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ABSTRACT

COMPARISON OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ETHANOL
EXTRACT RUMPUT GAJAH MINI (Pennisetum purpureum cv Mott.)
USING MACERATION AND SOXHLETATION METHODS

Oleh

Nungky Pawarti

Background: Rumput Gajah Mini has the potential as the candidates of natural
antioxidant. The extraction promote to obtained high antioxidant of cimplicia.
Maceration and soxhletation are frequently applied to obtained secondary
metabolites. Both methods have advantages and disadvantages. These differences
affect the types and quantities of compounds that impact the strengths of
antioxidant activity level.

Purpose: This study aims to determine the content of secondary metabolites,
antioxidant activities, and differences in the strengths of antioxidant activities
from the extracted samples by maceration and soxhletation.

Method: The samples of Rumput gajah mini were extracted by maceration and
soxhletation, obtained the compounds of secondary metabolites. The extract of
Rumput gajah mini used qualitative analysis in the form of a color reaction. The
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) used to identify antioxidant activity. The
results of antioxidant activity processed by using Microsoft Excel to obtain the
ICsoand categorized based on the strengths.

Results: The results of the phytochemical screening from the ethanol extract of
Rumput gajah mini showed the compounds of secondary metabolites such as
alkaloids, saponins, tannins, phenols, and terpenoids. The antioxidant activity in
the maceration has an 1Csq of 57,28 ppm which included in the strong antioxidant.
Antioxidant activity of the ethanol extract in soxhletation has an ICsy of 30,24
ppm which included in the very strong antioxidant.

Conclusion: Based on the results of the study can be concluded that the ethanol
extract of Rumput gajah mini contains secondary metabolites such as alkaloids,
tannin, saponin, phenol, and, terpenoid. The antioxidant activity of the extract that
obtained from the maceration has an 1Cso of 57,28 ppm which is in the strong
category, meanwhile from the soxhletation method has an ICsy of 30,24 ppm
which is in the very strong category. These results indicated that the soxhletation
method has better antioxidant activity than the maceration method..

Keywords: DPPH, Maceration, Secondary Metabolites, Soxhletation.



ABSTRAK

PERBANDINGAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL
TANAMAN RUMPUT GAJAH MINI (Pennisetum purpureum cv Mott.)
DENGAN METODE MASERASI DAN SOKLETASI

Oleh

Nungky Pawarti

Latar Belakang: Tanaman Rumput Gajah Mini berpotensi sebagai kandidat
antioksidan alami. Metode ekstraksi mendukung diperolehnya aktivitas
antioksidan yang baik pada simplisia tanaman. Metode ekstraksi maserasi dan
sokletasi sering diaplikasikan dalam penyarian senyawa metabolit sekunder.
Kedua metode tersebut memiliki kelebihan dan kekurangan masing-masing.
Perbedaan tersebut akan menyebabkan perbedaan jenis dan kuantitas senyawa
pada ekstrak yang dihasilkan sehingga mempengaruhi tingkat kekuatan aktivitas
antioksidan.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit
sekunder, aktivitas antioksidan dan perbedaan kekuatan aktivitas antioksidan pada
sampel yang diektraksi dengan metode maserasi dan sokletasi.

Metode: Sampel tanaman rumput gajah mini diekstraksi dengan metode maserasi
dan sokletasi. Untuk menguji kandungan senyawa metabolit sekunder ekstrak
etanol tanaman rumput gajah mini digunakan metode analisis kualitatif berupa
reaksi warna. Kemudian untuk menguji aktivitas antioksidan digunakan metode
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Data hasil uji aktivitas antioksidan dari
metode maserasi dan sokletasi diolah dengan Ms. Excel untuk mengetahui nilai
ICs0. Dari nilai I1Csg selanjutnya dilakukan pengkategorian nilai I1Cs sesuai dengan
kekuatannya untuk mengetahui perbedaan kekuatan antioksidan pada kedua
metode tersebut.

Hasil: Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini yang
diperoleh dari metode maserasi dan sokletasi menunjukkan adanya kandungan
senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, saponin, tanin, fenol dan terpenoid.
Aktivitas antioksidan pada metode maserasi memiliki nilai ICsy sebesar 57,28
ppm yang termasuk ke dalam antioksidan kategori kuat. Antioksidan Aktivitas
antioksidan ekstrak etanol pada metode sokletasi memiliki nilai 1Csy sebesar 30,24
ppm yang termasuk ke dalam antioksidan kategori sangat kuat.

Kesimpulan: Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ekstrak
etanol tanaman rumput gajah mini memiliki kandungan senyawa metabolit
sekunder berupa alkaloid, tanin, saponin, fenol dan terpenoid. Aktivitas
antioksidan ekstrak etanol hasil metode maserasi memiliki nilai 1Csy sebesar 57,28



ppm dengan kategori kuat sedangkan aktivitas antioksidan ekstrak etanol hasil
metode sokletasi memiliki nilai ICsy sebesar 30,24 ppm dengan kategori sangat
kuat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak etanol
tanaman rumput gajah mini dari metode sokletasi memiliki aktivitas antioksidan
yang lebih baik dibandingkan dari hasil metode maserasi.

Kata Kunci: DPPH, Maserasi, Metabolit Sekunder, Sokletasi.



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Stres oksidatif didefinisikan sebagai suatu gangguan ketidakseimbangan
jumlah radikal bebas dalam sel dan jaringan serta ketidakmampuan sistem
untuk mendetoksifikasi agen tersebut dari tubuh sehingga jumlah radikal
bebas dalam tubuh melebihi kadar normal (Pizzino et al., 2017). Salah satu
radikal bebas yaitu Reactive Oxygen Species (ROS) berperan penting dalam
proses biologis seperti mengatur homeostasis, membantu melisiskan bakteri
intraseluler oleh fagosit (Sharifi-Rad et al., 2020), signaling dan merupakan
hasil dari metabolisme oksigen. Namun, stresor lingkungan seperti sinar
UV, radiasi pengion, logam berat dan polutan serta xenobiotik berupa obat
antiblastik mampu meningkatkan produksi ROS sehingga menyebabkan

kerusakan sel dan jaringan (Pizzino et al., 2017).

Stres oksidatif akan menyebabkan kerusakan permanen pada makromolekul
seluler yang menginisiasi berbagai penyakit seperti penyakit aterosklerosis,
penyakit liver, diabetes, penyakit jantung dan inisiasi karsinogenesis
(Elsayed Azab et al., 2019). Penyakit degeneratif setidaknya membunuh
sekitar 41 juta jiwa per tahun atau 74% penyebab kematian di dunia. Pada
kasus ini, penyakit kardiovaskular menduduki peringkat teratas penyebab
kematian, yaitu mencapai 17,9 juta jiwa per tahun, kemudian penyakit
kanker sebanyak 9,3 juta jiwa, penyakit paru obstruktif kronis (PPOK)
sebanyak 4,1 juta jiwa dan diabetes sebanyak 2 juta jiwa. Tingginya kasus
kematian akibat penyakit degeneratif disebabkan oleh penggunaan
tembakau (aktivitas merokok), penggunaan alkohol yang berbahaya, diet
yang tidak sehat dan kurangnya aktivitas fisik (World Health Organization,
2022).



Produksi radikal bebas berlebih dan adanya stresor pemicu stres oksidatif
harus diimbangi dengan agen antioksidan yang cukup (Dewa dan Susilawati,
2021). Antioksidan didefinisikan sebagai molekul yang menghambat
oksidasi molekul lain dan menunda atau mencegah kerusakan oksidatif.
Antioksidan akan menetralisir kelebihan radikal bebas dengan mencegah
pembentukan radikal, menetralkan dengan cara mengoksidasi diri sendiri
atau menghambat reaksi oksidasi molekul lain, mengubah pro-oksigen
logam menjadi bentuk yang lebih stabil dan juga bertindak sebagai chelators
logam (Vona et al., 2021).

Antioksidan alami berasal dari sistem biologis, misalnya makanan yang
mengandung vitamin C, tokoferol, karotenoid, flavonoid, polisakarida
antioksidan dan asam amino. Antioksidan sintetik biasanya ditambahkan
pada makanan, misalnya Beta-hydroxy acid (BHA), Butylated
hydroxytoluene (BHT), tert-Butylhydroquinone (TBHQ) (Sarkar, Atreyi &
Uma, 2016). Penelusuran terhadap sumber antioksidan masih menjadi hal
yang menarik bagi para peneliti. Hal tersebut karena dorongan dari
masyarakat yang meyakini bahwa antioksidan alami dapat menurunkan
kekhawatiran tentang efek samping negatif yang diakibatkan oleh

penggunaan antioksidan sintetik (Anbudhasan et al., 2014).

