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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA, UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN, DAN
ANTIKOLESTEROL EKSTRAK ETANOL DAN ETIL ASETAT DAUN
RAMBUSA (Passiflora foetida L.) SECARA IN VITRO

Oleh

Natalia Michelle Simatupang

Latar Belakang: Hiperkolesterolemia merupakan faktor risiko utama penyakit
kardiovaskular. Penanganan hiperkolesterolemia perlu dilakukan. Namun, obat
hiperkolesterolemia seperti simvastatin dapat menimbulkan efek samping, sehingga
diperlukan alternatif pengobatan, salah satunya daun rambusa (Passiflora foetida
L.).

Tujuan: Mengetahui karakteristik senyawa metabolit sekunder, aktivitas
antioksidan, dan aktivitas antikolesterol dari ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil
asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.) secara in vitro.

Metode: Daun rambusa (Passiflora foetida L.) diekstraksi dengan metode
Ultrasound-Assisted Extraction menggunakan pelarut etanol 96% dan etil asetat.
Kemudian, dilakukan penapisan fitokimia, analisis GC-MS, uji fenolik total Folin-
Ciocalteu, uji flavonoid total kolorimetri aluminium klorida, uji aktivitas
antioksidan DPPH, dan uji antikolesterol Zak.

Hasil: Ekstrak etanol 96% dan etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
mengandung alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid, dan terpenoid.
Berdasarkan analisis GC-MS, senyawa yang paling dominan pada ekstrak etanol
96% antara lain patchouli alcohol, seychellene, azulene, alpha-guaiene, dan alpha-
patchoulene, sedangkan ekstrak etil asetat antara lain patchouli alcohol, phytol,
seychellene, octadecanal, dan cis-11-Hexadecenal. Ekstrak etil asetat memiliki
kandungan fenolik dan flavonoid lebih tinggi. Namun, aktivitas antioksidan dan
antikolesterol lebih baik ditunjukkan oleh ekstrak etanol (ICso = 257,53 ppm; ECso
= 288,18 ppm) dibandingkan ekstrak etil asetat (ICso = 1306,68 ppm; ECso = 553,23
ppm).

Simpulan: Terdapat perbedaan aktivitas antikolesterol pada ekstrak etanol 96%
dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.).

Kata Kunci: antikolesterol, antioksidan, ekstrak, karakterisasi senyawa, Passiflora
foetida.



ABSTRACT

KARAKTERISASI SENYAWA, UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN, DAN
ANTIKOLESTEROL EKSTRAK ETANOL DAN ETIL ASETAT DAUN
RAMBUSA (Passiflora foetida L.) SECARA IN VITRO

By

Natalia Michelle Simatupang

Background: Hypercholesterolemia is a major risk factor for cardiovascular
diseases. Management of hypercholesterolemia is essential; however, cholesterol-
lowering drugs such as simvastatin may cause side effects. Therefore, alternative
treatments derived from natural sources are needed, one of which is rambusa leaves
(Passiflora foetida L.).

Objective: To determine the characteristics of secondary metabolites and to
evaluate the anticholesterol and antioxidant activities of 96% ethanol and ethyl
acetate extracts of rambusa leaves (Passiflora foetida L.) in vitro.

Methods: Rambusa leaves were extracted using the Ultrasound-Assisted
Extraction method with 96% ethanol and ethyl acetate as solvents. Subsequently,
phytochemical screening, GC-MS analysis, Folin-Ciocalteu total phenolic content
assay, aluminum chloride colorimetric total flavonoid content assay, DPPH
antioxidant activity assay, and Zak anti-cholesterol activity assay were conducted.
Results: Both extracts contained alkaloids, saponins, tannins, phenolics,
flavonoids, and terpenoids. GC-MS analysis revealed that the predominant
compounds in the ethanol extract were patchouli alcohol, seychellene, azulene,
alpha-guaiene, and alpha-patchoulene. In the ethyl acetate extract, dominant
compounds included patchouli alcohol, phytol, seychellene, octadecanal, and cis-
11-hexadecenal. The ethyl acetate extract exhibited higher total phenolic and
flavonoid content. However, the ethanol extract demonstrated superior antioxidant
and anti-cholesterol activities (ICso = 257.53 ppm; ECso = 288.18 ppm) compared
to the ethyl acetate extract (ICso = 1306.68 ppm; ECso = 553.23 ppm).

Conclusion: There is a difference in anticholesterol activity between the 96%
ethanol and ethyl acetate extracts of rambusa leaves (Passiflora foetida L.).

Keywords: anticholesterol, antioxidant, extract, compounds characterization,
Passiflora foetida.
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1.1.

BAB I
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Kolesterol merupakan zat alamiah dengan sifat fisik serupa lemak tetapi
mempunyai gugus steroid. Kolesterol berperan penting dan dibutuhkan oleh
tubuh untuk membentuk membran sel, hormon steroid, dan garam empedu
untuk mencerna makanan. Namun, kadar kolesterol yang berlebihan,
terutama low-density lipoprotein (LDL) atau yang sering disebut sebagai
kolesterol jahat, dapat memberikan dampak yang buruk bagi tubuh (Nurman
dan Afifah, 2019).

Keadaan dimana kadar kolesterol dalam darah tinggi atau melebihi batas
normal (>200 mg/dL) disebut dengan hiperkolesterolemia. Kondisi ini secara
global memiliki prevalensi yang tinggi. Berdasarkan data World Health
Organization (WHO) pada tahun 2018, terjadi peningkatan kolesterol total di
kalangan orang dewasa sekitar 39%. Sementara itu, penderita
hiperkolesterolemia di Indonesia terbilang cukup tinggi, yaitu mencapai 28%
(Kemenkes RI, 2022). Hiperkolesterolemia dapat menjadi faktor risiko
penyebab timbulnya berbagai macam penyakit seperti hipertensi, obesitas,
stroke, dan penyakit jantung koroner. Oleh karena itu, penanganan
hiperkolesterolemia menjadi sangat penting untuk mencegah terjadinya

penyakit-penyakit tersebut (Prehanawan et al., 2022).

Namun, obat-obatan yang digunakan dalam penanganan hiperkolesterolemia,
seperti golongan statin, seringkali menimbulkan efek samping yang tidak

diinginkan, antara lain mual, kram abdomen, konstipasi, sakit kepala, nyeri



otot, hingga gangguan hati. Oleh karena itu, diperlukan pengembangan agen
terapi alternatif baru, misalnya pengobatan dari bahan alam, yang dapat
menurunkan kadar kolesterol dalam darah dan berefek komplementer, tetapi

memiliki efek samping yang kecil (Mahmudah et al., 2024).

Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai agen antikolesterol adalah
tumbuhan rambusa (Passiflora foetida L.) yang dikenal masyarakat sebagai
tumbuhan liar yang tumbuh di semak-semak dan dataran tinggi. Secara
empiris, tumbuhan ini kerap kali digunakan untuk mengobati beberapa
penyakit seperti radang sendi (rematik), sakit perut, diare, dan menurunkan
gula darah. Tumbuhan liar ini juga dipercaya berkhasiat untuk pengobatan
diabetes dengan menggunakan semua bagian tumbuhan yang dicuci bersih
kemudian direbus untuk diminum airnya. Selain itu, daun dari tumbuhan
rambusa juga digunakan sebagai terapi pasca bersalin dan menurunkan

kolesterol dengan cara direbus (Wardhani dan Pardede, 2022).

Tumbuhan rambusa memiliki kandungan senyawa fitokimia utama meliputi
alkaloid, fenol, glikosida, flavonoid, dan senyawa sianogenik yang dapat
berfungsi sebagai antioksidan (Wardhani dan Pardede, 2022). Banyaknya
metabolit sekunder yang berfungsi sebagai antioksidan dalam daun rambusa,
terutama polifenol dan flavonoid, menunjukkan potensi sebagai penurun
kadar kolesterol karena senyawa-senyawa tersebut secara signifikan dapat
meningkatkan superoxide dismutase (SOD) dan katalase serta menurunkan
kadar lipid peroksidase sehingga dapat menurunkan kadar kolesterol

(Mugowwiyah dan Dewi, 2021; Tjong ef al., 2021).

Berdasarkan penelitian Mulyani (2019), ekstrak etanol 96% daun Rambusa
(Passiflora Foetida L.) yang diekstraksi menggunakan metode maserasi
dapat menurunkan kadar kolesterol yang dibuktikan melalui uji cholesterol
enzymatic endpoint dengan persentase penurunan kadar kolesterol pada
ekstrak 0,5mg/ml sebesar 28% + 29%, ekstrak 1mg/ml sebesar 46% + 50%,
dan ekstrak 1,5mg/ml sebesar 48,5% =+ 50,4% sehingga ekstrak daun rambusa



1.2.

1.3.

berpotensi sebagai antikolesterol. Namun, belum ada penelitian lebih lanjut
mengenai karakterisasi senyawa dan uji antikolesterol ekstrak etanol 96% dan
ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.) secara in vitro. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi senyawa serta uji
aktivitas antioksidan dan antikolesterol dari ekstrak etanol dan ekstrak etil

asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.) secara in vitro.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu:

a. Bagaimana profil kandungan dalam ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat
daun rambusa (Passiflora foetida L.)?

b. Bagaimana kadar fenolik total dan flavonoid total dalam ekstrak etanol
dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)?

c. Bagaimana aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol dan ekstrak etil
asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)?

d. Bagaimana aktivitas antikolesterol dari ekstrak etanol dan ekstrak etil

asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)?

Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum
Adapun tujuan umum dari penelitian ini yaitu untuk karakterisasi
senyawa serta uji aktivitas antioksidan dan antikolesterol dari ekstrak
etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)

secara in vitro.

1.3.2. Tujuan Khusus
a. Mengetahui profil kandungan dalam ekstrak etanol dan ekstrak
etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
b. Mengetahui kadar fenolik total flavonoid total dalam ekstrak
etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
c. Mengetahui kadar aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol dan

ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)



d. Mengetahui aktivitas antikolesterol dari ekstrak etanol dan ekstrak

etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

Bagi Peneliti

Hasil penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan wawasan peneliti
mengenai karakterisasi senyawa dan uji antikolesterol ekstrak etanol
dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.) secara in

vitro.

Bagi Peneliti Lain

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi untuk
penelitian lanjutan dan dasar untuk mengembangkan pengobatan
antikolesterol alami serta pengembangan antioksidan berbasis daun

rambusa (Passiflora foetida L.).

Bagi Institut Terkait
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai referensi
untuk studi lanjutan di Program Studi Sarjana Farmasi, Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.

Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan pemahaman
masyarakat mengenai pemanfaatan daun rambusa (Passiflora foetida
L.) sebagai agen antioksidan serta antikolesterol penunjang alami

yang lebih terjangkau.

