas antiinflamasi yang dapat digunakan dalam kontrol 

kualitas bahan baku obat herbal. 



 
 

 
 

 

 

 

II . TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Fabaceae 
 
 

Famili Fabaceae merupakan famili dari tumbuhan berbunga (Antophyta) yang 

banyak dijumpai di sekitar lingkungan. Fabaceae terdiri atas 18.000 jenis yang 

tercakup dalam 650 marga.  Famili Fabaceae dikelompokkan ke dalam 3 

subfamili yaitu Mimosoidae, Caesalpiniodeae, dan Papilionoideae.  

Pengelompokkan ini didasarkan pada morfologi bunga khususnya pada bentuk 

kelopaknya dan adanya buah polong. Caesalpinioideae terdiri atas 171 marga dan 

2.250 jenis.  Sedangkan Papilionoideae merupakan subfamili terbesar, karena 

terdiri atas 13.800 jenis yang tercakup dalam 480 marga.  Selain itu, subfamili ini 

juga memiliki area distribusi yang lebih luas dibandingkan dengan yang lain.  

Subfamili Mimosoideae terdiri atas 3.720 jenis yang tercakup dalam 72 marga dan 

terdistribusi di kawasan tropis dan subtropis (Bahera et al., 2012).  

 
 

2.2. Tumbuhan  Turi (Sesbania grandiflora (L.) Poir) 
 
 

Tanaman turi (Sesbania grandiflora (L.) Poir) terdistribusi di berbagai negara 

diantaranya yakni Australia, India, Indonesia, Malaysia, Myanmar, dan Filipina.  

Tanaman ini mudah beradaptasi dengan lingkungan yang lembab maupun panas.  

Tanaman ini merupakan spesies dataran rendah yang tumbuh cepat ketika musim 

hujan serta dapat bertahan pada musim kemarau hingga sembilan bulan.  

 

Secara taksonomi, tanaman turi dapat diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kerajaan  : Plantae 

Subkingdom  : Viridiplantae 

Infrakingdom  : Streptophyta 

Superdivisi  : Embryophyta 
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Divisi   : Magnoliophyta 

Subdivisi : Spermatophytina 

Kelas   : Magnoliopsida 

Superordo  : Rosanae 

Ordo   : Fabales 

Familia  : Fabaceae 

Genus  : Sesbania 

Spesies  : Sesbania grandiflora (L.) Poir  

(Bahera et al., 2012).  

 

Tanaman turi (S. grandiflora) memiliki ciri-ciri fisik secara umum berdasarkan 

jaringannya, diantaranya memiliki sedikit cabang dengan tinggi sekitar 8-15 m 

dan berdiameter 25-30 cm.  Kulit luar batangnya berwarna abu-abu kehitaman, 

kasar, terdapat retakan vertikal yang panjang selebar 1-2 cm.  Kulit kayu bila 

ditoreh akan mengeluarkan lendir berwarna kuning kemerahan.  Daun pada 

tanaman turi ini memiliki ciri yaitu majemuk menyirip sepanjang 30 cm dengan 

daun berbentuk lonjong atau oval.  

 

Sementara pada bagian bunga memiliki bentuk tandan, tumbuh pada ketiak daun.  

Kelopak bunga berbentuk bulan sabit dan mahkota bunga menggantung seperti 

lonceng.  Berdasarkan varietasnya, mahkota bunga dibagi menjadi dua macam, 

yaitu berwarna merah dan berwarna putih.  Selain jaringan diatas tumbuhan ini 

juga memiliki buah.  Polongnya menggantung berbentuk ramping dan lurus 

dengan ujung meruncing. Ukuran panjang polong 30-50 cm dengan lebar 1-1,5 

cm.  Ketika masih muda, polong berwarna hijau, kemudian setelah tua berwarna 

kuning (Bahera et al., 2012).  

    

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

polong 
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2.3.  Efek Farmakologi Tumbuhan Turi  (S. grandiflora) 
 
 

Tanaman turi memiliki kandungan senyawa kimia yang berbeda-beda antara 

bagian satu dengan yang lainnya.  Pada daunnya terdapat senyawa-senyawa kimia 

yakni saponin, tanin, glikosida, peroksidase, vitamin A dan vitamin B.  Selain itu, 

daunnya juga mengandung senyawa metabolit sekunder lainnya di antaranya 

yakni alkaloid, flavonoid, steroid, dan terpenoid.  Pada bagian bunganya 

mengandung kalsium, zat besi, gula, vitamin A dan vitamin B.  Famili Fabaceae 

ini juga mengandung metabolit sekunder berupa alkaloid, asam amino non-

protein, isoflavonoid, kumarin, fenilpropanoid, antrakuinon, terpenoid dan 

glikosida sianogenik (Wink and Mohamed, 2003).  Karena kandungan zat-zat 

tersebut, maka dilakukan skrining fitokimia dan analisis kromatografi lapis tipis 

untuk mengidentifikasi metabolit sekunder yang terdapat dalam kulit batang turi 

putih. 

 

Bunga tanaman turi dimanfaatkan sebagai pelembut kulit, pencahar dan penyejuk. 

Kulit batangnya berguna sebagai analgetik, antipiretik, pencahar dan astringen 

(pengelat).  Sementara daunnya berkhasiat untuk antikoagulan, analgetik, 

pencahar ringan dan memiliki efek diuretik atau peluruh kencing (Hariana, 2013).  