Bahan alam yang potensial sebagai antioksidan adalah rumput gajah mini
(Pennisetum purpureum cv Mott.). Jenis rumput ini banyak dibudidayakan
oleh peternak untuk dijadikan pakan hijauan. Rumput gajah mini memiliki
keunggulan dibandingkan dengan jenis rumput gajah yang lainnya. Rumput
gajah mini tumbuh tidak terlalu tinggi, daun lemas, berbulu halus,
pertumbuhan cepat dan lebih disukai ternak karena tidak terlalu keras
(Kusdiana, Hadist dan Herawati, 2017). Rumput gajah mini mengandung
10-15% protein kasar, 13,6% bahan kering, 85,6 bahan organik dan energi
3.967 kkal/g (Sirait, 2018).



Sebuah penelitian yang dilakukan oleh Jack, Clark dan Ndukwe (2020)
tentang evaluasi fitokimia, antimikroba dan aktivitas antioksidan pada
tanaman rumput gajah (Pennisetum purpureum scuach) menunjukkan bahwa
tanaman rumput gajah memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder
berupa alkaloid, saponin, flavonoid, steroid, terpenoid dan glikosida jantung.
Senyawa-senyawa tersebut menyebabkan tanaman rumput gajah memiliki
aktivitas antioksidan yang kuat dan antimikroba moderat. Tingginya
aktivitas antioksidan menyebabkan tanaman rumput gajah cocok dijadikan

sebagai agen antioksidan alami yang potensial.

Selain rumput gajah (Pennisetum purpureum), rumput yang masih termasuk
ke dalam genus pennisetum vyaitu rumput gajah mini (Pennisetum
purpureum cv Mott.). Penelitian tentang jenis rumput gajah mini sejauh ini
masih terbatas pada pembudidayaan dan pemanfaatannya sebagai pakan
ternak, misalnya penelitian yang dilakukan oleh Sirait (2018). Penelitian
tentang tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.)
belum sampai mengenai kandungan senyawa metabolit sekunder dan
manfaatnya dalam dunia kesehatan, terutama pada aktivitas antioksidannya.
Padahal tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.)
berpotensi untuk dijadikan sebagai kandidat agen antioksidan karena
memiliki genus yang sama dengan tanaman rumput gajah (Pennisetum
purpureum). Tanaman atau spesies dalam satu genus yang sama akan
memiliki afinitas kimia yang sama. Afinitas kimia menyebabkan sebuah
tanaman akan membentuk senyawa kimia yang identik dan khas (Syafitri
dan Ersam, 2016).

Proses identifikasi aktivitas antioksidan diawali dengan mengekstraksi
tanaman atau bahan alam. Ada beberapa metode yang digunakan dalam
proses ekstraksi, diantaranya yaitu maserasi, sokletasi, refluks dan perkolasi.
Setiap metode memiliki kelebihan dan kekurangan masing masing.
Perbedaan metode tersebut akan menyebabkan perbedaan jenis dan kuantitas

senyawa pada ekstrak yang dihasilkan (Senja et al., 2014).
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1.3

Penelitian mengenai perbandingan metode ekstraksi dilakukan oleh Dewi,
Maisorah dan Verawaty (2020). Penelitian tersebut menyatakan bahwa
terdapat perbedaan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol bunga tasbih
yang diekstraksi dengan metode maserasi dan sokletasi. Berdasarkan latar
belakang tersebut, peneliti meyakini bahwa penelitian tentang perbandingan
metode maserasi dan sokletasi terhadap kandungan senyawa metabolit
sekunder dan aktivitas antioksidan pada tanaman rumput gajah mini

(Pennisetum purpureum cv Mott.) penting untuk dilakukan.

Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
pada ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum

cv Mott.) yang diekstraksi menggunakan metode maserasi dan sokletasi?

2. Bagaimanakah aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman rumput
gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.) yang diesktraksi dengan

metode maserasi dan sokletasi?

3. Bagaimanakah perbandingan aktivitas antioksidan ekstrak etanol
tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.) yang

diekstraksi dengan metode maserasi dan sokletasi?

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui potensi aktivitas antioksidan tanaman rumput gajah mini
(Pennisetum purpureum cv Mott.) yang diekstraksi dengan metode

maserasi dan sokletasi.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat

pada ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini (Pennisetum



purpureum cv Mott.) yang diekstraksi dengan metode maserasi dan
sokletasi

Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman rumput
gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.) yang diekstraksi
dengan metode maserasi dan sokletasi

Mengetahui perbandingan aktivitas antioksidan ekstrak etanol
tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.)

yang diekstraksi dengan metode maserasi dan sokletasi.

1.4 Manfaat Penelitian
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1.4.2

1.4.3

Bagi Peneliti

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan
mengenai perbandingan kandungan senyawa metabolit sekunder dan
aktivitas antioksidan pada tanaman rumput gajah mini (Pennisetum
purpureum cv Mott.) yang diekstraksi dengan metode maserasi dan
sokletasi.

Bagi Peneliti Selanjutnya

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran
mengenai perbandingan kandungan senyawa metabolit sekunder dan
aktivitas antioksidan pada tanaman rumput gajah mini (Pennisetum
purpureum cv Mott.) yang diekstraksi dengan metode maserasi dan
sokletasi sehingga dapat dikembangkan menjadi suatu sediaan
alternatif pencegahan atau pengobatan suatu penyakit yang

disebabkan oleh stres oksidatif.

Bagi Institusi Pendidikan

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi terkait
dengan skrining fitokimia dan uji antioksidan pada tanaman rumput
gajah mini (Pennisetum purpureum cv Mott.) yang diekstraksi

dengan metode maserasi dan sokletasi.

1.4.4 Bagi Institusi Kesehatan
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Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi alternatif pencegahan
atau pengobatan pada penyakit-penyakit yang disebabkan oleh stres
oksidatif.

Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan
terkait dengan kandungan senyawa metabolit sekunder dan aktivitas
antioksidan pada tanaman rumput gajah mini (Pennisetum
purpureum cv Mott.) yang bermanfaat untuk mencegah penyakit
akibat stres oksidatif.
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2.1 Tanaman Rumput Gajah Mini (P. purpureum cv. Mott)

2.1.1 Kilasifikasi
Rumput Gajah Mini diklasifikasikan menurut Chemisquy et al.
(2010) dan USDA (2012) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Sub-kingdom : Tracheobionta
Super-divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida (monokaotil)
Sub-kelas : Commelinidae

Ordo : Poales

Famili : Poaceae (suku rumput-rumputan)
Bangsa : Paniceae

Genus : Pennisetum

Spesies . P. purpureum cv. Mott

o

Gambar 1. Rumput Gajah Mini (Anonim, 2022)



2.1.2 Karakteristik
Pennisetum purpureum cv. Mott atau rumput gajah mini memiliki
tinggi maupun lebar daun yang lebih kecil dibandingkan rumput
gajah P. purpureum. Tanaman rumput gajah mini disebut juga
rumput odot, karena dikembangkan pertama kalinya oleh Bapak
Odot seorang peternak kambing PE (peranakan etawa) asal Jawa
Timur. Tanaman rumput gajah mini memiliki pertumbuhan yang

sangat cepat dan banyak (Sirait, 2018).

Tanaman rumput gajah mini termasuk jenis rumput yang unggul
karena produktivitas, kandungan gizi berupa protein 10-15% dan
serat kasar rendah, palatabilitas yang tinggi dan regrowth yang cepat
(Takdir et al., 2021). Selain itu, rumput ini juga memiliki sifat
perennial, tinggi produksi biomassa dan kualitas nutrisi serta
mengandung karbohidrat yang mudah dicerna (Lasamadi, Anis dan
Kaunang, 2017). Rumput ini tumbuh dengan membentuk rumpun
dengan perakaran serabut kompak dan bila dipanen secara teratur
akan terus menghasilkan anakan. Pola pertumbuhan rumput ini unik

karena daunnya mengarah ke samping (Sirait, 2018).

