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ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITE
COMPOUNDS FROM SUNGKAI LEAVES (Peronema canescens Jack)
AND THE ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST

By

Rista Anggi Pramudia

Sungkai plant is a species of the Verbenaceae family which has the Latin name
Peronema canescens Jack which is used for traditional medicine because it has
anti-inflammatory, antibacterial, antiviral, antioxidant and antimalarial activities.
The purpose of this study was to examine the antioxidant activity of the ethyl
acetate fraction from Sungkai leaves using the DPPH method and to isolate and
identify secondary metabolites from Sungkai leaves. The stages of the research
carried out included sample preparation, sample extraction using the maceration
method, fractionation using the vacuum liquid chromatography method and
column chromatography, testing the antioxidant activity using UV-Vis
spectrophotometer, purification analysis using the thin layer chromatography
method, for the appearance of compounds by *H-NMR spectrophotometer. The
results showed that of the 5 fractions namely FEA, FEB, FEC, FED, and FEE
vacuum liquid chromatography results had antioxidant activities of 2,055 ppm,
0,848 ppm, 3,277 ppm, 2,370 ppm and 0,689 ppm respectively. Two compounds
that were successfully isolated from the FEB fraction were coded NV31 and
NV32. Compound NV3L1 has physical properties of white needle crystals of 3 mg
while compound NV32 has physical properties of yellow needle crystals of 3.6
mg. The NV31 compound is a B-sitosterol compound from the steroid group,
which has been reported by Baskar et al., (2010), has antioxidant activity with an
IC50 value of 389.5 uM using the DPPH method. As for NV32, it is a mixture of
steroid and triterpenoid compounds, one of which has similarities to the
peronemin B1 compound. Kitagawa et al. (1994) reported that it was isolated
from sungkai leaves and has antimalarial activity in vitro against Plasmodium
falciparum at a dose of 118 pM. (43 pg/mL) and was stated to inhibit the growth
of plasmodium.

Keywords: Peronema canescens, -sitosterol, Peronemin B1, Antioxidant.
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Tanaman sungkai merupakan salah satu spesies dari famili Verbenaceae yang
memiliki nama latin Peronema canescens Jack yang digunakan untuk obat
tradisional karena memiliki aktivitas antiinflamasi, antibakteri, antivirus,
antioksidan, dan antimalaria. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk menguji
aktivitas antioksidan fraksi etil asetat dari daun sungkai menggunakan metode
DPPH serta mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder dari
daun sungkai. Tahapan penelitian yang dilakukan meliputi persiapan sampel,
ekstraksi sampel menggunakan metode maserasi, fraksinasi dengan metode
kromatografi cair vakum dan kromatografi kolom, pengujian aktivitas antioksidan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis, analisis kemurnian menggunakan
metode kromatografi lapis tipis, untuk identifikasi senyawa dengan
spektrofotometer *H-NMR. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari ke-5 fraksi
yakni FEA, FEB, FEC, FED, dan FEE hasil kromatografi cair vakum memiliki
aktivitas antioksidan masing-masing sebesar 2,055 ppm, 0,848 ppm, 3,277 ppm,
2,370 ppm dan 0,689 ppm. Dua senyawa yang telah berhasil diisolasi dari fraksi
FEB diberi kode NV31 dan NV32. Senyawa NV31 memiliki sifat fisik kristal
jarum berwarna putih sebanyak 3 mg sedangkan senyawa NV32 memiliki sifat
fisik kristal jarum berwarna kuning sebanyak 3,6 mg. Untuk senyawa NV31
adalah senyawa [-sitosterol dari golongan steroid, yang telah dilaporkan oleh
Baskar et al., (2010), memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1C50 sebesar
389,5 uM menggunakan metode DPPH. Sedangkan untuk NV32 merupakan
campuran senyawa dari senyawa steroid dan triterpenoid yang salah satu
senyawanya memiliki kemiripan dengan senyawa peronemin B1 telah dilaporkan
oleh Kitagawa et al., (1994) diisolasi dari daun sungkai dan memiliki aktivitas
antimalaria secara in vitro terhadap Plasmodium falciparum dengan dosisi 118
pM (43 pg/mL) dan dinyatakan dapat menghambat pertumbuhan plasmodium.

Kata Kunci: Peronema canescens, -sitosterol, Peronemin B1, Antioksidan.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Dalam kehidupan sehari-hari diabetes melitus, kelainan neurodegeneratif
(penyakit parkinson, penyakit alzheimer dan multiple sclerosis), penyakit
kardiovaskular (aterosklerosis dan hipertensi) (Simanjuntak dan Zulham, 2020),
peradangan (Simanjuntak, 2012), dan lainnya yang berbahaya hingga mematikan
disebabkan oleh keadaan stres oksidatif. Keadaan stres oksidatif yang terjadi
akibat radikal bebas dapat menyebabkan terjadinya kerusakan oksidatif tingkat
sel, jaringan hingga organ tubuh yang akan mempercepat proses penuaan dan

munculnya penyakit.

Salah satu cara dalam menghambat kerusakan-kerusakan keadaan stres oksidatif
dengan senyawa antioksidan. Antioksidan merupakan inhibitor proses oksidasi,
bahkan pada konsentrasi yang relatif kecil (Andarina dan Djauhari, 2017).
Antioksidan bersifat sangat mudah dioksidasi, sehingga radikal bebas akan
mengoksidasi antioksidan dan melindungi molekul lain dalam sel dari kerusakan
akibat oksidasi oleh radikal bebas atau oksigen reaktif (Werdhasari, 2014).
Berdasarkan sumbernya antioksidan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia
dikelompokkan menjadi tiga yaitu antioksidan endogen (enzim antioksidan) yang
sudah diproduksi di dalam tubuh manusia, antioksidan alami yang diperoleh dari
bahan-bahan alam, dan antioksidan sintetis yang banyak digunakan pada produk

pangan (Parwata, 2016).

Senyawa antioksidan sangat diperlukan oleh tubuh yakni untuk memperbaiki
kerusakan sel yang berlebihan akibat radikal bebas (Zulaikhah, 2017), menjaga
kesuburan (Simanjuntak, 2012), antipenuaan, perlindungan dari UV, kekebalan

tubuh, serta perlindungan dari ROS (Reactive Oxygen Species) akibat stress



oksidatif (Haerani dkk., 2018). Keadaan stres oksidatif yang terjadi akibat radikal
bebas dapat menyebabkan terjadinya kerusakan oksidatif tingkat sel, jaringan
hingga organ tubuh yang akan mempercepat proses penuaan dan munculnya
penyakit. Mekanisme kerja antioksidan yang berhubungan pada beberapa
penyakit tersebut yang dapat menimbulkan berbagai masalah kesehatan antara
lain: (1) Efek antiaterosklerosis, (2) Antiinflamasi, (3) Efek antitrombogenik, (4)
Efek antiosteoporosis, dan (5) Efek antitumor (Simanjuntak, 2012).

Studi epidemiologi menunjukkan bahwa adanya peningkatan konsumsi
antioksidan alami yang terdapat dalam buah, sayur, bunga dan bagian-bagian lain
dari tumbuhan dapat mencegah penyakit-penyakit akibat stres oksidatif.
Antioksidan alami dapat diperoleh dari tanaman, seperti vitamin A, vitamin C,
vitamin E dan senyawa fenolik (flavonoid) (Parwata, 2016). Antioksidan sintetis
sudah banyak digunakan di masyarakat baik pada minuman maupun makanan
kemasan yang dijual di pasaran. Suplementasi antioksidan sekarang diakui
sebagai sarana penting untuk meningkatkan perlindungan radikal bebas
(Sehwag and Das, 2013). Menurut hasil penelitian Amarowicz et al., (2000)
menyatakan bahwa penggunaan bahan sintetis dapat meningkatkan risiko penyakit

kanker.

