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ABSTRAK

PERBANDINGAN METODE EKSTRAKSI TERHADAP AKTIVITAS
ANTIOKSIDAN DAN ANTIINFLAMASI EKSTRAK ETANOL 96% DAUN
DEWANDARU (Eugenia uniflora L.) SECARA IN-VITRO

Oleh

NI PUTU AYUDYA SARI

Latar Belakang: Inflamasi merupakan reaksi imunitas tubuh terhadap suatu rangsangan
yang disebabkan oleh zat asing yang masuk ke dalam tubuh. Inflamasi kronis dapat memicu
berbagai penyakit degeneratif. Penggunaan obat antiinflamasi sintetik berisiko
menimbulkan efek samping, sehingga diperlukan alternatif berbasis bahan alam. Eugenia
uniflora L. mengandung senyawa metabolit sekunder, khususnya fenolik dan flavonoid,
yang berpotensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi. Metode ekstraksi berperan penting
dalam menentukan kandungan dan aktivitas ekstrak biologis.

Metode: Penelitian ini bertujuan membandingkan metode maserasi dan Ultrasound-
Assisted Extraction terhadap aktivitas antioksidan dan antiinflamasi ekstrak etanol 96%
daun dewandaru secara in vitro. Aktivitas antioksidan diuji menggunakan metode DPPH
(2,2-diphyneyl-1 picrylhydrazyl), sedangkan aktivitas antiinflamasi diuji melalui metode
penghambatan denaturasi protein bovine serum albumin (BSA). Serta dilakukan penetapan
kadar total fenolik dan flavonoid menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

Hasil: Metode maserasi menunjukkan aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan
metode UAE, dengan nilai ICso sebesar 25,942 ppm dan 75,636 ppm. Sebaliknya, aktivitas
antiinflamasi ekstrak lebih optimal pada metode UAE dibandingkan maserasi, dengan nilai
ICso sebesar 80,657 ppm dan 111,680 ppm. Metode UAE juga menghasilkan kadar total
flavonoid dan fenolik yang lebih tinggi, masing-masing sebesar 80,68 mgQE/g dan 20,50
mgGAE/g, dibandingkan metode maserasi yang menghasilkan 50,78 mgQE/g dan 19,11
mgGAE/g.

Kesimpulan: Metode ekstraksi berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dan
antiinflamasi ekstrak etanol 96% daun dewandaru. Metode maserasi menghasilkan
aktivitas antioksidan yang lebih kuat, sedangkan metode UAE lebih efektif dalam
meningkatkan kadar total flavonoid, fenolik dan aktivitas antiinflamasi dan kadar total
flavonoid dan fenolik yang lebih tinggi.

Kata Kunci: antioksidan, antiinflamasi, daun dewandaru, Eugenia uniflora L., maserasi,
Ultrasound-Assisted extraction



ABSTRACT

COMPARISON OF EXTRACTION METHODS ON ANTIOXIDANT AND ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITY OF 96% ETHANOL EXTRACT OF
DEWANDARU LEAVES (Eugenia uniflora L.) IN-VITRO

By

NI PUTU AYUDYA SARI

Background: Inflammation is an immune response of the body to stimuli caused by foreign
substances entering the body. Chronic inflammation can trigger various degenerative
diseases. The use of synthetic anti-inflammatory drugs poses a risk of adverse side effects;
therefore, natural-based alternatives are required. Eugenia uniflora L. contains secondary
metabolites, particularly phenolic and flavonoid compounds, which have potential
antioxidant and anti-inflammatory activities. The extraction method plays an important role
in determining the chemical composition and biological activity of plant extracts.
Methode: This study aimed to compare maceration and Ultrasound-Assisted Extraction
(UAE) methods on the antioxidant and anti-inflammatory activities of 96% ethanol extracts
of Eugenia uniflora L. leaves in vitro. Antioxidant activity was evaluated using the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay, while anti-inflammatory activity was assessed by
the inhibition of bovine serum albumin (BSA) protein denaturation. Total phenolic and
flavonoid contents were determined using UV—Vis spectrophotometry.