Morfologi rumput gajah mini dapat dibedakan dengan mudah
dengan jenis rumput gajah P. purpureum. Rumput gajah mini
batangnya berbentuk pipih, sedangkan rumput gajah berbentuk
silinder. Jumlah anakan pada rumput gajah mini juga lebih banyak
dibandingkan dengan rumput gajah. Tingginya tidak lebih dari satu
meter atau rata-rata 96,3 cm pada umur 2 bulan. Berbeda dengan
rumput gajah P. purpureum yang tingginya mencapai 400-700 cm
(Sirait, 2018).

2.2 Antioksidan

2.2.1 Pengertian
Antioksidan didefinisikan sebagai suatu senyawa dengan berbagai

struktur kimia yang sifatnya menangkal radikal bebas berbahaya



yang sangat reaktif (Anbudhasan et al., 2014). Antioksidan akan
menghambat reaksi oksidasi meskipun berada dalam konsentrasi
yang kecil. Ketika berada dalam tubuh, antioksidan akan bereaksi
dengan radikal reaktif dan menghancurkannya menjadi zat yang
kurang reaktif, kurang berbahaya dan berumur panjang dibanding
radikal yang telah dinetralisir. Antioksidan akan melindungi sel dan
organ tubuh dari efek berbahaya yang diakibatkan oleh stres
oksidatif melalui reaksi enzimatik maupun non enzimatik (Shalaby,
2019).

Menurut Food and Drug Administration (FDA), antioksidan
didefinisikan sebagai suatu zat yang digunakan dalam pengawet
makanan. Antioksidan akan memperlambat kerusakan, ketengikan
dan mencegah perubahan warna karena proses oksidasi (Shalaby,
2019). Oleh karena itu, keberadaan antioksidan dalam makanan
sangat diperlukan karena mampu menghambat penurunan kualitas
produk akibat terjadinya reaksi oksidasi (Shahidi, 2015). Selain itu,
antioksidan juga berperan penting dalam industri farmasi,

nutraceuticals dan pertanian (Flieger, Flieger dan Baj, 2021).

Antioksidan memperbaiki kerusakan oksidatif dengan menstabilkan
jumlah radikal bebas dalam tubuh. Hal tersebut karena radikal bebas
bersifat pencegah dan pendeteksi rantai propagasi oksidatif
(Francenia Santos-Sanchez et al., 2019). Untuk mencegah
perkembangan penyakit, antioksidan akan menetralkan dan
menghambat pembentukan radikal bebas dengan mendonorkan
elektron pada radikal bebas, sehingga elektron bebas pada radikal
bebas akan berpasangan dan menghentikan reaksinya dalam tubuh
penyebab kerusakan oksidatif (Arnanda dan Nuwarda, 2019).

Antioksidan diproduksi oleh tubuh secara endogen atau dapat juga
diperoleh dari luar tubuh secara eksogen. Antioksidan yang
diproduksi secara endogen oleh tubuh yaitu asam urat, glutation,

ubiquinon. Antioksidan eksogen yaitu vitamin C, E, beta karoten
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(Arnanda dan Nuwarda, 2019). Antioksidan eksogen dapat berasal
dari tanaman (seperti flavonoid, fenolik, karotenoid, stilbenzene,
vitamin, organosulfur, kumarin dan lignan) dan mineral (selenium,
zink dan mangan) (Roy, Nielsen dan Milledge, 2021). Senyawa-
senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid yang tergolong
polifenol juga memiliki kemampuan antioksidan yang mampu
menangkal radikal bebas (Arnanda dan Nuwarda, 2019).
Mengonsumsi makanan yang tinggi antioksidan dapat mengurangi
risiko masalah kesehatan yang disebabkan oleh radikal bebas (Roy,
Nielsen dan Milledge, 2021).

Klasifikasi

Antioksidan dapat dibedakan berdasarkan kelarutan, ukuran, cara

kerja dan strukturnya.

Lipid soluble antioxidants Water soluble antioxidants

nary antioxidants Small- molecule antioxidants

Based on :
Based on

the mode of .
the sizes

actions

Large- molecule antioxidants

Secondary antioxidants
_p Enzymatic antioxidants

Non-enzymatic antioxidants

Phenolic /

Flavonoids

Vitamins

Carotenoid
Polysaccharides

Minerals

Thiols Polyamines

PUFA (poly unsaturated fatty acids)

Gambar 2. Klasifikasi Antioksidan Berdasarkan Kelarutan, Ukuran,
Cara (Roy, Nielsen dan Milledge, 2021).

Berdasarkan kelarutannya, antioksidan dibagi menjadi dua yaitu
antioksidan larut lipid atau lemak dan antioksidan larut air.
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Antioksidan yang larut dalam lemak contohnya seperti fenol
monohidrat atau polihidrat dengan berbagai cincin, tokoferol,
kuinon, dan bilirubin. Sedangkan antioksidan yang larut dalam air
seperti asam askorbat, asam urat, vitamin C, dan polifenol lainnya
(Anbudhasan et al., 2014).

Antioksidan berdasarkan ukuran molekulnya juga dibedakan menjadi
dua, yaitu antioksidan molekul kecil dan antioksidan molekul besar.
Contoh antioksidan dengan berat molekul kecil yaitu tokoferol,
vitamin C, E, karoten dan koenzim Q (Flieger, Flieger dan Baj,
2021). Antioksidan dengan berat molekul besar contohnya yaitu
enzim (SOD, CAT dan GPx) dan protein albumin yang menyerap
radikal bebas ROS dan melindungi protein esensial lainnya (Aziz,
Diab dan Mohammed, 2019).

Gambar 3. Struktur Beta Tokoferol (Anonim, 2022)

Berdasarkan mekanisme aksinya, antioksidan dibedakan menjadi
dua vyaitu antioksidan primer dan antioksidan sekunder.
Antioksidan  primer  menetralisir  radikal bebas dengan
menyumbangkan atom hidrogen (transfer elektron tunggal ET).
Antioksidan sekunder menetralisir katalis pro-oksidan, termasuk
chelators ion logam pro-oksidan seperti besi dan tembaga. Selain
itu juga asam-asam seperti ethylenediaminetetraacetic (EDTA),
asam sitrat (CA) dan menonaktifkan ROS seperti beta-karoten
(Shahidi, 2015).
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ANTIOKSIDAN RADIKAL BEBAS ANTIOKSIDAN RADIKAL BEBAS

Gambar 4. Mekanisme Aksi Antioksidan Primer (Maranathafarma,
2022)

Antioksidan menurut strukturnya dibedakan menjadi dua, yaitu
antioksidan enzimatik dan antioksidan non enzimatik. Antioksidan
enzimatik mampu mengubah produk oksidatif berbahaya menjadi
H202 kemudian diubah lagi menjadi molekul air (H20) dengan
bantuan kofaktor seperti tembaga (Cu), Mangan, (Mn), seng (Zn),
besi (Fe) dan selenium (Se). Antioksidan nonenzimatik seperti

vitamin C, vitamin E, polifenol, karotenoid dan glutation bekerja

dengan menghambat reaksi radikal bebas (Aziz, Diab dan
Mohammed, 2019)
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- \ 2
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Matrix metabolic enzymes CAT
GPA
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Oz O3 H202 H20 4 O2

Gambar 5. Mekanisme Kerja Antioksidan Enzimatik (Finkel, 2011).

Antioksidan juga dapat dibedakan menurut sumbernya, yaitu
antioksidan natural dan antioksidan sintetik. Antioksidan natural
diperoleh dari makanan yang mengandung senyawa-senyawa
metabolit sekunder seperti polifenol, vitamin C, tokoferol,
karotenoid, flavonoid, polisakarida antioksidan dan asam-asam
amino (Sarkar, Atreyi & Uma, 2016). Sumber antioksidan natural

yaitu dari buah-buahan, rempah-rempah, sayuran dan minuman
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seperti teh, jus dan anggur (Neha et al., 2019). Antioksidan sintetik
diperoleh dari proses sintesis senyawa kimia, contohnya seperti
Butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole
(BHA), propil galat (PG), dodesil galat (DG), oktilgallat (OG) dan
asam etilen diamin tetra asetat (EDTA) (Atta, Mohamed dan
Abdelgawad, 2017).