The World Health Organization (WHO) telah merekomendasikan pengobatan
tradisional, back to nature dengan memanfaatkan potensi bahan alam, yang
memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan penggunaan obat sintetik,
karena pengobatan secara tradisional menggunakan tumbuhan, mikroba, dan
sumber lainnya, hampir tidak ada efek negatif yang ditimbulkan (Latief et al.,
2021). Kemampuan bahan alam sebagai bahan pengobatan dari senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkannya, menjadikan sebagai salah satu sumber alternatif

untuk menyembuhkan penyakit tertentu.

Metabolit sekunder adalah produk yang dihasilkan dari proses metabolisme
sekunder (Silalahi, 2013). Golongan senyawa metabolit sekunder diantaranya
yaitu golongan senyawa fenolik, flavonoid, saponin, minyak atsiri, tanin, alkaloid,
dan steroid. Sumber antioksidan yang berasal dari tumbuhan adalah senyawa

flavonoid, triterpenoid, dan steroid (Hardiningtyas dkk., 2014).



Salah satu tanaman yang memiliki kandungan senyawa fenolik (flavonoid),
triterpenoid, dan steroid adalah tanaman sungkai yang banyak ditemukan di
Indonesia yaitu di pulau Sumatera, Kalimantan, Kepulauan Riau, sebagian Jawa
dan Sulawesi (Ningsih dan Ibrahim, 2013). Berdasarkan penelitian Ramadenti et
al., (2017) dilaporkan beberapa kandungan senyawa metabolit sekunder pada

daun sungkai yaitu flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, steroid dan fenolik.

Pindan dkk., (2021), melakukan penelitian pada beberapa fraksi daun sungkai
yakni, ekstrak kasar, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan fraksi etanol sisa
yang mana memiliki nilai 1Cso masing-masing sebesar 29,549 ppm, 607,475
ppm, 12,986 ppm dan 15,766 ppm.

Berdasarkan pemaparan informasi diatas, bahwa tanaman sungkai pada bagian
daun berpotensi sebagai antioksidan sehingga mendorong penulis untuk
melakukan penelitian lebih lanjut. Oleh karena itu, maka dalam penelitian ini akan
dilakukan pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH serta
isolasi senyawa metabolit sekunder dari daun sungkai dari fraksi yang memiliki

aktivitas antioksidan.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Menguji aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat daun sungkai (P.
canescens Jack) dengan menggunakan metode DPPH.
2. Mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder dari daun

sungkai (P. canescens Jack).



1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
kandungan metabolit sekunder dari daun sungkai (P. canescens Jack) serta dapat
digunakan sebagai database tambahan sumber alami tumbuhan yang berpotensi

sebagai antioksidan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Verbenaceae

Famili Verbenaceae dari sekitar 99 genera dan 3151 spesies tersebar
terutama di daerah tropis dan subtropis. Di Bangladesh, famili ini diwakili
oleh 19 genera dan 68 spesies. Sekitar 22 genera dan lebih dari 30 spesies
telah dilaporkan dari India. Beberapa genera famili Verbenaceae di antaranya
adalah Clerodendrum (400, kemuliaan-bower), Verbena (250, vervain), Vitex
(250, pohon suci), Lippia (220, buah kodok), Lantana (150), Callicarpa
(140, beauty-berry), Stachytarpheta (100) dan Tectona (3, jati) dari berbagai
belahan bumi (Roy et al., 2016).

dikenal sebagai Verbena atau Vervain, memiliki tipe daun tunggal. VVarbenaceae
merupakan famili yang habitatnya berupa herba dan perdu. Salah satu spesies dari

Verbenaceae adalah P. canescens (Heywood et al., 2007).

2.2. Tanaman Sungkai

Secara alami tanaman sungkai terdapat di Pulau Kalimantan, Sumatera,
Kepulauan Riau dan Jawa Barat. Sungkai yang terdapat di Jawa Barat berasal dari
Lampung, kemudian tumbuh secara alami (Wilarso, 2000). Tanaman sungkai
sering disebut sebagai jati sabrang, ki sabrang, kurus sungkai, atau sekai (Yani
dkk., 2013).



Menurut Plantamor (2022), klasifikasi tanaman sungkai sebagai berikut:
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas . Asteridae

Ordo : Lamiales

Famili : Verbenaceae

Genus : Peronema

Spesies : Peronema canescens Jack.

Tanaman sungkai termasuk ke dalam tanaman kayu-kayuan yang diameternya
mencapai 60 cm yang mampu tumbuh hingga setinggi 20-30 m dan memiliki
batang bebas cabang sekitar 15 m. Batang sungkai berwarna abu-abu atau sawo
matang dengan bentuk yang lurus berlekuk kecil, beralur dangkal terkelupas kecil
dan tipis. Penampang kulit luar batangnya memiliki warna kekuningan, merah
muda, hingga coklat. Daun bersirip ganjil dan majemuk yang terletak berpasangan
atau berselang serta lancip pada ujung daunnya (Fransisca dkk., 2020). Bunga
sungkai berbentuk malai di ujung atau ketiak daun atas, ukurannya besar dan
bercabang-cabang dengan panjang sekitar 20-60 cm. Pada umumnya buah akan
muncul setelah dua bulan musim bunga. Buah sungkai berupa buah batu beruang
empat, kering, bulat, kecil dan berbiji banyak. Namun biji sungkai sulit
dikecambahkan (Wilarso, 2000). Perakarannya menyebar dangkal dan tidak tahan

terhadap kekurangan zat asam lebih dari sepuluh hari.

Tanaman sungkai dapat tumbuh dengan baik pada ketinggian 0-600 meter di atas
permukaan laut pada cuaca tropis dengan rata-rata curah hujan tahunan 2100-2700
mm. Penanaman pohon sungkai memerlukan tanah dengan kandungan unsur hara
yang baik dan tidak dianjurkan dilakukan pada tanah yang terbentuk antara batuan
kapur pasir yang bercampur dengan tanah liat, yang kadar airnya rendah atau
dikenal dengan tanah mergel, karena tanaman akan menjadi layu dan kering
(Fransisca dkk., 2020).



Gambar 1. Tanaman Sungkai a) pohon sungkai; b) batang sungkai; c) daun
sungkai

2.3. Efek Farmakologi

Daun muda tanaman sungkai dari suku Verbenaceae, secara tradisional sering
digunakan sebagai obat pilek, obat cacingan (ringworms), pencegah sakit gigi
dengan cara berkumur, campuran rempah di air mandi bagi wanita yang baru saja
melahirkan dan sebagai penurun panas (Fransisca dkk., 2020). Serta hasil
penelitian dari Yani dkk., (2013) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun
muda sungkai berpotensi dalam meningkatkan kesehatan (imunitas). Ekstrak
etanol daun sungkai dengan dosis 350 mg/kg berat badan mencit memberikan
aktivitas paling efektif sebagai antidiabetis, yang dapat menurunkan kadar
gula darah mencit diabetes setelah mengurangi volume urin, minum setiap
hari, dan berat badan pada tikus diabetes (Latief et al., 2021).

Ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan fraksi metanol kulit batang
tanaman sungkai tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan
E.coli sedangkan ekstrak daun sungkai, fraksi etil asetat, fraksi metanol memiliki
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
terhadap S. aureus berturut-turut, 1024 pg/mL dan 512 pg/mL, sedangkan
terhadap E. coli, ekstrak dan fraksi memiliki KHM dan KBM 512 ug/mL



(Kusriani dkk., 2015). Dari hasil pengamatan dilaporkan bahwa fraksi etil asetat
daun sungkai dapat menghambat pertumbuhan parasitemia pada darah Mus
musculus sebesar 50,89%, lebih besar persentase penghambatannya dibandingkan
terhadap kelompok kontrol positif dan negatif (Ramadenti et al., 2017).