Result: The maceration method exhibited higher antioxidant activity than the UAE
method, with ICso values of 25.942 ppm and 75.636 ppm, respectively. In contrast, the anti-
inflammatory activity of the extract was more pronounced in the UAE method than in
maceration, with ICso values of 80.657 ppm and 111.680 ppm, respectively. Furthermore,
the UAE method produced higher total flavonoid and phenolic contents, amounting to
80.68 mg QE/g and 20.50 mg GAE/g, compared to the maceration method, which yielded
50.78 mg QE/g and 19.11 mg GAE/g.

Conclusion: The extraction method significantly influences the antioxidant and anti-
inflammatory activities of the 96% ethanol extract of Eugenia uniflora L. leaves. The
maceration method resulted in stronger antioxidant activity, whereas the UAE method was
more effective in increasing total flavonoid and phenolic contents as well as enhancing
anti-inflammatory activity

Keywords: antioxidant, anti-inflammatory, dewandaru leaves, Fugenia uniflora L.,
maceration, Ultrasound-assisted extraction
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Inflamasi merupakan reaksi imunitas tubuh terhadap suatu rangsangan yang
disebabkan oleh zat asing yang masuk ke dalam tubuh. Selain itu, respon
inflamasi dapat dipicu dengan terjadinya stress oksidatif, hal ini dikarenakan
tidak seimbangnya tingkat spesies oksigen reaktif (ROS) dan antioksidan yang
berperan pada pertahanan seluler seperti glutathione dan superoksida
dismutase (Falcdo et al., 2018). Proses inflamasi ditandai oleh pelepasan
mediator kimia seperti histamin, serotonin, bradikinin, tromboksan, leukotrien
dan prostaglandin yang memicu gejala khas seperti munculnya dolor (nyeri),
kalor (Panas), rubor (kemerahan), tumor (Bengkak) (Abdulkhaleq et al.,
2018).

Berdasarkan data WHO, 74% kematian di seluruh dunia disebabkan oleh
penyakit dengan peradangan kronis. Di negara Indonesia angka kejadian
penyakit yang melibatkan proses peradangan masih tinggi. Berdasarkan data
riset kesehatan dasar (RISKESDAS) Indonesia tahun 2018 prevalensi penyakit
yang melibatkan proses peradangan yaitu DM 1,5%, gangguan kardiovaskular
1,5%, hipertensi dan kanker 1,79%, asma 2,4% serta prevalensi tertinggi yaitu
penyakit sendi dengan angka kejadian 7,30%. Hal ini menegaskan bahwa

masalah inflamasi masih menjadi tantangan kesehatan yang serius.



Penggunaan obat sintetik dalam menangani peradangan masih banyak dipilih
oleh masyarakat karena mampu memberikan efek terapi yang relatif cepat.
Golongan obat anti inflamasi yang biasa digunakan yaitu obat anti inflamasi
steroid (OAIS) dan obat anti inflamasi non-steroid (OAINS) (Pramitaningastuti
et al., 2017). Tingginya angka penggunaan obat sintetik dapat meningkatkan
resiko efek samping yang serius, hal ini dikarenakan sebagian besar OAINS
bersifat tidak selektif baik pada COX: yang berperan dalam perlindungan
mukosa lambung, agregasi trombosit serta fungsi ginjal maupun pada COX.
yang berperan proses produksi mediator peradangan (Athur Ridwan and Fety,
2021). Efek samping yang paling sering ditimbulkan dari penggunaan obat anti
inflamasi non-steroid adalah permasalahan gastrointestinal, selain itu
berpotensi pada kardiovaskular, merespon alergi dan toksisitas hati (Robins
Maria, 2023). Untuk golongan kortikosteroid dalam jangka panjang dapat
menyebabkan efek samping acne serta cushing sindrom yang berpotensi
sebagai pemicu diabetes melitus dan penyakit kardiovaskular (Siagian et al.,

2018).

