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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA DAN UJI AKTIVITAS
ANTIKOLESTEROL EKSTRAK ETANOL 96% DAN EKSTRAK ETIL
ASETAT DAUN SEMBUNG RAMBAT (Mikania micrantha Kunth)
SECARA IN VITRO

Oleh

Diah Puspita Rini

Latar Belakang: Tingginya angka kejadian hiperkolesterolemia di Indonesia
memunculkan kebutuhan akan obat yang efektif bagi penyakit ini. Namun,
penggunaan obat sintetis menyebabkan beberapa efek samping dalam
penggunaanya, sehingga dibutuhkan alternatif berupa obat yang berasal dari bahan
alam. Salah satu tanaman herbal yang belum diteliti secara ilmiah dan dieksplorasi
adalah tanaman sembung rambat (Mikania micrantha Kunth). Meskipun demikian,
secara etnofarmasi tumbuhan sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) banyak
digunakan dalam pengobatan salah satunya adalah penurun lipid.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter dari senyawa yang
dimiliki serta kadar total fenolik, flavonoid, aktivitas antioksidan dan antikolesterol
dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil asetat daun sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth).

Metode: Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode Ultrasonic-Assisted
Extraction dengan dua pelarut yaitu etanol 96% dan etil asetat. Selanjutnya masing-
masing ekstrak dilakukan skrining fitokimia, karakterisasi senyawa dengan GC-
MS, penentuan kadar total fenolik dan flavonoid serta pengujian aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH dan pengujian aktivitas antikolesterol
menggunakan metode Zak.

Hasil: Kadar total fenolik, flavonoid dan aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol
lebih besar dibandingkan dengan ekstrak etil asetat. Namun, aktivitas antikolesterol
pada ekstrak etil asetat lebih besar dibandingkan dengan ekstrak etanol 96%.
Simpulan: Terdapat perbedaan aktivitas antikolesterol pada ekstrak etanol 96%
dan ekstrak etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) dengan
aktivitas antikolesterol lebih efektif pada ekstrak etil asetat, namun tidak terdapat
korelasi antara kadar fenolik, flavonoid dan aktivitas antioksidan terhadap aktivitas
antikolesterol pada ekstrak daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)

Kata Kunci: Antikolesterol, Daun Sembung Rambat, Ultrasound-Assisted
Extraction, Zak



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF COMPOUNDS AND IN-VITRO
ANTICHOLESTEROL ACTIVITY TEST OF 96% ETHANOL EXTRACT
AND ETHYL ACETATE EXTRACT OF SEMBUNG RAMBAT LEAVES
(Mikania micrantha Kunth)

Oleh

Diah Puspita Rini

Background: The high incidence of hypercholesterolemia in Indonesia raises the
need for effective drugs for this disease. However, the use of synthetic drugs causes
several side effects in its use, so alternatives are needed in the form of drugs derived
from natural ingredients. One of the herbal plants that has not been scientifically
studied and explored is the sembung rambat plant (Mikania micrantha Kunth).
However, ethnopharmaceutically the sembung rambat plant (Mikania micrantha
Kunth) is widely used in medicine, one of which is to lower lipids.

Objective: This study aims to determine the character of the compounds contained
and the total phenolic content, flavonoids, antioxidant and anticholesterol activity
of 96% ethanol extract and ethyl acetate extract of sembung rambat leaves (Mikania
micrantha Kunth).

Method: Extraction was carried out using Ultrasonic-Assisted Extraction method
with two solvents, namely 96% ethanol and ethyl acetate. Furthermore, each extract
was subjected to phytochemical screening, compound characterization with GC-
MS, determination of total phenolic and flavonoid levels and testing of antioxidant
activity with the DPPH method and testing of anticholesterol activity using the Zak
method.

Results: The total phenolic, flavonoid and antioxidant activity levels of the ethanol
extract were greater than those of the ethyl acetate extract. However, the
anticholesterol activity of the ethyl acetate extract was greater than that of the 96%
ethanol extract.

Conclusion: There is a difference in anticholesterol activity in the 96% ethanol
extract and the ethyl acetate extract of sembung rambat leaves (Mikania micrantha
Kunth) with more effective anti-cholesterol activity in ethyl acetate axtract, but
there is no correlation between the phenolic, flavonoid and antioxidant activity
levels against the anticholesterol activity of sembung rambat leaf extract (Mikania
micrantha Kunth)

Keyword: Anticholesterol, Sembung Rambat Leaves, Ultrasound-Assisted
Extraction, Zak
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kolesterol merupakan suatu zat seperti lilin berwarna putih yang secara alami
terdapat dalam tubuh manusia. Kolesterol merupakan senyawa lemak
kompleks, 80% dihasilkan dari dalam tubuh terutama organ hati dan 20%
sisanya berasal dari luar tubuh yang diperoleh dari asupan makanan. Bagi tubuh
manusia, kolesterol adalah salah satu zat yang dibutuhkan sebagai salah satu
sumber energi yang memberikan kalori paling tinggi serta memiliki fungsi
sebagai komponen penting dalam pembentukan dinding sel dan hormon-
hormon tertentu (Utama & Indasah, 2021).

Kebiasaan mengonsumsi makanan tinggi lemak secara berlebihan dapat
mengakibatkan hiperkolesterolemia atau kondisi dimana jumlah kolesterol
dalam darah melebihi batas normal yang seharusnya. Kondisi tersebut dapat
mengakibatkan penimbunan lemak/kolesterol pada bagian dalam pembuluh
darah sehingga menimbulkan penyempitan atau pengerasan pembuluh darah
(aterosklerosis), yang merupakan awal mula dari penyakit kardiovaskuler.
Secara global, sepertiga penyakit jantung iskemik disebabkan oleh
hiperkolesterolemia (WHO, 2024). Selaras dengan hal tersebut, angka kejadian
hiperkolesterolemia di Indonesia terbilang cukup tinggi, yaitu mencapai 28%
(Kemenkes, 2022).



Dengan angka kejadian hiperkolesterolemia yang cukup tinggi, tentunya
diperlukan penangan yang efektif untuk mengatasi masalah tersebut. Saat ini,
salah satu upaya untuk menangani masalah hiperkolesterolemia yaitu
menggunakan obat-obatan kimia seperti golongan statin. Namun, penggunaan
obat-obatan kimia seperti golongan statin menimbulkan efek samping akibat
penggunaan jangka panjang yang menyebabkan ketidaknyamanan bagi
penggunanya seperti gangguan muskuloskeletal seperti myalgia, myositis dan
rhabdomyolysis (Ramkumar, et al., 2016). Hal tersebut mengakibatkan pasien
harus menghentikan pengobatan statin di tengah terapi. Untuk itu diperlukan

obat yang aman, efektif serta minim efek samping bagi penggunanya.

Obat herbal menjadi salah satu alternative, diantara berbagai upaya dalam
menciptakan obat baru. Penggunaan obat herbal ini didasari oleh khasiat yang
dapat menyembuhkan penyakit, harga yang lebih terjangkau, serta efek samping
yang lebih kecil bahkan hampir tidak ada jika dibandingkan dengan obat-obatan
konvensional/kimia (Kumontoy et al., 2023). Beberapa herbal yang memiliki
potensi dan berkhasiat sebagai agen antikolesterol antara lain biji anggur (Vitis
vinivera L.), umbi bawang merah (Allium cepa L.), daun binahong (Anredera
cordifolia), buah ciplukan (Physalis angulate L.), dan rimpang jahe (Zingiber
officinale Roscoe) (Azzahra & Zuhrotun, 2022).

Salah satu tanaman herbal yang belum diteliti secara ilmiah dan dieksplorasi
adalah tanaman sembung rambat (Mikania micrantha Kunth). Secara
etnofarmasi, tumbuhan sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) banyak
digunakan dalam pengobatan, seperti pengobatan ruam dan gatal pada kulit,
cacar air, penyembuhan luka, pilek, demam, mual, rematik, dan penyakit
pernapasan. Selain itu, tumbuhan sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)
memiliki aktivitas antioksidan, antiinflamasi, antimikroba, antidiabetes,
spasmolitik, trombolitik, dan penurun lipid (Khan, et al., 2023). Akan tetapi,
penelitian mengenai aktivitas farmakologis yang dimiliki oleh tumbuhan
sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) masih jarang, bahkan beberapa

aktivitas farmakologisnya belum pernah diteliti terutama aktivitas



antikolesterolnya. Untuk itu peneliti, tertarik untuk mengkaji dan melakukan

penelitian terkait karakter senyawa dan aktivitas antikolesterol ekstrak daun

sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

a.

Apa saja kandungan kimia dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil asetat
daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)?

Berapa kadar total fenolik dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil asetat
daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)?

Berapa kadar total flavonoid dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil
asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)?

Bagaimana aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil
asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) secara in vitro?
Bagaimana aktivitas antikolesterol dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak
etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) secara in

vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan umum penelitian ini yaitu

a.

Mengetahui kandungan kimia dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil
asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth).

Mengetahui kadar total fenolik dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil
asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth).

Mengetahui kadar total flavonoid dari ekstrak etanol 96 % dan ekstrak
etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth).
Mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol 96% dan ektark
etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) secara in
vitro.

Mengetahui aktivitas antikolesterol dari ekstrak etanol dan etil asetat

daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) secara in vitro.