Hasil penelitian dari Latief et al., (2021) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
sungkai dengan konsentrasi 15% memiliki aktivitas antiinflamasi mencapai 50%
inhibisi. Khasanah (2021), telah berhasil mengisolasi senyawa dengan kode NV21
diperkirakan sebagai flavonoid jenis flavon dari daun sungkai yang berpotensi
sebagai inhibitor enzim SARS-CoV-2 Mpro secara in silico yang ditunjukkan
dengan nilai energi ikatan ligan uji bernilai negatif menggunakan software

Autodock yaitu Autodock 4 dan Autodock vina.

2.4. Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder

Salah satu senyawa organik yang dapat dihasilkan pada tanaman yaitu metabolit.
Metabolit diklasifikasikan menjadi dua, yaitu metabolit primer dan metabolit
sekunder. Metabolit primer merupakan senyawa yang dibentuk pada tanaman
dalam jumlah terbatas yang penting untuk pertumbuhan tanaman. Sedangkan
metabolit sekunder merupakan senyawa yang dibentuk pada tanaman tetapi tidak
digunakan untuk pertumbuhan tanaman dan diproduksi lebih banyak pada saat

tanaman dalam kondisi stres (Yuhernita dan Juniarti, 2011).

Metabolit ini memiliki aktivitas farmakologi dan biologi. Adapun metabolit
sekunder memiliki ciri-ciri yakni: tidak terlibat langsung dalam metabolisme
dasar, tidak esensial, berperan di dalam pertahanan terhadap musuh, senyawa
organik dengan berat molekul 50-1500 dalton, dan dapat dimanfaatkan sebagai
obat, parfum dan lain sebagainya (Saifudin, 2014). Secara garis besar senyawa
metabolit sekunder dikelompokkan menjadi dua jenis yaitu senyawa fenolik dan
non-fenolik. Senyawa fenolik dibagi menjadi beberapa kelompok yaitu fenol
sederhana dan asam fenolat, fenilpropanoid, flavonoid, dan tanin (Julianto, 2019).

Sedangkan yang termasuk senyawa non-fenolik adalah kelompok terpenoid.



Kelompok terpenoid ini ditemukan dalam berbagai variasi misalnya diterpen dan

triterpen glikosida yang disebut saponin.

2.4.1. Fenolik

Senyawa fenolik merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam
tanaman dengan karakteristik memiliki cincin aromatik yang mengandung satu
atau dua gugus hidroksi (OH). Yang mana senyawa ini memiliki sifat dan ciri
yang khas yakni, cenderung mudah larut dalam pelarut polar; bila murni, tak
berwarna; jika terkena udara akan teroksidasi menimbulkan warna gelap;
membentuk kompleks dengan protein; sangat peka terhadap oksidasi enzim;
mudah teroksidasi oleh basa kuat; dan menyerap sinar UV-Vis (Julianto, 2019).

Senyawa-senyawa yang berhasil diisolasi dari akar dan kulit batang tanaman turi
diantaranya, senyawa 1,1'binaphthalene-2,2'diol (1) (Hasan et al., 2012), serta
senyawa Sesbagrandiflora A-C (2-4) hasil isolasi dari ekstrak etil asetat kulit

batang tanaman turi (Noviany et al., 2020).

o
OCH4
H4CO
(2)
‘:; WQ

OCH3 | g OCH4
CLM 3 CLH 3

Gambar 2. Struktur senyawa 1,1'binaphthalene-2,2'diol (1), serta senyawa
Sesbagrandiflora A-C (2-4) hasil isolasi dari ekstrak etil asetat kulit
batang tanaman turi
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2.4.2. Terpenoid

Terpena merupakan komponen utama dalam minyak turpentine. Nama “terpena”
berasal dari kata turpentine (terpentine). Terpena dapat mengandung dua, tiga atau
lebih satuan isoprena. Molekul-molekulnya dapat berupa rantai terbuka atau
siklik, dapat mengandung ikatan rangkap, gugus hidroksil, gugus karbonil, atau
gugus fungsional lain, struktur mirip terpena yang mengandung unsur-unsur lain
disamping C dan H disebut terpenoid (Fessenden dan Fessenden, 1982). Sebagian
besar terpenoid tidak berwarna, cairan yang memiliki bau, memiliki berat jenis
yang lebih ringan daripada air, mudah menguap dengan adanya uap air panas.
Sedikit diantaranya berwujud padat seperti camphor. Seluruh senyawa terpenoid
dapat larut dalam pelarut organik dan biasanya tidak larut dalam air. Kebanyakan
terpenoid bersifat optik aktif (Julianto, 2019).

2.5. Metabolit Sekunder Hasil Isolasi dari Tanaman Sungkai

Berdasarkan uji fitokimia daun sungkai yang dilakukan oleh Astuti (2021),
bahwa pada ekstrak kasar metanol menunjukkan adanya kandungan saponin,
fenol, steroid, dan flavonoid. Hasil uji fitokimia pada fraksi n-heksana hanya
terdapat kandungan saponin dan steroid. Pada fraksi etil asetat mengandung
saponin, steroid, dan flavonoid. Sedangkan pada fraksi metanol-air menunjukkan

adanya saponin, fenol, alkaloid, dan flavonoid.

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Muharni et al., (2021), telah berhasil
mengisolasi senyawa golongan terpenoid dan steroid dari daun sungkai yakni
asam betulinat (5) dan stigmasterol (6). Kedua senyawa tersebut memiliki
aktivitas antikolesterol dengan nilai 1Cso masing-masing sebesar 60,53 pg/mL dan
222,32 pug/mL, sedangkan nilai antikolesterol standar senyawa simvastatin

memiliki 1Cso sebesar 24,68 g/mL.
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Gambar 3. Struktur senyawa asam betulinat (5) dan stigmasterol (6) dari daun
sungkai

Baru-baru ini Ardhica (2022), telah berhasil mengisolasi senyawa apigenin (4°, 5,
7-trihydroxyflavone) (Gambar 4), dengan rumus molekul C15H100s yang

merupakan golongan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun sungkai.

OH

HO ®)

o o

Gambar 4. Struktur Apigenin (4°, 5, 7-trihydroxyflavone) (7)

Senyawa diterpenoid tipe clerodane dari ekstrak etil asetat daun sungkai telah
berhasil diisolasi oleh Kitagawa et al., (1994) yang diberi nama peronemin B2 (8),
A2 (9), B1 (10), C1 (11), B3 (12), A3 (13), D1 (14). Masing-masing struktur

senyawanya dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Struktur senyawa diterpen yang telah diisolasi dari ekstrak etil asetat

daun sungkai (8-14)
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2.6. Metabolit Sekunder

2.6.1. Isolasi

Isolasi adalah cara pemisahan komponen-komponen kimia yang terdapat dalam
suatu bahan alam, baik dalam skala laboratorium maupun industri. Metode
pemisahan bertujuan untuk mendapatkan zat murni atau beberapa zat murni dari
suatu campuran, sering disebut sebagai pemurnian dan juga untuk mengetahui
keberadaan suatu zat dalam suatu sampel yang dianalisis laboratorium. Isolasi
senyawa bahan alam terdiri dari ekstraksi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi
(Harborne, 1987).