1.5. Batasan Penelitian

Batasan penelitian ini bertujuan untuk mencegah pelebaran fokus penelitian

sehingga lebih terarah dan tujuannya dapat tercapai. Adapun batasan

penelitian ini antara lain:



Karakterisasi senyawa dalam ekstrak etanol 96% dan etil asetat daun
rambusa dalam penelitian ini dilakukan dengan menggunakan instrumen
GC-MS

Metode pengujian kadar fenolik total ekstrak etanol 96% dan etil asetat
daun dalam penelitian ini hanya menggunakan metode folin-ciocalteu
Metode pengujian kadar flavonoid total ekstrak etanol 96% dan etil asetat
daun rambusa dalam penelitian ini hanya menggunakan metode
kolorimetri aluminium klorida

Metode pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% dan etil asetat
daun rambusa dalam penelitian ini hanya menggunakan metode DPPH
(2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl)

Metode pengujian aktivitas antikolesterol ekstrak etanol 96% dan etil
asetat daun rambusa dalam penelitian ini hanya menggunakan metode uji

in vitro Zak
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Rambusa (Passiflora foetida L.)

2.1.1. Taksonomi

Tumbuhan rambusa (Passiflora foetida L.) memiliki klasifikasi

sebagai berikut:

Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Famili
Genus

Spesies

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Violales

: Passifloraceae
: Passiflora

: Passiflora foetida L.

(Patil et al., 2015)

Gambar 1.

Daun Tumbuhan Rambusa (Passiflora foetida L.) (Pandith et

al., 2022)



2.1.2. Morfologi
Tumbuhan rambusa (Passiflora foetida L.) merupakan salah satu
spesies bunga markisa. Tumbuhan ini merupakan tumbuhan liar yang
merambat, tumbuh dengan cepat, serta menyebar dan umumnya
tumbuh di area semak belukar, seperti di sawah yang mengering,
kebun, tegalan, sekitar permukiman, tepi jalan, tepi hutan, serta area
hutan yang terbuka dan terkena sinar matahari langsung (Karmila dan

Nuryanti, 2021).

Tumbuhan ini memiliki daun berbentuk oval hingga obovat dengan
tiga lobus dangkal, panjang 6-9 cm, pangkal daun berbentuk hati,
ujung runcing, tepi bergelombang, dan berambut halus. Batangnya
tipis dan dilapisi rambut kuning lengket. Batangnya memiliki panjang
1-6 meter, bercabang, tipis, lentur, serta dilapisi rambut kuning
lengket dengan sulur. Bunga rambusa terdiri dari lima kelopak bunga
berwarna putih dan lima kelopak daun pelindung berwarna putih (Patil

etal., 2015)

Terdapat tiga daun pelindung berbentuk menyirip yang memiliki
struktur mirip rambut dengan ujung kelenjar di bagian bawah kelopak
daun pelindung. Selain itu, terdapat empat lapisan korona yang terbagi
menjadi lapisan korona luar dan lapisan korona dalam. Lapisan
korona dalam yang berwarna merah muda lebih pendek dibandingkan
dengan lapisan korona luar yang berwarna putih-merah muda.
Buahnya berbentuk bulat berdiameter 2-3 cm, berwarna hijau saat
mentah dan kuning-oranye hingga merah saat matang, serta
terbungkus oleh selaput atau jaring-jaring. Biji tumbuhan ini berwarna
hitam dan tertanam dalam daging buahnya (Asadujjaman et al., 2014;
Rubashiny dan Haron, 2015).



2.1.3.

2.1.4.

Kandungan Senyawa

Berbagai senyawa fitokimia terkandung dalam tumbuhan rambusa
(Passiflora foetida L.), seperti fenol, karbohidrat, protein, fitosterol,
senyawa fenolik, steroid, glikosida, gum, tanin, flavonoid
(pachypodol, ermanin), senyawa sianogenik, dan alkaloid seperti
alkaloid Harman dan B-karbolin. Buah mentah tumbuhan rambusa
mengandung asam amino esensial, asam lemak tak jenuh, mineral,
dan senyawa fenolik (Ning et al., 2023). Sedangkan, biji rambusa
mengandung asam dodekanoat, asam tetradekanoat, asam n-
heksadekanoat, asam 9,12-oktadekanoat (Z, Z), asam oleat, asam

stearat, asam palmitat, dan asam linolenat (Paulraj et al., 2014).

Aktivitas Biologis

Tumbuhan rambusa (Passiflora foetida L.) merupakan spesies yang
terkenal dalam genus Passiflora yang banyak diaplikasikan dalam
etnobotani. Sebagai contoh, rebusan daun dan buah rambusa
digunakan untuk mengobati asma, penyakit hati, serta digunakan
dalam bentuk tapal atau /ofion untuk erysipelas dan penyakit kulit
dengan peradangan. Selain itu, penelitian yang dilakukan pada
tumbuhan rambusa telah mengungkapkan bahwa ekstrak tumbuhan
ini memiliki berbagai bioaktivitas yang menjanjikan, seperti antidiare,
antiulkus, analgesik, antidepresan, antiinflamasi, antihipertensi,
hepatoprotektif, antikanker, dan antibakteri. Demikian pula, beberapa
senyawa bioaktif yang diisolasi dari tumbuhan rambusa, terutama
flavonoid, menunjukkan aktivitas farmakologis penting, seperti
luteolin dan chrysoeriol yang terbukti memiliki sifat antiinflamasi

yang kuat (Chiavaroli ef al., 2020).

Berdasarkan penelitian Paulraj et al. (2014), daun rambusa memiliki
efek menurunkan gula darah. Senyawa bioaktif yang teridentifikasi
dalam ekstrak etanol biji rambusa (Passiflora foetida L) dilaporkan

dapat menurunkan kadar glukosa darah ketika dikonsumsi. Penurunan



hiperglikemia postprandial dibuktikan melalui studi inhibisi a-
glucoside dan o-amilase secara in vitro yang mendukung

penggunaannya dalam pengelolaan diabetes tipe 2.

Secara in vitro, daun rambusa (Passiflora foetida L) yang diekstraksi
dengan etanol 95% menunjukkan aktivitas antikolesterol.
Berdasarkan penelitian Mulyani (2019), penurunan kadar kolesterol
meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak etanol
daun rambusa. Adapun persentase penurunan kadar kolesterol yang
diperoleh yaitu kontrol positif (simvastatin) 22,5% + 18,6%, ekstrak
0,5mg/ml sebesar 28% = 29%, ekstrak 1mg/ml sebesar 46% + 50%,
Ekstrak 1,5mg/ml sebesar 48,5% = 50,4%.

2.2. Ekstraksi
2.2.1. Definisi

Ekstraksi tumbuhan adalah proses pemisahan bahan aktif tumbuhan
atau metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, terpen, saponin,
steroid, dan glikosida dari bahan yang tidak aktif atau tidak reaktif
dengan menggunakan pelarut yang sesuai dan prosedur ekstraksi
standar. Metode konvensional yang paling umum digunakan antara
lain maserasi, perkolasi, infusi, dekoksi, dan ekstraksi panas kontinu
(ekstraksi soxhlet). Selain itu, teknik ramah lingkungan terbaru seperti
ekstraksi dengan Ultrasound-Assisted Extraction (UAE), Microwave-
Assisted Extraction (MAE), Supercritical Fluid Extractions (SFE)
dan Accelerated Solvent Extraction (ASE) juga telah sering
digunakan (Abubakar dan Haque, 2020).

Proses ekstraksi dilakukan dengan berbagai jenis pelarut seperti air,
etanol, metanol, aseton, eter, benzena, kloroform, dan lain-lain.
Ekstraksi fitokimia dari bahan tumbuhan dipengaruhi oleh faktor pra-

ekstraksi (bagian tumbuhan yang digunakan, asalnya, ukuran partikel,
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kadar air, metode pengeringan, dan derajat pemrosesan) dan faktor
terkait ekstraksi (metode ekstraksi yang digunakan, pelarut yang
dipilih, rasio pelarut terhadap sampel, pH dan suhu pelarut, serta

durasi ekstraksi) (Shaikh dan Patil, 2020).

Metode Ultrasound-Assisted Extraction

Metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) merupakan proses
ekstraksi yang melibatkan penerapan energi suara pada frekuensi yang
sangat tinggi (lebih dari 20 kHz) untuk merusak dinding sel tumbuhan
dan meningkatkan luas permukaan bahan untuk penetrasi pelarut
sehingga metabolit sekunder dapat keluar dari sel tumbuhan

(Abubakar dan Haque, 2020).

Cellular wall

Cellular Disruption

Phenolic compounds Cellular Disruption

Relaasa of the compounds

A

-

Bubble .

Bubble collapse
Bubble

A) Representation: Bubble and vegetal cell

Solvent inlet

B) Breakdown of the cell wall C) Diffusion of the solvent and release of the compounds

Gambar 2. Representasi grafis dari kavitasi gelembung yang runtuh dan
melepaskan bahan tumbuhan (Medina-Torres ef al., 2017).

Sebelum melakukan ekstraksi dengan UAE, bahan tumbuhan harus
dikeringkan terlebih dahulu, digiling menjadi bubuk halus, dan
disaring dengan baik. Sampel yang telah dipersiapkan kemudian
dicampur dengan pelarut ekstraksi yang sesuai dan dimasukkan ke
dalam ekstraktor ultrasonik. Energi suara yang tinggi mempercepat
proses ekstraksi dengan mengurangi kebutuhan panas (Abubakar dan

Haque, 2020).
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» Control panel

Gambar 3. Alat Ultrasound Water Bath (Dzah et al., 2020).

Metode ekstraksi dengan UAE merupakan metode yang efektif
karena fenomena kavitasi yang terjadi saat gelombang ultrasonik
melewati pelarut organik menghasilkan energi untuk meningkatkan
pencampuran dan penetrasi pelarut ke dalam matriks sampel.
Ekstraksi dengan metode UAE memberikan banyak keuntungan,
seperti pengurangan penggunaan pelarut, suhu, dan waktu ekstraksi,
yang sangat penting untuk ekstraksi senyawa yang termolabil dan
tidak stabil. Selain itu, metode UAE dapat diterapkan pada sampel
kecil serta memaksimalkan hasil (Lu et al., 2017).

Pemilihan Pelarut

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi tumbuhan dikenal sebagai
menstruum. Pilihan pelarut bergantung pada jenis tumbuhan, bagian
tumbuhan yang akan diekstraksi, sifat senyawa bioaktif, dan
ketersediaan pelarut. Secara umum, pelarut polar seperti air, metanol,
dan etanol digunakan dalam ekstraksi senyawa polar, pelarut
semipolar seperti etil asetat digunakan dalam ekstraksi senyawa
semipolar, dan pelarut nonpolar seperti heksana dan diklorometana
digunakan dalam ekstraksi senyawa nonpolar. Pelarut yang digunakan
dalam ekstraksi diklasifikasikan menurut polaritasnya, dari n-heksana
yang paling tidak polar hingga air yang paling polar (Abubakar dan
Haque, 2020).

Terdapat beberapa hal yang harus diperhatikan dalam memilih

pelarut, antara lain selektivitas (kemampuan pelarut yang dipilih



12

untuk mengekstraksi komponen aktif dan meninggalkan bahan yang
tidak aktif), keamanan (pelarut ekstraksi yang ideal harus tidak
beracun dan tidak mudah terbakar.), biaya (pelarut harus semurah
mungkin), reaktivitas (pelarut ekstraksi yang sesuai tidak boleh
bereaksi dengan ekstrak), recovery atau pemulihan (pelarut ekstraksi
harus cepat dipulihkan dan dipisahkan dari ekstrak), viskositas (harus
memiliki viskositas rendah untuk memungkinkan penetrasi yang
mudah), dan suhu didih (suhu didih pelarut harus serendah mungkin
untuk mencegah degradasi oleh panas) (Abubakar dan Haque, 2020;
Pandey dan Tripathi, 2014).