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Diharapkan hasil penelitian ini dapat meningkatkan wawasan, menambah
pengetahuan serta ketertarikan penulis terhadap bidang farmasi bahan

alam.

1.4.2 Bagi Peneliti Lain

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi referensi dalam melakukan
penelitian lanjutan serta sebagai dasar dalam mengembangkan obat-obatan
antikolesterol berbahan dasar herbal terutama daun sembung rambat

(Mikania micrantha Kunth).

1.4.3 Bagi Institut Terkait

Diharapkan hasil penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai referensi pada
studi lanjutan khususnya pada Program Studi Farmasi Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.

1.4.4 Bagi Masyarakat

Diharapkan hasil penelitian ini dapat meningkatkan wawasan dan
pemahaman masyarakat terkait manfaat daun sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth) sebagai agen antikolesterol alami yang lebih terjangkau

dan minim efek samping.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kolesterol
2.1.1 Definisi
Kolesterol merupakan senyawa lemak kompleks yang memiliki substansi
seperti lilin berwarna putih dan secara alami terdapat di dalam tubuh
manusia. Kolesterol sendiri 80% dihasilkan dari dalam tubuh yaitu organ
hati dan 20% sisanya berasal dari makanan yang dikonsumsi, yang mana
kolesterol memiliki fungsi membangun dinding sel serta komponen
dalam pembuatan hormon-hormon tertentu (Tandra, 2021). Tubuh
biasanya memproduksi kolesterol dalam jumlah tertentu untuk
mencukupi kebutuhannya, namun makanan seperti lemak hewani, telur,
dan makanan sampah (junkfood) dapat meningkatkan kadar kolesterol
dalam tubuh. Peningkatan kadar kolesterol dalam tubuh secara berlebih
dapat mengakibatkan aterosklerosis, yaitu kondisi dimana terlalu banyak
kolesterol yang menumpuk pada dinding pembuluh darah sehingga
mengakibatkan saluran pembuluh darah mengalami penyempitan dan

pengerasan (Utama & Indasah, 2021).

2.1.2 Jenis Kolesterol
Kolesterol sendiri memiliki beberapa jenis yaitu:
e LDL (Low Density Lipoprotein)
LDL (Low Density Lipoprotein) adalah jenis kolesterol yang paling
berbahaya dan disebut sebagai kolesterol jahat karena cenderung
menempel di dinding pembuluh darah, mengganggu pembuluh

darah dan mengurangi aliran darah. Selain itu, LDL membawa



kolesterol paling banyak dalam darah dan menjadi faktor resiko

utama dari penyakit jantung koroner (Utama & Indasah, 2021).

Tabel 1. Klasifikasi Kolesterol LDL

Batas (mg/dL) Keterangan
Kurang dari 100 Optimal
100-129 Mendekati normal
130-159 Batas normal tinggi
160-189 Tinggi
Lebih dari 190 Sangat tinggi

(Sumber: Utama & Indasah, 2021)

e HDL (High Density Lipoprotein)

HDL (High Density Lipoprotein) membawa kolesterol lebih sedikit
dibandingkan dengan LDL sehingga dianggap sebagai kolesterol
baik atau kolesterol yang tidak berbahaya. HDL mencegah
kolesterol menumpuk dan melindungi pembuluh darah dari
aterosklerosis yaitu terbentuknya plak pada pembuluh darah. Apo-A
atau alipoprotein adalah protein utama pembentuk HDL. HDL
memiliki kepadatan yang tinggi dan lebih berat karena memiliki
kandungan lemak yang lebih sedikit (Utama & Indasah, 2021).

Tabel 2. Klasifikasi Kolesterol HDL

Batas (mg/dL) Keterangan
Kurang dari 40 Rendah
Lebih dari 60 Tinggi

(Sumber: Utama & Indasah, 2021)



e Trigliserida
Salah satu jenis lemak tubuh adalah trigliserida, yaitu suatu jenis
lemak yang dibentuk menjadi partikel lipoprotein. Kadar trigliserida
dalam darah dapat menunjukkan adanya penyakit tertentu karena
dapat meningkatkan kadar kolesterol. Obesitas, konsumsi alkohol,
makanan tinggi gula dan lemak adalah beberapa faktor yang dapat

meningkatkan kadar trigliserida dalam darah. (Utama & Indasah,

2021).
Tabel 3. Klasifikasi Trigliserida
Batas (mg/dL) Keterangan
Kurang dari 150 Normal
150-199 Batas normal tinggi
200-499 Tinggi
Lebih dari 500 Sangat tinggi

(Sumber: Utama & Indasah, 2021)

2.1.3 Sintesis Kolesterol

Sintesis kolesterol merupakan proses yang cukup rumit dimana jalur
sintesis kolesterol ini terjadi di sitoplasma. Unit asetil-KoA pada tubuh
akan digabungkan untuk membentuk senyawa 30 karbon dan kemudian
tiga karbon dihilangkan untuk menghasilkan kolesterol yang memiliki 27
atom karbon. Proses sintesis kolesterol diawali dengan pembentukan
asam mevalonat, dilanjutkan dengan sintesis isopentenyl fosfat,
pembentukan squalene, sintesis lanosterol hingga terjadi pembentukan
kolesterol (Kumari, 2018).
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Gambar 1. Sintesis Kolesterol (Kumari, 2018)

Dua asetil-KoA bergabung untuk membentuk asetoasetil-KoA,
melepaskan Co0A-SH dengan adanya tiolase. Acetyl-CoA juga
mengembun untuk membentuk  3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
(HMG-CoA) yang dikatalisis oleh HMG-CoA synthase. Enzim ini
berbeda dari enzim yang digunakan untuk sintesis tubuh keton dalam
mitokondria. HMG-CoA direduksi oleh HMG-CoA reduktase
menggunakan NADPH untuk mevalonate. Enzim ini adalah enzim
pengatur jalur, dan dihambat oleh statin — obat penurun lipid terbaik.
Mevalonat difosforilasi oleh tiga kinase secara berurutan menggunakan
tiga ATP dan kemudian didekarboksilasi untuk membentuk isopentenil
difosfat. Isopentenil difosfat (5C) isomerisasi menjadi 3,3-dimethylallyl
diphosphate (5C) dengan menggeser ikatan rangkap dan kemudian
kondensasi dengan isopentenyl diphosphate membentuk geranyl
diphosphate (10C). Molekul isopentenil difosfat lain bergabung untuk
membentuk senyawa 15C, farnesyl diphosphate. Dua molekul 15C
tersebut menyatu untuk membentuk squalene 30C. Squalene dioksidasi
menjadi squalene 2,3-epoksida oleh squalene epoxidase. Selama siklisasi
ke lanosterol, gugus metil bergeser dari C14 ke C13 dan dari C8 ke C14.
Gugus metil pada C14 dan C4 dihilangkan untuk membentuk 14-
desmetil lanosterol dan kemudian zimosterol. Ikatan rangkap pada C8C9



kemudian digeser ke C5C6 dalam dua langkah, membentuk desmosterol.
Langkah terakhir adalah pengurangan ikatan rangkap rantai samping

yang menghasilkan molekul kolesterol (Kumari, 2018).

2.1.4 Hiperlipidemia
Hiperlipidemia adalah kondisi tingginya kadar lemak (kolesterol,
trigliserida, maupun keduanya) dalam darah (Utama & Indasah, 2021).
Kadar lemak yang abnormal dalam sirkulasi darah (terutama kolesterol)
dapat menyebabkan masalah jangka panjang seperti resiko terjadinya
aterosklerosis dan penyakit arteri koroner. Kadar kolesterol total yang
ideal adalah 140-200 mg/dL atau kurang. Jika kadar kolesterol total
mendekati 300 mg/dL, resiko terjadinya penyakit jantung lebih dari 2 kali
lipat. Idealnya, kadar kolesterol LDL tidak boleh lebih dari 130 mg/dL
dan kadar kolesterol HDL tidak boleh kurang dari 40 mg/dL. Kadar HDL
harus meliputi lebih dari 25 % dari kadar kolesterol total (Tandra, 2021).

Kondisi hiperlipidemia dipengaruhi oleh kebiasaan dan jenis makanan
yang dikonsumsi sehari-hari. Kolesterol atau kadar lemak dalam darah
umumnya berasal dari jenis makanan yang dikonsumsi. Semakin banyak
konsumsi makanan berlemak, maka semakin besar peluang untuk
meningkatkan kadar kolesterol. Selain faktor makanan, kolesterol yang
tinggi juga dapat disebabkan oleh faktor keturunan, obesitas, kurang
olahraga, konsumsi alkohol, kebiasaan merokok, diabestes tidak

terkontrol serta gangguan kelenjar tiroid (Utama & Indasah, 2021).

2.1.5 Metode Uji Zak (FeCls3-H2SO4)
Prinsip metode zak didasarkan pada kemampuan mengikat kolesterol
setelah penambahan sampel. Pada metode ini diperlukan bantuan FeCls
dalam asam asetat glasial sebagai katalisator dan H>SOas sehingga
terbentuk senyawa berwarna (Maidin et al., 2017). Senyawa berwarna

yang terbentuk kemudian diukur absorbansinya menggunakan
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spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang tertentu pada rentang
400-700 nm.