2.6.2. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan salah satu metode pemisahan yang digunakan untuk
memisahkan senyawa aktif atau komponen tertentu dari komponen lain yang tidak
diinginkan berdasarkan pada perpindahan massa komponen zat padat ke dalam
pelarut dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar muka, kemudian
berdifusi masuk ke dalam pelarut. Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik semua
komponen kimia yang diinginkan terdapat dalam simplisia (Fitria, 2021). Proses
pengekstraksian komponen kimia dalam sel tanaman yaitu pelarut organik akan
menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat
aktif, zat aktif akan larut dalam pelarut organik di luar sel, maka larutan terpekat
akan berdifusi keluar sel dan proses ini akan berulang terus sampai terjadi
keseimbangan antara konsentrasi cairan zat aktif di dalam dan di luar sel. Faktor-
faktor yang dapat mempengaruhi laju ekstraksi adalah tipe persiapan sampel,
waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, suhu pelarut, dan tipe pelarut (Hambali dkk.,
2014).

Metode ekstraksi dengan pelarut dapat dilakukan dengan cara dingin dan panas.
Ekstraksi dengan cara dingin yaitu maserasi dan perkolasi, sedangkan ekstraksi

dengan cara panas Yyaitu refluks, sokletasi, digesti, infusa, dan dekokta. Selain
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metode tersebut, terdapat juga metode ekstraksi modern diantaranya Supercritical
Fluid Extraction (SFE), Pressurized Liquid Extraction (PLE), dan Microwave
Assisted Extraction (MAE). Metode ekstraksi yang dilakukan tergantung pada
beberapa faktor antara lain tujuan ekstraksi, skala ekstraksi, sifat komponen yang
akan diekstrak, dan sifat pelarut yang akan digunakan (Fitria, 2021).

2.6.3. Kromatografi

Kromatografi merupakan teknik pemisahan campuran berdasarkan perbedaan
kecepatan perambatan komponen dalam medium tertentu. Pada kromatografi
komponen-komponennya akan dipisahkan antara dua buah fase yaitu fase diam
dan fase gerak. Fase diam akan menahan komponen campuran sedangkan fase
gerak akan melarutkan zat komponen campuran. Komponen yang mudah tertahan
pada fase diam akan tertinggal. Sedangkan komponen yang mudah larut dalam

fase gerak akan bergerak lebih cepat (Atun, 2014).

Berdasarkan sifat instrumen yang digunakan, metode analisis kromatografi terdiri
dari 2 macam yaitu konvensional dan modern. Kromatografi modern adalah
teknik pemisahan komponen zat atau zat aktif dari suatu senyawa yang memiliki
berat molekul tinggi dengan menggunakan instrumen canggih. Alat yang
digunakan diantaranya adalah HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) dan GC-MS (Gas Chromatography — Mass Spectro).
Kromatografi konvensional merupakan teknik pemisahan yang dilakukan dengan
cara menggunakan instrumen yang sederhana, diantaranya kromatografi kertas,

kromatografi kolom, dan kromatografi lapis tipis (Nurdiani, 2018).

a) Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum (KCV) merupakan salah satu metode fraksinasi yaitu
dengan memisahkan crude extract menjadi fraksi-fraksinya yang lebih sederhana.

Pemisahan tersebut memanfaatkan kolom yang berisi fase diam dan aliran fase
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geraknya dibantu dengan pompa vakum. Fase diam yang digunakan dapat berupa
silika gel atau aluminium oksida (Ghisalberti, 2008). Kromatografi cair vakum
(KCV) bertujuan untuk memisahkan senyawa-senyawa dalam ekstrak. Sampel
tersebut bermigrasi terhadap fase diam dan fase gerak dengan cepat karena berada
dalam suasana vakum. Prinsip kerja kromatografi cair vakum yaitu partisi dan
adsorpsi komponen senyawa yang pemisahannya dibantu dengan tekanan dari alat
vakum (Mutmainnah et al., 2017).

b) Kromatografi Kolom (KK)

Pada dasarnya kromatografi kolom adalah pemisahan komponen-komponen
dalam sampel dengan cara mengalirkan sampel melewati suatu kolom. Sampel
dalam hal ini dibawa oleh carrier atau fase gerak (mobile phase). Sedangkan
kolom berisi suatu bahan yang disebut fase diam (stationary phase) yang
berfungsi memisahkan komponen-komponen sampel. Prinsip pemisahan
kromatografi adsorpsi adalah kompetisi antara zat terlarut (sampel) dan fase gerak
dengan permukaan fase diam. Kekuatan adsorpsi terutama tergantung sifat gugus
fungsionalnya, dimana gugus-gugus fungsional ini menentukan tingkat
kepolaran. Proses adsorpsi dipengaruhi oleh kekuatan ikatan antara solution dan
adsorben dan kekuatan untuk memisahkan solution dari adsorben (Wati, 2014).
Kromatografi kolom terbagi dalam kromatografi kolom terbuka (konvensional)

dan kromatografi kolom tertutup.

Keuntungan pemisahan dengan metode kromatografi kolom sebagai berikut:
1) Dapat digunakan untuk sampel atau konstituen yang sangat kecil.
2) Cukup selektif terutama untuk senyawa-senyawa organik multi komponen.
3) Proses pemisahan dilakukan dalam waktu yang relatif singkat.
4) Seringkali murah dan sederhana karena umumnya tidak memerlukan alat

yang mahal dan rumit (Nurdiani, 2018).
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c) Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis ini termasuk kromatografi planar (Nurdiani, 2018).
Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu teknik pemisahan
komponen-komponen campuran suatu senyawa yang melibatkan partisi suatu
senyawa di antara padatan penyerap (adsorben, fase diam) yang dilapiskan pada
plat kaca atau alumunium dengan suatu pelarut (fase gerak) yang mengalir
melewati adsorben (padatan penyerap). Pengaliran pelarut dikenal sebagai proses
pengembangan oleh pelarut (elusi). KLT mempunyai peranan penting dalam
pemisahan senyawa organik maupun senyawa anorganik, karena relatif sederhana
dan kecepatan analisisnya (Atun, 2014). KLT adalah analisis cepat yang
memerlukan bahan sangat sedikit, baik penyerap maupun cuplikannya. KLT dapat
digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang sifatnya hidrofobik seperti
lipida-lipida dan hidrokarbon yang sukar dikerjakan dengan kromatografi kertas
(Nurdiani, 2018).

Pelaksanaan analisis dengan KLT diawali dengan menotolkan aliquot kecil
sampel pada salah satu ujung fase diam (lempeng KLT), untuk membentuk zona
awal. Kemudian sampel dikeringkan. Ujung fase diam yang terdapat zona awal
dicelupkan ke dalam fase gerak (pelarut tunggal ataupun campuran dua sampai
empat pelarut murni) di dalam chamber. Jika fase diam dan fase gerak dipilih
dengan benar, campuran komponen-komponen sampel bermigrasi dengan
kecepatan yang berbeda selama pergerakan fase gerak melalui fase diam. Hal ini
disebut dengan pengembangan kromatogram. Ketika fase gerak telah bergerak
sampai jarak yang diinginkan, fase diam diambil, fase gerak yang terjebak dalam
lempeng dikeringkan, dan zona yang dihasilkan dideteksi secara langsung (visual)
atau di bawah sinar ultraviolet (UV) baik dengan atau tanpa penambahan pereaksi
penampak noda yang cocok. Pada umumnya senyawa aromatik terkonjugasi dan
beberapa senyawa tak jenuh dapat menyerap sinar UV. Senyawa-senyawa ini
dapat dianalisis dengan KLT menggunakan fase diam yang diimpregnasi indikator
fluoresensi dan deteksi dapat dilakukan hanya dengan pemeriksaan di bawah sinar
UV 254 nm (Wulandari, 2011).
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Sifat-sifat pelarut pengembang juga merupakan faktor dominan dalam penentuan
mobilitas komponen-komponen campuran. Umumnya kemampuan suatu pelarut
pengembang untuk menggerakkan senyawa pada suatu adsorben berhubungan
dengan polaritas pelarut. Kemampuan ini disebut kekuatan elusi dan urutan
kekuatan elusi beberapa pelarut yaitu air > metanol > etanol > aseton > etil asetat
> kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena > toluena > karbon

tetraklorida > heksan > petroleum eter (Atun, 2014).