2.3. Senyawa Metabolit Sekunder

2.3.1.

2.3.2.

Definisi

Metabolit sekunder adalah senyawa yang dihasilkan dari proses
metabolisme sekunder pada tumbuhan yang umumnya penting untuk
fungsi perlindungan dan pertahanan diri sel tumbuhan yang
disebabkan oleh ketidakseimbangan ekologi atau infeksi berbahaya.
Metabolit sekunder ini sangat spesifik dan ditemukan dalam jumlah
besar di berbagai kelompok tumbuhan. Kombinasi beragam metabolit
sekunder tumbuhan menghasilkan ciri kimia unik di antara kelas
spesies tumbuhan yang memainkan peran penting bagi peneliti
taksonomi untuk mengklasifikasikan taksonomi spesies tumbuhan.
Fitokimia atau metabolit sekunder yang berasal dari tumbuhan dapat
diklasifikasikan lebih lanjut menjadi berbagai jenis senyawa alami
berdasarkan struktur kimia spesifiknya di alam. Klasifikasi metabolit
sekunder yang paling penting mencakup alkaloid, glikosida,
flavonoid, terpenoid, fenolik, dan saponin (Velu et al., 2018).

Senyawa Fenolik
Senyawa fenolik adalah metabolit sekunder yang mengandung gugus

fenol yaitu gugus fungsional hidroksil pada cincin aromatik. Senyawa
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fenolik tumbuhan merupakan senyawa kimia yang heterogen;
sebagian larut dalam pelarut organik, sebagian lainnya larut dalam air,
dan ada juga yang berbentuk polimer yang tidak larut. Senyawa
fenolik tersebar luas di tumbuhan berpembuluh dan memiliki fungsi
yang berbeda-beda. Turunan senyawa fenolik meliputi fenil
propanoid sederhana, turunan asam benzoat, antosianin, isoflavon,
tanin, lignin, dan senyawa flavonoid yang dimulai dari fenilalanin.
Lignin umumnya terbentuk dari tiga alkohol fenil propanoid yang

berbeda, yaitu koniferil, kumaril, dan sinapil (Anulika et al., 2016).

Senyawa fenolik dapat diklasifikasikan berdasarkan beberapa hal
antara lain (Velu et al., 2018)

a. Berdasarkan jumlah gugus fungsional hidroksil, senyawa fenolik
diklasifikasikan sebagai fenol 1-, 2-, 3-, dan poliatomik. Polifenol
adalah senyawa fenolik yang mengandung lebih dari satu gugus
hidroksil dalam senyawa aromatik.

b. Berdasarkan konfigurasi kimia, senyawa fenolik diklasifikasikan
sebagai mono-, di-, tri-, oligo, dan polifenol.

c. Berdasarkan substitusi pada kerangka karbon, jumlah atom
karbon yang tersedia, dan cincin aromatik dalam rantai samping,
senyawa fenolik dibagi menjadi empat kelas utama yaitu senyawa
fenolik dengan satu cincin aromatik, senyawa fenolik dengan dua

cincin aromatik, polimer, dan kuinon.

Senyawa fenolik disintesis dalam sel tumbuhan melalui jalur asam
shikimat atau jalur malonat/asetat (atau keduanya, seperti pada
flavonoid). Jalur asam shikimat menghasilkan sintesis fenilalanin dan
asam sinamat serta turunannya (fenol sederhana, asam fenolik,
kumarin, lignan, dan turunan fenil propana). Jalur poliasetat
menghasilkan kuinon dan xanthone. Jalur campuran menggabungkan
prekursor dari jalur asam shikimat dan jalur poliasetat, seperti yang

terjadi pada flavonoid (Mera et al., 2019)
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Gambar 4. Contoh Senyawa Fenolik (Velu et al., 2014)

Senyawa fenolik merupakan salah satu metabolit sekunder yang
memiliki sifat antioksidan yang berkaitan erat dengan
kemampuannya untuk mendonorkan elektron atau atom hidrogen
kepada radikal bebas. Senyawa fenolik juga dapat mengkelat ion
logam transisi yang berperan dalam pembentukan radikal bebas
(Irsal et al., 2023). Golongan senyawa fenolik seperti a-tokoferol,
hydroxytyrosol, caffeic acid, dan asam galat berperan sebagai
pendonor H sedangkan kaempferol dan resveratrol merupakan

contoh dari pendonor elektron (Sedjati et al., 2018).
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2.3.3. Senyawa Flavonoid
Flavonoid merupakan salah satu golongan fenolik tumbuhan yang
terbesar. Struktur dasarnya mengandung 15 karbon yang tersusun
dalam dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh jembatan tiga
karbon (Anulika et al., 2016). Flavonoid biasanya merupakan
senyawa yang larut dalam air dan diklasifikasikan menjadi flavon,
flavonol, dan antosianin. Sebagian besar flavonoid memiliki sifat
antioksidan yang sangat baik, serta aplikasi terapeutik penting lainnya

termasuk antikanker, antialergi, dan antivirus (Irsal et al., 2023).

Dihydroflavonol Catechin

Gambar 5. Contoh Senyawa Flavonoid (Velu et al., 2014).

Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki aktivitas
antioksidan. Kadar flavonoid total berkorelasi positif dengan tingkat
aktivitas antioksidan yang mengindikasikan semakin tinggi
kandungan  flavonoid, semakin besar pula kemampuan
antioksidannya. Aktivitas antioksidan flavonoid terjadi melalui
mekanisme mendonorkan atom hidrogen dan mengkelat logam (Irsal

etal., 2023).
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Gambar 6. Mekanisme antioksidan flavonoid dengan mendonorkan atom
hidrogen (Grijalva-Guiza ef al., 2023).
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Gambar 7. Mekanisme antioksidan flavonoid dengan mengkelat logam
(Grijalva-Guiza et al., 2023).

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang efektif dalam
menurunkan kadar kolesterol. Berdasarkan uji aktivitas antikolesterol
secara in vitro dengan metode Lieberman-Burchard, flavonoid dapat
menurunkan kadar kolesterol bebas karena gugus hidroksil pada
kolesterol bereaksi dengan gugus karbonil pada flavonoid membentuk

membentuk ikatan hidrogen (Lailatusholihah et al., 2023).

Gambar 8. Ikatan kimia antara kolesterol dengan kuersetin (andriani dan
Anggraini, 2023).
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2.4. Metode Penetapan Kadar Fenolik Total Metode Folin-Ciocalteu
Metode Folin-Ciocalteu merupakan metode kuantifikasi fenolik total yang
didasarkan pada reaksi transfer elektron dengan senyawa antioksidan fenolik
bertindak sebagai donor elektron dan reagen Folin-Ciocalteu bertindak
sebagai oksidan. Reagen Folin-Ciocalteu adalah campuran asam
fosfotungstat dan asam fosfomolibdat. Reduksi turunan anionik dari asam
fosfotungstat dan fosfomolibdat oleh antioksidan menyebabkan perubahan
warna dari kuning menjadi biru, dan besarnya perubahan warna ketika reaksi
selesai secara langsung sebanding dengan aktivitas reduksi senyawa fenolik.
Kapasitas reduksi antioksidan sering diukur sebagai ekuivalen asam galat
(GAE). Secara lebih rinci, transfer elektron dari senyawa fenolik ke kompleks
asam fosfomolibdat/fosfotungstat dalam larutan basa menghasilkan
kompleks biru yang terdeteksi secara spektroskopi pada panjang gelombang
sekitar 760 nm. Senyawa fenolik bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu
hanya dalam kondisi basa (pH 10 yang disesuaikan dengan larutan natrium

karbonat) (Pérez et al., 2023).

COOH coo” |2 CO0™
Na,CO,
- - + €7 | &= oxidation half-reaction
HO OH PH=10 R! R? 0 OH
OH R? 0
Antioxidant R'"R2R*=0OHorO Oxidized phenolic
(Phenolic compound) compound
(+6) : (+5) (+6)
2[PM12040] + 0 > 2[PMMgO 0] ¢= reduction half-reaction
F-C reagent (oxidant)  (from antioxidant) reduced F-C reagent

Gambar 9. Reaksi redoks umum pada metode Folin-Ciocalteu (Pérez et al., 2023).
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2.5. Metode Penetapan Kadar Flavonoid Total Metode Klorimetri
Aluminium Klorida
Kandungan flavonoid total dalam tanaman biasanya ditentukan secara
kolorimetri setelah diekstraksi dengan pelarut. Metode yang banyak
digunakan untuk menentukan flavonoid total dalam ekstrak tanaman adalah
uji kolorimetri aluminium klorida, di mana AIl(III) digunakan sebagai agen
pengompleks. Metode ini didasarkan pada pembentukan khelat antara Al(I1I)
dan flavonoid. Karena memiliki banyak gugus okso dan hidroksil, flavonoid
memiliki afinitas yang tinggi untuk berikatan dengan ion logam seperti
Al(III), umumnya dalam rasio 1:1, tergantung pada kondisi percobaan

termasuk nilai pH (Shraim et al., 2021).

OH

Gambar 10. Diagram kemungkinan titik fokus pengikatan antara molekul
quercetin dan AICl; (Kukhtenko et al., 2024).

Reaksi kompleksasi flavonoid dengan AlCls dapat memiliki beberapa pusat
reaksi yang lokasinya ditentukan oleh keberadaan gugus hidroksil dan
karbonil di posisi C-4 pada cincin C. Gugus 3-OH dan C=0 (lokasi 3-4) atau
gugus 5-OH dan C=0O (lokasi 5-4) atau pasangan gugus 3'-OH dan 4'-OH
pada cincin B (lokasi 3'-4') dapat berperan dalam pengikatan ion logam.
Kemungkinan substitusi simultan sepanjang cincin A dan B menyebabkan

pergeseran batokromik pita dan peningkatan intensitas penyerapan. Selain
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itu, terjadi efek hiperkromik atau peningkatan intensitas larutan standar rutin

menghasilkan warna yang lebih kuning (Kukhtenko ef al., 2024).

. Antioksidan

2.6.1. Definisi
Antioksidan adalah molekul yang mampu menghambat oksidasi
molekul lain. Antioksidan memutus rantai reaksi radikal bebas dengan
mendonorkan elektronnya sendiri untuk menstabilkan radikal bebas,
dtanpa berubah menjadi radikal bebas itu sendiri. Berdasarkan
aktivitasnya, antioksidan dapat dikategorikan menjadi antioksidan

enzimatik dan non-enzimatik (Gupta, 2015)

Antioksidan enzimatik adalah mekanisme alami tubuh untuk
melindungi sel-sel dari serangan reactive oxygen species (ROS).
Antioksidan enzimatik bekerja dengan memecah dan menghilangkan
radikal bebas. Enzim antioksidan mengubah produk oksidatif yang
berbahaya menjadi hidrogen peroksida (H20») kemudian menjadi air
melalui proses bertahap dengan bantuan kofaktor seperti tembaga,
seng, mangan, dan besi. Enzim antioksidan penting dalam pencegahan
peroksidasi lipid serta menjaga struktur dan fungsi membran sel.
Contoh antioksidan enzimatik yaitu CAT, GSHPx, SOD, dan
peroxiredoxin [-IV (Nimse dan Pal, 2015).