BHA, BHT,

TBHQ
# [0 des, metalli
nanopartices,
atioddant
Exogenous fundonalized
NPs.
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tocoaimo]s: lutein,

Metal binding
proteins

flavanols,

i Iycopens nthocyanins|
retinol ycop "E' ¢
i| |isoflavolnes B .
P phenolic F;;:’;ﬁ‘;:‘::‘
adds Catdlase, Glucoseé- ST
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Gambar 6. Bagan Klasifikasi Antioksidan (Flieger, Flieger dan
Baj, 2021).

Kemampuan antioksidan dalam menangkap radikal bebas dapat
berbeda beda pada senyawa, ditentukan oleh gugus aktif seperti -
OH atau -NH; dan posisi gugus fungsi dalam orto > meta > para >

meta.
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SO0,
Catalase,

Increasing Glutathione Peroxidase
Antioxidant

Effect

Glutathiona, Cosnzymea 10

Vitamin C, Uric Acid,
Vitamin E, Carotenoids, Flavonoids

Transferrin, Ceruleplasmin, Famitin, Lactoferin

Gambar 7. Efektivitas Antioksidan dalam Menetralisir Radikal Bebas
(Dasgupta dan Klein, 2014)..

Antioksidan tidak hanya menangkap radikal bebas, tetapi juga
menghilangkan ion logam transisi, menguraikan hidrogen
peroksida (H,0;), menghilangkan prooksidan aktif, meningkatkan
aktivitas antioksidan endogen dan memperbaiki sel yang rusak

akibat paparan radikal bebas (Roy, Nielsen dan Milledge, 2021).

Uji Antioksidan

Berdasarkan reaksi kimia yang terlibat, uji antioksidan dibagi
menjadi dua kategori yaitu reaksi Hydrogen Atom Transfer (HAT)
dan Single Electron Transfer (SET). Uji HAT mengukur
kemampuan antioksidan dalam menghilangkan radikal bebas
dengan memberikan atom hidrogen. Sedangkan SET mengukur
kemampuan antioksidan dalam mentransfer elektron untuk
mengurangi ion logam, gugus karbonil dan radikal bebas.
Reaktivitas metode SET bergantung pada kemampuan deprotonasi

dan ionisasi gugus fungsi (Munteanu dan Apetrei, 2021).

Beberapa metode Hydrogen Atom Transfer (HAT) yaitu sebagai
berikut:
a) Uji ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity)
Pengujian ini mengukur degradasi oksidatif dari molekul
fluoresen,-siklodekstrin atau fluoresen setelah bereaksi dengan
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radikal bebas misalnya inisiator azo. Kemudian ditambahkan
antioksidan dan diukur perlindungannya menggunakan
fluorometer (Munteanu dan Apetrei, 2021).

Uji HORAC (Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity)
Pengujian ini dilakukan dengan mengukur kemampuan proteksi
terhadap pembentukan radikal hidroksil melalui kompleks
Co(ll). Uji HORAC memberikan pengukuran langsung
kapasitas antioksidan pada radikal bebas dengan mengganggu
reaksi radikal (Munteanu dan Apetrei, 2021).

Uji TOSC

Pengujian ini didasarkan pada penghambatan produk etilen
karena adanya antioksidan yang bersaing dengan o-keto-y-
methylbutyric acid (KMBA) (Munteanu dan Apetrei, 2021).

Berikut beberapa metode Single Electron Transfer (SET)

a)

b)

Uji CUPRAC

Metode ini menentukan kapasitas antioksidan berdasarkan
reduksi tembaga 11 (Cu**) menjadi tembaga | (Cu®). Ligan yang
digunakan pada uji CUPRAC vyaitu Neocuproine (Nc; 2,9-
dimethyl-1,10-phenanthroline).  Antioksidan lipofilik dan
hidrofobik dapat diterapkan pada metode ini (Munteanu dan
Apetrei, 2021).

Uji DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Metode ini didasarkan pada pemberian elektron oleh
antioksidan untuk netralisasi radikal DPPH. Reaksi ditandai
dengan perubahan warna DPPH dan diukur pada gelombang
517 nm.
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Gambar 8. Mekanisme Netralisasi DPPH (Munteanu dan
Apetrei, 2021).

Aktivitas antioksidan 1Csy diartikan sebagai konsentrasi
antioksidan yang efisien untuk mengurangi konsentrasi DPPH
awal sebesar 50%. Uji DPPH merupakan metode sederhana
karena hanya menggunakan spektrofotometer Vis atau electron
paramagnetic resonance (EPR). Metode ini biasanya
digunakan untuk menilai aktivitas antioksidan ekstrak
tumbuhan yang memiliki aktivitas antioksidan. Kelebihan uji
DPPH yaitu biaya rendah, mudah dilakukan, diterapkan pada
suhu kamar, reproduktivitas dan kemungkinan otomatisasi
(Munteanu dan Apetrei, 2021).

2.3 Radikal Bebas

2.3.1 Pengertian
Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang memiliki satu
atau lebih elektron tidak berpasangan. Radikal bebas bersifat tidak
stabil, berumur pendek dan sangat reaktif. Oleh karena itu, radikal

bebas akan bereaksi dengan molekul sel disekitarnya untuk
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memperoleh pasangan elektron agar mencapai kestabilan. Molekul
sel tubuh yang elektronnya diambil oleh radikal bebas akan berubah
menjadi radikal bebas yang tidak stabil. Reaksi tersebut akan terjadi
secara terus menerus dalam tubuh dan jika dibiarkan akan

menyebabkan stres oksidatif (Arnanda dan Nuwarda, 2019).

Radikal bebas memiliki aktivitas fisiologis yang bermanfaat ketika
berada pada konsentrasi normal. Pertahanan inang untuk melawan
patogen, sintesis beberapa struktur seluler, persinyalan intraseluler
untuk memodulasi aliran darah, aktivitas saraf normal, trombosis dan
menginduksi respon mitogenik memerlukan peran radikal bebas
(Pizzino et al., 2017). Namun, ketika konsentrasi radikal bebas
melebihi kadar normal justru dapat menyebabkan kerusakan seluler
seperti lipid, protein dan DNA (Neha et al., 2019). Selain itu,
akumulasi radikal bebas berlebih juga akan menyebabkan
abnormalitas ekspresi gen, gangguan aktivitas reseptor, proliferasi
sel, gangguan imun, mutagenesis dan kerusakan jaringan. Kondisi
tersebut akan mengakibatkan berbagai gangguan Kklinis seperti
penyakit inflamasi, neurodegeneratif (alzheimer dan parkinson),
penyakit kardiovaskular, penuaan, hipertensi, rheumatoid arthritis,

kanker dan lain-lain (Martemucci et al., 2022).

Rheumatoid Diabetes Inflammatory
arthritis mellitus
Asthma MNeurodegenera-

tive diseases

FREE

RADICALS
Cataract /

/ "\

Cancer

Ageing Hypertension Atherosclerosis

Gambar 9.Radikal Bebas dan Penyakit (Martemucci et al., 2022).
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Klasifikasi

Secara umum radikal bebas atau pro-oksidan dibagi menjadi tiga
jenis, yaitu Reactive Oxygen Species (ROS) dan Reactive Nitrogen
Species (RNS). Baik ROS maupun RNS diklasifikasikan kembali
menjadi dua kelompok, yaitu senyawa radikal dan senyawa non-
radikal (Phaniendra, Babu dan Periyasamy, 2015).