Reaksi antara kolesterol dengan pereaksi zak diawali dengan protonasi
kolesterol oleh gugus -OH. Selanjutnya terjadi reaksi dehidrasi yang
menghasilkan ion karbonium 3,5-kolestadiena selanjutnya dengan
penambahan Fe3+ terbentuklah senyawa kation tetraenilik yang
memiliki warna merah (Rizki et al., 2022). Senyawa berwarna merah
tersebut memiliki panjang gelombang maksimum 563 nm (Burke et al.,
1974).

Pada penelitian yang bertujuan untuk mengetahui aktivitas antikolesterol
biasanya ditambahkan senyawa yang dianggap berpotensi menjadi agen
antikolesterol. Biasanya nilai aktivitas antikolesterol Nilai EC50
(Effective Concentration) menunjukkan kemampuan ekstrak yang
ditunjukkan dalam satuan ppm untuk menurunkan kolesterol sebesar
50%. Nilai EC50 didapatkan dengan cara mencari persamaan regresi
linear dengan adanya hubungan antara konsentrasi ekstrak sebagali
sumbu X dengan % penurunan kolesterol sebagai sumbu Y (Putri &
Anggraini, 2022).

2.2 Antioksidan

2.2.1 Definisi
Antioksidan adalah suatu senyawa yang cukup stabil untuk memberikan
elektron atau atom hidrogennya kepada senyawa radikal bebas dan
membuat radikal bebas tersebut menjadi netral, sehingga kemampuan
untuk melakukan reaksi berantai radikal bebas dapat dikurangi (Ibroham
et al.,, 2020). Radikal bebas sangat reaktif dan dapat membuat
makromolekul pembentuk sel seperti karbohidrat, protein, asam nukleat
dan lemak mengalami kerusakan. Akibatnya, radikal bebas dapat
menyebabkan aterosklerosis, hipertensi, iskemik, Alzheimer, Parkinson,

kanker hingga peradangan (Sayuti & Yenrina, 2015). Secara alami,
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antioksidan dibutuhkan oleh tubuh untuk melindungi diri dari radikal
bebas.

Menurut (Kamoda et al., 2021) antioksidan terdiri atas antioksidan alami
dan sintetis. Antioksidan sintetis merupakan senyawa antioksidan yang
disintesis secara kimia, seperti Butyl Hidroksil Anitol (BHA), Butyl
Hidroksi Toluene (BHT), Tert-Butil Hidroksi Buinon (TBHQ) dan Propil
galat. Disisi lain, antioksidan alami adalah senyawa yang secara alami
ada dalam tubuh manusia dan digunakan untuk melindungi tubuh seperti,
superoxide dismutase, glutathione peroxidase, dan catalase. tokoferol

(vitamin E), asam askorbat (vitamin C), glutation, dan ubiquinon.

Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam jumlah
berlebih, sehingga apabila terbentuk banyak radikal maka tubuh
membutuhkan antioksidan eksogen. Adanya kekhawatiran kemungkinan
efek samping yang belum diketahui dari antioksidan sintetik
menyebabkan antioksidan alami menjadi alternatif yang sangat
dibutuhkan peradangan (Sayuti & Yenrina, 2015). Saat ini sumber dari
antioksidan alami yang banyak digunakan berasal dari buah, sayuran,
rempah, dan herbal dimana mengandung banyak vitamin, senyawa

fenolik, karotenoid dan senyawa mikro lainnya (Flieger et al., 2021).

Senyawa fenolik merupakan salah satu senyawa yang memiliki aktivitas
antioksidan. Flavonoid adalah salah satu dari kelompok senyawa fenolik
yang ditemukan dalam tumbuhan. Aktivitas antioksidan flavonoid
bekerja dengan memadamkan unsur radikal bebas, mengkelat logam,
menekan enzim yang terkait dengan pembangkitan radikal bebas, dan
stimulasi enzim antioksidan internal. Flavonoid mampu mengkelasi
radikal bebas dengan segera dengan menyumbangkan atom hidrogen
atau dengan transfer elektron tunggal (Banjarnahor & Artanti, 2014,
Sayuti & Yenrina, 2015).
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2.2.2 Metode Analisis DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Merupakan uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan DPPH (2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) yang merupakan radikal bebas bersifat stabil.
Pada uji ini, DPPH akan berwarna ungu karena adanya delokalisasi, yang
kemudian akan berubah warna menjadi kuning hydrazine ketika bereaksi
dengan antioksidan dan mengalami proses reduksi. Proses reduksi terjadi
karena adanya donor hidrogen dari substrat yang mengakibatkan warna
ungu pada DPPH berkurang (Mu’nisa, 2023).

NO; NO,
. H
O,N No- +RH —3» O,N N— +RY
DPPH-ungu antioksidan DPPH tereduksi-kuning

Gambar 2. Interaksi DPPH dengan Agen Antioksidan
(Molyneux P, 2004)

Metode DPPH digunakan untuk mengukur kemampuan antioksidan
untuk menghambat radikal bebas. Dalam proses uji antioksidan metode
DPPH dilakukan menggunakan alat spektrofotometer pada panjang
gelombang maksimum 515 nm. Selain itu, karena radikal bebas yang
bersifat tidak stabil, metode uji antioksidan dengan DPPH dipengaruhi
oleh beberapa faktor meliputi cahaya, pH, jenis pelarut, lama proses, ion
organik, garam, dan suhu. Parameter ICso, yang berasal dari konsentrasi
penghambatan atau konsentrasi efisiensi ECso, menunjukkan konsentrasi
aktivitas antioksidan yang diuji dengan uji DPPH. Nilai ICso

menunjukkan bahwa konsentrasi antioksidan yang digunakan untuk
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mengurangi konsentrasi DPPH sebanyak 50%. Nilai yang lebih rendah
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidannya lebih tinggi, yang
kemudian dapat dihitung dengan menggunakan curve inhibitory (Shahidi
& Zhong, 2015).

Tabel 4. Spesifitas Daya Antioksidan Blois (1958)

Sangat Kuat IC50 < 50 ppm
Kuat 50 ppm > IC50 < 100 ppm
Sedang 100 ppm > IC50 < 150 ppm
Lemah 150 ppm > 1C50 < 200 ppm

Sangat Lemah IC50 > 200 ppm

2.3 Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
2.3.1 Taksonomi
Berdasarkan taksonominya, klasifikasi Mikania micrantha Kunth dapat
diuraikan sebagai berikut (Murtilaksono, et al., 2021):

Kingdom  :Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo - Asterales

Famili . Asteraceae

Genus : Mikania

Spesies : Mikania micrantha Kunth

2.3.2 Morfologi
Mikania micrantha atau dalam bahasa Indonesia disebut sembung
rambat merupakan tanaman yang berasal dari Amerika tengah dan
Selatan. Namun saat ini Mikania micrantha sudah banyak tersebar di
berbagai wilayah seperti Asia-Pasifik, Afrika dan Australia

(Priwiratama, 2011). Di Asia, Mikania micrantha pertama kali
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dilaporkan pada 1884, sementara di Indonesia sendiri tercatat pada tahun
1949. Tumbuhan ini diperkenalkan ke banyak negara sebagai agen untuk
konservasi tanah, penutup tanah, serta digunakan sebagai pengobatan

herbal untuk luka hingga bahan pengepakan (Day, 2022).

Mikania micrantha adalah tanaman merambat tropis yang dapat tumbuh
di berbagai habitat, kuat, cepat, merayap atau melilit, yang menghasilkan
banyak biji. Keberadaan tanaman sembung rambat (Mikania micrantha
Kunth) yang cukup melimpah dan pertumbuhannya yang cepat
menjadikannya tanaman gulma yang dianggap mengganggu dan dinilai
kurang bermanfaat. Biasanya ditemukan di tempat terbuka dataran
rendah yang lembab atau terbuka, di mana ada kelembaban, cahaya dan
curah hujan atau kelembaban tanah yang memadai. Selain itu, juga
ditemukan di sepanjang sungai dan pinggir jalan, di sepanjang tepi hutan
dan perkebunan hutan, sepanjang garis pagar, padang rumput dan gurun.
Tanaman ini dapat memanjat dan mencekik vegetasi lain seperti pohon
perkebunan misalnya kelapa, atau pohon karet setinggi 25 m (Day,
2022).

Gambar 3. Tanaman Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
(Day, 2022)

Mikania micrantha Kunth tumbuh dengan perakaran serabut berwarna
coklat yang banyak bercabang, berambut, bertangkai ramping; batang
herba hingga semi-kayu, bercabang, bergaris, jarang puber atau
glabrous (Day, 2022). Batangnya tumbuh menjalar dengan warna hijau
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muda dan bercabang serta ditumbuhi rambut-rambut halus. Daun
Mikania micrantha berbentuk menyerupai hati, berwarna hijau dengan
tepi daun bergerigi dangkal atau kasar, segitiga atau bulat telur, ujung
tajam, panjang bilah 4-13 cm, lebar 2-9 cm. Memiliki bunga berwarna

putih disertai kelopak berwarna hijau (Murtilaksono, et al., 2021).