Juga telah diujikan pada mencit, sehingga dapat disimpulkan daun tumbuhan turi 

memiliki potensi sebagai antioksidan (Ramesh et al., 2010).  Investigasi lainnya 

menyatakan turi memiliki kemampuan sebagai antibakteri, antiseptik, analgesik, 

dan antioksidan (Shareef et al., 2012). 

 

 

 

2.4.  Senyawa Metabolit Sekunder dari Hasil Isolasi Tumbuhan Turi Putih  
 
 

Metabolit sekunder adalah jenis senyawa organik berukuran kecil yang 

diproduksi oleh organisme dalam bentuk yang berbeda.  Metabolit ini 

memiliki aktivitas farmakologi dan biologi.  Tumbuhan ini memiliki aktivitas 

antioksidan dan potensi antiinflamasi yang tinggi.  
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S. grandiflora (L.) dari mengandung banyak sterol, saponin dan tanin yang 

bertanggung jawab atas berbagai sifat farmakologisnya.  Beberapa bagian berupa 

akar, kulit, daun, bunga, dan biji merupakan bagian yang dapat dimanfaatkan 

secara tradisional dan medis.  Pada penelitian sebelumnya, berhasil diisolasi dari 

bagian batang tumbuhan turi.  Beberapa senyawa lainnya juga berhasil diisolasi 

dari fraksi metanol dan aseton dari akar turi putih berupa isovestitol (1), 

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

OMe
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H
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Gambar  2. Senyawa 1-4 dari akar turi putih (Hasan et al., 2020). 

 

Selain itu, berhasil diisolasi senyawa sesbagrandiflorain A (6-metoksi-2-(2′,3′-

dihidroksi-5′-metoksifenil)-1-benzofuran-3-karbaldehida) (5) dengan rumus 

molekul C17H14O6 dan berat molekul 313,0709 m/z, sesbagrandiflorain B (6- 

hidroksi-2-(2′,3′-dihidroksi-5′-metoksifenil)-1-benzofuran-3-karbaldehida) (6) 

dengan rumus molekul C16H12O6 dan berat molekul 300,0561 m/z dari ekstrak etil 

asetat kulit batang S. grandiflora (Noviany et al., 2021).  Satu senyawa baru yang 

termasuk 2-aril benzofuran telah berhasil diisolasi dari ekstrak kulit batang 

tumbuhan turi putih pada fraksi etil asetat berupa sesbagrandiflorain C (7) dengan 

rumus molekul C17H14O6 dan berat molekul 315,0876 m/z, serta senyawa tersebut 

memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker HeLa, HepG2, dan MCF-7 

(Noviany et al., 2020).  
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Gambar 3. Senyawa sesbagrandiflorain A (5) dan sesbagrandiflorain B (6) 

(Noviany et al., 2021) serta sesbagrandiflorain C (7) dari kulit 

batang S. grandilora (Noviany et al., 2020) 
 
 
 

2.5.  Inflamasi 

 

 

Peradangan adalah reaksi jaringan terhadap cedera, infeksi atau iritasi.  Inflamasi 

merupakan suatu respon protektif normal terhadap luka jaringan yang disebabkan 

oleh trauma fisik, zat kimia yang merusak, atau zat-zat mikrobiologik.  Inflamasi 

adalah usaha tubuh untuk menginaktivasi atau merusak organisme yang 

menyarang, menghilangkan zat iritan dan mengatur derajat perbaikan jaringan 

(Mycek et al., 2001).  Ketika proses inflamasi berlangsung, terjadi reaksi vaskular 

ketika cairan, elemen-elemen darah, sel darah putih dan mediator kimia 

berkumpul pada tempat cidera jaringan atau infeksi.  

 

Adapun tanda-tanda pokok peradangan adalah sebagai berikut : 

2.5.1. Rubor (kemerahan) merupakan hal pertama saat mengalami peradangan,  

karena banyak darah mengalir ke dalam mikrosomal lokal pada tempat  

peradangan.  

2.5.2. Kalor (panas) dikarenakan lebih banyak darah yang disalurkan pada 

tempat peradangan dari pada yang disalurkan ke daerah normal.  Fenomena panas 
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lokal ini tidak terlihat pada tempat peradangan jauh di dalam tubuh karena 

jaringan sudah mempunyai suhu 37C. 

2.5.3. Dolor (rasa sakit) dikarenakan pembengkakan jaringan mengakibatkan 

peningkatan tekanan lokal dan juga karena ada pengeluaran zat histamin dan zat 

kimia bioaktif lainnya.  

 
 

2.6. Antiinflamasi  

 

 

Antiinflamasi adalah agen atau obat yang bekerja melawan atau menekan proses 

peradangan (Dorland, 2002).  Obat-obat inflamasi bertujuan menghilangkan 

gejala peradangan yang dapat berupa kemerahan, pembengkakan, demam dan 

nyeri.  Berdasarkan mekanisme kerjanya, obat-obat antiinflamasi dibagi menjadi:  

2.6.1. Golongan Steroid  

Pada golongan steroid digunakan untuk mencegah respon nyeri pada tubuh 

sehingga cocok untuk jenis trauma atau kerusakan lebih berat.  Mekanisme kerja 

didasarkan pada penghambatan enzim phospolipase yang tidak akan membentuk 

asam arakidonat dengan begitu prostaglandin juga tidak akan terbentuk.  Obat 

antiinflamasi steroid antara lain adalah kortison asetat, hidrokortison, prednison, 

deksametason, betametason dan sebagainya. 