\ \ Reactive Nitrogen
Reactive Oxygen Species (ROS) Species (RNS)
Name Symbol Half-Life (s) Name Symbol Half-Life!
Radicals
Superoxide o 108 Nitric oxide NO* 8
Nitrogen
] =10 5 *
Hydroxyl 'OH 10-%s dioxide NOs [
Hydroperoxyl HOy* 8 Nitrate radical NOs* 5
Peroxyl ROO* 17s
Alkoxyl RO* 10745
Organic hydraperoxide ROOH Stable
Non-radicals
Hydrogen peroxide H:0s Stable Nitrous acid HNOy [
Orone 0, ; Nilms_nnium NO* .
cation
Singlet oxygen ('0,Dg) 105 Nitroxyl anion NO~ 8
Hypochlorous acid HOC Stable (mir) Peroxynitrite ONOO~ 0%
- Dinitro
o . - -3 gen
Peroxynitrite ONOO 10%s trioxide N,Oy 8
Dinitrogen
tetroxide N0y 8
Peroxynitrous acid ONOOH Fair stable
Nitryl chloride NOJCI 5

Gambar 10. Klasifikasi Radikal Bebas (Martemucci et al., 2022)

Reactive Oxygen Species (ROS)

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan radikal bebas penting
yang dihasilkan dari sistem biologis oleh enzim prooksidatif,
oksidasi lipid, iridiasi, inflamasi, polusi dan gliko oksidasi. ROS
diklasifikasikan menjadi radikal yang berpusat pada oksigen dan non
radikal yang berpusat pada oksigen. Molekul non radikal ini
merupakan agen pengoksidasi yang mudah diubah menjadi radikal.
Radikal yang berpusat pada oksigen yaitu radikal hidroksil (OH-),
superoksida (O,-) dan radikal peroksil (ROO-). Sedangkan non
radikal yang berpusat pada oksigen yaitu nitrogen peroksida (H,0,)
dan oksigen singlet (O). Radikal superoksida (O-) berfungsi untuk
mengatur pertumbuhan sel dan melawan patogen yang menginduksi
respon inflamasi (EI-Bahr, 2013).
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Radikal hidroksil (OH-) merupakan molekul netral dari ion
hidroksida dan radikal yang sangat reaktif. Radikal hidroksil (OH-)
dapat Dbereaksi hebat dengan molekul organik dan anorganik
termasuk DNA, protein, lipid dan karbohidrat yang dapat
menyebabkan kerusakan parah pada sel (Phaniendra, Babu dan
Periyasamy, 2015). Mekanisme reaksinya dijelaskan dalam
persamaan fenton berikut ini:

Fe”" + Hy0, > Fe** + OH + OH

Fe* + H,0, > Fe** + O, + OH"

Fe** + 0, > Fe*" + 0,

Fe’* +H,0, > Fe** + OH + OH’

Gambar 11. Persamaan Reaksi Fenton (El-Bahr, 2013)

b) Reactive Nitrogen Species (RNS).

Molekul NO dan produk samping seperti nitrat (NO3-), nitrit
(NOy), peroksinitrit (ONOO-) dan 3-nitrotirosin disebut RNS
(Ozcan dan Ogun, 2015). Nitric oxide (NO-) berperan untuk
memberikan sinyal dalam fungsi seluler dan organ sebagai
neurotransmitter dan mediator respon imun (El-Bahr, 2013).
Oksida nitrat (NO) merupakan molekul lipofilik tidak bermuatan
yang mengandung satu elektron tidak berpasangan sehingga
reaktif terhadap molekul lain seperti oksigen, glutathion dan
radikal superoksida. Meskipun tidak terlalu reaktif, namun NO
mampu membentuk intermediet reaktif lain yang berefek pada
fungsi protein dan fungsi seluruh organisme sehingga memicu
kerusakan nitrosatif pada biomolekul. Oleh karena itu, NO dapat
berperan sebagai oksidan ataupun antioksidan (Ozcan dan Ogun,
2015).

2.3.3 Mekanisme Aksi
Mekanisme aksi dari radikal bebas yaitu bereaksi dengan menarik
elektron bebas dari molekul sekitar untuk menstabilkan dirinya. Hal
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tersebut dapat dengan mudah dilakukan karena radikal bebas

bersifat sangat reaktif. Radikal bebas akan merusak tiga kelas utama

molekul biologis, yaitu asam nukleat, protein dan lipid (Phaniendra,

Babu dan Periyasamy, 2015).

a) Asam Deoksiribonukleat (DNA)
Baik ROS maupun RNS, keduanya dapat merusak asam nukleat
secara oksidatif. DNA mitokondria lebih rentan terhadap
serangan ROS dibandingkan dengan DNA nuklir karena letaknya
yang dekat dengan tempat dihasilkannya ROS. Radikal hidroksil
(OH-) langsung menyerang komponen DNA seperti basa purin
dan pirimidin, rantai gula deoksiribosa yang mengakibatkan
sejumlah pergantian dan pemutusan ikatan untai tunggal dan
ganda dalam DNA.

N 0
HNJINH-CHO
o o HZN’L\“N NH,
N red. HN Ny
HN OH 2,6-diamino-4-hydroxy-
HN ,L\,\)j:NkH —r - HN k‘* | NXUH ring 5-formamidopyrimidine
NN = Ny opening
T-hydro-8-hydroxyguanine
C8-OH-adduct radical 4 ydroxyg
of guanine

axid. o

HN N
| “-oH

B-hydroxyguanine

Gambar 12. Mekanisme Pembentukan Produk Guanin dari
Radikal Adisi (Dizdaroglu et al., 2002).

Radikal hidroksil (OHe) mengadisi pirimidin sehingga
menghasilkan timin glikol, urasil glikol, 5-hydroxydeoxyuridine,
5-hydroxy deoxycytidine, hydantoin dan lain lain. Sedangkan
adisi pada purin menghasilkan 8-hydroxy deoxyguanosine, 8-
hidroksi  deoksi adenosin, dan 2,6-diamino-4-hidroksi-5-

formamidopirimidin. Hasil adisi basa DNA yang diinduksi
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radikal bebas lainnya meliputi, 5-formil urasil, sitosin glikol, 5,6-
dihidrotironin, 5-hidroksi-6-hidro-sitosin, 5- hidroksi-6-hidro
urasil, urasil glikol, dan aloksan. Produk utama dari induksi
radikal bebas pada rantai gula DNA meliputi asam glikolat, 2-
deoxytetrodialdose, erythrose, asam lak 2-deoxypentonic dan 2-
deoxypentose-4-ulose. Adanya 8-hydroxy deoxyguanosine
dijadikan sebagai biomarker kerusakan DNA oksidatif yang
terlibat dalam mutagenesis, Kkarsinogenesis dan penuaan
(Phaniendra, Babu dan Periyasamy, 2015).

Protein

Radikal bebas mengoksidasi asam amino hingga menyebabkan
pembentukan ikatan silang protein-protein, denaturasi dan
hilangnya fungsi protein, hilangnya aktivitas enzim, hilangnya
fungsi reseptor dan protein transpor (Phaniendra, Babu dan
Periyasamy, 2015). Hasil oksidasi asam amino oleh ROS
meliputi  nitrotriptofan  dari triptofan, ylkynurinine dari
kynurenine, 2,3-Dihidroksifenil alanin, 2-, 3-, dan 4-
hidroksifenilalanin dari fenilalanin. Tirosin membentuk k 3,4-
Dihidroksifenilalanin, ikatan silang tirosin-tirosin, Tyr-O-Tyr,
ikatan silang nitrotirosin; Histidin membentuk 2-Oksohistidin,
asparagin, asam aspartat; Arginin membentuk semialdehida
glutamat; Lisin membentuk semialdehid a-Aminoadipik; Prolin
membentuk asam piroglutamat 2-pirolidon, 4- dan 5-
hidroksiprolin, semialdehida glutamat; treonin membentuk asam
2-Amino-3-ketobutirat; residu leusin dan valin membentuk
residu hidroksil (Lopez-Alarcon et al., 2014).
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Gambar 13. Mekanisme oksidasi triptofan yang diinduksi oleh
spesies (Lopez-Alarcon et al., 2014)

c) Lipid

Secara umum, proses oksidasi lipid oleh radikal bebas
digambarkan dalam reaksi fenton.

Fieaksi Habar-Weiss

H2Z M(n+1) Mn

He—y| I ,
H202 * OH+ H20

Feaksi Fenton

Gambar 14. Reaksi Fenton dan Haber-Weiss (Ayala, Mufioz dan
Arguelles, 2014)

Radikal hidroperoksil (HO,) berperan penting dalam peroksidasi
lipid. Bentuk superoksida yang terprotonasi akan menghasilkan
H,O, yang bereaksi dengan logam aktif Fe dan Cu untuk
menghasilkan H,O melalui reaksi Fenton atau Haber-Weiss. HO
merupakan oksidan yang jauh lebih kuat dibandingkan dengan
anion superoksida dan mampu mengoksidasi rantai fosfolipid
rantai tak jenuh ganda sehingga menimbulkan gangguan fungsi
membran (Ayala, Mufloz dan Argielles, 2014). Proses
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peroksidasi lipid terjadi dalam tiga tahap, yaitu inisiasi, propagasi

dan terminasi.