2.7. Karakterisasi Senyawa Murni

Pada penelitian ini, karakterisasi senyawa murni dilakukan secara
spektrofotometer dengan tujuan untuk menentukan struktur dari senyawa hasil
isolasi. Teknik spektrofotometer yang didasarkan pada radiasi elektromagnetik.
Radiasi elektromagnetik adalah energi yang dipancarkan menembus ruang dalam
bentuk gelombang-gelombang. Ada beberapa tipe radiasi elektromagnetik seperti
gelombang radio, ultraviolet, inframerah, nampak, dan lain-lain (Fessenden dan
Fessenden, 1982).

Adapun metode spektrofotometer yang akan digunakan pada penelitian ini adalah
spektrofotometer ultraviolet-visible (UV-Vis), spektrofotometer Infra Red (IR),

dan spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR).

2.7.1. Spektrofotometer Ultraviolet-Visible (UV-Vis)

Spektrofotometer UV-Vis merupakan pengukuran panjang gelombang, intensitas
sinar ultraviolet serta cahaya tampak yang diabsorpsi oleh sampel. Sinar
ultraviolet dan cahaya tampak memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan
elektron pada kulit terluar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Spektrofotometer
UV-Vis adalah salah satu teknik analisis spektrofotometer yang memakai sumber
REM (radiasi elektromagnetik), ultraviolet dekat (190-380 nm), dan sinar tampak
(380-78 nm) (Yulianti, 2020).
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Absorpsi cahaya ultraviolet atau cahaya tampak mengakibatkan transisi
elektronik, yaitu promosi elektron-elektron dari orbital keadaan dasar yang
berenergi rendah ke keadaan tereksitasi berenergi lebih tinggi. Transisi ini
memerlukan 40-300 kkal/mol. Energi yang terserap selanjutnya terbuang sebagai
kalor, sebagai cahaya atau tersalurkan dalam reaksi. Panjang gelombang cahaya
UV atau tampak bergantung pada mudahnya promosi elektron. Molekul-molekul
yang memerlukan lebih banyak energi untuk promosi elektron akan menyerap
pada panjang gelombang yang lebih pendek. Molekul yang memerlukan energi
lebih sedikit akan menyerap pada panjang gelombang yang lebih panjang.
Senyawa yang menyerap cahaya dalam daerah tampak (senyawa berwarna)
mempunyai elektron yang lebih mudah dipromosikan daripada senyawa yang
menyerap pada panjang gelombang UV yang lebih pendek (Fessenden dan
Fessenden, 1982).

2.7.2. Spektrofotometer Infra Red (IR)

Radiasi inframerah mengacu pada spektrum elektromagnet yang berada pada
daerah gelombang sinar tampak dan microwave. Batasan panjang gelombang yang
umum digunakan untuk pendeteksian senyawa organik berkisar dari 4000 cm™
sampai 400 cm. Posisi pita serapan IR ditentukan dengan menggunakan satuan
cm? (Silverstein et al., 2005).

Bila molekul menyerap radiasi inframerah, energi yang diserap menyebabkan
kenaikan dalam amplitudo getaran atom-atom yang terikat itu. Jadi molekul ini
berada dalam keadaan vibrasi tereksitasi (energi yang terserap ini akan dibuang
dalam bentuk panas bila molekul itu kembali ke keadaan dasar). Keadaan vibrasi
dari ikatan terjadi pada keadaan tetap, atau terkuantitas, tingkat-tingkat energi.
Panjang gelombang eksak absorpsi oleh suatu tipe ikatan tertentu, bergantung
pada macam getaran dari ikatan tersebut. Oleh karena itu, tipe ikatan yang
berlainan (C-H, C-C, O-H, dan sebagainya) menyerap radiasi inframerah pada

panjang gelombang karakteristik yang berlainan.
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Suatu ikatan dalam sebuah molekul dapat menjalani berbagai macam osilasi; oleh
karena itu, suatu ikatan tertentu dapat menyerap energi pada lebih daripada satu
panjang gelombang. Banyaknya energi yang diabsorpsi oleh suatu ikatan
tergantung pada perubahan dalam momen ikatan seperti vibrasi atom-atom yang
saling berikatan lebih besar perubahan dalam momen ikatan mengakibatkan
absorbsi sejumlah energi juga lebih besar. Ikatan non-polar tidak mengabsorbsi
radiasi inframerah karena tidak ada perubahan momen ikatan apabila atom-atom
saling berosilasi. Ikatan non-polar relatif menyebabkan absorpsi yang lemah. Pada
ikatan polar menunjukkan absorpsi yang kuat (Fessenden dan Fessenden, 1982).

2.7.3. Spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR) adalah suatu teknik
untuk menentukan struktur senyawa yang tidak diketahui. NMR dapat
digunakan untuk menjelaskan dinamika dan mekanisme transformasi
metabolit dan untuk mengeksplorasi kompartementalisasi jalur metabolisme
(Markley et al., 2017). Spektrofotometer NMR didasarkan pada penyerapan
gelombang radio oleh inti-inti tertentu dalam molekul organik, apabila molekul ini
berada dalam medan magnet yang kuat (Fessenden dan Fessenden, 1982). Tabel 1
menunjukkan letak pergeseran kimia beberapa senyawa organik dalam spektra *H-
NMR (Sudjadi, 1985).

Tabel 1. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra *H-NMR

Senyawa Proton 'H (5) ppm
C-CHz (alkana) 0,5-2
C=C-H (alkuna) 2,5-3,5

H3C-O- (eter) 3,5-3,8
H>C=C (alkena) 4,5-7,5
Ar-OH (fenol) 4-8
R-OH (alkohol) 5-5,5

Ar-H (aromatik) 6-9
-CO-H (aldehid) 9,8-10,5

-CO-OH 11,5-12,5
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Selain pergeseran kimia dalam spektra *H-NMR terdapat pergeseran kimia
lainnya yaitu pada spektra *C-NMR. Melalui spektra ini maka dapat diketahui
jenis-jenis atom karbon yang terkandung dalam suatu senyawa. Letak pergeseran
kimia dalam spektra 3C-NMR untuk beberapa senyawa organik (Sudjadi, 1985)
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Letak Pergeseran Kimia dalam Spektra *C-NMR

Senyawa Karbon 3C (8) ppm

C=0 (keton) 205-220

C=0 (aldehid) 190-200

C=0 170-185

C aromatik 125-150

C=C (alkena) 115-140
RCH.OH 50-65
RCHCI 40-45
RCH2NH: 37-45
RsCH 25-35
CH3CO- 20-30
R2CH> 16-25
RCH3 10-15

2.8. Radikal Bebas

Menurut Halliwell and Gutteridge (1999), radikal bebas adalah suatu atom,
gugus, molekul atau senyawa yang dapat berdiri sendiri yang mengandung satu
atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbit paling luar. Molekul
tersebut diantaranya atom hidrogen, logam-logam transisi, dan molekul oksigen.
Kehadiran satu atau lebih elektron tak berpasangan menyebabkan molekul ini
mudah tertarik pada suatu medan magnetik dan menyebabkan molekul sangat
reaktif. Radikal bebas dapat bermuatan positif (kation), bermuatan negatif (anion)

atau tidak bermuatan.