2.6.2. Golongan Non Steroid  

Pada golongan non steroid sifatnya cocok untuk jenis luka dan trauma yang lebih 

ringan.  Mekanisme kerja pada golongan non steroid fokus pada penghambatan 

isoenzim cyclooxygenase-1 (COX-1) dan cyclooxygenase-2 (COX-2).  Enzim 

tersebut ini berperan dalam proses pembentukan prostaglandin dan tromboksan 

dari asam arakidonat.  Obat antiinflamasi nonsteroid antara lain asam asetil 

salisilat, natrium diklofenak, indometasin, ibuprofen, fenilbutason dan lain-lain 

(Tjay dan Rahardja, 2002).  
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2.7. Penentuan Aktivitas Antiinflamasi Menggunakan Metode 

Penghambatan Denaturasi Protein 
 
 

Pengujian aktivitas antiinflamasi secara in vitro dari senyawa aktif dapat 

dilakukan dengan metode penghambatan denaturasi protein menggunakan Bovine 

Serum Albumin (BSA).  Pengujian tersebut dipilih dikarenakan denaturasi protein 

pada jaringan adalah salah satu penyebab inflamasi.  Penghambatan denaturasi 

protein BSA sebagai aktivitas antiinflamasi dikarenakan adanya interaksi antara 

molekul sampel dengan tirosin, treonin dan lisin dari BSA (Williams et al., 2008).  

Protein dalam BSA akan mengalami denaturasi pada saat dipanaskan.  Hal ini 

yang menjadi penanda ketika albumin mengalami kerusakan pada saat diinduksi 

panas sehingga oleh tubuh dianggap sebagai bahan asing.  

 

Gambar  4. Perubahan struktur setelah terdenaturasi  
 

Pengujian secara in vitro pengaruh pemanasan terhadap anti-denaturasi BSA, 

dapat digunakan untuk mendeteksi adanya senyawa antiinflamasi.  Hal ini 

dikarenakan metode pengujian denaturasi protein merupakan metode yang layak 

dan sederhana untuk menilai potensial obat antiinflamasi.  Penghambatan 

denaturasi protein diketahui dengan pengukuran serapan secara spektrofotometri 

UV-Vis.  Presentase penghambatan denaturasi protein diukur dengan 

menggunakan rumus sebagai berikut: 

 

% inhibisi =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑛 𝑢𝑗𝑖 

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
𝑥100% 

 

Senyawa yang menghambat denaturasi protein lebih besar dari 20% dianggap 

memiliki aktivitas antiinflamasi dan dapat dijadikan sebagai nilai acuan untuk 

pengembangan obat (Williams et al., 2008).  Nilai IC50 dihitung dengan membuat 
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persamaan regresi linear antara konsentrasi (X) dengan 5 inhibisi (Y) sehingga 

didapatkan nilai IC50.  

 

 

2.8. Metabolomik 
 
 

Metabolomik adalah analisis komprehensif terhadap semua metabolit yang 

terkandung dalam makhluk hidup pada suatu waktu yang spesifik.  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).  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 acuan untuk mengamati kualitas 

sampel tersebut.  Keuntungan dari pendekatan metabolomik berupa pola 

pengenalan algoritma yang dapat dimanfaatkan untuk memberikan pengetahuan 

baru yang tidak diduga sebelumnya.  Selain itu, pengaplikasian dari cara ini dapat 

digunakan dalam bidang kesehatan atau kendali mutu obat, industri pangan, 

mikrobiologi dan diagnostik.  

 

Sejumlah data dan kuantitas dapat diklasifikasikan menjadi 3 bagian dalam kajian 

metabolomik yaitu berupa analisis metabolit bertarget, pemprofilan metabolit, dan 

sidik jari metabolit.  Analisis metabolit bertarget didasarkan pada deteksi dan 

kuantifikasi sekelompok kecil metabolit maupun senyawa target tunggal.  Profil 

metabolit diperoleh dengan deteksi, identifikasi, dan hipotesis kuantitatif 

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).  Instrumentasi yang sering digunakan pada analisis 

metabolomik antara lain spektroskopi inframerah transformasi (FTIR), GC-MS, 

LC-MS, dan 1H-NMR (Theodoridis et al., 2012).   
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2.9. 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 antiinflamasi tanaman turi 

putih untuk prediksi senyawa aktif antiinflamasinya.  Ekstrak yang dianalisis dari 

pelarut yang berbeda, lalu dilakukan profil metabolit menggunakan kromatografi 

cair-spektroskopi massa atau LC-MS/MS. LC-MS/MS merupakan salah satu 

alternatif pendekatan yang sangat berguna dalam menentukan profil suatu sampel 

tersebut.  LC-MS/MS memiliki kemampuan dalam mengidentifikasi sampel yang 

kompleks, sehingga kelebihan tersebut dapat membedakan dan mendeteksi 

dengan kisaran yang luas, yang 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.  Hasil yang 

diperoleh dari analisis LC-MS/MS adalah spektrum massa yang memberikan 

informasi terkait fragmentasi bobot molekuler yang spesifik untuk 

mengidentifikasi atau mengkonfirmasi senyawa yang diprediksi, struktur, 

identitas, kuantitas, dan sampel sehingga dapat meningkatkan kualitas hasil yang 

diperoleh pada analisis kuantitatif dan kualitatif.  Penanganan data dapat 

dilakukan dengan otomatis melalui perangkat lunak yang digunakan pada 

penelitian ini adalah Mzmine.  MZmine merupakan tahapan awal dalam emisi 

kromatogram LC-MS/MS yang mengolah kromatogram LC-MS/MS menjadi 

bentuk mass array.  Mass array adalah matriks tiga dimensi yang mengandung 

informasi nengenai nilai m/z, waktu retensi, luas purcak, dan intensitas puncak 

(Theodoridis et al., 2012).  
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2.10. Analisis Multivariat Principle Component Analysis (PCA) 
 