Antioksidan non-enzimatik bekerja dengan menghentikan rantai
reaksi radikal bebas. Berdasarkan asalnya, antioksidan nonenzimatik
dibagi menjadi antioksidan natural atau alami dan antioksidan sintesis.
Beberapa senyawa antioksidan alami yang terdapat dalam buah-
buahan dan sayur-sayuran meliputi asam askorbat, a-tokoferol, asam
fenolik, kumarin, lignan, flavonoid, isoflavonoid, dan polimer fenolik

(tanin) (Gupta, 2015).
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2.6.2. Metode Uji Aktivitas Antioksidan DPPH
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) adalah radikal yang stabil
karena stabilisasi melalui delokalisasi pada cincin aromatik. DPPH
dapat menangkap radikal lain dengan mudah tetapi tidak berpasangan
menjadi dimer. Pita serapan yang kuat DPPH berada di sekitar 515 nm
sehingga larutan radikal DPPH berbentuk ungu tua dan berubah
menjadi tidak berwarna hingga kuning pucat ketika direduksi setelah

bereaksi dengan donor hidrogen (Gupta, 2015).

1,1-diphenyl-2- Antioxidant 1,1-diphenyl-2- Stable
picrylhydrazyl Hydrogen | —— picrylhydrazine + | Antioxidant
radical (purple) Donor (yellow) Radical

O,N

2—I

NO, + A’

O,N

N—N NO, + AH —>

00

Gambar 11. Reaksi antara DPPH dan Antioksidan (Hastak et al., 2018).

Uji antioksidan DPPH dapat diterapkan untuk memperkirakan
aktivitas antiradikal dari makanan fungsional seperti ekstrak herbal
serta senyawa murni alami atau sintetis karena stabilitasnya tinggi,
prosesnya mudah, dan biayanya yang rendah. Metode DPPH
melibatkan penambahan antioksidan potensial ke dalam larutan
DPPH. Dalam reaksi ini, elektron valensi tidak berpasangan dari atom
nitrogen pada radikal DPPH direduksi oleh atom hidrogen dari
molekul antioksidan. Akibatnya, terbentuklah hidrazin DPPH-H.
Persentase radikal DPPH yang dinetralkan dapat dianalisis
menggunakan pengukuran spektrofotometri, yaitu melalui penurunan
absorbansi pada panjang gelombang sekitar 515-520 nm. Aktivitas

antioksidan suatu senyawa dinyatakan sebagai jumlah antioksidan
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dalam larutan yang diperlukan untuk mengurangi konsentrasi awal

radikal bebas DPPH sebesar 50% (Parcheta et al., 2021).

Tabel 1. Klasifikasi Aktivitas Antioksidan terhadap inhibitory
concentration (ICso) (Rahman et al., 2023).

Inhibitory concentration (1Csp) Klasifikasi aktivitas
(ppm) antioksidan
<50 sangat kuat
50-100 kuat
100-150 sedang
150-200 lemah
>200 sangat lemah

2.7. Kolesterol
Kolesterol merupakan zat alamiah derivat lipid dengan sifat fisik serupa
lemak tetapi mempunyai gugus steroida. Sebagian besar kolesterol dalam
tubuh diproduksi oleh tubuh itu sendiri. Kolesterol disintesis oleh hati,
kelenjar adrenal, organ reproduksi, dan usus. Kolesterol memainkan peran
penting dalam banyak proses biokimia di tubuh manusia. Kolesterol
merupakan komponen struktural esensial dari membran sel hewan, asam
empedu, hormon steroid adrenal dan gonad, serta vitamin D (Helvaci et al.,
2021). Kolesterol juga dapat diperoleh dari luar tubuh yaitu melalui makanan
hewani seperti daging, unggas, ikan, susu, dan margarin (Muqowwiyah dan
Dewi, 2021). Kolesterol dibutuhkan oleh tubuh untuk membentuk dinding
sel, membentuk hormon steroid, dan membentuk garam empedu untuk

mencerna makanan (Nurman dan Afifah, 2019).

Kolesterol bersifat lipofilik. Kolesterol dalam darah diangkut dengan
lipoprotein. Kolesterol dijaga keseimbangannya oleh mekanisme homeostasis
dalam tubuh manusia dan biosintesisnya diatur secara langsung oleh kadar
kolesterol yang ada. Asupan kolesterol dari makanan yang lebih tinggi

menyebabkan penurunan sintesis kolesterol dalam tubuh, begitu pula
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sebaliknya. Selain itu, sebagian besar kolesterol dalam makanan mengalami
esterifikasi. Namun, kolesterol yang teresterifikasi ini sulit diserap oleh usus.
Oleh karena itu, kolesterol dari makanan memiliki sedikit pengaruh terhadap
kadar kolesterol plasma. Di sisi lain, ketika sel memiliki kolesterol yang
melimpah, sintesis reseptor LDL akan terhambat sehingga kolesterol baru
dalam bentuk molekul LDL tidak dapat diserap dan sebaliknya (Helvaci et
al.,2021).

Lipoprotein

2.8.1. Definisi
Lipid terikat pada molekul protein yang disebut dengan
apolipoprotein atau apo yang memudahkan lipid untuk larut dalam
darah. Lipid yang berikatan dengan apolipoprotein inilah yang dikenal
sebagai lipoprotein (PERKENI, 2021). Setiap lipoprotein terdiri atas
kolesterol (bebas atau ester), trigliserida, fosfolipid, dan apoprotein.
Lipoprotein memiliki bentuk sferik dengan inti trigligliserida dan
kolesterol ester dengan fosfolipid dan sedikit kolesterol bebas di

sekelilingnya serta apoprotein pada permukaan luarnya (Adam, 2014)

A PLASMA LIPOPROTEIN

Kolesterol bebas

Apolipoprotein + Lipid = Lipoprotein

Gambar 12. Struktur Lipoprotein (Adam, 2014)
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2.8.2. Jenis-jenis Lipoprotein
Lipoprotein diklasifikasikan berdasarkan densitas protein. Semakin
rendah kadar protein, semakin rendah densitasnya, dan semakin tinggi
kolesterolnya. Kolesterol dalam berbagai lipoprotein tersebut identik.
Dengan kata lain, sebenarnya hanya ada satu jenis kolesterol di dalam

tubuh (Helvaci et al., 2021).

Tabel 2. Klasifikasi Kolesterol (Adam, 2014)

Jenis Lipoprotein Densitas Lipid Utama

HDL 1,21—1,603 Kolesterol ester

LDL 1,063—1,019 Kolesterol ester

IDL 1,019—1,006 Kolesterol ester,
trigliserid

VLDL < 1,006 Trigliserid

Kilomikron < 1,006 Trigliserid

Terdapat lima kelas utama lipoprotein berdasarkan densitas

proteinnya, yaitu:

a. Kilomikron
Kilomikron adalah jenis molekul pengangkut kolesterol yang
paling rendah densitasnya. Chylomicrons terdiri dari trigliserida
(TG), kolesterol, dan protein di usus, dan dilepaskan ke dalam
aliran darah setelah makan. Chylomicrons terutama mengangkut
trigliserida eksogen dari usus ke hati melalui duktus toraks
(Helvaci et al., 2021).

b. Very low-density lipoproteins (VLDL)
VLDL mengandung trigliserida (TG), kolesterol, dan protein.
VLDL diproduksi di hati dan terutama mengangkut trigliserida
endogen dari hati ke organ perifer. Di kapiler jaringan adiposa dan
otot, 90% trigliserida dihilangkan oleh sekelompok lipase khusus.
Oleh karena itu, VLDL diubah menjadi IDL dengan pengurangan
TG (Helvaci et al., 2021).
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Intermediate-density lipoproteins (IDL)

Intermediate-density lipoprotein terbentuk dari penguraian
trigliserida dari VLDL oleh lipoprotein lipase (LPL) di jaringan
otot dan adiposa, yang menghasilkan pembentukan partikel IDL,
yang kaya akan kolesterol dan bersifat pro-aterogenik (Feingold,
2022)

Low density lipoproteins (LDL)

LDL merupakan hasil pemecahan IDL dengan pengurangan lebih
banyak trigliserida. LDL adalah pembawa utama kolesterol dalam
darah. LDL mengantarkan kolesterol dari hati ke bagian tubuh
lainnya. Meskipun hati mengeliminasi sebagian besar LDL dari
sirkulasi, sejumlah kecil LDL diserap oleh makrofag yang dapat
bermigrasi ke lapisan intima bagian dalam dinding arteri dan
menjadi sel busa dari plak aterosklerotik. Sel busa ini dipenuhi
dengan lemak dan kolesterol, dan membentuk sebagian besar plak.
Plak terutama mengandung kolesterol, kalsium, fibrin, dan sisa-
sisa sel. Proses ini dapat dipercepat ketika LDL teroksidasi oleh
radikal oksigen bebas yang dihasilkan sebagai produk sampingan
saat sel-sel kita menggunakan oksigen untuk membakar lemak.
(Helvaci et al., 2021).

High density lipoproteins (HDL)

HDL sering disebut sebagai kolesterol baik yang memiliki lebih
banyak molekul protein dibandingkan lemak. HDL mengeliminasi
lemak dan kolesterol dari sel-sel, termasuk dari ateroma di dinding
arteri, dan membawa kolesterol kembali ke hati, adrenal, ovarium,
dan testis untuk diekskresikan, digunakan kembali, atau dibuang.
HDL dapat menunjukkan berbagai sifat anti-aterogenik, termasuk
transportasi balik kolesterol, serta sifat antioksidan dan anti-

inflamasi (Feingold, 2022).
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2.9. Hiperkolesterolemia
Hiperkolesterolemia merupakan suatu kondisi dimana kolesterol dalam darah
meningkat melebihi ambang batas normal yang ditandai dengan
meningkatnya kadar LDL-kolesterol dan kolesterol total melebihi ambang
batas normal (>240 mg/dl). Hiperkolesterolemia dapat terjadi karena faktor
keturunan, makanan sehari-hari (biasanya dihubungkan dengan diet lemak
yang tinggi dari bahan pangan hewani), penyakit sekunder (diabetes,
hipotiroid, infeksi ginjal menahun), dan tidak jarang terjadi sejak lahir.
Kenaikan kolesterol terutama LDL dan trigliserida akan meningkatkan resiko

penderitanya untuk terkena penyakit jantung koroner (Saragih, 2011).