2.3.3 Kandungan Senyawa

Dalam beberapa penelitian, tanaman Mikania micrantha telah diuji
kandungan kimianya seperti terpen (minyak esensial) yang menjadi
konstituen utama yang diisolasi yakni linalool dan alpha-pinene. Selain
itu, tanaman sembung rambat Mikania micrantha memiliki banyak
senyawa fitokimia yang terkandung di seluruh bagian tanamannya antara
lain flavonoid, suquisterpens dilactone, sesquiterpene lactones, fenolik,
saponin, steroid, alkaloid, tannin, karotenoid, glikosida jantung dan
glikosida (Ishak et al., 2016).

2.3.4 Aktivitas Biologis

Studi tentang aktivitas biologis Mikania micrantha telah meningkat baru-
baru ini. Beberapa penelitian menggunakan ekstrak pelarut dan berbagai
bagian Mikania micrantha yang berbeda telah dilakukan untuk
menentukan aktivitas antioksidan, antihelmintik, antidermatofit, anti-
stres, anti-diabetes, antispasmodik, antimikroba, antiprotozoa, antitumor,
anti-proliferatif, anti-inflamasi, dan anti-virus (Ishak et al., 2016). Selain
itu, dalam etnofarmasi tumbuhan Mikania micrantha banyak digunakan
sebagai terapi untuk mengobati berbagai penyakit manusia termasuk
gigitan serangga, ruam dan gatal pada kulit, cacar air, penyembuhan luka
dan bisul, pilek dan demam, mual, penyakit kuning, rematik, dan
penyakit pernapasan serta memiliki aktivitas sitotoksik, ansiolitik,
spasmolitik, peningkatan memori, penyembuhan luka, anti penuaan, dan
trombolitik (Khan, et al., 2023).
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2.4 Ekstraksi
2.4.1 Definisi

Pada dasarnya ekstraksi merupakan metode penarikan atau pemisahan
satu atau lebih komponen aktif senyawa metabolit sekunder dari
tumbuhan maupun hewan dengan pelarut yang sesuai serta prosedur yang
ditetapkan. Mekanisme dari ekstraksi sendiri dengan cara berdifusinya
pelarut ke material padat tumbuhan atau hewan yang kan menyebabkan
dinding sel mengalami pembengkakan dan melonggarkan kerangka
selulosa sehingga pori-pori dinding sel mengalami pembesaran dan
mengakibatkan pelarut dapat masuk ke dalam sel. Selanjutnya terjadi
lisis sel dan komponen dalam sel yang pecah akan larut dalam pelarut

sesuai dengan tingkat kelarutannya (Wahyuni, et al., 2024).

Ekstraksi menggunakan pelarut dibedakan menjadi dua jenis yakni
ekstraksi padatan-cairan (solid-liquid extraction) dan juga ekstraksi
cairan-cairan (liquid-liquid extraction). Dimana ekstraksi padatan-cairan
merupakan pengambilan atau pemisahan senyawa metabolit dari matriks
padat seperti bagian tanaman dengan bantuan pelarut tertentu. Sedangkan
ekstraksi cairan-cairan merupakan pemisahan senyawa metabolit yang
sudah terlarut sebelumnya pada suatu pelarut dengan mencampurkannya
dengan pelarut lain yang bersifat tidak dapat bercampur baik dengan
pelarut awal (immiscible) (Nugroho, 2017).

Terdapat beberapa macam metode/teknik ekstraksi bahan alam mulai
dari metode konvensional/sederhana hingga modern. Pemilihan metode
biasanya didasarkan pada beberapa alasan seperti sifat bahan, kestabilan
metabolit sekunder, rendemen, kualitas yang diinginkan serta
pertimbangan biaya dan waktu/efisiensi. Beberapa metode ekstraksi
yang umum digunakan antara lain metode maserasi, perkolasi, ekstraksi
dengan refluks, soxhlet, ultrasonikasi dan dengan pelarut bertekanan

(pressurized solvent extraction) (Malau et al., 2023; Nugroho, 2017).
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2.4.2 Metode Ultrasound-Assisted Extraction

Ultrasound-Assisted  Extraction adalah teknik ekstraksi non-
konvensional yang dilakukan dengan bantuan gelombang ultrasonik
dengan frekuensi 20-2000 kHz. Gelombang ultrasonik tersebut berfungsi
untuk membantu meningkatkan permeabilitas sel tanaman dan kavitasi.
Fenomena kavitasi sendiri merupakan pembentukan, pertumbuhan, dan
pemecahan gelembung yang terjadi selama proses ekstraksi dengan
bantuan gelombang ultrasonik. Dengan adanya energi ultrasonik
ekstraksi senyawa metabolit menjadi mudah. Mekanismenya dengan
cara difusi melalui dinding sel dan pengeluaran isi sel oleh pelarut setelah
dinding sel pecah (Endarini, 2016).

N N
~ ~ ~~
~ ~ ~
n 2}

n

% H Transducers ——
Ultrasonic
Generalor

Gambar 4. Skema Proses Ekstraksi Ultrasound-Assisted Extraction
(Sanjaya et al., 2022)

Ekstraksi ultrasonik melibatkan penempatan sampel tumbuhan dalam
pelarut di dalam sebuah labu, kemudian ditempatkan dalam alat
ultrasonik. Gelombang ultrasonik yang dihasilkan akan menciptakan
getaran kuat yang memecah dinding sel tumbuhan. Tekanan mekanis ini
menyebabkan senyawa metabolit dalam tumbuhan terlarut dalam pelarut.
Selain itu, pemanasan hingga 60°C yang dapat diatur pada alat ultrasonik

meningkatkan efisiensi proses ekstraksi. (Nugroho, 2017).

Kelebihan metode ekstraksi ini adalah durasi ekstraksi yang cukup
singkat, rendahnya energi dan pelarut yang digunakan. Selain itu, metode

ultrasonikasi mampu meningkatkan kelarutan metabolit sekunder
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sehingga rendemen dari ekstrak yang dihasilkan juga ikut meningkat.
Walaupun peralatan cukup mahal, tetapi metode ini merupakan metode
yang sangat praktis dan dapat diaplikasikan pada ekstraksi senyawa-
senyawa yang bersifat termolabil atau tidak stabil pada suhu tinggi
(Endarini, 2016; Nugroho, 2017). Sifat yang dimiliki oleh gelombang
ultrasonik yang non-destructive dan non-invasive menjadikan metode
ekstraksi ini sesuai dan aplikatif untuk memperoleh kandungan

antioksidan dengan waktu yang relatif singkat (Wiranata et al., 2022).

2.4.3 Pemilihan Pelarut

Pemilihan pelarut yang sesuai merupakan faktor penting dalam proses
ekstraksi. Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang dapat menyari
sebagian besar metabolit sekunder yang diinginkan dalam simplisia.
Ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam
pelarut saat ekstraksi (Agustien & Susanti, 2021). Senyawa polar hanya
akan larut pada pelarut polar, seperti etanol, metanol, butanol dan air.
Senyawa nonpolar juga hanya akan larut pada pelarut nonpolar, seperti
eter, kloroform dan n-heksana. Pelarut yang bersifat polar mampu
mengekstrak senyawa alkaloid kuartener, komponen fenolik, karotenoid,
tanin, gula, asam amino dan glikosida. Pelarut semipolar mampu
mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid, aglikon dan glikosida,
contoh pelarut semi polar yaitu etil asetat (Agusman et al., 2022). Pelarut
nonpolar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti lilin, lipid dan
minyak yang mudah menguap. Jenis dan mutu pelarut yang digunakan
menentukan keberhasilan proses ekstraksi. Pelarut yang digunakan harus
dapat melarutkan zat yang diinginkan, mempunyai titik didih yang
rendah, murah, tidak toksik dan mudah diuapkan (Yunita & Khodijah,
2020).

Pemilihan etanol sebagai pelarut didasarkan pada keamanan saat
digunakan sebagai pelarut makanan, ekonomis efisien, aman untuk

lingkungan, memiliki tingkat ekstraksi yang tinggi dan mudah
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didapatkan. Mengacu pada (Yunita & Khodijah, 2020) pelarut etanol
dengan konsentrasi 60%, 70%, 80% dan 96% dapat mempengaruhi kadar
flavonoid total yang dihasilkan pada masing-masing ekstrak. Pelarut
konsentrasi rendah menghasilkan kadar yang lebih tinggi dibandingkan
pelarut dengan konsentrasi tinggi. Konsentrasi dari etanol sangat
menentukan kekuatan hidrofobik pada proses pelarutan serta kekuatan
ikatan-ikatan hidrogen atau gaya van der Waals dari komponen target
dalam proses pelarutan dan penyarian dari komponen target.
Meningkatnya konsentrasi etanol dapat meningkatkan laju disolusi dan
ekstraksi (Hakim & Saputri, 2020).

Sementara itu etil asetat sendiri merupakan jenis pelarut yang bersifat
semi polar. Pelarut ini memiliki titik didih yang relatif rendah yaitu 77°
C sehingga memudahkan pemisahan minyak dari pelarutnya dalam
proses ekstraksi. Selain itu etil asetat bersifat semi polar, artinya dapat
menarik campuran polar dan non-polar, memiliki tingkat bahaya yang
rendah dan bersifat volatil sehingga lebih berpeluang untuk digunakan
dalam ekstraksi (Warni et al., 2022).