 

Analisis multivariat merupakan salah satu teknik analisis kemometrik yang paling 

banyak digunakan untuk mengenali pola dari suatu data sehingga data dapat 

menggambarkan berdasarkan persamaan polanya.  Analisis multivariat ini 

bertujuan untuk menganalisis matriks kompleks dan analisis multikomponen pada 

sistem yang sederhana.  Data dimensi akan direduksi dan akan memberikan 

gambaran dalam pengelompokan data melalui Principle Component Analysis 

(PCA) sehingga visualisasi pengelompokkan data dan evaluasi kesamaun antar 

kelompok menjadi lebih mudah.  Selain itu, teknik analis ini dapat menemukan 

alasan atau faktor di balik pola yang diamati melalui korelasi berdasarkan sifat 

kimia atau fisika dari sampel yang dianalisis.  Dapat digunakan secara 

keseluruhan bahwa penggunaan analisis multivariat PCA adalah untuk 

mengklasifikasikan sampel ke grup yang umum, mendeteksi outlier, melakukan 

pemodelan data, serta menyeleksi variabel untuk klasifikasi maupun untuk 

pemodelan (Brerenton, 2003).  

 

 

2.11. Analisis Ortoghonal Partial Least Squares - Discriminat Analysis (OPLS-

DA) 

 

 

Metode Analisis OPLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis) 

digunakan untuk mendeteksi senyawa penting atau variabel penting pada suatu 

sampel, karena analisis ini merupakan metode yang paling relevan dalam 

memprediksi dan menginterpretasikan suatu data.  Plot skor OPLS-DA 

menjelaskan pengelompokan yang signifikan ketika terdapat kelompok-kelompok 

yang dekat, distribusi oleh variabel dan dan membentuk pola kesamaan dalam 

kelompok itu sendiri.  

 

Pada analisis OPLS-DA terdapat Variable Importance in the Projection (VIP) 

yang dapat menginformasikan metabolit yang dominan berdasarkan hasil 

metabolit yang diperoleh dari identifikasi senyawa dan variabel respon. Parameter 

VIP semakin banyak digunakan sebagai interpretasi model yang lebih ringkas 
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yang memuat bobot molekul. Nilai VIP yang lebih besar dari atau mendekati 1 

dianggap berpengaruh dalam menjelaskan klasifikasi dan memprediksi senyawa 

yang berperan aktif (Uncu and Ozen, 2019).  

 

 

2.12. Isolasi Senyawa Bioaktif Antiinflamasi Turi Putih  

 

 

Isolasi merupakan suatu proses pemisahan yang digunakan untuk memisahkan 

senyawa aktif atau komponen tertentu dari komponen lain yang tidak diharapkan.  

Untuk mengisolasi suatu senyawa yang terdapat pada tumbuhan, pemisahan dan 

pemurnian yang terutama dilakukan adalah dengan menggunakan teknik ekstraksi 

dan dilanjutkan dengan teknik kromatografi.  Teknik ekstraksi yang biasa 

digunakan untuk isolasi senyawa bahan alam diantaranya adalah maserasi, 

perkolasi dan sokletasi.  Sedangkan untuk teknik kromatografi yang biasa 

digunakan untuk isolasi senyawa bahan alam adalah Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT), Kromatografi Cair Vakum (KCV) dan Kromatografi Kolom (KK).  

Pemilihan metode yang akan digunakan didasarkan pada penelitian-penelitian 

yang sudah dilakukan sebelumnya. 

 

 

2.12.1. Ekstraksi  
 

 

Ekstraksi ialah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut dari bahan 

yang tidak larut dengan menggunakan pelarut cair.  Ekstraksi dapat dibedakan 

menjadi 2 jenis berdasarkan fase yang terlibat, yaitu ekstraksi cair-cair dan 

ekstraksi padat-cair.  Pada penelitian ini digunakan metode ekstraksi padat-cair 

yaitu maserasi.  Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi padat-cair untuk 

mengekstrak jaringan tumbuhan yang belum diketahui komponen senyawanya, 

yang kemungkinan bersifat tidak tahan terhadap panas sehingga kerusakan 

komponen tersebut dapat dihindari.  Prinsip dari metode maserasi didasarkan 

pada prinsip kelarutan like dissolved like, yaitu pelarut polar akan melarutkan 

senyawa polar dan pelarut nonpolar akan melarutkan senyawa nonpolar.  
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2.12.2. Kromatografi  

 

 

Kromatografi didasarkan pada prinsip ketika molekul-molekul dalam campuran 

diterapkan ke permukaan atau ke dalam padatan, dan fase diam fluida (fase 

stabil) terpisah satu sama lain sambil bergerak dengan bantuan fase gerak.  