Proses pelepasan elektron dari suatu senyawa disebut oksidasi sedangkan proses
penangkapan elektron disebut reduksi. Senyawa yang dapat menarik atau

menerima elektron disebut oksidan atau oksidator sedangkan senyawa yang dapat
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melepaskan atau memberikan elektron disebut reduktan atau reduktor (Yuslianti,
2018). Reaksi radikal bebas adalah reaksi rantai yang terdiri dari inisiasi
(pembentukan radikal bebas), propagasi (reaksi dalam mana terbentuk radikal
bebas baru), dan pengakhiran (termination: berupa kopling atau disproporsional
atau pembentukan radikal bebas yang stabil). Inisiator radikal bebas adalah zat
yang menyebabkan pembentukan radikal bebas seperti, cahaya dan peroksida.
Inhibitor radikal bebas adalah zat yang membentuk radikal bebas tak reaktif
seperti fenol (Fessenden dan Fessenden, 1982).

Keberadaan radikal bebas tidak selamanya merugikan tubuh manusia akan tetapi
ada juga yang mempunyai efek yang menguntungkan, seperti membantu destruksi
sel-sel mikroorganisme, kanker dan proses pematangan sel-sel di dalam tubuh.
Leukosit memproduksi radikal bebas untuk memusnahkan gingiva, ligamen
periodontal dan tulang alveolar dengan cara merusak DNA, mengganggu produksi
prostaglandin dan merangsang pembentukan sitokin proinflamasi seperti IL-6 dan
TNF-a. Akan tetapi produksi radikal bebas yang berlebihan dan produksi
antioksidan yang tidak memadai dapat menyebabkan kerusakan sel-sel jaringan

dan enzim-enzim (Parwata, 2016).

2.9. Antioksidan

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dapat menyerap atau menetralisir
radikal bebas sehingga mampu mencegah penyakit-penyakit degeneratif seperti
kardiovaskuler, karsinogenesis, dan penyakit lainnya. Senyawa antioksidan
merupakan substansi yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan
mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal,
protein, dan lemak (Parwata, 2016). Senyawa ini memiliki energi aktivasi yang
rendah untuk mendonorkan atom hidrogen sehingga tidak dapat menginisiasi
radikal bebas yang kedua kemudian menghasilkan elektron radikal bebas stabil
dan memperlambat oksidasi (Noori, 2012). Aktivitas penghambatan antioksidan
dalam reaksi oksidasi berdasarkan keseimbangan reaksi oksidasi reduksi (Fitria,
2021).
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2.9.1. Klasifikasi Antioksidan

Antioksidan sangat beragam jenisnya. Berdasarkan fungsinya terbagi menjadi
antioksidan primer, sekunder, dan tersier. Antioksidan primer yaitu antioksidan
yang berperan dalam menghentikan reaksi rantai radikal bebas dengan berfungsi
sebagai pendonor atom H atau elektron pada radikal bebas dan berdampak pada
pembentukan produk yang lebih stabil. Antioksidan sekunder, yaitu antioksidan
yang kerjanya menghambat kerja peroksidan dengan mekanisme reaksi berupa
penyerapan sinar UV, deaktivasi ion logam (dengan pembentukan senyawa
kompleks). Antioksidan tersier, yaitu antioksidan yang berfungsi memperbaiki
kerusakan sel dan jaringan yang disebabkan oleh radikal bebas (Kate, 2014).

Menurut Noori (2012), berdasarkan kelarutannya antioksidan dapat dibagi
menjadi antioksidan hidrofilik dan antioksidan hidrofobik. Antioksidan hidrofilik
(water soluble) adalah antioksidan yang bereaksi dengan ROS (Reactive Oxygen
Species) pada sitoplasma sel dan plasma darah, contohnya asam askorbat,
glutation dan asam urat. Sedangkan antioksidan hidrofobik (lipid soluble) adalah
antioksidan yang melindungi membran sel dari lipid peroksidase, contohnya

karoten, a-tokoferol dan ubiquinon.

Berdasarkan sumbernya antioksidan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia
dikelompokkan menjadi antioksidan endogen, antioksidan alami, dan antioksidan
sintesis. Antioksidan yang sudah diproduksi di dalam tubuh manusia yang
dikenal dengan antioksidan endogen atau enzim antioksidan, seperti enzim
Superoksida Dismutase (SOD), Glutation Peroksidase (GPx), dan Katalase
(CAT). Antioksidan alami yang diperoleh dari bagian-bagian tanaman (kayu, kulit
kayu, akar, daun, buah, bunga, biji dan serbuk sari) seperti vitamin A, vitamin C,
vitamin E dan senyawa fenolik (flavonoid). Antioksidan sintetis yang banyak
digunakan pada produk pangan seperti butil hidroksi anisol (BHA), butil hidroksi
toluen (BHT), propil galat dan Tert-butil hidroksi quinon (TBHQ) (Parwata,
2016). Penggunaan antioksidan sintetik bagi kesehatan manusia tidak disarankan

lagi karena dapat memberikan efek samping yang berbahaya yaitu karsinogenesis.
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2.9.2. Mekanisme Kerja Antioksidan

Menurut Inggrid dan Santoso (2014), reaksi berantai pada radikal bebas (tanpa
ada antioksidan) terdiri dari tiga tahap, vyaitu :

1. Tahap inisiasi :RH — R* + H*
2. Tahap propagasi : R* + O, —» ROO*

ROO* + RH — ROOH + R*
3. Tahap terminasi :R*+R* >R -R

ROO* + R* - ROOR
ROO* + ROO* — ROOR + O2

Pada tahap inisiasi terjadi pembentukan radikal bebas (R*) yang sangat reaktif,
karena (RH) melepaskan satu atom hidrogen, hal ini dapat disebabkan adanya
cahaya, oksigen atau panas. Pada tahap propagasi, radikal (R*) akan bereaksi
dengan oksigen membentuk radikal peroksi (ROO*). Radikal peroksi selanjutnya
akan menyerang RH (misalnya, pada asam lemak) menghasilkan hidroperoksida
dan radikal baru. Hidrogen peroksida yang terbentuk bersifat tidak stabil dan
akan terdegradasi menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai pendek seperti
aldehida dan keton. Tanpa adanya antioksidan, reaksi oksidasi lemak akan
berlanjut sampai tahap terminasi, sehingga antar radikal bebas dapat saling
bereaksi membentuk senyawa yang kompleks. Dengan adanya antioksidan
memberikan atom hidrogen atau elektron pada radikal bebas (R*, ROO¥*),
mengubahnya ke bentuk yang lebih stabil RH. Sementara turunan radikal

antioksidan (A*) memiliki keadaan lebih stabil dibanding radikal semula R*.

Reaksi penghambatan antioksidan terhadap radikal lipid mengikuti persamaan

reaksi sebagai berikut:

Inisiasi :R*+ AH — RH + A*
Radikal lipid

Propagasi : ROO* + AH — ROOH + A* (Inggrid dan Santoso, 2014).
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2.9.3. Metode Pengujian Antioksidan

Beberapa metode pengujian aktivitas antioksidan secara in vitro yang digunakan
dewasa ini adalah beta karoten bleaching, 2,2-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH
Radical Scavenging) method, Thiobarbituric Acid-Reactive-Substances (TBARS)
assay, ABTS (2,2-Azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat) method,
Rancimat assay, Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) assay, Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter (TRAP) dan Ferric
Reducing/Antioxidant Power (FRAP) assay, Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC) method, Peroxyl Radical Scavenging Capacity (PSC) dan Total
Oxyradical Scavenging Capacity (TOCS) method dan Folin Ciocalteau Total
Phenolic Assay dan lain-lain Banyaknya metode uji aktivitas antioksidan tersebut
dapat memberikan hasil uji yang beragam. Hal tersebut diakibatkan oleh adanya
pengaruh dari struktur kimiawi antioksidan, sumber radikal bebas, dan sifat

fisiko-kimia sediaan sampel yang berbeda (Parwata, 2016).

a) Metode DPPH (2,2-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl)

Senyawa DPPH adalah radikal nitrogen organik yang stabil berwarna ungu tua
dan bersifat stabil di suhu ruangan. DPPH bereaksi dengan atom hidrogen yang
berasal dari suatu senyawa antioksidan membentuk molekul yang stabil (Fitria,
2021). Metode DPPH merupakan metode yang dapat mengukur aktivitas
antioksidan secara cepat, sederhana, dan tidak membutuhkan biaya yang mahal
(Prasetyo et al., 2021).