2.5 Senyawa Metabolit Sekunder

2.5.1 Definisi
Metabolit sekunder merupakan senyawa yang ditemukan dalam jumlah
kecil pada organisme seperti tumbuhan, senyawa ini memiliki berat
molekul yang rendah. Mereka tidak berfungsi sebagai bagian penting dari
kelangsungan hidup organisme, tetapi berfungsi sebagai pendukung
seperti agen untuk mempertahankan diri, melawan patogen maupun

keadaan kritis, atau berperan sebagai hormon (Nugroho, 2017).

2.5.2 Senyawa Fenolik
Senyawa fenolik merupakan senyawa metabolit sekunder yang
mengandung cincin benzena dengan 1 maupun lebih substituent

hidroksil, yang berasal dari molekul fenolik sederhana hingga senyawa
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fenolik yang sangat terpolimerisasi, dibuat dari asam shikimat tanaman
dan pentosa fosfat melalui metabolisme fenilpropanoid. Metabolit
sekunder yang paling menonjol yang ditemukan pada tanaman adalah

fenolik, yang berperan sepanjang proses metabolisme (Lin et al., 2016).
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Gambar 5. Senyawa Fenolik Umum dalam Tanaman (Lin, et al., 2016)

Zat fenolik, atau polifenol, mengandung berbagai macam senyawa
seperti flavonoid, asam fenolik, flavonoid kompleks, dan antosianin
berwarna (Nugroho, 2017). Senyawa fenolik ini biasanya terkait dengan
respons pertahanan pada tanaman. Namun, metabolit fenolik memainkan
peran yang cukup krusial, seperti mempercepat penyerbukan, pewarnaan
yang bertujuan sebagai kamuflase dan mempertahankan diri dari

herbivora, serta aktivitas antibakteri dan antijamur (Lin, et al., 2016).
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2.5.3 Senyawa Flavonoid
Flavonoid adalah kelompok senyawa fenolik yang dijumpai hampir
seluruh tumbuhan. Flavonoid umumnya ditemukan pada epidermis daun
dan kulit buah. Flavonoid adalah polifenol dengan lima belas atom
karbon dengan cincin aromatik (cincin A dan cincin B) memiliki
jembatan dengan tiga atom karbon (cincin C). Banyak gula yang
memiliki gugus hidroksil pada nomor atom 4, 5, dan 7 yang biasanya
terikat dengan flavonoid untuk membentuk senyawa glikosida. Adanya
gugus hidroksil dan gula pada senyawa flavonoid dapat meningkatkan

polaritas dan kelarutan dalam air (Nugroho, 2017).

Gambar 6. Struktur Umum Flavonoid (Nugroho, 2017)

Secara alami, flavonoid memiliki peran untuk melindungi dari sinar UV,
sebagai zat pewarna, serta pelindung dari pathogen maupun penyakit
bagi tumbuhan. Beberapa penelitian membuktikan berbagai manfaat dari
flavonoid untuk kesehatan manusia, seperti agen antiinflamasi,
antioksidan, antikanker, antivirus, dan anti alergi. Pada salah satu studi
disebutkan bahwa flavonoid dapat mencegah oksidasi dari LDL (low-
density lipoprotein) sehingga mengurangi resiko terjadinya penyakit

pembuluh darah seperti atherosclerosis (Nugroho, 2017).
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2.6 Spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-Vis merupakan suatu metode analisis menggunakan
panjang gelombang UV dan Visible sebagai area serapan untuk mendeteksi
senyawa. Umumnya yang dapat diidentifikasi menggunakan spektrofotometer
UV-Vis adalah senyawa yang memiliki gugus gugus kromofor dan gugus
auksokrom. Dibandingkan dengan metode lain analisis dengan

Spektrofotometri UV-Vis tergolong dan cepat (Sahumena et al., 2020).

Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis (Ultra Violet-Visible) didasarkan pada
serapan cahaya yang dihasilkan dimana atom dan molekul pada analit
berinteraksi dengan cahaya. Sumber cahaya untuk sinar UV dan visible adalah
dua sumber berbeda yang digunakan pada instrumen ini. Spektrofotometri UV-
Vis berdasar pada hukum Lambert-Beer yaitu apabila terdapat sinar
monokromatik melewati suatu senyawa maka sebagian sinar diserap atau
diabsorbsi, sebagian dipantulkan dan sebagian lagi akan diteruskan. Panjang
gelombang pada daerah ultraviolet adalah 180 nm—380 nm, sedangkan pada
daerah visible adalah 380 nm—780 nm (Ahriani et al., 2021).

Photo diode

Gambar 7. Diagram Spektrofotometer UV-Vis Single Beam dan Double Beam
(Suhartati, 2017)

Suhartati (2017) menjelaskan bahwa spektrofotometer terbagi menjadi dua
jenis utama yaitu single-beam dan double-beam. Single-beam cocok untuk
analisis kuantitatif dengan mengukur serapan cahaya pada panjang gelombang
spesifik antara 190-210 nm hingga 800-1000 nm. Sementara itu, double-beam
beroperasi pada rentang 190-750 nm dan menggunakan dua sinar cahaya yang

dipisahkan oleh pemecah sinar untuk perbandingan simultan antara larutan
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blanko dan sampel. Pada spektrometer UV-Vis, monokromator digunakan
dengan lensa prisma dan filter optik. Sel sampel adalah kuvet yang terbuat dari
gelas atau kuarsa. Sumber cahaya yang umum digunakan adalah lampu
deuterium untuk UV dan lampu wolfram untuk sinar tampak. Cahaya yang
melewati sampel kemudian dideteksi oleh detektor foto atau detektor panas

untuk diubah menjadi sinyal listrik.

2.7 GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry)
GC-MS (gass chromatography-mass  spectrometry) adalah alat
pengidentifikasi senyawa — senyawa yang berbeda pada sampel yang diujikan
dengan menggunakan metode kromatografi gas cair dan spektrometri massa.
Penggunaan Kromatografi gas dilakukan untuk mencari senyawa yang mudah
menguap pada kondisi vakum tinggi dan tekanan rendah jika dipanaskan.
Sedangkan spektrometri massa untuk menentukan bobot molekul, rumus
molekul, dan menghasilkan molekul bermuatan (Hotmian et al., 2021).
Spektrometri massa, khususnya yang dipadukan dengan kromatografi gas (GC-
MS), adalah alat yang sangat berguna untuk mengidentifikasi molekul dalam
suatu sampel. Analisis GC-MS merupakan metode yang andal untuk
menentukan massa molekul, rumus molekul, dan struktur senyawa organik.
Prinsip kerjanya melibatkan ionisasi molekul sampel, kemudian pemisahan
ion-ion tersebut berdasarkan perbandingan massa terhadap muatannya. Alat ini
dapat menentukan berat molekul senyawa, mengungkap struktur molekul, dan
bahkan memisahkan molekul-molekul yang berbeda. GC-MS sangat sensitif
terhadap senyawa yang mudah menguap, sehingga cocok untuk menganalisis
sampel kompleks seperti ekstrak tanaman. Hasil analisis GC-MS akan
memberikan informasi detail tentang komponen-komponen ringan, stabil, dan
tidak bermuatan dalam sampel. GC-MS sangat unggul dalam menganalisis
senyawa volatil dan non-polar. Dibandingkan dengan HPLC, GC-MS
menawarkan sensitivitas yang lebih tinggi dan kemampuan untuk menangani

sampel yang lebih kompleks (Indriani et al., 2023)
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Data Analysis

Gambar 8. Skema GC-MS (Gass Cromatography-Mass Spectrometry)
(Margareta & Wonorahardjo, 2023)

Mengutip dari (Margareta & Wonorahardjo, 2023) GC-MS adalah metode
analisis yang menggabungkan kromatografi gas dan spektrometri massa.
Kromatografi gas berfungsi sebagai pemisah komponen-komponen dalam
sampel berdasarkan volatilitas/ titik didihnya di dalam kolom kapiler. Setelah
dipisahkan, komponen-komponen tersebut kemudian diionisasi atau diukur
dan dipisahkan berdasarkan berat molekul setiap zatnya oleh spektrometri
massa, menghasilkan spektrum massa yang unik untuk setiap senyawa.
Spektrum massa ini selanjutnya digunakan untuk identifikasi dan kuantifikasi

senyawa.

GC-MS bisa digunakan untuk mengidentifikasi jenis zat dalam suatu sampel
(analisis kualitatif) dengan membandingkannya dengan data yang sudah ada.
Selain itu, GC-MS juga bisa mengukur jumlah suatu zat dalam sampel (analisis
kuantitatif) dengan membandingkan tinggi atau luas puncak pada grafik hasil
analisis. Suhu merupakan parameter kritis dalam analisis GC-MS. Suhu
injeksi, kolom, dan sumber ion secara signifikan mempengaruhi volatilitas
sampel dan tingkat degradasi termal. Jika suhu terlalu rendah, zat yang akan
dianalisis bisa hilang. Sebaliknya, jika suhu terlalu tinggi, zat tersebut bisa
rusak karena panas. Suhu injeksi yang optimal harus cukup tinggi untuk

menguapkan sampel secara efisien, namun tidak terlalu tinggi sehingga
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menyebabkan degradasi. Suhu kolom juga harus diatur dengan tepat untuk
memisahkan komponen-komponen dalam sampel. Suhu sumber ion
mempengaruhi efisiensi ionisasi dan fragmentasi molekul. Umumnya,
temperature injeksi diatur 50°C diatas suhu senyawa (Margareta &
Wonorahardjo, 2023).