Faktor-faktor yang efektif pada proses pemisahan ini meliputi karakteristik 

molekuler yang terkait dengan adsorpsi (cair-padatan), partisi (cair-padatan), 

dan afinitas atau perbedaan antara berat molekulnya.  Perbedaan-perbedaan ini, 

beberapa komponen campuran tetap lebih lama dalam fase diam, dan mereka 

bergerak perlahan dalam sistem kromatografi, sementara yang lain berlalu 

dengan cepat ke fase gerak, dan membuat sistem lebih cepat (Harris, 2004).  

 

 

2.12.2.1  Kromatografi Kolom (KK) 

 

 

Pada kromatografi kolom, fase diam yang digunakan biasanya berupa silika gel, 

poliamida atau selulosa.  Fase gerak yang digunakan biasanya berupa dimulai 

dari pelarut non polar kemudian ditingkatkan kepolarannya secara bertahap.  

Pelarut yang digunakan dapat berupa pelarut tunggal maupun kombinasi dari 

dua pelarut yang berbeda kepolarannya berdasarkan perbandingan tertentu.  

Hasil yang diperoleh dari kolom kromatografi adalah berbagai fraksi ketika 

fraksi tersebut ditampung untuk selanjutnya dimonitor menggunakan 

kromatografi lapis tipis.  Fraksi dengan pola kromatogram yang sama digabung 

dan diuapkan agar pelarutnya menguap (Hajnos et al., 2011). 

 

 

2.12.2.2  Kromatografi Vakum Cair (KCV) 

 

 

Kromatografi cair vakum merupakan salah satu teknik kromatografi vakum 

khusus yang umumnya menggunakan adsorben berupa silika gel.  Kromatografi 

cair vakum memiliki kelebihan apabila dibandingkan dengan kromatografi 

kolom yaitu teknik ini lebih efisien terhadap waktu karena proses elusinya 

berjalan secara cepat.  Proses elusi ini dibantu dengan memvakumkan kolom. 

Kromatografi cair vakum juga dapat memisahkan sampel dalam jumlah yang 
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lebih banyak.  Urutan eluen yang digunakan dalam kromatografi cair vakum 

dimulai dari eluen dengan tingkat kepolaran yang rendah.  

 

 

2.12.2.3  Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan metode pemisahan fisikokimia 

yang didasarkan pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen di 

antara dua fase (fase gerak/eluen dan fase diam/adsorben) yang memiliki 

kepolaran yang berbeda (Hendayana, 2006).  Kristianti (2008) menyatakan 

bahwa KLT banyak digunakan karena proses analisis yang mudah dan cepat. 

KLT digunakan untuk melihat pola pemisahan yang di hasilkan suatu senyawa 

dengan fase gerak berupa kombinasi dari dua pelarut (eluen).  Prinsip KLT 

adalah adsorbsi dan partisi ketika adsorbsi adalah penyerapan pada pemukaan, 

sedangkan partisi adalah penyebaran atau kemampuan suatu zat yang ada dalam 

larutan untuk berpisah kedalam pelarut yang digunakan.  Kecepatan gerak 

senyawa-senyawa ke atas pada lempengan tergantung.  

 

Hasil yang didapat kemudian diamati dengan menghitung harga perbandingan 

jarak pergerakan komponen-komponen yang dipisahkan dengan jarak 

pergerakan pelarut yang dikenal dengan Retardation factor (Rf).  Senyawa yang 

terpisah dapat diidentifikasi dengan menghitung harga Rf yaitu: 

 

Rf =
Jarak Perjalanan Suatu Senyawa

Jarak Perjalanan Suatu Fasa Gerak 
 

 

Harga Rf ini bergantung pada beberapa parameter yaitu sistem pelarut, adsorben 

(ukuran butir, kandungan air, ketebalan), jumlah bahan yang ditotolkan pada 

plat dan suhu.  KLT mempunyai beberapa keuntungan, di antaranya: waktu 

yang dibutuhkan tidak lama (2–5 menit) dan sampel yang dipakai hanya sedikit 

sekali (2–20 µg).  
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2.13  Spektroskopi Ultraviolet-Visible (UV-Vis) 

 

 

Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat yang dapat melakakan 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 

panjang gelombang dengan kisaran sinar 400-900 nm.  Umumnya spektroskopi 

ini terbagi menjadi dua instrumen yaitu single beam dan double beam.  Instrumen 

single beam digunakan untuk mengukur absorbansi suatu senyawa pada panjang 

gelombang tunggal dengan panjang gelombang paling rendah adalah 190-210 nm 

dan panjang gelombang paling tinggi adalah 800-1000 nm.  Sedangkan pada 

instrumen double beam panjang gelombang yang digunakan 190-750 nm.  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 = It/I0 = I0 - .c.b 

   A = log I/T = .c.b atau  = 
𝐴

𝑏.𝑐
 

Keterangan :  

A = Absorbansi  

a = Daya Serap 

b = Tebal sel (cm) 

c = Kadar (g/L) 

 = Absorbtivitas molar (mol.cm.L) 

I0 = Intensitas sinar datang 

I = Intensitas sinar yang datang diteruskan  

 

Senyawa yang dapat dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis adalah senyawa 

yang memiliki gugus kromofor, yaitu gugus dengan rangkap terkonjugasi.  Gugus 

kromofor akan mengabsorbsi radiasi sinar UV dan Vis jika dilihat oleh senyawa-

senyawa bukan pengabsorbsi (ausokrom).  Gugus ausokrom yaitu gugus yang 
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memiliki elektron non-bonding dan tidak menyerap radiasi UV jauh contohnya -