Metode DPPH memiliki mekanisme yaitu penangkapan radikal bebas oleh
senyawa antioksidan menyebabkan elektron pada radikal DPPH menjadi
berpasangan sehingga terjadi penghilangan warna yang sebanding dengan jumlah
elektron yang diambil. Adanya senyawa antioksidan menyebabkan perubahan
warna larutan DPPH dari warna ungu gelap menjadi warna kuning. Makin kuat

senyawa antioksidan untuk menangkal radikal DPPH, makin pudar warna yang
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teramati (Fitria, 2021). Reaksi reduksi DPPH oleh senyawa antioksidan dapat
dilihat pada Gambar 6.

7N
7 N
7N
7N\

=

)
=—=
T

NO NOZ

Gambar 6. Reaksi reduksi DPPH oleh senyawa antioksidan

b) Metode ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat)

Senyawa ABTS merupakan radikal dengan pusat nitrogen memiliki karakteristik
warna biru-hijau, ketika tereduksi oleh antioksidan menjadi bentuk non-radikal
yang tidak berwarna. Prinsip uji ABTS adalah penghilangan warna kation ABTS
dengan mengukur kapasitas antioksidan yang langsung bereaksi dengan radikal
ABTS. Metode ABTS baik digunakan pada sistem larutan berbasis air maupun
organik, mempunyai serapan spesifik pada panjang gelombang dari bagian visible,
dan membutuhkan waktu reaksi yang lebih sedikit (Mastuti, 2015). Reaksi
peredaman radikal bebas ABTS oleh vitamin C menurut Puspitasari et al. (2020),

dapat dilihat pada Gambar 7.



26

H,C
S
M 7
il | __N/N__—— SO4H
:: M
\\\-\.
HO »S S pBTS L
CHy
Ko5,05 u

cC=C—>CH—C—CH,OH
+ 0 1] |
O OH oH OH

) ‘
N ~
L= ]
HO4S S L 0 "
i CH,

HBC)
0
S 4 H
= Lt Ne=—1" + - C=C—CH—C—CH,0H
| >’ F_—\N S04H i 2
T S 0O 0 o OH

Gambar 7. Reaksi peredaman radikal bebas oleh vitamin C

ABTS dioksidasi oleh kalium persulfat sehingga menghasilkan kation radikal
ABTS « +. Kation radikal ABTS distabilkan dengan vitamin C dengan
mendonorkan elektron pada radikal bebas sehingga kation radikal ABTS stabil,
sedangkan vitamin C teroksidasi menjadi semi dehydroascorbic acid yang relatif

stabil (Puspitasari et al., 2020).
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Aktivitas penangkapan radikal bebas dinyatakan dengan nilai ICso. Nilai 1Cso
merupakan konsentrasi larutan atau sampel yang mampu mereduksi radikal
sebesar 50% atau merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi ekstrak
(ppm) yang mampu menghambat suatu proses oksidasi 50%. Semakin kecil
nilai ICsp maka semakin besar aktivitas penangkapan radikal, sebaliknya nilai
ICso yang tinggi maka aktivitas penangkapan radikal bebas semakin kecil
(Vifta et al., 2019).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei 2022 — Maret 2023, bertempat di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [Imu
Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung. Determinasi tanaman
dilakukan di Herbarium Bogoriense Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI,
Cibinong, Bogor. Analisis spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
dilakukan di Pusat Penelitian Kimia Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia (LIPI)
Serpong, Banten. Pengujian antioksidan dilakukan di Laboratorium Biokimia

Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

3.2.1. Alat-alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, penguap
putar vakum (rotary evaporator), satu set alat kromatografi cair vakum, satu set
alat kromatografi kolom (KK), lampu UV, satu set alat kromatografi lapis tipis
(KLT), pipet kapiler, neraca analitik, oven, spektrofotometer NMR, dan
spektrofotometer UV-Vis.

3.2.2. Bahan-bahan yang digunakan

Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah serbuk daun sungkai yang
diambil di Kecamatan Seputih Raman Kabupaten Lampung Tengah. Pelarut yang

digunakan untuk ekstraksi dan fraksinasi berkualitas teknis yang telah didestilasi.
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Bahan-bahan kimia yang digunakan antara lain metanol (MeOH), n-heksana (n-
CeH14), etil asetat (EtOAC), aseton (C3HsO), akuades (H20), etanol (C2HsOH),
silika gel Merk G 60 untuk impregnasi, silika gel 60 GF2s4 (35-70 Mesh), plat
KLT, DPPH (2,2-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl) dan asam askorbat.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Persiapan Sampel

Tanaman sungkai telah dideterminasi di Herbarium Bogoriense Bidang Botani
Pusat Penelitian Biologi-LIPI, Bogor. Daun sungkai sebanyak 1000 gram
dibersihkan dengan air mengalir kemudian dikeringkan tanpa terkena sinar
matahari langsung selama satu minggu hingga dapat dilakukan proses
penggilingan. Daun sungkai yang sudah kering digiling hingga halus, serbuk halus

ini yang kemudian digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini.

3.3.2. Ekstraksi dengan berbagai pelarut

Serbuk halus daun sungkai ditimbang sebanyak 1000 gram kemudian direndam
dengan menggunakan pelarut metanol. Sampel dimaserasi selama 1x24 jam
sebanyak 3 kali pengulangan untuk tiap pelarut. Selanjutnya maserat disaring
menggunakan kertas saring, dikumpulkan dan dipekatkan menggunakan rotary
evaporator. Ekstrak pekat metanol yang diperoleh ditimbang untuk diketahui
beratnya. Selanjutnya, ekstrak pekat metanol dipartisi cair-cair dengan
menggunakan pelarut n-heksana, diperoleh fraksi n-heksana dan fraksi metanol.
Kemudian fraksi n-heksana di evaporasi menghasilkan ekstrak n-heksana. Fraksi
metanol ditambahkan dengan air dan di partisi menggunakan pelarut etil asetat
sehingga diperoleh fraksi metanol-air dan fraksi etil asetat. Fraksi-fraksi hasil

partisi selanjutnya dievaporasi untuk menghasilkan ekstrak pekatnya.
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3.3.3. Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Ekstrak kasar etil asetat sebanyak 25 gram kemudian di fraksinasi dengan
kromatografi cair vakum. Tahap pertama sampel dilarutkan dengan aseton.
Sampel yang telah larut diimpregnasi pada silika gel 60 GF2s4 (silika kasar).
Massa dari silika yang digunakan sebesar 2 kali berat sampel yaitu sebanyak 50
gram. Persiapan kolom KCV dilakukan dengan cara menambahkan adsorben
berupa silika gel 60 (silika halus) ke dalam kolom KCV sebanyak 10 kali berat
sampel yaitu 250 gram kemudian dipadatkan, ditekan, dan di pompa vakum
(Astuti, 2021).

Sampel daun sungkai yang telah diimpregnasi dimasukkan ke dalam kolom KCV
lalu ditekan menggunakan gelas penekan dalam keadaan di vakum agar tidak
terdapat rongga dalam sampel. Setelah sampel selesai dikemas, pada bagian
atasnya ditambahkan kertas saring untuk menjaga permukaan sampel tetap stabil
pada saat penambahan eluen. Eluen yang digunakan adalah n-heksana 100%,
dilanjutkan dengan campuran n-heksana:etil asetat dengan gradien (0-100% etil
asetat). Pada proses KCV ini dihasilkan 13 fraksi (Astuti, 2021) Hasil elusi dari
masing-masing pelarut ditampung dan dilakukan monitoring menggunakan
metode KLT. Fraksi-fraksi yang memiliki nilai Rf yang sama maka digabung

dalam satu wadah.