Perbandingan LDL dengan HDL yang meningkat juga akan meningkatkan
risiko terkena penyakit jantung koroner. Secara khusus, partikel LDL
dianggap sebagai pengangkut utama kolesterol; setidaknya dua pertiga dari
kolesterol yang beredar berada dalam LDL menuju jaringan perifer. Molekul
HDL melakukan hal sebaliknya. HDL mengambil kelebihan kolesterol dan
mengembalikannya ke hati untuk dikeluarkan. Dengan demikian, secara
klinis, kedua lipoprotein ini penting karena tingginya LDL dan rendahnya
HDL meningkatkan risiko pasien terhadap penyakit vaskular aterosklerotik

(Huff et al., 2023).

Peningkatan kolesterol dalam darah disebabkan oleh faktor keturunan dan
asupan lemak tinggi. Pengaruh lemak makanan pada penyakit jantung
berhubungan dengan pengaruh komponen asam lemak dan kolesterol
terhadap kolesterol darah, terutama kolesterol LDL. Peningkatan konsumsi
lemak jenuh dan kolesterol dapat meningkatkan konsentrasi kolesterol low
density lipoprotein (LDL). Lemak jahat seperti lemak jenuh dapat diubah
menjadi kolesterol sehingga meningkatkan kadar kolesterol darah terutama
LDL dengan cara menurunkan perombakan atau katabolismenya (Yani ef al.,

2023).
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Tabel 3. Klasifikasi Kadar Kolesterol (mg/dL) (Saragih, 2011).

Jenis Lipoprotein Baik Batas Maksimal Buruk
Total kolesterol <200 200-240 >240
HDL kolesterol >45 35-45 <35
Trigliserida <200 200-400 >400
LDL Kolesterol <130 130-160 >160
LDL/HDL <3 3-5 -

2.10. Uji Aktivitas Antikolesterol Metode Zak
Metode Zak merupakan metode uji aktivitas antikolesterol secara in vitro.
Aktivitas ekstrak terhadap penurunan kadar kolesterol diketahui dengan cara
membandingkan absorbansi senyawa berwarna hasil reaksi antara kolesterol
dengan reagen yang digunakan dengan menggunakan spektrofotometer UV-
Vis kemudian dihitung persen penurunan kolesterolnya. Prinsip metode zak
sendiri didasarkan pada kemampuan mengikat kolesterol bebas dengan FeCl3
dan digunakan H>SO4 sebagai katalisator sehingga terbentuk senyawa
berwarna. Mekanisme reaksi antara kolesterol dengan pereaksi pada metode
Zak diawali dengan proses protonasi pada gugus —OH kolesterol. Tahap ini
kemudian dilanjutkan dengan reaksi dehidrasi yang menghasilkan senyawa
ion karbonium 3,5-kolestadiena. Setelah itu, penambahan ion Fe** berperan
dalam membentuk senyawa kompleks berwarna. Reaksi ini menghasilkan
larutan kation tetraenilik yang ditandai dengan warna jingga kemerahan. Pada
proses ini, H2SO4 pekat digunakan sebagai katalisator, sedangkan FeCls
dalam asam asetat glasial berfungsi sebagai pereaksi pewarna yang
mendukung terbentuknya senyawa berwarna merah (Burke et al., 1974;

Maidin et al., 2017; N. 1. Rizki et al., 2022)
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Gambar 13. . Reaksi Kolesterol dengan Reagen Metode Zak (N. 1. Rizki et al.,
2022)

2.11. Spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-VIS adalah metode untuk mengukur panjang
gelombang dan intensitas cahaya ultraviolet dan cahaya tampak yang diserap
oleh sampel. Prinsip dasar metode spektrofotometri UV-VIS didasarkan pada
pengukuran panjang gelombang dan intensitas cahaya ultraviolet (UV) dan
cahaya tampak (visual/VIS) yang diserap oleh sampel sebagai fungsi panjang
gelombang (Gupta, 2015)

Sampel diberi radiasi UV (ultraviolet) pada panjang gelombang 180-380 nm
atau cahaya tampak (visible light) pada panjang gelombang 380-780 nm.
Penyerapan radiasi ini menyebabkan promosi elektron dari keadaan dasar ke
keadaan tereksitasi pada gugus fungsional yang disebut kromofor. Data
penyerapan ini akan dihasilkan oleh spektrofotometri UV-VIS dalam bentuk
transmitansi atau absorbansi yang dapat dibaca oleh spektrofotometer sebagai
spektrum UV-VIS (Pratiwi dan Nandiyanto, 2022). Karena setiap zat
menyerap cahaya dengan cara yang berbeda, terdapat hubungan unik dan
spesifik antara zat dan spektrum UV-VIS-nya. Spektrum ini kemudian dapat
digunakan untuk mengidentifikasi atau mengkuantifikasi suatu zat (De Caro

dan Claudia, 2015).
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Penyerapan cahaya UV dan cahaya tampak dijelaskan secara kuantitatif oleh
hukum Lambert dan Beer. Menurut hukum Lambert, setiap lapisan medium
yang dilalui cahaya menyerap fraksi cahaya yang sama sehingga terjadi
penurunan secara eksponensial pada intensitas cahaya yang diteruskan
dengan bertambahnya ketebalan medium yang mengabsorbsi. Hukum Beer
menyatakan bahwa jumlah cahaya yang diserap sebanding dengan jumlah
kromofor yang ada dalam medium yang dilalui cahaya. Dengan kata lain,
jumlah cahaya yang diserap sebanding dengan konsentrasi zat penyerap
(kromofor). Kedua hukum ini sering dikombinasikan menjadi apa yang sering

disebut sebagai Lambert-Beer (Miillertz dan Perrie, 2016).
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Gambar 14. Spektrofotometer UV-Vis Double Beam (Miillertz dan Perrie, 2016).

Spektrofotometri UV-Vis memiliki beberapa komponen utama, yaitu sumber
cahaya, pemilih panjang gelombang, kompartemen sampel (biasanya berupa
kuvet atau flow cell), dan detektor. Terdapat dua cara pengaturan optik yang
digunakan pada spektrofotometri UV-Vis, yaitu pengaturan optik normal
(pemilihan panjang gelombang terjadi sebelum cahaya melewati sampel) dan
konfigurasi optik terbalik (dispersi cahaya terjadi setelah melewati sampel.
untuk mendeteksi cahaya, digunakan dua jenis detektor utama, yaitu tabung
fotomultiplier atau semikonduktor seperti fotodioda dan charge-coupled
device (CCD). Beberapa jenis spektrofotometer yang umum meliputi single
beam spectrophotometer, double beam spectrophotometer, dan array

detector spectrophotometer (Miillertz dan Perrie, 2016).
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2.12. GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) merupakan teknik
kromatografi gas yang digunakan bersama dengan 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 ef al., 2021).

Mass Analyzer

GC Oven

Mass Spectrometer

Data Analysis

Gambar 15. Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) (Ahmed et al.,
2020)

Prinsip pemisahan dalam kromatografi gas didasarkan pada penyebaran
sampel di fase diam, sementara gas bertindak sebagai fase gerak yang
mengelusi fase diam (Darmapatni et al., 2016). Dalam sistem kromatografi
gas, sampel yang akan dianalisis bisa berupa larutan cair atau kumpulan
molekul yang teradsorpsi pada suatu permukaan, misalnya pada solid-phase
microextraction (SPME). Selama transfer ke dalam kromatografi gas (GC),
sampel diuapkan melalui paparan cepat ke zona yang dijaga pada suhu relatif
tinggi (200-300°C) dan dicampur dengan aliran gas pembawa (Ar, He, No,
atau H). Campuran gas yang dihasilkan kemudian masuk ke bagian
pemisahan, yaitu kolom kromatografi, yang berbentuk kapiler tubular silika

yang dilapisi dengan lapisan tipis polimer di bagian dalamnya. Selama
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perpindahan melalui kolom, molekul analit terpartisi antara aliran gas
pembawa (fase bergerak) dan lapisan polimer (fase diam), tergantung pada

struktur kimianya (Stashenko dan Martinez, 2014).

Pada akhir bagian pemisahan, molekul-molekul mencapai sistem deteksi pada
properti fisik tertentu (konduktivitas termal) atau proses fisiko-kimia (ionisasi
dalam nyala, penangkapan elektron) mana yang menghasilkan sinyal listrik
yang sebanding dengan jumlah molekul dengan identitas yang sama. Sistem
data memungkinkan pemrosesan data ini untuk menghasilkan grafik variasi
sinyal detektor ini terhadap waktu (kromatogram). Dengan demikian, empat
bagian utama dapat dibedakan dalam kromatograf, yaitu pengenalan
(injektor), pemisahan (kolom kromatografi), deteksi, dan unit pengolahan

data (Stashenko dan Martinez, 2014).

Prinsip dari spektrometer massa adalah pengionan senyawa-senyawa kimia
untuk menghasilkan molekul bermuatan atau fragmen molekul dan mengukur
rasio massa/muatan. Molekul yang telah terionisasi akibat penembakan
elektron berenergi tinggi tersebut akan menghasilkan ion dengan muatan
positif, kemudian ion tersebut diarahkan menuju medan magnet dengan
kecepatan tinggi. Medan magnet atau medan listrik akan membelokkan ion
tersebut agar dapat menentukan bobot molekulnya dan bobot molekul semua
fragmen yang dihasilkan. Kemudian detektor akan menghitung muatan yang
terinduksi atau arus yang dihasilkan ketika ion dilewatkan atau mengenai
permukaan, scanning massa dan menghitung ion sebagai mass to charge ratio
(m/z). Terdapat 4 (empat) proses dalam spektrometri massa yakni ionisasi,

percepatan, pembelokkan dan pendeteksian (Darmapatni et al., 2016).

Derivatisasi merupakan proses kimiawi untuk mengubah suatu senyawa
menjadi senyawa lain yang mempunyai sifat-sifat yang sesuai untuk
dilakukan analisis menggunakan kromatografi gas atau menjadi lebih mudah
menguap. Hal ini dilakukan jika suatu senyawa diketahui sulit menguap maka

dilakukan derivatisasi terlebih dahulu sebelum dianalisis menggunakan GC.
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Selain itu beberapa senyawa volatil mengalami dekomposisi parsial karena
panas sehingga diperlukan derivatisasi untuk meningkatkan stabilitasnya

(Darmapatni et al., 2016).
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2.13. Kerangka Teori
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Gambar 16. Kerangka Teori
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Gambar 17. Kerangka Konsep
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3.1.

3.2

BAB III
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian yang bersifat eksperimental skala
laboratorium. Ekstraksi daun rambusa (Passiflora foetida L.) dilakukan
dengan dua perlakuan, yaitu masing-masing dengan menggunakan pelarut
etanol dan etil asetat menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.
Pada penelitian ini, pengukuran fenolik total pada masing-masing ekstrak
etanol dan etil daun rambusa (Passiflora foetida L.) dilakukan dengan metode
Folin-Ciocalteu dengan standar pembanding asam galat, pengukuran
flavonoid total dilakukan dengan metode AICI;, pengukuran aktivitas
antioksidan dilakukan dengan metode uji DPPH, dan pengujian aktivitas
antikolesterol ekstrak etanol dan etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida

L.) dilakukan dengan metode Zak.

Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Botani, Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung untuk
mendeterminasi tumbuhan, Laboratorium Penelitian dan Pengujian
Terpadu Universitas Gadjah Mada untuk karakterisasi senyawa
dengan GC-MS, dan Laboratorium Kimia Farmasi Analisis Fakultas
Kedokteran, Universitas Lampung untuk melakukan ekstraksi serta
melakukan beberapa pengujian meliputi uji fitokimia, uji flavonoid

total, uji aktivitas antioksidan, dan uji aktivitas antikolesterol sampel.
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Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2024—Mei 2025

3.3. Identitas Variabel Penelitian

3.3.1.

3.3.2.

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah jenis pelarut yaitu etanol

96% dan etil asetat yang digunakan untuk mengekstraksi daun

rambusa (Passiflora foetida L.)

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah karakterisasi senyawa,

kadar kadar fenolik total (mg/GAE/g),

flavonoid total(mgQE/g),

aktivitas antioksidan (ug/mL), dan aktivitas antikolesterol (ug/mL)

ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida

L.

3.4. Definisi Operasional

Tabel 4. Definisi Operasional

No. Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Skala
1.  Kadar Kadar fenolik Menghitung Kadar fenolik  Rasio
fenolik total  total yang kadar fenolik total
terkandung total yang (mg/GAE/g)
dalam ekstrak terkandung

etanol dan etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.)

dalam ekstrak
etanol dan etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.)
menggunakan
metode Folin
Ciaocalteu
dengan larutan
asam galat
sebagai
pembanding



2.

3.

4,

Kadar
flavonoid
total

Aktivitas
antioksidan

Aktivitas
antikolesterol

Kadar flavonoid
total yang
terkandung
dalam ekstrak
etanol dan etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.)

Aktivitas
antioksidan dari
ekstrak etanol
dan etil asetat
daun rambusa
(Passiflora
foetida L.)

Aktivitas
antikolesterol
dari ekstrak
etanol dan etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.)

Menghitung
kadar flavonoid
total yang
terkandung
dalam ekstrak
etanol dan etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.)
menggunakan
spektrofotometer
UV-Vis dengan
larutan kuersetin
sebagai
pembanding

Menghitung
konsentrasi
efektif (ICso)
ekstrak etanol
dan ekstrak etil
asetat daun
rambusa
(Passiflora
foetida L.) untuk
menghambat
radikal bebas
menggunakan
spektrofotometer
UV-Vis dengan
metode uji
DPPH dan
menggunkaan
asam askorbat
sebagai kontrol
positif

Menghitung
kadar kolesterol
dalam berbagai
konsentrasi
ekstrak etanol
dan etil asetat
daun rambusa
(Passiflora
foetida L.)
menggunakan

Kadar
flavonoid
total

(mgQE/g)

Rasio

Nilai ICso
(ng/mL)

Rasio

Keterangan:

I1Cs0 <50
pg/mL =
sangat kuat

ICs0 50-100
pg/mL = kuat

ICs0 100-150
pg/mL =
sedang

I1Cso 150-200
pug/mL =
lemah

1Cs0 >200
pg/mL =
sangat lemah

(Rahman et
al., 2023)

Nilai ECso
(ng/mL)

Rasio
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spektrofotometer
UV-Vis dengan
metode Zak

3.5. Alat dan Bahan Penelitian

3.5.1.

3.5.2.

Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya masker,

handscoon, jas laboratorium, plastic wrap, aluminium foil, kertas

saring, labu erlenmeyer (Pyrex®), labu ukur (Pyrex®), gelas ukur

(Pyrex®), gelas beaker (Pyrex®), tabung reaksi (IWAKI®), pipet tetes,
pipet volume (IWAKI®), bulb filler, mikropipet (DLAB®), tip
mikropipet, corong (IWAKI®), neraca analitik (BEL Engineering®),
kertas perkamen, hot plate, cawan penguap, ultrasonic bath
(OVAN®), seperangkat alat rotary evaporator (Rotavapor R-100
BUCHI®), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu® UV-1900i), kuvet
(Shimadzu®), dan kromatografi gas-spektroskopi massa (GC-MS
Perkin-Elmer Clarus 500).

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya daun rambusa
(Passiflora foetida L.), pelarut etanol 96%, etil asetat, akuades, reagen
Mayer, serbuk zink, asam klorida (HCI) pekat (SMART-LAB®),
kloroform (Supelco®), asam sulfat (H2SO4) pekat (SMART-LAB®),
feri klorida (FeCls) 5% (Supelco®), kuersetin (Sigma-aldrich®), AICl;
10% (Supelco®), asam asetat (CH;COOH) 5% (Supelco®), metanol
pro analysis (Supelco®), natrium karbonat (Na,CO3) 7,5%, reagen
Folin-Ciocalteu (Supelco®), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
(Sigma-aldrich®), asam askorbat (MERCK®), serbuk kolesterol murni

(Nippon Fine Chemical), atorvastatin 20 mg.
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3.6. Prosedur Penelitian

3.6.1.

3.6.2.

Uji Determinasi Tumbuhan Rambusa

Uji determinasi yang bertujuan untuk memastikan bahwa tumbuhan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah tumbuhan daun rambusa
(Passiflora foetida L.). Uji determinasi tanaman ini akan dilakukan di
Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan [lmu Pengetahuan

Alam, Universitas Lampung.

Preparasi Sampel Daun Rambusa

Preparasi awal sampel daun rambusa (Passiflora foetida L.) akan
diawali dengan sortasi basah sampel. Daun rambusa yang dipilih
adalah daun yang terdapat pada bagian tengah batang hingga pucuk
teratas, berwarna hijau muda, dan permukaannya tidak memiliki
bintik-bintik putih atau kuning (bebas dari kontaminasi penyakit,
seperti yang disebabkan oleh bakteri, jamur, atau virus). Hal ini perlu
diperhatikan karena keberadaan kontaminan tersebut dapat
memengaruhi kemurnian bahan, sehingga berpotensi menghasilkan
data yang kurang akurat, terutama pada penelitian yang bersifat

analisis kuantitatif (Nugroho, 2017).

Daun rambusa kemudian dicuci dengan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran yang menempel. Selanjutnya, dilakukan
penirisan dan pengeringan secara alami serta tidak terpapar sinar
matahari langsung di ruangan semi terbuka dengan sirkulasi udara
bebas. Setelah kering, daun rambusa disortasi kering dengan kriteria
daun rapuh atau mudah hancur ketika diremas dan berwarna hijau
pudar dibanding keadaan segar. Daun rambusa yang sudah kering
dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk dan
kemudian diayak agar sampel dapat dipastikan sudah benar-benar

halus (Koesnadi et al., 2021; Rahmah et al., 2023).
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Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Rambusa

Serbuk daun rambusa ditimbang sebanyak 20 gram dan dimasukkan
ke dalam labu erlenmeyer. Serbuk direndam dengan etanol 96%
sebanyak 200 mL (1:10 b/v). Campuran serbuk daun rambusa dan
pelarut etanol kemudian diekstraksi dengan metode Ultrasonic-
Assisted Extraction menggunakan ultrasound bath pada frekuensi 40
kHz dengan suhu 45°C selama 20 menit. Selanjutnya, sampel
didinginkan dan disaring dengan kertas saring. Pelarut dihilangkan
dengan suhu 40°C dan putaran 100 rpm menggunakan rotary
evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Suhu ini dipilih untuk
memaksimalkan penguapan tanpa merusak komponen bioaktif dalam

ekstrak (Guna et al., 2020; Nugroho, 2017).

Pembuatan Ekstrak Etil Asetat Daun Rambusa

Serbuk daun rambusa ditimbang sebanyak 20 gram dan dimasukkan
ke dalam labu erlenmeyer. Serbuk direndam dengan etil asetat
sebanyak 200 mL (1:10 b/v). Campuran serbuk daun rambusa dan
pelarut etil asetat kemudian diekstraksi dengan metode Ultrasonic-
Assisted Extraction menggunakan ultrasound bath pada frekuensi 40
kHz dengan suhu 45°C selama 20 menit. Selanjutnya, sampel
didinginkan dan disaring dengan kertas saring. Ekstrak kental
diperoleh dengan menghilangkan pelarut menggunakan rotary
evaporator dengan suhu 40°C dan putaran 100 rpm (Guna et al.,

2020).

Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil Asetat
Daun Rambusa

Ekstrak kental yang diperoleh ditimbang dan dihitung % rendemen
ekstrak. Rendemen ekstrak dapat menggambarkan senyawa metabolit
sekunder yang tersari dalam suatu sampel. Oleh karena itu, makin
banyak rendemen ekstrak yang diperoleh, makin banyak pula senyawa

metabolit sekunder yang tersari dari sampel tersebut (Rahmah et al.,
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2023). Syarat rendemen ekstrak kental yaitu nilainya tidak kurang dari
10% (Kemenkes RI, 2017). Perhitungan rendemen dilakukan dengan
menghitung bobot ekstrak kental yang didapat terhadap jumlah serbuk
kering sebelum dilakukan ekstraksi kemudian dikalikan 100% seperti

persamaan berikut:

bobot ekstrak yang dihasilkan
Rendemen ekstrak (%) = - 9D _ % 100%

bobot serbuk simplisia yang digunakan (g)

(Wardani dan Rachmania, 2017)

Karakterisasi Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol dan Ekstrak
Etil Asetat Daun Rambusa dengan GC-MS

Identifikasi metabolit sekunder ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat
daun rambusa (Passiflora foetida L.) akan dilakukan di Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta. Identifikasi dengan GC-MS dilakukan untuk
menganalisis senyawa antioksidan seperti dodecanoic acid,
tetradecanoic acid, n-hexadecanoic acid, octadecanoic acid, oleic
acid, stearic acid, palmitic acid, dan linolenic acid yang terdapat
dalam ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa dengan GC-
MS Perkin-Elmer Clarus 500. Identifikasi senyawa didasarkan pada
luas puncak, berat molekul, dan rumus molekul. Spektrum GC-MS
menunjukkan adanya lebih banyak hidrokarbon rantai panjang

(Paulraj et al., 2014).

Proses identifikasi dilakukan dengan tahapan di mana sampel
diinjeksikan ke dalam kolom kapiler Elite-SMS (Perkin-Elmer)
dengan panjang 30 mm dan diameter 0.25 mm dengan film tipis 0,25
uM. Injektor dioperasikan dengan suhu 250°C dan suhu oven diatur
pada suhu awal 110°C selama 2 menit, kemudian dinaikkan hingga
200°C dengan laju kenaikan 10°C/menit, dan suhu dinaikkan lagi
hingga mencapai 280°C dengan laju kenaikan 5°C/menit selama 9
menit. Gas pembawa yang digunakan adalah helium dengan

kecepatan alir I mL per menit.
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3.6.7. Uji Fitokimia Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil Asetat Daun

Rambusa

3.6.7.1.

3.6.7.2.

3.6.7.3.

3.6.7.4.

Uji Alkaloid

Uji alkaloid akan dilakukan dengan uji Wagner. Sebanyak 1
mL ekstrak daun rambusa dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, ditambahkan 1 mL reagen Wagner, dan kemudian
dikocok.  Adanya  alkaloid diindikasikan  dengan
terbentuknya endapan berwarna merah (Abubakar dan

Haque, 2020).