R H.O R
4 + "OH 4» 7/  Radikal lipida
H -
Inisiasi
Lipida tak jenuh o,
Propagasi
R
4
OOH
Peroksida lipida Radikal lipida peroksil

Gambar 15. Reaksi Peroksidasi Lipid (Karjono, 2017)

1) Tahap inisiasi terjadi serangan radikal ROS terhadap molekul
lipid sehingga menghasilkan molekul air (H20) dan asam
lemak radikal.

2) Tahap propagasi terjadi reaksi antara asam lemak radikal
yang tidak stabil dengan molekul oksigen sehingga
menghasilkan peroksi radikal asam lemak. Jika radikal
peroksi bereaksi dengan molekul asam lemak lain akan
menghasilkan lipid peroksida.

3) Tahap terminasi terjadi reaksi molekul radikal dengan
molekul non radikal sehingga menghasilkan suatu radikal
baru, proses ini disebut mekanisme reaksi berantai (Ayala,
Mufioz dan Arglelles, 2014).

2.3.4 Sumber Radikal bebas
Radikal bebas dihasilkan dari reaksi homolitik, heterolitik atau
reduksi oksidasi (redoks). Secara umum, sumber radikal bebas
dibedakan menjadi dua, yaitu sumber endogen dan sumber eksogen.
Sumber endogen berupa respirasi mitokondria, autooksidasi, reaksi

enzimatik, pernapasan, ion logam, olahraga berat, infeksi dan




24

iskemia/reperfusi. Sumber eksogen dapat berupa polusi udara
(partikel anorganik seperti kuarsa, silika dan asbes), tembakau
(aktivitas  merokok), penggunaan obat-obatan  (bleomycin,
adriamycin dan sulfasalazin), pelarut di industri (kloroform dan
karbon tetraklorida) dan paparan radiasi (sinar UV, sinar matahari
dan pengobatan radiasi terapi kanker) (Dasgupta dan Klein, 2014).

2.4 Ekstraksi

24.1

24.2

24.3

Pengertian

Ekstraksi merupakan suatu teknik pemisahan ekstrak dari bahan alam
dengan menggunakan pelarut yang sesuai (Zhang, Lin dan Ye,
2018).

Mekanisme

Secara umum, mekanisme ekstraksi sebagai berikut:

a) Pelarut menembus matriks padat melalui difusi molekuler.
b) Zat terlarut akan melarut di dalam pelarut.

c) Zat terlarut terdifusi keluar dari matriks padat.

d) Zat terlarut dikumpulkan menjadi bentuk ekstrak.

Faktor- Faktor dalam Ekstraksi

Ada beberapa faktor yang berpengaruh terhadap keberhasilan

pemisahan ekstrak, diantaranya yaitu:

a) Pelarut
Pelarut yang akan digunakan dalam ekstraksi harus
mempertimbangkan  selektivitas, kelarutan, biaya dan
keamanannya. Menurut teori like dissolves like, pelarut akan
melarutkan senyawa dengan tingkat kepolaran yang sama atau
hampir sama. Alkohol dengan jenis metanol dan etanol
merupakan pelarut universal dalam skrining fitokimia (Zhang,
Lin dan Ye, 2018).
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Jenis-jenis pelarut yaitu:

1)

2)

Air, merupakan pelarut paling polar untuk ekstraksi senyawa
polar. Pelarut air memiliki kelebihan, diantaranya yaitu tidak
beracun, murah, tidak mudah terbakar, sangat polar dan
melarutkan berbagai zat. Kekurangan pelarut air yaitu
memicu pertumbuhan mikroba, dapat menyebabkan hidrolisis
dan tidak dapat memberikan panas yang diperlukan dalam
mengkonsentrasikan ekstrak (Abdullahi R, Abubakar dan
Haque, 2020).

Alkohol, merupakan pelarut polar yang dapat dicampur
dengan air. Alkohol dapat mengikat senyawa metabolit
sekunder yang bersifat polar. Kelebihan pelarut alkohol yaitu
tidak beracun pada konsentrasi rendah, sedikit panas untuk
mengkonsentrasikan ekstrak. Kekurangan pelarut alkohol
yaitu tidak melarutkan lemak dan lilin serta mudah menguap
dan mudah terbakar (Abdullahi R, Abubakar dan Haque,
2020).

3) Kloroform, merupakan pelarut non polar yang digunakan

untuk ekstraksi senyawa terpenoid, flavonoid, lemak dan
minyak. Kelebihan pelarut kloroform yaitu tidak berwarna,
berbau manis, larut dalam alkohol dan mudah diserap serta
dimetabolisme di dalam tubuh dengan baik. Namun,
kloroform bersifat sedatif dan karsinogenik (Abdullahi R,
Abubakar dan Haque, 2020).

4) Eter, merupakan pelarut non polar untuk ekstraksi senyawa

alkaloid, terpenoid, kumarin dan asam lemak. Kelebihan
pelarut eter yaitu mudah larut dengan air, memiliki titik didih
rendah dan tidak reaktif terhadap asam, basa dan logam.
Namun, pelarut eter sangat mudah menguap dan mudah
terbakar (Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

5) Cairan ionik, merupakan pelarut yang sangat polar dan stabil

terhadap pemanasan, bahkan pada suhu 3.000°C masih tetap



b)

d)

26

dalam keadaan cair. Pelarut ini memiliki kelebihan yaitu
sangat baik untuk menarik dan mengirimkan gelombang
mikro, sehingga cocok digunakan dalam ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro. Sangat polar, tidak mudah
terbakar dan berguna dalam ekstraksi cair-cair. Namun
pelarut jenis ini tidak cocok untuk preparasi sediaan tingtur
(Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

Perbandingan jumlah pelarut dan bahan baku
Rasio pelarut dengan bahan baku yang besar akan meningkatkan
hasil ekstraksi. Namun, rasio jika terlalu besar akan
menyebabkan ekstraksi pelarut berlebihan dan meningkatkan
durasi pemekatan (Zhang, Lin dan Ye, 2018).

Ukuran partikel

Ekstraksi bahan dengan ukuran partikel yang kecil akan
meningkatkan efisiensi karena akan meningkatkan penetrasi
antara pelarut dan zat terlarut. Namun, partikel yang terlalu kecil
dapat menyebabkan penyerapan zat terlarut yang berlebihan
sehingga akan menyulitkan proses filtrasi (Zhang, Lin dan Ye,
2018).

Suhu

Dalam ekstraksi, peningkatan suhu akan meningkatkan difusi dan
kelarutan bahan baku. Namun, suhu yang terlalu tinggi dapat
menyebabkan dekomposisi komponen termolabil dan ekstrak
kotor yang tidak diinginkan (Zhang, Lin dan Ye, 2018).

Durasi

Lamanya penetrasi antara pelarut dan zat terlarut akan
meningkatkan efisiensi ekstraksi sebelum terjadi kesetimbangan.
Jika telah terjadi kesetimbangan, sebaiknya pelarut diganti
dengan pelarut yang baru karena proses difusi tidak dapat terjadi
lagi (Zhang, Lin dan Ye, 2018).
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2.4.4  Jenis Jenis Metode
Secara garis besar, metode ekstraksi dibagi menjadi dua, yaitu
metode konvensional dan metode modern. Metode ekstraksi
konvensional diantaranya yaitu maserasi, perkolasi dan sokletasi.
Sedangkan metode ekstraksi modern diantaranya yaitu supercritical
fluid extraction (SFC), pressurized liquid extraction (PLE) dan
microwave assisted extraction (MAE) (Zhang, Lin dan Ye, 2018).
2.4.4.1 Maserasi
Maserasi merupakan metode ekstraksi yang sederhana tanpa
menggunakan alat-alat yang rumit. Alat dan bahan yang
diperlukan untuk ekstraksi maserasi hanya sampel bahan,
pelarut, wadah/bejana, batang pengaduk, kertas saring dan
corong pisah. Pemekatan ekstrak dilakukan penguapan
menggunakan rotary evaporator (Zhang, Lin dan Ye,
2018). Maserasi dilakukan dengan memasukkan sampel
bahan ke dalam bejana. Kemudian tuangkan pelarut hingga
sampel bahan terendam sempurna. Aduk dan tutup rapat
bejana. Setelah itu, simpan selama tiga hari. Dalam proses
tersebut perlu pengadukan sehari sekali untuk memastikan
proses ekstraksi berjalan dengan baik. setelah proses
ekstraksi selesai, campuran disaring menggunakan kertas
saring dan corong pisah. Kemudian untuk memekatkan
ekstrak digunakan rotary evaporator lalu dilanjutkan
dengan penguapan di atas water bath. Metode sangat aman
untuk senyawa-senyawa termolabil (Abdullahi R, Abubakar
dan Haque, 2020).