2.8 Kerangka Teori

Kerangka teori pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
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Gambar 9. Kerangka Teori



2.9 Kerangka Konsep

Kerangka konsep pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

Variabel Bebas

Variabel Terikat

Karakter Senyawa

Kadar Total Fenolik

Ekstrak etanol 96% dan

Ekstrak Etil asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania

Kadar Total Flavonoid

micrantha Kunth)

Aktivitas Antioksidan

Aktivitas Antikolesterol

Gambar 10. Kerangka Konsep
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BAB 111
METODE

3.1 Desain Penelitian
Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental skala
laboratorium. Ekstraksi daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)
dilakukan dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction menggunakan dua
pelarut berbeda etanol dan etil asetat. Karakterisasi senyawa pada ekstrak
etanol dan etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)
dilakukan dengan menggunakan GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry). Uji aktivitas antikolesterol dilakukan dengan menggunakan

spektrofotometer UV-Vis menggunakan metode Zak.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di beberapa tempat yaitu Laboratorium Kimia
Farmasi Analisa Fakultas Kedokteran Universitas Lampung untuk
ekstraksi sampel, serta pengujian meliputi uji fitokimia, total fenolik,
total flavonoid, aktivitas antioksidan dan antikolesterol, Laboratorium
Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung untuk melakukan determinasi tanaman, serta Laboratorium
Invilab Bio Indonesia untuk karakterisasi senyawa ekstrak etanol dan etil
asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) dengan GC-
MS.



3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2024-Maret 2025.

3.3 ldentitas Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas

28

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol dan etil asetat

daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth).

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar total fenolik, kadar

3.4 Definisi Operasional

total flavonoid, aktivitas antioksidan dan aktivitas antikolesterol ekstrak

etanol dan etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth).

Tabel 5. Definisi Operasional

No

Variabel

Definisi

Cara Ukur

Hasil Ukur Skala

1.

2.

Karakter
senyawa

Kadar total
fenolik

Karakter
setiap
senyawa yang
terkandung
pada ekstrak
etanol 96%
dan ekstrak
etil asetat
daun sembung
rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)

Kadar total
fenolik yang
terkandung
pada ekstrak
etanol 96%
dan ekstrak
etil asetat
daun sembung
rambat

Menghitung
kadar total
fenolik yang
terkandung
pada ekstrak
etanol 96% dan
ekstrak etil
asetat daun
sembung

Kadar total Rasio
fenolik

(mg/GAE/qg)



3.

4.

Kadar total
flavonoid

Aktivitas
antioksidan

(Mikania
micrantha
Kunth)

Kadar total
flavonoid
yang
terkandung
pada ekstrak
etanol 96%
dan ekstrak
etil asetat
daun sembung
rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)

Aktivitas
antioksidan
yang dimiliki
oleh ekstrak
etanol 96%
dan ekstrak
etil asetat
daun sembung
rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)

rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)
menggunakan
metode Folin
Ciocalteu
dengan larutan
asam galat
sebagai
pembanding

Kadar total
flavonoid

(mg/QE/q)

Menghitung
kadar total
flavonoid yang
terkandung
pada ekstrak
etanol 96% dan
ekstrak etil
asetat daun
sembung
rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)
menggunakan
pereaksi AICI;
dengan larutan
kuersetin
sebagai
pembanding

Nilai 1Cso
(mg/L)

Menghitung
konsentrasi
efektif (1Cso)
menghambat
radikal bebas
dari ekstrak
etanol 96% dan
ekstrak etil
asetat daun
sembung
rambat
(Mikania
micrantha
Kunth)
menggunakan
metode uji
DPPH dengan
menggunakan
asam askorbat

Rasio

Rasio

29



30

sebagai kontrol

positif
5. Aktivitas Aktivitas Menghitung Nilai ECso Rasio
antikolesterol antikolesterol ~ konsentrasi (mg/L)

yang dimiliki  efektif (ECso)
oleh ekstrak antikolesterol

etanol 96% dari ekstrak
dan ekstrak etanol 96% dan
etil asetat ekstrak etil
daun sembung  asetat daun
rambat sembung
(Mikania rambat
micrantha (Mikania
Kunth) micrantha
Kunth)
menggunakan
metode uji
Lieberman-
Burchard

3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah handscoen, masker, jas
laboratorium, erlenmeyer, gelas kimia, gelas ukur, plastik wrap, gunting,
kertas saring, rak dan tabung reaksi, labu ukur, batang pengaduk, corong
kaca, neraca analitik (Optika), kertas perkamen, kertas aluminium, pipet
volume, bulb filler, pipet tetes, tip, mikropipet, Ultrasound bath (BAKU
BK-2000), rotary evaporator (BUCHI R-100), labu alas bulat, laminar
air flow, GC-MS (Perkin Elmer Clarus), spektrofotometer UV-Vis
(SHIMADZU UV-2600) dan kuvet.

3.5.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sembung rambat
(Mikania micrantha Kunth), pelarut etanol 96%, pelarut metanol pro
analisis, akuades, etil asetat, HCI pekat, H.SO4 pekat, pereaksi Mayer,

pereaksi Wagner, FeCls, asam asetat glasial 5%, serbuk DPPH, asam
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galat, Na;COs, reagen Folin-Ciocalteu, reagen lieberman-burchard,

AICls, kuersetin, dan baku kolesterol.

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1

3.6.2

3.6.3

Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman merupakan proses membandingkan tumbuhan
yang belum diketahui dengan tumbuhan lain yang sebelumya sudah
diketahui (dicocokkan atau disamakan) yang bertujuan untuk
mengidentifikasi tumbuhan yang sedang diteliti (Widiastuti et al., 2021).
Determinasi atau identifikasi tanaman sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth) dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

Preparasi Sampel Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha
Kunth)

Preparasi sampel bahan tanaman untuk tujuan analisis melibatkan
beberapa langkah yaitu pencucian awal untuk menghilangkan pengotor.
Berikutnya dilakukan pengeringan untuk menghambat proses
metabolisme tanaman secara alami dengan dianginkan di udara terbuka
atau ruangan semi terbuka yang memiliki sirkulasi udara baik namun
tidak terpapar matahari secara langsung. Kemudian dilakukan
penggilingan sampel menjadi serbuk untuk memperkecil partikel dan
memperluas permukaan simplisia dan dilanjutkan dengan pengayakan.

Pembuatan Ekstrak Etanol 96% dan Ekstrak Etil Asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)

Ekstraksi dilakukan dengan melakukan perendaman campuran serbuk
simplisia daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) dengan
pelarut etanol 96% dan etil asetat. Perbandingan serbuk simplisia dan
pelarut 1:10 g/mL (20 gram ekstrak dalam 200 L pelarut) dengan lama
waktu ekstraksi 30 menit pada suhu 40°C dan frekuensi 40 kHz

menggunakan ultrasound bath. Kemudian dilanjutkan dengan
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penyaringan menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtrat.
Filtrat yang didapat dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator

hingga mendapatkan ekstrak kental (Buanasari et al., 2019).

3.6.4 Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol 96% dan Ekstrak Etil Asetat
Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Rendemen didapatkan dengan membandingkan berat ekstrak yang
dihasilkan dengan berat simplisia sebagai bahan baku (Nahor et al.,
2020). Nilai rendemen yang tinggi menunjukkan bahwa ekstrak yang
dihasilkan semakin besar. Perhitungan persentase rendemen didapatkan

dengan rumus:

Jumlah ekstrak yang dihasilkan

Rendemen (%) = 100

Jumlah simplisia yang digunakanx

3.6.5 Uji Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol 96% dan Ekstrak Etil Asetat
Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Skrining fitokimia secara kualitatif dilakukan untuk mengidentifikasi
kelas utama senyawa metabolit sekunder meliputi tanin, saponin,
flavonoid, alkaloid, fenol, glikosida, steroid, dan terpenoid menggunakan

protokol standar.

1. Uji fenolik
Ekstrak tanaman dilarutkan dalam 100 mL air dan disaring.
Kemudian 2 mL filtrat ditambahkan 2 tetes FeClz 5%. Munculnya
perubahan warna menjadi hijau tua, biru kehitaman atau hitam

menunjukkan adanya fenolik (Nugraha et al., 2022).

2. Uji flavonoid
Sekitar 2-3 ml ekstrak ditambahkan serbuk Zn dilanjutkan dengan
penambahan HCI pekat, kemudian diamati adanya warna merah
atau merah keunguan yang menunjukkan adanya flavonoid
(Basumatary, 2016).



33

3. Uji triterpenoid
Ekstrak sebanyak 1-2 mg dilarutkan dalam kloroform dan
ditambahkan 1 mL asam sulfat pekat. Terbentuknya lapisan
kuning mengindikasikan adanya senyawa triterpenoid (M & R,
2018).

4. Uji alkaloid
Sebanyak 4 mL ekstrak tanaman ditambahkan dengan pereaksi
wagner. Terbentuknya endapan coklat menunjukkan adanya
alkaloid (Sangkal et al., 2020).