Alternatif pengobatan untuk mengatasi peradangan dapat dilakukan dengan
menggunakan obat tradisional dengan efek samping yang lebih minimum,
harga yang lebih murah, toksisitas yang lebihrendah serta bahan baku obat
tradisional lebih mudah untuk diperoleh (Sukmawati et al., 2015). Tanaman
dewandaru (Eugenia uniflora L.) telah banyak dilaporkan memiliki potensi
sebagai agen anti inflamasi dan antioksidan. Dalam penelitian Anwar et al.
(2022) disebutkan bahwa, tanaman dewandaru (Eugenia uniflora L.) dengan
metode maserasi mengandung berbagai senyawa metabolit aktif diantaranya
kuersetin, asam galat, saponin, asam egalat, tanin, fenolik dan flavonoid.
Banyaknya kandungan metabolit aktif tersebut menjadikan daun tanaman
tersebut memiliki  aktivitas farmakologis seperti, oksidasi enzim,
penghambatan hidrolisis, anti inflamasi, antibakteri, dan antioksidan (Santoso

etal., 2018).



Menurut penelitian Falcdo et al. (2018), aktivitas antiinflamasi ekstrak kasar
daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) diuji dengan metode model
eksperimental peritonitis yang diinduksi oleh karagenan diikuti dengan
aktivitas mieloperoksidase (MPO), total glutation dan malondialdehida
(MDA), kadar IL-1B dan TNF-a dengan analisis spektroskopi UV / VIS
menghasilkan efek antiinflamasi melalui mekanisme penurunan migrasi
leukosit, penghambatan produksi mediator inflamasi, penghambatan kadar
protein. Selain itu, ekstrak etanol 96% daun dewandaru dengan metode
maserasi dapat menurunkan kadar enzim xantin-oksidase, radikal bebas, dan
dilaporkan bahwa daun dewandaru memiliki potensi antioksidan dengan
metode ABTS sangat kuat dengan hasil 1Cso sebesar 33,92 ppm (Anwar ef al.,
2022). Antioksidan yang terkandung dalam daun tanaman dewandaru dapat
berpotensi untuk mengurangi peradangan pada jaringan melalui penghambatan
produksi ROS yang berkontribusi dalam aktivasi jalur inflamasi dan pelepasan

mediator inflamasi (Nesci ef al., 2023).

Metode ekstraksi yang digunakan terhadap suatu sampel dapat mempengaruhi
jumlah ekstrak yang diperoleh, kandungan senyawa yang terkandung dalam
ekstrak serta mutu dari ekstrak (Fauziyah et al., 2022). Penelitian sebelumnya
pada ekstrak tanaman jahe (Zingiber officinale) dan tanaman serai
(Cymbopogon citratus) memperoleh % inhibisi anti peradangan dengan
metode Ultrasound-Assisted extraction lebih besar dibanding dengan metode
maserasi (Faradiba et al., 2024). Sedangkan pada penelitian lainnya ICso
antioksidan pada daun kersen (Muntingia calabura L.) dengan metode
ekstraksi maserasi lebih baik dibandingkan dengan metode Ultrasound-

Assisted extraction (Nindyasari and Hidayatullah, 2024).

Berdasarkan uraian di atas metode menjadi suatu faktor penting yang
menentukan kandungan dan aktivitas suatu senyawa bioaktif. Namun sejauh
ini belum banyak penelitian yang mengeksplorasi perbedaan metode ekstraksi
daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) terhadap potensi anti inflamasi dan

antioksidan. Maka dari itu penelitian ini dilakukan untuk mengeksplorasi



variasi metode ekstraksi terhadap potensi anti inflamasi dan antioksidan

ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

1.2 Identifikasi Masalah

1. Bagaimana perbandingan metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-
Assisted extraction terhadap aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% daun
dewandaru (Eugenia uniflora L.)?

2. Bagaimana perbandingan metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound
Assisted extraction terhadap aktivitas anti inflamasi ekstrak etanol 96%
daun dewandaru (Eugenia uniflora L.)?