OH, -NH, -NO, dan -X.  Beberapa faktor yang mempengaruhi serapan spektrum 

di antaranya adalah jenis pelarut (polar dan non-polar), larutan pH, kadar larutan, 

ketika jika konsentrasi tinggi akan menyebabkan polimerisasi yang 

mengakibatkan perubahan harga lo< I, dan jika digunakan kuvet dengan tebal 

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



 
 

 
 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei hingga Desember 2022, bertempat di 

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Lampung.  Analisis spektroskopi yang digunakan 

meliputi spektrofotometer ultraviolet-tampak (UV-Vis) dilakukan di 

Laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung.  Analisis LC-MS/MS dilakukan di Laboratorium Riset 

Unggulan Institut Pertanian Bogor, Bogor.  

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 
 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas dengan 

berbagai macam dan ukuran, seperangkat alat destilasi, evaporator putar, oven, 

neraca analitik, lampu UV 254 nm dan 366 nm, satu set alat Kromatografi Cair 

Vakum (KCV), satu set alat Kromatografi Kolom (KK), spektrofotometer 

ultraviolet-tampak (UV-Vis) Agilent Carry 50, Vanquish Flex UHPLC-Q 

Exactive Plus Orbitrap-High Resolution Mass Spectrometer, perangkat keras 

komputer, perangkat lunak The Unscrambler X versi 10.4 dan website 

metaboanalyst.  

 

Bahan utama yang digunakan adalah kulit batang tumbuhan turi putih yang 

didapat dari Jalan Tirtayasa Desa Way Huwi, Kecamatan Jati Agung, Kabupaten 

Lampung Selatan pada hari Minggu tanggal 04 April 2021.  Bahan kimia yang 

digunakan adalah metanol, etil asetat, n-heksana, aseton, akuades, diklorometana, 

silika gel Merck 60, silika gel GF254 (35-70 Mesh), plat KLT, kertas saring, 
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membran filter Polytetrafluoroethylene (PTFE) 0,22 m, asam format, asetonitril, 

media uji Bovine Serum Albumin (BSA), NaCl, Tris Base. 

 

 

3.3. Prosedur Kerja Penelitian 
 
 

3.3.1. 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 dibersihkan 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. 

 

 

3.3.2. Preparasi untuk Uji Antiinflamasi dan Analisis LC-MS/MS 

 

 

Pada penelitian ini sampel kulit batang turi putih diekstrak dengan 3 variasi 

pelarut yaitu metanol 100%, metanol:etil asetat 50%, dan etil asetat 100%.   

Pada penelitian ini, serbuk halus kulit batang tanaman turi putih yang diperoleh 

berat sebesar  750 gr.  Kemudian, dari total berat sampel tersebut masing-masing 

ditimbang seberat 50 g sebanyak 5 kali untuk diekstrak dalam 3 variasi pelarut.  

Sampel tersebut dimaserasi dengan metanol 100%, metanol:etil asetat 50%, dan 

etil asetat 100% 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 digunakan 

untuk uji aktivitas antiinflamasi dan analisis LC-MS/MS. 
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3.3.3. Uji Aktivitas Antiinflamasi dengan Metode Penghambatan Denaturasi 

Protein 

 

 

3.3.3.1. Pembuatan Larutan Tris Buffer Saline (TBS) 

 

 

Sebanyak 1,21 gram tris base dan 8,7 gram NaCI ditambahkan aquades hingga 

900 mL.  Disesuaikan pH dengan asam asetat glasial sampai pH 6,2-6,5 (pH 

patologis) kemudian ditambahkan aquadest sampai 1000 mL dalam labu ukur 

1000 mL (Mohan, 2003).  

 

 

3.3.3.2. Pembuatan 0,2% Bovine Serum Albumin (BSA) 

 

 

Sebanyak 0,2 gram Bovine Serum Albumin (BSA) dimasukkan ke dalam labu ukur 

100 mL.  Kemudian ditambahkan dengan larutan Tris Buffer Saline (TBS) hingga 

volume 100 mL (William et al., 2008). 

 

 

3.3.3.3. Pembuatan Larutan Uji  

 

 

Sebanyak 200 mg ekstrak kulit batang turi putih masing-masing dilarutkan dalam 

pelarut metanol 100%, metanol:etil asetat 50%, dan etil asetat 100% di dalam labu 

ukur 10 mL, kemudian dicukupkan sampai volume 10 mL, sehingga didapatkan 

konsentrasi 20.000 ppm sebagai larutan induk.  Larutan dengan konsentrasi 

20.000 ppm dibuat seri konsentrasi, sehingga menjadi larutan uji dengan 

konsentrasi 10.000, 8000, 6000, 4000 dan 2000 ppm untuk setiap ekstrak.  

 

 

3.3.3.4. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif 

 

 

Sebanyak 50 L pelarut metanol 100%, 50 L metanol:etil asetat 50%, dan 50 L 

etil asetat 100% ditambahkan larutan 0,2% BSA ke labu ukur hingga volume 

mencapai 5 mL. 
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3.3.3.5. Pembuatan Larutan Kontrol Positif  

 

 

Sebanyak 200 mg natrium diklofenak kemudian dilarutkan dengan metanol 100%, 

metanol:etil asetat 50%, dan etil asetat 100% ke dalam labu ukur 10 mL dan 

dicukupkan sampai 10 mL, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 20.000 

ppm yang dijadikan sebagai larutan induk.  Dari larutan induk 20.000 ppm ini, 

selanjutnya dibuat seri konsentrasi larutan kontrol positif menjadi 10.000, 8000, 

6000, 4000 dan 2000 ppm. 