5. Uji tannin
Sebanyak 1 mL ekstrak dilarutkan dalam 9 mL air suling dan
ditambahkan dengan timbal asetat 1%. Adanya senyawa tanin
diindikasikan dengan terbentuknya endapan putih (Safeena &
Kalinga, 2020).

6. Uji saponin
Sekitar 0,5 g dilarutkan dengan 10 ml aquades kemudian dikocok
kuat. Terbentuknya busa stabil selama 30 detik menunjukkan
adanya saponin (Rizkita et al., 2021).

7. Uji Fitosterol
Sebanyak 1 mL ekstrak direaksikan dengan pereaksi Lieberman-
burchard (asam asetat anhidrat dan asam sulfat). Adanya
senyawa fitosterol diindikasikan dengan perubahan warna

menjadi hijau atau hijau kebiruan (Novrianto et al., 2016).

3.6.6 Karakterisasi Senyawa dalam Ekstrak Etanol 96% dan Ekstrak Etil
Asetat Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Karakterisasi senyawa dalam ekstrak etanol dan etil asetat daun sembung
rambat (Mikania micrantha Kunth) dilakukan menggunakan analisis
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GC-MS dengan derivatisasi. Pada penelitian ini metode yang digunakan

mengacu pada (Hanwar et al., 2015) dengan tahapan sebagai berikut:

1. Preparasi Sampel
Ditimbang 10 mg ekstrak lalu dilarutkan dalam DMSO p.a dan
dilakukan replikasi sebanyak tiga kali.

2. Optimasi Suhu Kolom
Diprogram injektor dengan suhu 250° C, kolom dengan suhu
110°C selama 2 menit dan dinaikkan hingga suhu 280° C selama

9 menit.

3. Analisis Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol dan Etil Asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth) menggunakan GC-
MS

Analisis dilakukan menggunakan GC-MS Perkin Elmer Clarus
dengan kolom kapiler Elite-5ms Capilary Column-30 m x 0,25
mm 1.D. x 0.25um. Gas helium digunakan sebagai fase gerak
dengan laju alir 1 mL/menit. Sampel diinjeksikan pada suhu
250°C dengan split ratio 10:1. Suhu kolom diprogram secara
bertahap dari 110°C hingga 280°C. Kondisi ionisasi diatur pada
suhu 250°C untuk sumber ion dan 300°C untuk antarmuka.
Spektrum massa yang dihasilkan kemudian dibandingkan dengan

pustaka spektrum Willey untuk identifikasi senyawa.

3.6.7 Pengukuran Total Fenolik Ekstrak Etanol 96% dan Ekstrak Etil
Asetat Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Kadar total fenolik ditentukan menggunakan metode follin-Ciocalteu
secara spektrofotometri UV-Vis. Pada penelitian ini dilakukan metode
yang dirujuk dari (D. Andriani & Murtisiwi, 2018) dengan tahap sebagai
berikut:
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1. Pembuatan Reagen

e Pembuatan Larutan Induk Asam Galat 0,05%

Dilakukan dengan melarutkan 50 mg asam galat dalam 100
mL air suling. Diawali dengan menimbang 50 mg asam
galat dan dilarutkan dengan beberapa methanol pa hingga

larut lalu dicukupkan dengan air suling hingga 100 mL.

e Pembuatan Larutan Na,COs 7,5%

Ditimbang 7,5 g Na,CO3 kemudian ditambahkan dengan 80
mL air suling dan dipanaskan menggunakan waterbath
hingga serbuk Na>COs larut sempurna. Diamkan larutan
selama 24 jam, saring dan cukupkan volumenya dengan air

suling hingga 100 mL.

2. Analisis Kadar Total Fenolik Menggunakan Spektrofotometer
UV-Vis

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebanyak 300 pL larutan asam galat dengan konsentrasi 30
ppm diambil dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
Kemudian ditambahkan reagen follin ciaocalteu dan
digojog lalu didiamkan selama 3 menit. Kemudian
ditambahkan 1,2 mL larutan Na;COs 7,5% dan
homogenkan kemudian diamkan pada suhu kamar pada
range operating time. Diukur absorbansinya pada rentang
Panjang gelomban 600-850 nm.

Pembuatan Kurva Baku Asam Galat

Kurva baku asam galat dibuat dengan diambil 300 pL
larutan asam galat dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan
50 ppm ke dalam tabung reaksi. Kemudian setiap tabung
reaksi ditambahkan 1,5 reagen follin ciaocalteu dan digojog

lalu didiamkan selama 3 menit. Kemudian ditambahkan 1,2
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mL larutan Na>COs7,5 % dan homogenkan kemudian
diamkan pada suhu kamar pada range operating time.
Diukur absorbansi semua larutan pada Panjang gelmnag
maksimum  lalu  kurva Kalibrasi dibuat dengan
menghubungkan  konsentrasi asam galat dengan

absorbansinya.

e Penetapan Kadar Total Fenolik
Dibuat larutan sampel ekstrak dengan konsentrasi 1000
ppm dengan menimbang 10 mg ekstrak etanol dan etil
asetat daun sembung rambat dan dilarutkan dengan
campuran etanol:air suling (1:1) hingga volume 10 mL.
larutan sampel yang didapat ditambahkan 1,5 reagen follin-
ciocalteu dan digojog lalu didiamkan selama 3 menit.
Kemudian ditambahkan 1,2 mL larutan Na>COs 7,5 % dan
homogenkan kemudian diamkan pada suhu kamar pada
range operating time. Diukur absorbansi larutan sampel
pada Panjang gelombang maksimum dan dilakukan

pengulangan pengukuran sebanyak 3 kali.

3. Analisis Data
Analisis data dilakukan dengan metode kurva standar. Dibuat
persamaan garis lurus y=bx+a berdasarkan data absorbansi
(kekeruhan larutan) dan konsentrasi larutan standar asam galat.
Selanjutnya dimasukkan nilai absorbansi ekstrak daun sembung
rambat ke dalam persamaan garis lurus tersebut. Nilai x yang
didapatkan dari persamaan ini menunjukkan jumlah asam galat
yang setara dengan ekstrak daun sembung rambat, yang kita sebut

sebagai kadar fenolik total.
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3.6.8 Pengukuran Total Flavonoid Ekstrak Etanol dan Etil Asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Kadar total flavonoid ditentukan menggunakan metode spektrofotometri
UV-Vis dengan pereaksi AlCls. Pada metode ini digunakan metode yang
dirujuk dari (Suharyanto & Prima, 2020) dengan tahapan sebagai berikut:

1. Pembuatan Larutan Induk Kuersetin 1000 ppm
Pembuatan larutan induk kuersetin dilakukan dengan menimbang
sebanyak 10 mg baku standar kuersetin dan larutkan dengan
sebagian metanol pa lalu cukupkan hingga tanda batas dengan

metanol pa dalam labu ukur 10 mL.

2. Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum
Mencampur 1,0 ml larutan kuersetin dengan etanol sampai pada
volume 5 ml dalam labu tentukur kemudian dikocok dan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar dan diukur

absorbansinya (Purnamasari et al., 2022).

3. Pembuatan Kurva Baku Kuersetin
Pembuatan kurva baku kuersetin dilakukan dengan membuat seri
konsentrasi 4 ppm, 5 ppm, 6 ppm, 7 ppm, 8 ppm, 9 ppm, 10 ppm,
kemudian larutan baku induk dipipet 0,04 ml, 0,05 ml, 0,06 ml,
0,07 ml, 0,08 ml, 0,09 ml, 0,10 ml, masukkan ke dalam labu ukur
lalu ditambahkan 3 mL etanol p.a, 0,2 AICl3 10 %, 0,2 mL kalium
asetat p.a dan ditambahkan aquadest sampai 10 mL setelah itu
diinkubasi selama 30 menit. sebelum pengukuran dilakukan
terlebih dahulu optimasi Panjang gelombang pada rentang
panjang gelombang 400-500 nm, setelah itu diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 428
nm. Selanjuthya membuat kurva larutan standar untuk

mendapatkan persamaan regresi linier.
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4. Penetapan Kadar Total Flavonoid Ekstrak Etanol dan Etil Asetat

daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)

Sebanyak 1 ml sampel ditambahkan dengan 1,5 ml etanol
kemudian 2,8 ml aquades, 0,1 ml aluminium (I11) klorida (AICI5)
dan 0,1 ml kalium asetat. Melakukan inkubasi selama 30 menit
dan mengukur absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada Panjang gelombang maksimum yang telah dioptimasi.
Dilakukan 3 kali pengulangan pada pengukuran kadal total
flavonoid sampel ekstrak.

5. Analisis Data
Pada penentuan kadar flavonoid maka menggunakan persamaan
regresi dari kurva standar antara absorbansi dan konsentrasi

larutan standar. Secara sistematis dapat dituliskan:

y=axth

Keterangan:

y = Nilai absorbansi

a = Perpotongan kurva garis lurus

b = Perpotongan kurva dengan kordinat

x = Konsentrasi ekstrak (mg/L)

Selanjutnya nilai absorbansi disubtitusikan ke dalam persamaan
regresi sebagai (y) sehingga untuk menentukan kadar flavonoid

pada sampel herbal dapat digunakan persamaan:

C xVxFp

Kadar Flavonoid = M
Keterangan:
C = Konsentrasi (mg/L)

V = Volume larutan sampel (L)
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Fp= Faktor pengenceran
M = Massa ekstrak (g)

3.6.9 Pengujian Antioksidan Ekstrak Etanol dan Etil Asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Uji aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan spektrofotometri UV-
Vis dengan metode DPPH. Pada penelitian ini dilakukan dengan metode
yang dirujuk dari (Handayani et al., 2014) yang sedikit dimodifikasi
dengan tahapan sebagai berikut:

1. Pembuatan Larutan DPPH 50 ppm
Larutan DPPH 50 ppm dibuat dengan cara menimbang DPPH
sebanyak 5 mg dilarutkan dengan etanol dan dicukupkan pada
labu ukur 100 ml. Larutan yang dihasilkan disimpan di ruang

gelap dan dilindungi dengan aluminium foil.