3.3.4. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Pada penelitian ini, KLT dilakukan dengan fraksi-fraksi yang akan difraksinasi
dan juga fraksi-fraksi yang didapat setelah perlakuan fraksinasi. KLT dilakukan
dengan menggunakan campuran eluen menggunakan pelarut n-heksana, etil
asetat, aseton, dan metanol. Hasil kromatogram kemudian disemprot
menggunakan larutan serium sulfat untuk menampakkan noda dari komponen
senyawa tersebut. Ketika diperoleh pemisahan terbaik yang lebih sedikit bercak
dilihat dibawah lampu UV setelah dilakukan elusi terhadap plat KLT. Setiap

fraksi yang menghasilkan pola pemisahan dengan Rf (Retention factor) yang
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sama pada kromatogram, digabung dan dipekatkan sehingga diperoleh beberapa

fraksi gabungan yang akan difraksinasi lebih lanjut (Hidayati, 2020).

3.3.5. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Pada penelitian ini, uji antioksidan menggunakan metode DPPH yang sudah

dilakukan penelitian sebelumnya dan telah dimodifikasi (Okfrianti et al., 2022).

a) Pembuatan Larutan DPPH

Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 0,0078 gr dilarutkan dengan metanol p.a
dalam labu ukur 50 mL, dilapisi dengan alumunium foil dan dicampurkan hingga

homogen.

b) Pembuatan Larutan Blanko

Dipipet sebanyak 1 mL larutan DPPH 1 mM, ditambahkan metanol p.a sampai
tanda batas 10 mL, dilapisi alumunium foil, diinkubasi pada suhu ruang selama

30 menit, kemudian diukur serapannya pada panjang gelombang 517 nm.

c) Pembuatan larutan asam askorbat

Larutan Asam Askorbat 1000 ppm dibuat dari 50 mg asam askorbat dilarutkan
dengan metanol p.a, pada labu ukur 50 mL. Kemudian, larutan induk asam
askorbat dibuat konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100 ppm pada
labu ukur 5 mL, ditambah 1 mL larutan DPPH, ditambah metanol p.a sampai
tanda batas. Selanjutnya dihomogenkan dan diinkubasi, lalu diukur serapan

dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm.

d) Pembuatan larutan uji fraksi etil asetat hasil KCV dari daun sungkai

Dibuat larutan induk 1000 ppm dengan melarutkan 10 mg masing-masing fraksi
etil asetat daun sungkai dalam metanol p.a pada labu ukur 10 mL. Dibuat variasi
konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm, dari larutan induk
ditambahkan 4 mL metanol p.a dan 1 mL larutan DPPH 1 mM, dicukupkan



32

dengan metanol p.a pada labu ukur 5 mL. Selanjutnya dihomogenkan dan
diinkubasi, lalu diukur serapan dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 517 nm.

e) Analisis Data Antioksidan

Analisis data antioksidan sampel ditentukan oleh besarnya hambatan serapan
radikal DPPH melalui perhitungan persentase inhibisi serapan dengan
menggunakan perhitungan sebagai berikut:

A awal — A setelah reaksi

%inhibisi = { }x 100%

A awal

Nilai ICso didapat dengan membuat persamaan garis yang menghubungkan antara
% inhibisi terhadap konsentrasi larutan uji masing-masing sampel (10, 20, 30, 40,
dan 50 ppm) dan pembanding asam askorbat (10, 20, 30, 40, dan 50 ppm). ICsg
diperoleh dengan menghitung konsentrasi larutan uji yang bisa menghasilkan
hambatan radikal bebas (% inhibisi) sebesar 50% berdasarkan persamaan garis

regresi linier menggunakan rumus:
y=ax+b

Keterangan:
Y= hambatan radikal bebas
X= konsentrasi larutan uji

Data yang diperoleh dari alat spektrofotometer UV-Vis berupa absorbansi kontrol
dan reagen dari masing-masing uji setelah direaksikan dengan larutan uji sampel
dan pembanding pada berbagai konsentrasi, digunakan untuk menghitung %

inhibisi.

3.3.6. Kromatografi Kolom (KK)

Setelah dihasilkan fraksi-fraksi dengan jumlah yang lebih sedikit dan memiliki

pola pemisahan terbaik, tahapan fraksinasi selanjutnya dilakukan menggunakan
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teknik kromatografi kolom. Adsorben silika gel Merck (35-70 Mesh) dilarutkan
dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses pengelusian. Slurry dari silika
gel dimasukkan terlebih dahulu ke dalam kolom, fase diam diatur hingga rapat
(tidak berongga) dan rata. Selanjutnya sampel yang telah diimpregnasi
dimasukkan pada silika gel ke dalam kolom yang telah berisi fase diam. Pada saat
sampel dimasukkan, kolom diusahakan tidak kering/kehabisan pelarut karena
akan mengganggu fase diam yang telah dikemas rapat, sehingga proses elusi tidak
akan terganggu (Gritter et al., 1991). Eluat yang telah didapatkan dimasukkan ke
dalam botol vial yang sesuai. Fraksi yang mengandung zat yang sama berdasarkan

hasil uji KLT dapat disatukkan menjadi fraksi baru.

3.3.7. Analisis Kemurnian

Uji kemurnian dilakukan dengan metode KLT menggunakan beberapa campuran
eluen. Kemurnian senyawa ditunjukkan dengan timbulnya satu noda dengan
berbagai campuran eluen yang digunakan, kemudian disemprot menggunakan
larutan serium sulfat untuk menampakkan bercak/noda dari komponen senyawa
tersebut. Isolat murni dapat disebut murni secara uji KLT jika isolat tetap
menunjukkan noda tunggal, hal tersebut dikarenakan isolat atau senyawa murni

yang didapat mengandung satu jenis senyawa.

3.3.8. Spektrofotometer Resonansi Magnetik Nuklir (NMR)

Sampel berupa kristal murni yang akan diidentifikasi dilarutkan ke dalam pelarut
aseton, kemudian ditambahkan sedikit senyawa acuan. Larutan ditempatkan
dalam tabung gelas tipis dengan tebal 5 mm di tengah-tengah kumparan frekuensi
radio (rf) diantara dua kutub magnet yang sangat kuat kemudian energi dari
kumparan rf ditambah secara terus menerus. Energi pada frekuensi terpasang dari

kumparan rf yang diserap cuplikan direkam dan memberikan spektrum NMR.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan

sebagai berikut:

1.

Pengujian aktivitas antioksidan dari 5 fraksi etil asetat yakni FEA, FEB, FEC,
FED, dan FEE hasil KCV menggunakan metode DPPH dengan nilai ICso
sebesar 2,055 ppm, 0,848 ppm, 3,277 ppm, 4,635 ppm dan 0,689 ppm,.
Diperoleh senyawa NV31 sebanyak 3 mg dengan sifat fisik kristal jarum
berwarna putih yang memiliki kesamaan dengan senyawa [-sitosterol dari
golongan steroid.

Diperoleh senyawa NV32 sebanyak 3,6 mg dengan sifat fisik kristal jarum
berwarna kuning yang merupakan campuran senyawa dari golongan steroid
dan triterpenoid.

Senyawa NV3L1 telah dilakukan penelitian oleh Baskar et al. (2010) memiliki

aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 389,5 uM.

. Salah satu senyawa NV32 memiliki kemiripan dengan senyawa Peronemin B1.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang berkaitan dengan

penelitian ini, sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap senyawa NV32 dan

bioaktivitas lain seperti antiinflamasi dan antitumor.
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