 

 

3.3.3.6. Pengukuran Aktivitas Antiinflamasi  

 

 

Diambil sebanyak 50 L dari setiap konsentrasi larutan (larutan uji, kontrol positif 

dan kontrol negatif), kemudian ditambahkan larutan 0,2% BSA hingga volume 

mencapai 5 mL.  Dari campuran tersebut didapatkan konsentrasi 100, 80, 60, 40 

dan 20 ppm untuk setiap konsentrasi larutan uji dan kontrol positif.  Selanjutnya 

larutan diinkubasi pada suhu 25°C selama 30 menit kemudian dipanaskan selama 

5 menit pada suhu 72°C, lalu didiamkan selama 25 menit pada suhu 23C.  

Setelah dingin, larutan di vortex dan dilakukan pengukuran absorbansi dengan 

spektrofotometer Uv-Vis pada panjang gelombang 660 nanometer. 

 

 

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

 

 

Ekstrak sampel seberat 0,1 g ditimbang lalu dilarutkan dalam 4 mL metanol. 

Ekstrak terlarut kemudian disaring dengan membran penyaring PTFE 0,22 um. 

Sebanyak 2,0 uL filtrat sampel diinjeksikan ke dalam instrument LC-MS/MS.  

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vanquish Flex UHPLC-Q 

Exactive Plus Orbitrap-High Resolution Mass Spectrometer.  Kolom yang 

digunakan adalah Accucore C18 dengan dimensi (10 mm x 2,1 mm, 2,6 m).  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, 25-30 menit  

dan 30-40 menit.  Laju alir yang digunakan sebesar 0,2 mL/menit. 
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Spektrum data yang diperoleh dari analisis LC-MS/MS kemudian dikorelasikan 

dengan data yang diperoleh dari hasil uji antiinflamasi yang telah dilakukan.  

Pendugaan hasil metabolit dilakukan dengan membandingkan nilai massa akurat 

puncak terdeteksi hasil mass array dengan nilai akurat senyawa.  Data LC-

MS/MS dari eksrak kulit batang berupa mass array kemudian dilakukan analisis 

multivariat dengan teknik PCA.  Analisis muitivariat dengan metode PCA 

dilakukan untuk melihat pengelompokkan metabolit kulit batang turi putih 

berdasarkan perbedaan pelarut pengekstrak tersebut (Rafi, 2013). 

 

 

3.3.5. Analisis Ortoghonal Partial Least Squares Regression – Disccriminant 

Analysis (OPLS-DA)  

 

 

Identifikasi senyawa yang berkontribusi signifikan atau important variable pada 

sampel kulit batang turi putih dilakukan dengan membuat pemodelan dari hasil 

analisis OPLS-DA melalui program metaboanalyst.  Metode analisis yang 

digunakan untuk pembentukan model korelasi antara aktivitas antiinflamasi 

dengan analisis data hasil LC-MS/MS. Model OPLS-DA dilakukan dengan dua 

set data, yaitu luas area atau intensitas sebagai variabel bebas (X) dan nilai IC50 

sebagai variabel respon (Y).  Tujuan akhir pada proses ini adalah untuk 

mengidentifikasi important variable dari sampel penelitian yang menjadi 

biomarker penyebab antiinflamasi serta dapat memberi informasi terkait pelarut 

antiinflamasi terbaik yang akan mejadi fokus penelitian untuk tahap isolasi 

senyawa bioaktif antiinflamasi (Theodoridis et al., 2012). 

 

 

3.3.6. Isolasi Senyawa Bioaktif 

 

 

3.3.6.1. Ekstraksi 

 

 

Serbuk halus kulit batang tanaman turi putih sebanyak 1000 gram, diekstraksi 

melalui proses maserasi dengan menggunakan pelarut yang paling baik dari hasil 

analisis multivariat yang diperoleh.  Proses maserasi dilakukan selama 1x24 jam 
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sebanyak 3 kali lipat.  Ekstrak hasil maserasi kemudian disaring menggunakan 

kertas saring, lalu maserasi yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator. 

Ekstrak pekat yang diperoleh, lalu ditimbang untuk mengetahui berat sampel 

tersebut.  

 

 

3.3.6.2. Kromatografi Cair Vakum (KCV) 

 

 

Ekstrak pekat yang diperoleh dari hasil evaporasi kemudian difraksinasi melalui 

proses KCV dengan tujuan untuk memisahkan 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 

yang terbentuk.  Kemudian eluen yang memiliki kepolaran terendah, dimasukan 

ke permukaan silika halus untuk membasahi silika agar padat kerapatannya, lalu 

dihisap menggunakan alat vakum kembali.  