24472

2443

28

Perkolasi

Alat yang digunakan dalam metode ini yaitu perkolator,
bejana kaca yang berbentuk kerucut dengan bukaan di
kedua ujungnya. Ekstraksi dilakukan dengan memasukkan
sampel bahan yang telah halus ke dalam wadah bersih,
kemudian ditambahkan pelarut dan didiamkan selama 4
jam. Setelah itu, campuran dimasukkan ke dalam perkolator
dengan ujung bawah ditutup lalu didiamkan selama 24 jam.
Pelarut kemudian ditambahkan sampai sampel benar benar
jenuh. Tutup bawah perkolator dibuka dan dibiarkan hingga
cairan menetes perlahan. Penambahan pelarut dihentikan
jika volumenya telah mencapai 75%. Setelah proses
selesai,selanjutnya dilakukan penyaringan lalu dekantasi
(Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

Sokletasi

Ekstraksi ini dilakukan pada suhu tinggi secara terus
menerus dalam sebuah alat yang dinamakan ekstraktor
soklet. Metode ini dapat digunakan untuk sampel yang tidak
dapat larut dalam pelarut. Metode ini tidak meninggalkan
pengotor karena sampel dibungkus dalam kertas saring.
Selain itu, pelarut yang digunakan dalam metode ini lebih
sedikit dibandingkan dengan metode lain (Abdullahi R,
Abubakar dan Haque, 2020). Namun, metode ini tidak
cocok untuk bahan-bahan termolabil karena suhu yang
tinggi (sekitar 70°C), dapat mendegradasi senyawa
metabolit sampel tersebut (Zhang, Lin dan Ye, 2018).
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Rumput gajah mini tinggi produksi biomassa dan kualitas nutrisi serta
mengandung karbohidrat (Lasamadi, Anis dan Kaunang, 2017).

!

Perbedaan metode ekstraksi berpengaruh terhadap jenis dan jumlah senyawa
dalam ekstrak yang dihasilkan (Senja et al., 2014).

Maserasi Sokletasi

- Metode sederhana o

_ Risiko degradasi senyawa - Metode dengan suhu tinggi.
rendah - Tidak meninggalkan

- Jumlah pelarut lebih banyak pengotor .

_ Waktu yang lebiha lama jika - Hanya membutuhkan sedikit
dibandingkan dengan metode pelarut - dalam  prosesnya
lain (Zhang, Lin dan Ye (Abdullahi R, Abubakar dan
2018) ’ ' Haque, 2020).

N

Tanaman rumput gajah (Pennisetum purpureum scuach) memiliki
kandungan senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, saponin,
flavonoid, steroid, terpenoid dan glikosida jantung. Senyawa-senyawa
tersebut menyebabkan tanaman rumput gajah memiliki aktivitas
antioksidan yang kuat (Jack, Clark dan Ndukwe., 2020). Tanaman
rumput gajah mini memiliki genus yang sama dengan tanaman rumput
gajah sehingga memiliki afinitas kimia yang sama untuk membentuk
senyawa kimia yang identik dan khas (Syafitri dan Ersam, 2016).

Gambar 16. Kerangka Teori Penelitian
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Metode ekstraksi memiliki pengaruh yang sangat besar terhadap jenis dan
kuantitas senyawa pada ekstrak bahan alam yang akan dihasilkan dari
proses ekstraksi. Setiap metode yang digunakan memiliki kekurangan dan
kelebihan masing masing. Pilihan metode tergantung dengan kebutuhan,
kemudahan dan ketersediaan alat dari seorang praktisi. Metode ekstraksi
yang umum digunakan diantaranya yaitu maserasi dan sokletasi (Senja et
al., 2014).

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang sederhana tanpa menggunakan
alat-alat yang rumit. Alat dan bahan diperlukan untuk ekstraksi maserasi
hanya sampel bahan, pelarut, wadah/bejana, batang pengaduk, kertas
saring dan corong pisah. Untuk pemekatan ekstrak dilakukan penguapan
menggunakan rotary evaporator. Kelebihan metode ini yaitu proses
ekstraksi sederhana, tanpa menggunakan alat-alat yang rumit, mudah
dilakukan, mengurangi risiko degradasi senyawa metabolit karena tanpa
pemanasan. Namun, metode ini memerlukan jumlah pelarut yang sedikit
lebih banyak serta waktu yang lebih lama jika dibandingkan dengan
sokletasi (Zhang, Lin dan Ye, 2018).

Metode sokletasi merupakan metode yang dilakukan pada suhu tinggi
secara terus menerus dalam sebuah alat yang dinamakan ekstraktor soklet.
Metode ini dapat digunakan untuk sampel yang tidak dapat larut dalam
pelarut. Metode ini tidak meninggalkan pengotor karena sampel dibungkus
dalam Kertas saring. Selain itu, pelarut yang digunakan dalam metode ini
lebih sedikit dibandingkan dengan metode lain (Abdullahi R, Abubakar
dan Haque, 2020).

Aktivitas antioksidan dari ekstrak yang diperoleh dari berbagai metode
ekstraksi mungkin saja berbeda beda. Penelitian mengenai perbandingan
metode ekstraksi yang dilakukan oleh Dewi, Maisorah dan Verawaty
(2020) menyatakan bahwa terdapat perbedaan aktivitas antioksidan pada
ekstrak etanol bunga tasbih yang diekstraksi dengan metode maserasi dan

sokletasi.



2.5.2 Kerangka Konsep

Variabel Bebas

Metode Ekstraksi
(Maserasi dan Sokletasi)

Variabel Terikat

Aktivitas
Antioksidan

Gambar 17. Kerangka Konsep Penelitian
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BAB |11
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen skala laboratorium dengan
menggunakan metode DPPH untuk menguji aktivitas antioksidan ekstrak
etanol tanaman rumput gajah mini (P. purpureum cv Mott.). Hasil pengujian
aktivitas antioksidan pada metode maserasi dan sokletasi dilakukan
perbandingan untuk mengetahui perbedaan kekuatan aktivitas antioksidan
pada kedua metode.

Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam untuk melakukan
determinasi jenis tanaman, Laboratorium Analisis Farmasi Fakultas
Kedokteran untuk melakukan ekstraksi, evaporasi dan uji skrining
fitokimia dan Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi Lampung
untuk melakukan uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman
rumput gajah mini (P. purpureum cv Mott.)

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2022 - Januari 2023.

Identifikasi Variabel

3.3.1 \Variabel Bebas
Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode

ekstraksi, yaitu metode maserasi dan sokletasi.



3.3.2

33

Variabel Terikat
Variabel terikat yang digunakan dalam penelitian ini adalah aktivitas

antioksidan ekstrak rumput gajah mini yang diketahui dari nilai 1Cs.

3.4 Prosedur Penelitian

34.1

3.4.2

3.4.3

344

Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas kimia, batang
pengaduk, timbangan analitik, pisau, kertas saring, aluminium foil,
erlenmeyer, tabung reaksi, blender, labu ukur, pipet volume, pipet
tetes, 1 set soklet, evaporator, bejana dan spektrofotometer UV-Vis
(Hidayatullah, 2020).

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput gajah
mini (P. purpureum cv Mott.), etanol 96%, aquades, vitamin C,
DPPH, larutan H,SO,, kloroform, larutan Kl, larutan HgCl,, larutan
FeCl; 10%, serbuk Mg dan HCI pekat (Hidayatullah, 2020).

Determinasi Tanaman

Determinasi dilakukan untuk memastikan bahwa tanaman yang
digunakan dalam penelitian merupakan tanaman rumput gajah mini
(P. purpureum cv Mott.). Determinasi tanaman rumput gajah mini
(P. purpureum cv Mott.) dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung
dengan membandingkan ciri dan sifat tanaman dengan buku Flora of
Java (Hidayatullah, 2020).