3. Bagaimana perbandingan kadar total flavonoid pada ekstrak etanol 96%
daun dewandaru ( Eugenia uniflora L.) yang diperoleh melalui metode
maserasi dan metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE)?

4. Bagaimana perbandingan kadar total fenolik pada ekstrak etanol 96% daun
dewandaru ( Eugenia uniflora L.) yang dihasilkan menggunakan metode

maserasi dan metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE)?
1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui perbandingan
metode ekstraksi yang digunakan terhadap aktivitas farmakologis
antioksidan, antiinflamasi, kadar total flavonoid dan fenolik ekstrak

etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui perbandingan metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted  extraction terhadap aktivitas antioksidan

ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).



2. Mengetahui perbandingan metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted extraction terhadap aktivitas anti inflamasi
ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

3. Mengetahui perbandingan metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted  extraction terhadap kadar total flavonoid
ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

4. Mengetahui perbandingan metode ekstraksi maserasi dan
Ultrasound-Assisted extraction terhadap kadar total fenolik ekstrak

etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

1.4 Kontribusi Penelitian
1.4.1 Kontribusi Bagi Peneliti

Penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan mengenai
perbandingan metode ekstraksi terhadap aktivitas anti inflamasi dan
antioksidan ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L).

Secara in-vitro.

1.4.2 Kontribusi Bagi Peneliti Lain

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi bagi peneliti lain untuk
mengembangkan pengobatan antioksidan dan anti inflamasi dari ekstrak

etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

1.4.3 Kontribusi Bagi Institut Terkait

Penelitian ini diharapkan dapat memperkaya ilmu pengetahuan serta
studi lanjutan mengenai potensi dari ekstrak etanol 96% daun dewandaru

(Eugenia uniflora L.) di program studi Farmasi FK Unila.

1.4.4 Kontribusi Bagi Masyarakat

Penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan pemahaman masyarakat
dalam pemanfaatan daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) sebagai agen

antioksidan dan anti inflamasi.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Dewandaru (Eugenia uniflora L.)

Dewandaru merupakan tanaman dengan nama ilmiah Eugenia uniflora L.
tanaman ini memiliki banyak sinonim nama diantaranya adalah dewandaru
(indonesia), Surinam cherry, pitanga (Inggris), cerises-cotes, cerise carrae
(Prancis), ceremai belanda (Malaysia), dan Mayom-farang (Bangkok).
Tanaman dewandaru merupakan tanaman buah yang dapat dikonsumsi dan

kaya manfaat (Moura ef al., 2018).

2.1.1 Klasifikasi Dewandaru

Menurut System Integrated Taxonomic Information, (2025) daun

dewandaru diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom . Plantae

Sub kingdom . Viridiplantae
Super divisi . Embryophyta
Divisi . Magnoliophyta
Sub divisi . Spermatophytina
Kelas : Magnoliopsida
Ordo . Mpyrtales

Super ordo . Rosanae

Famili . Mpyrtaceae
Genus . Eugenia L.

Spesies . Eugenia uniflora L.



Gambar 2. 1 Tanaman Dewandaru (Eugenia uniflora L.) (Elga renjana,
2020).

2.1.2 Ciri Morfologi Tanaman

Tanaman dewandaru (Eugenia uniflora L.) merupakan tanaman yang
berasal dari daerah Amerika Selatan, Guyana, Prancis, Suriname, Brazil,
Uruguay, hingga Paraguay. Namun, saat ini tanaman dewandaru sudah
tersebar di kawasan beriklim tropis dan subtropis dan diwilayah Asia
tenggara salah satunya adalah Jawa. Tanaman ini masuk kedalam suku
jambu-jambuan (Myrtaceae) yang berupa semak atau pohon dengan
tinggi hingga mencapai =7 meter, dengan morfologi batang memiliki
permukaan yang halus, bercabang dan menyebar, serta kulit batang yang
mudah mengelupas. Daun dewandaru adalah jenis daun tunggal yang
letaknya saling berhadapan, memiliki bentuk bulat telur sungsang dengan
ukuran daun berkisar 5 cm dan tepi daun yang rata, pangkal daun
membulat atau sedikit berlekuk, memiliki bentuk pertulangan daun
menyirip, ujung daun meruncing hingga tumpul serta permukaan daun
halus dan mengkilap. Warna daun muda berwarna coklat kemerahan dan
berwarna hijau gelap saat daun tua. Pada musim kering atau dingin warna

daun berubah menjadi merah (Elga renjana, 2020).