Uji Flavonoid

Uji flavonoid akan dilakukan dengan uji reduksi zink-
hidroklorida. Sebanyak 1 mL ekstrak daun rambusa
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan serbuk
zink secukupnya, dan kemudian ditambahkan beberapa tetes
asam hidroklorida (HCIl) pekat dari sisi tabung reaksi.
Adanya flavonoid diindikasikan dengan terbentuknya warna

magenta atau merah (Shaikh dan Patil, 2020).

Uji Saponin

Uji saponin dilakukan dengan uji forth. Sebanyak 1 mL
ekstrak daun rambusa dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan dengan 2 mL akuades, dan dikocok dengan baik
hingga homogen. Adanya saponin diindikasikan dengan
terbentuknya lapisan buih (busa) yang stabil (Sharma dan
Chaudhary, 2016).

Uji Steroid/Triterpenoid

Uji steroid/triterpenoid dilakukan dengan uji Liebermann
Burchard. Sebanyak 2 mL ekstrak daun rambusa diuapkan
menggunakan cawan penguap di atas waterbath. Hasil residu

kemudian dilarutkan dengan kloroform 0,5 mL, ditambahkan
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asam asetat anhidrat 0,5 mL, dan ditambahkan asam sulfat
pekat 2 mL melalui dinding tabung secara perlahan. Adanya
steroid diindikasikan dengan terbentuknya cincin berwarna
biru kehijauan dan adanya triterpenoid diindikasikan dengan
terbentuknya warna merah tua atau kecoklatan (La et al.,

2020).

Uji Tanin

Uji tanin dilakukan dengan uji Wohler. Sebanyak 1,6 mL
ekstrak ditambahkan beberapa tetes larutan timbal. Adanya
tanin diindikasikan dengan terbentuknya endapan berwarna

putih (Shaikh dan Patil, 2020).

Uji Fenolik

Uji fenolik dilakukan dengan uji ferric chloride. Sebanyak 1
mL ekstrak daun rambusa dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan beberapa tetes FeCl; 5%. Adanya
fenolik diindikasikan dengan terbentuknya larutan berwarna

hijau tua atau hitam kebiruan (Shaikh dan Patil, 2020).

3.6.8. Pengukuran Fenolik Total Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil

Asetat Daun Rambusa

Fenolik total ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa

diukur

dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu dengan

menggunakan asam galat sebagai standar.

3.6.8.1.

Pembuatan Larutan Induk Asam Galat 1000 mg/L
Sebanyak 100 mg serbuk asam galat dilarutkan dengan 5
mL metanol pro analysis di dalam labu ukur 100 mL dan

dicukupkan hingga tanda batas dengan akuades

(Ayuchecaria et al., 2020).



3.6.8.2.

3.6.8.3.

3.6.8.4.

43

Pembuatan Larutan Na:COs37,5%

Serbuk Na>COs sebanyak 7,5g ram ditambahkan dengan 80
mL akuades dan dipanaskan di atas waterbath hingga
serbuk Na>COs3 larut dengan sempurna. Kemudian, larutan
didiamkan selama 24 jam. Setelah 24 jam, larutan disaring
dengan menggunakan kertas saring, dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL, dan dicukupkan dengan akuades hingga
tanda batas (Ayuchecaria et al., 2020).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan induk asam galat 100 ppm diencerkan menjadi 30
ppm kemudian dipipet sebanyak 300 pl dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Ditambahkan 1,5 mL reagen Folin-
Ciocalteu ke dalam larutan, digojog, dan didiamkan selama
3 menit. Selanjutnya, ditambahkan 1,2 mL larutan Na>COs
7,5%, digojog homogen, dan diinkubasi selama 60 menit
pada suhu kamar. Larutan tersebut diukur absorbansinya
dalam rentang waktu 0-10 menit pada panjang gelombang
600—800 nm dengan interval 0,5 nm. Berdasarkan
penelitian sebelumnya, panjang gelombang maksimum
untuk kompleks berwarna biru yang dihasilkan adalah 765
nm (Ayuchecaria et al., 2020).

Penentuan Kurva Baku Asam Galat

Penetapan kurva baku asam galat dilakukan dengan
pengukuran beberapa konsentrasi larutan asam galat.
Dibuat larutan seri standar asam galat dengan memipet
larutan induk 1000 ppm sebanyak 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL,
0,4 mL, dan 0,5 mL ke dalam labu ukur 10 mL dan
dicukupkan dengan akuades pro analysis sehingga
diperoleh konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm,

dan 50 ppm. Masing-masing larutan seri dipipet sebanyak
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300 pL ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 1,5 mL reagen
Folin-Ciocalteu dan didiamkan selama 4 menit.
Selanjutnya, ditambahkan 1,2 mL larutan Na,CO3 7,5% dan
digojog hingga homogen. Larutan diinkubasi selama 60
menit pada suhu kamar. Kelima konsentrasi larutan baku
asam galat tersebut dibaca konsentrasinya pada panjang
gelombang maksimum dan dibuat kurva baku dengan
persamaan regresi linier y = bx + a (Ayuchecaria et al.,

2020).

Pengukuran Kadar Fenolik Total Ekstrak Etanol dan
Ekstrak Etil Asetat Daun Rambusa

Sebanyak 5 mg ekstrak etanol 96% dan 1 mg ekstrak etil
asetat masing-masing dilarutkan dengan 10 mL metanol
pro analysis dalam labu ukur 10 mL sehingga diperoleh
larutan sampel ekstrak etanol 96% dengan konsentrasi 500
ppm dan ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 100 ppm.
Sebanyak 300 pl larutan tersebut dipipet ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 1,5 mL reagen Folin-Ciocalteu,
digojok, dan didiamkan selama 3 menit. Setelah itu,
ditambahkan larutan Na>xCOs 7,5% sebanyak 1,2 mL dan
diinkubasi selama 60 menit pada suhu kamar. Larutan
sampel ekstrak tersebut akan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum asam galat yang telah diketahui dengan 3 kali
pengulangan untuk masing-masing sampel (Ayuchecaria et

al., 2020).
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3.6.9. Pengukuran Flavonoid Total Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil

Asetat Daun Rambusa

3.6.9.1.

3.6.9.2.

3.6.9.3.

3.6.9.4.

Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin 1000 ppm
Baku standar kuersetin ditimbang sebanyak 100 mg,
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, kemudian

dicukupkan dengan etanol pro analisis hingga tanda batas

(Yani et al., 2023).

Pembuatan Larutan Blanko
Sebanyak 1 mL AICl; 10% dan 8 mL asam asetat 5%
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL kemudian

dicukupkan volumenya hingga tanda batas (Yani et al.,

2023).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan baku induk 1000 ppm dipipet sebanyak 1 mL,
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, kemudian
dicukupkan hingga tanda batas dengan etanol pro analisis
sehingga diperoleh konsentrasi 100 ppm. Sebanyak 1 mL
larutan baku kuersetin 100 ppm dipipet ke dalam tabung
reaksi, ditambahkan 1 mL AICl3 10% dan 8 mL asam asetat
5%. Larutan dibaca absorbansinya pada panjang
gelombang  400-800 nm  dengan  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Berdasarkan penelitian
sebelumnya, spektrum kompleks aluminium-guercetin
tanpa adanya (air) dan kehadiran kedua garam asetat
menunjukkan puncak serapan yang kuat pada 425-430 nm
(Yani et al., 2023).

Penentuan Operating Time
Sebanyak 1 mL larutan baku kuersetin 100 ppm dipipet ke
dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 mL AICI; 10% dan 8
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mL asam asetat 5%. Larutan dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang maksimum dengan interval waktu 2
menit menggunakan spektrofotometer UV-Vis hingga

diperoleh absorbansi yang stabil (Yani et al., 2023).

Pembuatan Kurva Baku Kuersetin

Penetapan kurva baku kuersetin dilakukan dengan
pengukuran beberapa konsentrasi larutan kuersetin.
Larutan seri konsentrasi standar kuersetin dibuat dengan
memipet larutan induk 1000 ppm sebanyak 0,1 mL, 1,5 mL,
2 mL, 2,5 mL, dan 3 mL ke dalam labu ukur 10 mL dan
dicukupkan dengan etanol pro analisis sehingga diperoleh
konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm.
Masing-masing dari larutan seri konsentrasi tersebut dipipet
sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan 1 mL AICl3 10% dan 8 mL asam asetat 5%.
Larutan diinkubasi selama operating time. Setelah itu,
kelima konsentrasi larutan baku kuersetin tersebut dibaca
konsentrasinya pada panjang gelombang maksimum yang
diperoleh dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
dan dibuat kurva baku dengan persamaan regresi linier y =

bx + a (Yani et al., 2023).

Pengukuran Kadar flavonoid total Ekstrak Etanol dan
Ekstrak Etil Asetat Daun Rambusa

Sebanyak 5 mg ekstrak etanol 96% dan 1 mg ekstrak etil
asetat masing-masing dilarutkan dengan 10 mL etanol pro
analisis dalam labu ukur 10 mL sehingga diperoleh larutan
sampel ekstrak etanol 96% dengan konsentrasi 500 ppm
dan ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan
ekstrak tersebut dipipet masing-masing 1 mL dan

ditambahkan 1 mL larutan AICl3 10% dan & mL asam asetat
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5%. Larutan diinkubasi selama operating time. Setelah itu,
masing-masing larutan sampel dibaca konsentrasinya pada
panjang gelombang maksimum yang diperoleh dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan replikasi 3

kali setiap sampel (Yani et al., 2023).

3.6.10. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil Asetat

Daun Rambusa

3.6.10.1.

3.6.10.2.

3.6.10.3.

Pembuatan Larutan Induk Baku DPPH

untuk membuat larutan induk baku DPPH 50 ppm,
sebanyak 5 mg serbuk DPPH ditimbang dan dimasukkan
dalam labu ukur 100 mL kemudian ditambahkan metanol

pro analysis hingga tanda batas (Irawan et al., 2021).

Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Pengukuran panjang gelombang maksimum dilakukan
dengan mengamati absorbansi larutan baku DPPH 50 ppm
pada panjang gelombang 400-800 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan metanol pro analysis
sebagai blangko. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
aktivitas antioksidan terhadap DPPH dapat dievaluasi
dengan memantau penurunan serapannya pada 515-528nm

(Irawan et al., 2021).

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Blanko DPPH
Sebanyak 2 mL larutan DPPH dipipet dan ditambahkan 2
mL methanol pro analysis kemudian diinkubasi pada
ruangan gelap selama 30 menit. Absorbansi larutan blanko
DPPH tersebut diukur pada panjang gelombang maksimum
yang telah ditentukan dengan spektrofotometer UV-Vis
(Irawan et al., 2021).
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Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pembanding Asam
Askorbat

Larutan pembanding asam askorbat dengan konsentrasi
1000 ppm dibuat dengan menimbang 100 mg serbuk asam
askorbat dan dilarutkan dengan metanol pro analysis dalam
labu ukur 100 mL. Selanjutnya larutan asam askorbat 1000
ppm tersebut diencerkan menjadi seri konsentrasi 1 ppm, 2
ppm, 3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm dengan memipet sebanyak
0,1 mL, 0,2mL, 0,3 mL, 0,4 mL, dan 0,5 mL ke dalam labu
ukur 10 mL, ditambahkan 4 mL larutan DPPH, dan
dicukupkan dengan metanol pro analysis. Larutan seri
konsentrasi dibuat replikasinya sebanyak 3 kali. Setelah itu,
larutan asam askorbat diinkubasi selama 30 menit pada
suhu ruang (25°C) dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang maksimum yang telah ditentukan (Irawan et al.,

2021).

Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol dan
Ekstrak Etil Asetat Daun Rambusa

Larutan sampel ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun
rambusa dengan konsentrasi 1000 ppm dibuat dengan
menimbang 100 mg masing-masing ekstrak dan dilarutkan
dengan metanol pro analysis dalam labu ukur 100 mL.
Selanjutnya larutan sampel 1000 ppm tersebut diencerkan
menjadi seri konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400
ppm, dan 500 ppm dengan memipet sebanyak 1 mL, 2 mL,
3 mlL, 4 mL, dan 5 mL ke dalam labu ukur 10 mL,
ditambahkan 4 mL larutan DPPH, dan dicukupkan dengan
metanol pro analysis. Larutan seri konsentrasi dibuat
replikasinya sebanyak 3 kali. Setelah itu, larutan sampel

diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang (25°C) dan
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diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

yang telah ditentukan (Irawan et al., 2021).

3.6.11. Uji Aktivitas Antikolesterol Ekstrak Etanol dan Ekstrak Etil

Asetat Daun Rambusa

3.6.11.1.

3.6.11.2.

3.6.11.3.

Pembuatan Larutan Baku Kolesterol
Serbuk kolesterol murni ditimbang sebanyak 100 mg
dilarutkan kedalam kloroform di labu ukur 100 mL sampai

menjadi larutan 1000 ppm (N. I. Rizki et al., 2022).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pada penentuan panjang gelombang maksimum dalam
spektrofotometri UV-Vis dengan melakukan scanning
panjang gelombang dari larutan standar kolesterol
menggunakan konsentrasi 500 ppm. Larutan baku induk
1000 ppm dipipet sebanyak 5 mL, dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL, kemudian dicukupkan hingga tanda
batas dengan kloroform sehingga diperoleh konsentrasi 500
ppm. Larutan standar kolesterol 500 ppm dipipet sebanyak
2 mL ke dalam tabung yang dilapisi aluminium foil,
ditambahkan 3 mL FeCls dan 2 mL H)SOs4, dikocok,
kemudian diinkubasi selama 15 menit. Pengukuran
dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 400-800 nm. Berdasarkan
penelitian sebelumnya, warna hijau yang terbentuk dapat
terbaca pada panjang gelombang 430 nm (N. I. Rizki et al.,
2022).

Pengukuran Aktivitas Antikolesterol Atorvastatin
Larutan induk atorvastain dibuat dengan menimbang
847,67 mg serbuk dari tablet atorvastatin yang digerus dan

dilarutkan dalam asam asetat glasial 50 mL. Larutan induk
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atorvastatin 1000 ppm kemudian diencerkan menjadi seri
konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm.
Larutan atorvastatin masing-masing konsentrasi dipipet
sebanyak 2 mL ke dalam tabung yang dilapisi aluminium
foil kemudian ditambahkan 2 mL larutan kolesterol 500
ppm, 3 mL FeCls, dan 2 mL H>SOs4, dikocok, kemudian
diinkubasi selama 15 menit. Larutan dibaca pada panjang
gelombang maksimumnya dengan spektrofotometer UV-
Vis. Nilai ECso dihitung dari kurva regresi linier antara
konsentrasi larutan uji dari atorvastatin dengan persentase

kadar penurunan kolesterol (N. I. Rizki et al., 2022).

Pengukuran Aktivitas Antikolesterol Ekstrak Etanol
dan Ekstrak Etil Asetat Daun Rambusa

Larutan induk ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun
rambusa (Passiflora foetida L.) dibuat dengan menimbang
100 mg masing-masing ekstrak dan dilarutkan dalam asam
asetat glasial 100 mL. Larutan induk ekstrak etanol dan
ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
1000 ppm kemudian diencerkan menjadi seri konsentrasi
20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm. Larutan
uji ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat daun rambusa
masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 2 mL,
kolesterol 500 ppm, 3 mL FeCls, dan 2 mL H>SO4, dikocok,
kemudian diinkubasi selama 15 menit. Larutan dibaca pada
panjang gelombang maksimumnya dengan
spektrofotometer UV-Vis. Nilai ECso dihitung dari kurva
regresi linier antara konsentrasi larutan uji dari ekstrak
etanol dan etil asetat daun daun rambusa (Passiflora foetida
L.) dengan persentase kadar penurunan kolesterol (N. I.

Rizki et al., 2022).
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Gambar 18. Alur Penelitian

3.8. Pengolahan dan Analisis Data
3.8.1. Analisis Data Kadar Fenolik Total

Kadar fenolik total ekstrak daun rambusa (Passiflora foetida L)
dihitung dengan menggunakan substitusi nilai-—nilai absorbansi rata—
rata sampel ke dalam persamaan regresi linear yang didapat dari kurva

kalibrasi untuk mendapatkan konsentrasinya. Nilai konsentrasi
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sampel yang didapat kemudian disubstitusikan lagi kedalam rumus

perhitungan kadar fenolik total berikut:

Kadar fenolik total = XXV XFP

Keterangan :

x = Konsentrasi (ppm)

V =Volume larutan sampel (ekstrak) (ml)
FP = Faktor pengenceran larutan sampel

BS = Berat sampel (g)

Analisis Data Kadar Flavonoid Total

Kadar flavonoid total ekstrak daun rambusa (Passiflora foetida L)
dihitung dengan menggunakan substitusi nilai—nilai absorbansi rata—
rata sampel ke dalam persamaan regresi linear yang didapat dari kurva

kalibrasi untuk mendapatkan konsentrasinya.

Nilai konsentrasi sampel yang didapat kemudian disubstitusikan lagi

kedalam rumus perhitungan kadar flavonoid total berikut:

Kadar fenolik total = XXV XFP

Keterangan :

x = Konsentrasi (ppm)

V =Volume larutan sampel (ekstrak) (ml)
FP = Faktor pengenceran larutan sampel

BS = Berat sampel (g)
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Analisis Data Aktivitas Antioksidan
Masing-masing absorbansi larutan sampel ekstrak daun rambusa dan
larutan pembanding yang diperoleh digunakan untuk menghitung

persen inhibisi dengan rumus:

absorbansi blanko —absorbansi sampel

% inhibisi = X 100%

absorbansi blanko

Selanjutnya, dibuat kurva regresi nilai persen inhibisi terhadap
masing-masing konsentrasi sehingga diperoleh persamaan regresi
linier. Nilai ICso ditentukan dengan menggunakan persamaan regresi
linier tersebut, yaitu

y =bx +a.
Keterangan :
y = % inhibisi
x = konsentrasi sampel
a = intercept

b = slope (harga kemiringan kurva)

Makin rendah nilai ICso yang diperoleh, maka makin tinggi aktivitas

antioksidan dari larutan uji (Irawan et al., 2021)

Analisis Data Aktivitas Antikolesterol

Perhitungan persentase penurunan kadar kolesterol dengan

menggunakan persamaan berikut:
A =2 x100%

Keterangan :
A = Persentase penurunan kolesterol

B = Absorbansi kolesterol akhir
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C = Absorbansi kolesterol awal

Nilai ECso (Effective Concentration) diperoleh dari perhitungan kurva
regresi linier antara konsentrasi larutan uji dengan persentase kadar

penurunan kolesterol, berikut persamaannya :

y=bx+a

Keterangan :

y = % penurunan kolesterol

x = konsentrasi sampel

a = intercept

b = slope (harga kemiringan kurva)

(Lutfiyati et al., 2021).

Uji Statistik

Data hasil pengukuran kadar fenolik total, flavonoid total, aktivitas
antioksidan, dan aktivitas antikolesterol akan dilakukan uji statistik
menggunakan fools Statistical Packages for Social Science (SPSS).
Hasil pengukuran yang diperoleh diuji normalitas datanya dengan uji
statistik Shapiro-Wilk dan diuji homogenitasnya dengan uji statistik
Levane. Perbedaan rata-rata aktivitas antikolesterol antara atorvastatin
(kontrol positif), ekstrak etanol, dan ekstrak etil asetat daun rambusa,
dilakukan dengan menggunakan wuji statistik one-Way ANOVA
(Analysis Od Variance) jika data terdistribusi normal atau uji statistik
Kruskal Walis jika data tidak terdistribusi normal. Hasil uji statistik
selanjutnya dilanjutkan dengan uji Post Hoc untuk mengetahui
kelompok perlakuan yang berbeda signifikan. Analisis data penelitian

ini menggunakan tingkat kepercayaan 95%.
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3.9. Etik Penelitian
Penelitian ini telah diajukan dan disetujui oleh bagian Komisi Etik Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor persetujuan etik

1647/UN26.18/PP.05.02.00/2025 yang dapat dilihat pada Lampiran 1.
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Ekstrak etanol 96% dan etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
memiliki senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, saponin, tanin,
fenolik, flavonoid, serta senyawa terpenoid seperti patchouli alcohol,
seychellene, azulene, alpha-guaiene, dan alpha-patchoulene.

Ekstrak etanol 96% daun rambusa (Passiflora foetida L..) memiliki kadar
fenolik total sebesar 105,91+14,44 mgGAE/g dan flavonoid total sebesar
39,71£0,66 mgQE/g, sementara ekstrak etil asetat daun rambusa
(Passiflora foetida L.) memiliki kadar fenolik total sebesar 169,66+29,55
mgGAE/g dan flavonoid total sebesar 153,98+4,47 mgQE/g.

Ekstrak etanol 96% daun rambusa (Passiflora foetida L.) memiliki
aktivitas antioksidan dengan ICso sebesar 257,5327 ppm yang termasuk
ke dalam kekuatan sangat lemah, sementara ekstrak etil asetat daun
rambusa (Passiflora foetida L.) dengan ICso sebesar 1306,681 ppm yang
termasuk ke dalam kekuatan sangat lemah.

Ekstrak etanol 96% daun rambusa (Passiflora foetida L.) memiliki
potensi antikolesterol dengan nilai ECso pada konsentrasi 288,1755 ppm,
sementara ekstrak etil asetat daun rambusa (Passiflora foetida L.)
memiliki potensi antikolesterol dengan nilai ECso pada konsentrasi

553,225 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 rambusa (Passiflora foetida L.) dengan metode uji yang berbeda,
baik secara in vitro maupun in vivo.

Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait daun rambusa
(Passiflora foetida L.) dengan metode ekstraksi yang berbeda.

Perlu dilakukannya fraksinasi dan isolasi senyawa metabolit sekunder
daun rambusa (Passiflora foetida L.) untuk mendapatkan aktivitas
antikolesterol yang lebih optimal.

Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait aktivitas biologis yang
dimiliki daun daun rambusa (Passiflora foetida L.) dengan metode uji

yang berbeda.
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