Pembuatan Ekstrak

3.4.4.1 Pembuatan Serbuk Tanaman Rumput Gajah Mini
Sampel tumbuhan rumput gajah mini yang dipanen dari
kebun dibersihkan dari akar, pengotor dan campuran tanaman

lain. Kemudian dicuci menggunakan air dan ditiriskan.
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Setelah itu, dirajang kecil-kecil dan dijemur tanpa sinar
matahari langsung. Penjemuran dihentikan jika sampel telah
kering yang ditandai dengan jika diremas akan mudah
hancur. Sampel kering kemudian dihaluskan menggunakan
blender. Setelah menjadi serbuk, sampel selanjutnya
dimaserasi (Martiningsih et al., 2016).

3.4.4.2 Pembuatan Ekstrak Etanol Tanaman Rumput Gajah Mini

dengan Metode Maserasi

Maserasi dilakukan dengan memasukkan 500 gram serbuk
rumput gajah mini ke dalam bejana lalu direndam
menggunakan etanol 96% sebanyak 5000 ml. Setiap 24 jam
dilakukan pengadukan untuk memastikan bahwa proses
ekstraksi berjalan dengan baik lalu disaring untuk mengambil
maseratnya.  Ampas  kemudian  direndam  kembali
menggunakan pelarut yang baru dan dilakukan pengulangan
sampai 3 hari. Setelah proses ekstraksi selesai, campuran
disaring menggunakan kertas saring dan corong pisah. Untuk
memekatkan ekstrak digunakan rotary evaporator lalu
dilanjutkan dengan penguapan di atas water bath. Sehingga
hasil akhirnya akan berupa ekstrak yang pekat (BPOM,
2012).

3.4.4.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Tanaman Rumput Gajah Mini

dengan Metode Sokletasi

Tanaman rumput gajah yang telah menjadi serbuk halus
ditimbang sebanyak 30 gram, kemudian dibungkus
menggunakan kertas saring lalu dimasukkan ke dalam tabung
soklet dan ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 300 ml.
Panaskan dengan suhu +90°C selama 5 jam. Setelah proses
ekstraksi selesai, dilakukan penguapan dengan rotary
evaporator sehingga dihasilkan ekstrak kental (Siswarni MZ,
Yusrina Ika Putri dan Rizka Rinda P, 2017).
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3.4.5 Uji Kandungan Senyawa

3451

3.45.2

3453

3454

Uji Alkaloid

Untuk menguji kandungan alkaloid digunakan uji wagner, 1
ml ekstrak dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan larutan kalium iodida 1 ml dan kocok
perlahan. Jika terbentuk endapan coklat kemerahan, maka
sampel tersebut mengandung alkaloid (Abdullahi R,
Abubakar dan Haque, 2020).

Uji Flavonoid

Untuk menguji kandungan flavonoid digunakan Pew’s test,
ekstrak sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan serbuk zn sejumput kemudian
diteteskan larutan H,SO,. Jika terbentuk larutan berwarna
merah, maka sampel tersebut mengandung flavonoid
(Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

Uji Saponin

Untuk menguji kandungan saponin, sebanyak 1 ml sampel
ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
ditambahkan 1 ml aquades dan dikocok perlahan selama 30
detik. Jika terbentuk busa, maka sampel tersebut
mengandung saponin (Abdullahi R, Abubakar dan Haque,
2020).

Uji Tanin

Untuk menguji kandungan tanin, sebanyak 1 ml sampel
ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
ditambahkan 3 tetes larutan FeCl; 10% dan dikocok
perlahan selama 30 detik. Jika terbentuk warna hitam
kebiruan, maka sampel tersebut mengandung tanin
(Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).
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Uji Fenol

Untuk menguji kandungan fenol, sebanyak 1 ml sampel
ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
ditambahkan 1 ml FeCl; 5% dan dikocok perlahan. Jika
terbentuk warna hijau, maka sampel tersebut mengandung
fenol (Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

Uji Triterpenoid

Untuk menguji kandungan terpenoid, sebanyak 1 ml
ekstrak ditambahkan larutan CCl, kemudian ditambahkan
larutan H,SO, beberapa tetes. Jika larutan berwarna coklat
kemerahan, maka sampel tersebut mengandung triterpenoid
(Abdullahi R, Abubakar dan Haque, 2020).

3.4.6 Uji Aktivitas Antioksidan

3.4.6.1

3.4.6.2

3.4.6.3

Pembuatan Larutan DPPH 40 ppm

Larutan DPPH 40 ppm dibuat dengan menimbang 0,004
gram DPPH yang dilarutkan dalam 100 ml etanol 70%.
Kemudian dikocok perlahan hingga serbuk DPPH melarut
dengan sempurna.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Larutan DPPH diambil sebanyak 1 ml kemudian
ditambahkan 5 ml etanol 70% dan didiamkan selama 30
menit ditempat gelap. Setelah itu, diukur serapannya pada
panjang gelombang 400-600 nm (Prasetyo et al., 2021).
Penentuan Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Tanaman
Rumput Gajah Mini dan Kontrol Positif Vitamin C

Ekstrak etanol dari metode maserasi dan sokletasi masing
masing dibuat dengan konsentrasi 20; 40; 60; 80; 100 ppm,
kemudian dipipet masing-masing 1 ml ke dalam 5 tabung
reaksi yang telah dilapisi alumunium foil. Tambahkan 2 ml

larutan DPPH kemudian dikocok hingga homogen dan
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dibiarkan selama 30 menit. Serapan diukur dengan
Spektrofotometer Vis pada panjang gelombang maksimum.
Pada vitamin C dilakukan cara yang sama sebagai
pembanding dengan konsentrasi masing-masing 2; 4; 6; 8;

10 ppm (Nurhasnawati, Handayani dan Sukarmi, 2017).

Perhitungan Aktivitas Antioksidan
Aktivitas antioksidan dinyatakan oleh satuan persen inhibisi
dengan persamaan berikut.

Absorbansi blanko—absorbansi sampel

% Inhibisi = x 100%

Absorbansi blanko

Absorbansi blanko merupakan absorbansi DPPH 40 ppm
(Nurhasnawati, Handayani dan Sukarmi, 2017).

Nilai persen inhibisi yang diperoleh dihitung persamaan
garis regresi linier untuk menentukan nilai 1Csg.

Persamaan rumus regresi linier yaitu f(x) = bx + a.

Setelah diperolen nilai 1Csy selanjutnya dilakukan

pengklasifikasian berdasarkan tingkat kekuatan antioksidan.
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Berikut adalah tingkat kekuatan antioksidan dengan metode
DPPH (Aprilia, Putri dan Hidajati, 2015).

Intensitas Nilai 1Csg
Antioksidan
Sangat kuat <50 ppm
Kuat 50 — 100 ppm
Sedang 100 — 250 ppm
Lemah 250 — 500 ppm

Tabel 1. Klasifikasi Kekuatan Antioksidan

3.5 Analisis Data

Data hasil penelitian diolah menggunakan Ms. Excel untuk mengetahui nilai
ICso pada ekstrak. Nilai 1Cso hasil pengolahan selanjutnya dikategorikan

berdasarkan kekuatan antioksidan Tabel 1.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. Kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak

3.

etanol tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv. Mott)
yang diekstraksi dengan metode maserasi dan sokletasi yaitu alkaloid,
tanin, saponin, fenol dan terpenoid.

Aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini
(Pennisetum purpureum cv. Mott) yang diekstraksi dengan metode
maserasi diketahui menghasilkan nilai 1Cso sebesar 57,28 ppm dengan
kategori kuat. Sedangkan aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman
rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv. Mott) yang diekstraksi
dengan metode sokletasi diketahui menghasilkan nilai 1Cs, sebesar 30,24
ppm dengan kategori sangat kuat.

Aktivitas antioksidan ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini
(Pennisetum purpureum cv. Mott) yang diekstraksi dengan metode
maserasi memiliki nilai 1Csq lebih besar dibandingkan dengan metode
sokletasi. Dari nilai tersebut dapat diketahui bahwa aktivitas antioksidan

metode maserasi lebih kecil dibandingkan dengan metode sokletasi.

5.2 Saran

1.

Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai fraksinasi
dan isolasi terhadap senyawa metabolit sekunder yang memberikan
aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol tanaman rumput gajah mini

(Pennisetum purpureum cv. Mott).
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2. Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai penentuan
kadar senyawa metabolit sekunder yang mengandung gugus hidroksil
dan amina yang memberikan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol

tanaman rumput gajah mini (Pennisetum purpureum cv. Mott).

3. Disarankan untuk melakukan uji aktivitas biologis lain
farmakologis, antikanker, antibakteri, anti hiperkolesterol

antidiabetes.
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