 

Proses selanjutnya adalah menyiapkan sampel untuk difraksinasi.  Ekstrak pekat 

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 etil asetat/n-heksana.  Kolom 

dihisap dengan vakum sampai kering pada setiap penambahan eluen (tiap kali 

elusi dilakukan).  Kemudian fraksi-fraksi yang diperoleh dikumpulkan 

berdasarkan pola pemisahan setelah dilakukan pemantauan menggunakan metode 

KLT (Pratiwi dan Ersan, 2013). 
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3.3.6.3. Kromatografi Lapis Tipis 

 

 

Metode KLT dilakukan untuk memonitoring fraksi-fraksi yang diperoleh dari 

proses KCV dan kromatografi kolom untuk mengidentifikasi senyawa melalui 

pola pemisahannya dan noda yang dihasilkan.  Metode KLT dilakukan dengan 

sistem campuran eluen menggunakan kombinasi pelarut yang sesuai yaitu berupa 

n-heksana, etil asetat, metanol dan diklorometana.  Dalam prosesnya, fraksi-fraksi 

dari KCV di totolkan pada plat KLT dan dielusi dengan kombinasi eluen yang 

sesuai, bercak atau noda yang terlihat di gunakan untuk melihat pola pemisahan 

dan untuk mengidentifikasi senyawa dilihat di bawah sinar UV pada panjang 

gelombang 254 nm dan 366 nm (Wulandari, 2011). 

 

Noda pada plat KLT dapat ditampakan pada kromatogram dengan cara disemprot 

dengan menggunakan reagen yang sesuai, dan biasanya menggunakan serium 

sulfat.  Nilai Rf dari setiap noda yang terlihat akan di hitung dan di catat, lalu 

untuk setiap fraksi yang memiliki pola pemisahan dengan Rf  yang sama pada 

kromatogram disatukan dan dipekatkan, sehingga diperoleh beberapa fraksi 

gabungan yang akan digunakan untuk fraksinasi lebih lanjut yaitu fraksinasi 

menggunakan kromatografi kolom (KK).  

 

 

3.3.6.4. Kromatografi Kolom (KK) 

 

 

Setelah diperoleh fraksi-fraksi dengan pengelompokan lebih sedikit, tahapan 

fraksinasi selanjutnya dilakukan dengan metode kromatografi kolom.  Dalam 

prosesnya, adsorben silika gel Merck 60 (35-70 Mesh) di larutkan 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 pada silika gel ke dalam kolom yang 

berisi fasa diam. 
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3.3.6.5. Analisis LC-MS/MS 

 

 

Kristal yang terbentuk dari hasil kromatografi kolom seberat 5 mg ditimbang lalu 

dilarutkan dalam 4 mL metanol.  Kristal terlarut kemudian disaring dengan PTFE 

0,22 um.  Sebanyak 2,0 uL filtrat sampel diinjeksikan ke dalam instrument LC-

MS/MS.  Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vanquish Flex 

UHPLC-Q Exactive Plus Orbitrap-High Resolution Mass Spectrometer.  Kolom 

yang digunakan adalah Accucore C18 dengan dimensi (10 mm x 2,1 mm, 2,6 m).  

Fase gerak yang digunakan berupa 0,1% asam format dalam air (A) dan 0,1% 

asam format dalam asetonitril (B).  Spektrum data kristal yang diperoleh 

kemudian dicocokan dengan database senyawa yang berhasil diidentifikasi dari 

ekstrak kasar kulit batang tumbuhan turi putih yang juga menggunakan analisis 

LC-MS/MS. 

 



 
 

 
 

 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 
 

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan 

bahwa :  

1. Berdasarkan uji antiinflamasi, nilai rata-rata IC50 yang diperoleh dari masing-

masing variasi pelarut pengekstrak kulit batang tumbuhan turi putih berupa 

metanol 100% sebesar 135,47 g/mL, etil asetat sebesar 100% sebesar 117,54 

g/mL dan metanol:etil asetat 50% sebesar 216,17 g/mL.  

2. Berdasarkan nilai IC50 yang diperoleh dari masing-masing variasi pelarut 

pengekstrak, yaitu ekstrak metanol 100%, etil asetat 100% dan metanol:etil 

asetat 50% termasuk tingkat antiinflamasi dalam kategori sedang. 

3. Analisis PCA dengan data luas area berhasil menggelompokan total komponen 

sebesar 83% ekstrak kulit batang tumbuhan turi putih secara baik berdasarkan 

variasi pengekstrak.  

4. Berdasarkan analisis OPLS-DA diperoleh informasi variasi pelarut pengekstrak 

terbaik yaitu etil asetat 100%.  

5. Senyawa penciri atau variabel important  yang berhasil diisolasi dari ekstrak 

etil asetat 100% kulit batang tumbuhan turi putih berupa kristal bewarna 

kuning (NV28) yang diidentifikasi sebagai senyawa sesbagrandiflorain C dan 

kristal bewarna kuning (NV29) yang juga diidentifikasi sebagai senyawa 

sesbagrandiflorain B.  

6. Berdasarkan isolasi senyawa diperoleh kristal murni NV28 bewarna kuning 

sebanyak 7,2 mg, kristal murni NV29 bewarna kuning sebanyak 5 mg dan 

kristal jarum murni NV30 bewarna putih sebanyak 6,4 mg.   
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5.2 Saran 

 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian 

selanjutnya yaitu :   

1. Perlu dilakukan penambahan jumlah serbuk kulit batang turi putih pada proses 

isolasi agar diperoleh senyawa murni yang lebih banyak. 

2. Perlu dilakukan analisis spektrofotometer FTIR dan NMR untuk 

mengidentifikasi struktur senyawa murni yang diperoleh secara lengkap. 

3. Perlu dilakukannya isolasi senyawa bioaktif lainnya selain antiinflamasi 

menggunakan metabolomik, seperti antikanker dan antidiabetes.  
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