Bunga dari tanaman dewandaru (Eugenia uniflora L.) adalah jenis
perbungaan racemose dengan bunga bertangkai yang muncul pada ketiak
daun dan berbeda dengan spesies Eugenia lain karena pada tiap ruas
dapat menghasilkan lebihdari dua bunga dengan diameter rata-rata 16,1
mm dan 53 benang sari tipis berkepala bulat. Bunga tanaman ini memiliki
empat mahkota putih melengkung dan empat sepal melengkung pada
hipantium. Pada bunga terdapat papila mengkilap, proses mekar bunga
berlangsung sejak pagi hingga sore hari. Warna putih mencolok dari
bunga tanaman ini merupakan strategi untuk menarik serangga atau
hewan penyerbuk lainnya untuk membantu proses penyerbukan bunga,
berbunga masal dengan puncak bulan Agustus. Buah dewandaru
memiliki bentuk bulat hingga elipsoid beralur memanjang 7-10 dengan
ukuran kecil (1-5 cm), berwarna hijau saat, muda dan mengalami
perubahan warna menjadi kuning, oranye, merah, hingga ungu atau
hitam. Daging buah dengan tebal 3-5 mm memiliki rasa asam hingga
manis dan aroma yang sangat khas dan berbuah pada bulan September -

November (Moura et al., 2018).

2.1.3 Kandungan dan Khasiat Daun Dewandaru

Daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) merupakan salah satu tanaman
yang banyak memiliki manfaat dan sering ditujukan untuk penggunaan
terapeutik dalam pengobatan tradisional. Dalam pengobatan tradisional
Brazil, daun dan buah dewandaru sudah banyak digunakan sebagai infus
untuk memperoleh efek rangsangan, antioksidan, antiinflamasi,
analgesik, antidiare, antihipertensi dan antirematik. Teh daun dewandaru
atau ekstrak etanol dapat meredakan diare, obat cacing, bronkitis, batuk,
serta kecemasan. Selain itu daun tanaman ini dapat bermanfaat untuk

menurunkan berat badan serta tekanan darah (Gongalves ef al., 2025).

Manfaat terapeutik yang dihasilkan oleh daun dewandaru (Eugenia
uniflora L.) berasal dari kandungan senyawa metabolit aktif yang
terkandung. Dengan instrumen analisis LC-MS fraksi daun dewandaru

telah terbukti secara ilmiah mengandung berbagai metabolit sekunder



yang terdapat didalam daun dewandaru termasuk senyawa kuersetin,
mirisetin, apigenin, dan glukosida kaempferol dan daun dewandaru
menunjukan aktivitas antioksidan yang kuat dengan pengujian in-vitro
DPPH (Sobeh et al., 2020). Senyawa asam galat dan dihydromyricetin
juga terkandung dalam fraksi daun Eugenia uniflora L. yang berperan
pada aktivitas antioksidan kuat yang dapat mencegah stres oksidatif dan
kerusakan jaringan yang disebabkan oleh inflamasi. Senyawa metabolit
sekunder lainnya juga terkandung dalam daun dewandaru diantaranya
alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan terpenoid yang memiliki peran
dalam menghambat aktivitas enzim mediator inflamasi seperti
siklooksigenase (Syama ef al., 2019). Senyawa metabolit sekunder yang
dimiliki oleh daun Eugenia uniflora L. juga memberikan efek aktivitas
farmakologis terhadap penghambatan terhadap strain  bakteri

staphylococcus aureus (Bittencourt et al., 2021).