2. Pembuatan Larutan Kontrol Positif Asam Askorbat 1000 ppm
Larutan induk asam askorbat 1000 ppm dibuat dengan
menimbang 10 mg serbuk asam askorbat dan dilarutkan serta
dicukupkan dengan metanol pro analisis pada labu 10 mL dan
homogenkan. Kemudian dilakukan pengenceran menjadi
beberapa seri konsentrasi yaitu 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm. Tiap
konsentrasi dipipet 1 mL ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan larutan DPPH 50 ppm dan methanol 3 mL. Lapisi
tabung reaksi dengan aluminium foil dan simpan dalam ruangan

gelap selama 30 menit untuk inkubasi.

3. Pembuatan Larutan Sampel
Dibuat larutan stok 500 ppm dengan cara menimbang ekstrak
etanol dan etil asetat daun sembung Rambat (Mikania micrantha

Kunth) sebanyak 5 mg dan dilarutkan dengan metanol absolut
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sambil diaduk dan dihomogenkan lalu dicukupkan volumenya
hingga 10 ml. Selanjutnya dibuat variasi konsentrasi 20 ppm, 40

ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100 ppm.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Pengujian dilakukan dengan memipet 4 ml DPPH. Divortex dan
diinkubasi pada suhu 37° C pada ruangan gelap. Diukur

absorbansinya pada rentang panjang gelombang 400-600 nm.

Pengukuran Daya Antioksidan Ekstrak Etanol dan Etil Asetat
Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)

Pengujian dilakukan dengan memipet 0,5 ml larutan sampel dari
berbagai konsentrasi (20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100
ppm). Kemudian masing-masing ditambahkan 3,5 ml DPPH.
Kemudian Divortex dan diinkubasi pada suhu 37°C pada ruangan
gelap selama 30 menit. Diukur absorbansinya pada panjang

gelombang maksimum yang telah dioptimasi.

. Analisis Data

Daya hambat dinotasikan dengan % inhibisi (Maesaroh et al.,
2018) dan dihitung dengan persamaan:

As
% Inhibisi = <1 — E) x100

Keterangan:
Ak= Serapan kontrol
As= Serapan sampel

ICso sediaan sampel terhadap larutan DPPH ditentukan dari
persamaan regresi linier yang dihasilkan dari pengukuran variasi

konsentrasi sampel terhadap larutan DPPH.
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3.6.10 Pengujian Antikolesterol Ekstrak Etanol dan Etil Asetat Daun
Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
Uji aktivitas antikolesterol dilakukan menggunakan spektrofotometri
UV-Vis dengan metode Zak. Pada penelitian ini dilakukan dengan
metode yang dirujuk dari Rizki et al. (2021) yang sedikit dimodifikasi

dengan tahapan sebagai berikut:

1. Pembuatan Larutan Induk kolesterol
Larutan induk kolesterol dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm
dengan cara menimbang 100 mg serbuk kolesterol yang
dilarutkan dan dicukupkan menggunakan asam asetat glasial
dalam labu ukur 100 mL.

2. Pembuatan Kontrol Negatif
Kontrol negatif yang digunakan berupa 2 mL larutan kolesterol
500 ppm dalam asetat glasial ditambah dengan 3 mL FeClI3 dan 2
mL H.SO, pekat.

3. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Panjang gelombang maksimum dapat ditentukan dengan
melakukan scanning Panjang gelombang larutan kolesterol
dengan konsentrasi 500 ppm. Selanjutnya larutan direaksikan
dengan FeClz 3 mL dan 2 mL H>SOs pekat. Selama waktu
operating time, tabung ditutup dengan aluminium foil pada
bagian luar karena sifat dari kolesterol yang tidak stabil terhadap
cahaya. Larutan tersebut kemudian diukur pada Panjang

gelombang 400-700 nm dengan spektrofotometer UV-Vis.

4. Uji Aktivitas Antikolesterol dari Ekstrak Etanol dan Etil Asetat

Daun Sembung Rambat (Mikania micrantha Kunth)
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Pengujian antikolesterol dilakukan dengan membuat variasi pada
konsentrasi ekstrak etanol dan etil asetat daun sembung rambat
(Mikania micrantha Kunth) 20, 40,60, 80, 100 ppm dari larutan
sampel ekstrak konsentrasi 1000 ppm. Sampel disiapkan dalam
tabung reaksi dan ditambahkan dengan kontrol positif berupa
larutan standar kolesterol 500 ppm. Campuran ditambahkan asam
sulfat pekat sebanyak 2 mL dan FeCls 3 mL. Larutan diinkubasi
selama 15 menit di ruang kedap cahaya atau hingga terjadi
perubahan warna menjadi merahu. Larutan dibaca pada panjang

gelombang maksimumnya dengan spektrofotometer UV- Vis.

Persentase kadar penurunan kolesterol dihitung menggunakan

rumus berikut:

A

x100%

Keterangan:

A= % penurunan kolesterol
B= Absorbansi baku+sampel
C= Absorbansi kontrol (baku)

Nilai ECso dihitung dari kurva regresi linier antara konsentrasi
larutan uji dari ekstrak etanol dan etil asetat daun sembung rambat
(Mikania micrantha Kunth) dengan persentase kadar penurunan
kolesterol (Lindawati & Ningsih, 2020). Rumus yang digunakan

sebagai berikut:

y=bx+a



Keterangan:

y= % penurunan kolesterol
x= konsentrasi sampel

a= intercept

b= slope/ harga kemiringan kurva
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3.8 Pengolahan dan Analisis Data
Analisis data secara deskriptif yang diperoleh dari pengamatan langsung
berupa nilai absorbansi dari masing-masing konsentrasi selanjutnya diolah
dalam bentuk tabel dan grafik menggunakan bantuan tools berupa Microsoft
excel dan SPSS (Statistical Packages for Social Science). Data konsentrasi
kolesterol dari uji aktivitas antikolesterol kemudian dilakukan uji normalitas
untuk melihat distribusi data dan dilakukan uji homogenitas data yang
dilanjutkan dengan uji statistic analisis bivariat. Uji statistik One Way ANOVA
digunakan jika data antikolesterol memiliki distribusi normal, dan uji statistik

Kruskal-Wallis digunakan jika data tidak terdistribusi normal.

3.9 Etika Penelitian
Penelitian ini telah diajukan dan disetujui oleh bagian Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor persetujuan etik
5290/UN26.18/PP.05.02.00/2024.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Ekstrak etanol 96% dan etil asetat daun sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth) memiliki senyawa metabolit sekunder seperti fenolik,
flavonoid, alkaloid, tannin, saponin, fitosterol serta beberapa senyawa
terpenoid seperti patchouli alkohol, caryophyllene, seychellene,dan alpha.-
guaiene.

Kadar total fenolik dari ekstrak etanol 96% daun sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth) sebanyak 127.07 mg GAE/g, sementara kadar total
fenolik dari ekstrak etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha
Kunth) sebanyak 28,88 mg GAE/g.

Kadar total flavonoid dari ekstrak etanol 96% daun sembung rambat
(Mikania micrantha Kunth) sebanyak 48,69 mg QE/g, sementara kadar total
flavonoid dari ekstrak etil asetat daun sembung rambat (Mikania micrantha
Kunth) sebanyak 45,54 mg QE/g.

Aktivitas antioksidan yang dimiliki ekstrak etanol 96% daun sembung
rambat (Mikania micrantha Kunth) termasuk ke dalam kekuatan sedang
dengan ICso sebesar 110,960 ppm, sementara untuk ekstrak etil asetat daun
sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) memiliki aktivitas antioksidan
yang tergolong sangat lemah dengan 1Cso sebesar 439,976 ppm.

Ekstrak etanol 96% daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth)
memiliki potensi antikolesterol dengan nilai ECso pada konsentrasi 311,228
ppm, sementara ekstrak etil asetat daun sembung rambat (Mikania
micrantha Kunth) memiliki potensi antikolesterol dengan nilai ECso pada

konsentrasi 179,58 ppm.
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5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, penulis menyarankan;

1. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait aktivitas antikolesterol
daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) dengan metode uji yang
berbeda.

2. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait daun sembung rambat
(Mikania micrantha Kunth) dengan metode ekstraksi yang berbeda.

3. Perlu dilakukannya fraksinasi dan isolasi senyawa metabolit sekunder untuk
mendapatkan aktivitas antikolesterol yang lebih optimal.

4. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait aktivitas biologis yang
dimiliki daun sembung rambat (Mikania micrantha Kunth) dengan metode

uji yang berbeda
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