2.2 Senyawa Metabolit Sekunder
2.2.1 Definisi

Metabolit sekunder didefinisikan sebagai produk kimia yang disintesis
oleh suatu tanaman dengan variasi yang berbeda antara satu spesies
tanaman dengan yang lainnya. Senyawa metabolit sekunder diproduksi
terbatas dalam beberapa kelompok filogenetik yang sama. Senyawa ini
terbentuk mendekati fase stasioner pertumbuhan serta tidak memiliki
peran langsung selama proses pertumbuhan maupun reproduksi tanaman.
Senyawa metabolit sekunder diproduksi sebagai mekanisme pertahanan
tanaman terhadap gangguan organisme lain atau lingkungan sekitarnya,
berperan terhadap peningkatan resistensi sistemik (Hersila et al., 2023).
Secara kuantitatif metabolit sekunder meliputi lebihdari 12.000 alkaloid,
40.000 terpenoid, dan 8.000 fenilpropanoid yang dapat berperan dalam
berbagai fungsi biologis tanaman (Elshafie ef al., 2023).
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2.2.2 Klasifikasi
2.2.2.1 Fenolik

Fenolik termasuk senyawa kimia dihasilkan tumbuhan dengan
karakteristik utama berupa cincin aromatik (cincin benzena) yang
terikat pada satu atau lebih gugus hidroksil. Oleh karena itu
senyawa ini umum disebut dengan senyawa fenolik atau
polifenoL. Lebih dari 10.000 senyawa fenolik yang telah berhasil
diidentifikasi dari berbagai jenis tumbuhan, mulai dari struktur
yang paling sederhana hanya satu cincin aromatik dan berat
molekul rendah, hingga yang lebih kompleks seperti tanin serta
beragam turunan polifenol (Nugroho, 2017).

Gugus hidroksil fenolik bersifat sedikit lebih asam dibandingkan
dengan gugus hidroksil lainnya karena terletak pada cincin
benzena yang lebih stabil. Sebagian besar senyawa fenolik larut
dalam air, hal ini disebabkan sebagian besar terdapat bersama
gula sebagai glikosida, membentuk konjugat bersama ester
sebagai turunan metil ester. Salah satu senyawa fenol, seperti
lignin berperan dalam memberikan warna, rasa, kekuatan serta
kekakuan pada tanaman (Bathla C. ef al., 2018). Senyawa
polifenol dikelompokkan berdasarkan jumlah gugus hidroksil
pada cincin aromatik, jumlah cincin aromatik, dan atom karbon
pada rantai samping. Senyawa fenol dengan lebih dari satu gugus
hidroksil disebut polifenol, yang terbagi menjadi golongan

flavonoid dan non-flavonoid (Ciupei et al., 2024).

2.2.2.2 Flavonoid

Flavonoid termasuk dalam senyawa metabolit sekunder yang
umum terdapat pada sebagian besar tanaman dan dengan struktur
yang berasal dari golongan polifenol. Flavonoid memiliki 15
atom karbon, dengan dua cincin aromatik benzene (C6) yang

terhubung dengan tiga rantai propana (C3) (Noer et al.,
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2018).Senyawa flavonoid memiliki konsentrasi tinggi pada
bagian epidermidis daun dan kulit buah dari suatu tanaman.
Terdapat beberapa kelompok senyawa flavonoid diantaranya
yaitu antosianin, flavones, flavanones, flavanols, isoflavon dan
flavonol yang dibedakan berdasarkan tingkat oksidasi jembatan

C3 (Bathla C. et al., 2018).

Derived from shikimic 3
acid pathway —> o

Perived from malonic —)7
acid pathway
6

3 l
5 /\‘1 > é—3 carbon bridge

Gambar 2. 2 Struktur Dasar Flavonoid (Bathla C. et al., 2018)

Senyawa flavonoid yang dihasilkan tanaman telah terbukti secara
ilmiah memiliki berbagai efek terapeutik yang dapat berpotensi
menjadi alternatif dalam pengobatan. Antioksidan dan anti
inflamasi adalah salah satu aktivitas farmakologis yang dapat
dihasilkan oleh senyawa flavonoid. Senyawa turunan flavonoid
seperti kuersetin, kaempferol, katekin dan taxifolin mampu
melindungi sel dari sitotoksisitas radikal bebas dengan berbagai
mekanisme molekuler (Arifin and Ibrahim, 2018). Senyawa
flavonoid juga dapat bekerja sebagai anti inflamasi dengan
mekanisme penghambatan jalur siklooksigenase (COX) atau
lipoksigenase (5-LOX) dalam sistem metabolisme asam
arakidonat, yang berperan pada proses inflamasi (Barron et al.,
1988). Aktivitas farmakologis lainnya yang dihasilkan oleh
senyawa flavonoid yaitu sebagai antihipertensi yang berasal dari
senyawa quercetin dan flavonol, sebagai pencegah resiko
penyakit kardiovaskular, dan pengobatan aterosklerosis (Liu et

al., 2024).
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2.3 Pengujian Kadar Fenolik

Uji kadar total fenolik merupakan metode analisis fitokimia secara kuantitatif
yang dilakukan untuk mengetahui jumlah senyawa fenol yang terkandung pada
suatu sampel dengan metode reaksi kalorimetri menggunakan reagen Folin-
Ciocalteu. Pengujian dengan metode ini merupakan salah satu teknik yang
paling umum digunakan untuk mengukur kadar total fenolik, hal ini
dikarenakan beberapa keuntungan yang dimiliki oleh metode Folin-Ciocalteu
salah satunya adalah prosedur metode ini mudah diaplikasikan dalam
pengujian laboratorium dan lebih efisien. Metode ini menentukan konsentrasi
gugus hidroksil fenolik yang terdapat dalam ekstrak tumbuhan (Blainski et al.,
2013).

Prinsip dari metode ini didasarkan pada reaksi oksidasi — reduksi kalorimetri
untuk mengukur seluruh senyawa fenolik dalam sampel uji. Reagen Folin-
Ciocalteu merupakan larutan kompleks ion polimetrik yang terbentuk dari
kombinasi asam fosfomolibdatan dan asam heterofolifotungstat. Reagen ini
mengoksidasi gugus hidroksil fenolik (dalam bentuk garam alkali) dan
mereduksi asam heteropoli menjadi kompleks molibdenum-tungsten, yang
menciptakan warna biru yang dapat diukur dengan spektrofotometer. Reaksi
yang terjadi antar senyawa fenolik dengan reagen berlangsung dalam suasana
basa sehingga memungkinkan terjadinya disosiasi proton dari gugus fenolik

dan membentuk ion fenolat (Andriani and Murtisiwi, 2018).

COOH coo |2 coo

Na,CO;, @ Redox reaction
" H " | ¥ R 0 oH
pH 10 /_\

OH R? 0
Gallic acid (+6) (+5) (+6)
RRER*=0HOrO  2[PM;,04]° 2[PMMgO40l7 + 2H*
Yellow Blue

M= Mo or W

Gambar 2. 3 Mekanisme Reaksi Folin-Ciocalteu (Dominguez et al., 2024)



24

13

Total kadar fenolik dinyatakan sebagai ekuivalen asam galat (GAE), hal ini
dikarenakan asam galat digunakan sebagai larutan standar atau pembanding
dalam pengujian. Menurut Tahir ef al. (2020), asam galat merupakan senyawa
golongan fenolik alami yang bersifat stabil, selain itu asam galat merupakan
senyawa fenolik sederhana yang memiliki 3 gugus hidroksil, semakin banyak
gugus hidroksil yang dimiliki maka bersifat semakin reaktif terhadap aktivitas

antioksidan (Sam et al., 2020).

Pengujian Kadar Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok senyawa golongan polifenol yang banyak
memiliki aktivitas farmakologis salah satunya antioksidan dan anti
peradangan. Pengujian kadar total flavonoid dengan menggunakan metode
kalorimetri Alumunium Klorida (AlCls) dan instrumen spektrofotometer UV-
Vis telah umum digunakan, dengan tujuan untuk mengetahui besar kadar
senyawa flavonoid yang terdapat pada sampel ekstrak, total kadar flavonoid
dinyatakan dalam satuan Quercetin Equivalentt (QE) (Aminah et al., 2017).
Metode kalorimetri dengan AICIs pertama kali diusulkan oleh (Christ and
Miiller, 1960) untuk menentukan turunan senyawa flavonoid O-glikosida

dalam tanaman herba.

Metode AICIs didasarkan pada pembentukan kompleks yang menyebabkan
pergeseran panjang gelombang ke daerah visibel, yang ditandai dengan
munculnya warna kuning pada larutan. Reagen Aluminium III akan bereaksi
dengan gugus 4-keto pada dan gugus hidroksil pada posisi C-3 atau C-5 dalam
senyawa flavanol, dan akan membentuk kompleks yang stabil (Suharyanto and
Prima, 2020). Pembentukan senyawa kompleks diakibatkan adanya reaksi

reduksi-oksidasi dari flavonoid dengan AICls (Suwartini et al., 2021).
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Gambar 2. 4 Mekanisme Reaksi Metode AICL; (Ilmi et al., 2020).

2.5 Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk memisahkan komponen
tertentu dari suatu campuran dengan memanfaatkan pelarut sebagai media
pemisah, teknik ini termasuk dalam kategori pemisahan kimia yang bertujuan
untuk mengisolasi satu atau lebih senyawa dari sampel (Leba, 2017). Ekstraksi
juga dapat diartikan sebagai proses pemisahan atau pengambilan senyawa yang
diinginkan dari bahan asalnya dengan menerapkan metode pemisahan yang
terkontrol, seperti menggunakan pelarut atau teknik lain yang sesuai (Kumar
et al., 2023). Pada saat proses ekstraksi pelarut akan berdifusi ke dalam
material padat tumbuhan, hal ini menyebabkan dinding sel akan membengkak
dan pori-pori lebih lebar sehingga pelarut mudah untuk memasuki sel.
Membran sel dapat pecah dan komponen dalam sel akan larut ke pelarut yang
sesuai dengan kelarutannya, perbedaan konsentrasi akan membuat senyawa

berdifusi keluar (Voigt, 1995).

Dalam proses ekstraksi bahan alam diperlukan tahapan yang baik untuk
memperoleh senyawa aktif yang ingin didapatkan, terdapat lima tahapan yang
harus dilakukan diantaranya adalah proses pemilihan sampel, pengeringan
sampel, perajangan sampel, proses pengeringan, penggilingan simplisia kering,
pemilihan pelarut serta pemilihan metode ekstraksi yang akan digunakan
(Wahyuningsih et al., 2024). Secara umum, efisiensi proses ekstraksi akan

meningkat seiring dengan bertambahnya luas permukaan serbuk simplisia yang
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bersentuhan dengan pelarut, oleh karena itu semakin halus permukaan serbuk

simplisia maka proses ekstraksi akan berlangsung lebihoptimal (Hujjatusnaini

etal., 2021).

Pemilihan metode ekstraksi dilakukan dengan mempertimbangkan beberapa
hal, seperti sifat dari senyawa yang akan diisolasi, jenis pelarut yang akan
digunakan, serta peralatan yang tersedia, selain itu struktur senyawa, suhu dan
tekanan juga menjadi faktor penting yang harus diperhatikan saat melakukan
ekstraksi (Hujjatusnaini et al., 2021). Secara umum metode ekstraksi
didasarkan pada ada atau tidaknya proses pemanasan selama proses pemisahan
senyawa, proses ekstraksi memiliki prinsip kelarutan like dissolve like yaitu
pelarut polar akan melarutkan senyawa polar dan sebaliknya pelarut non polar

akan melarutkan senyawa nonpolar (Wijaya et al., 2022).

2.5.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi secara konvensional yang sangat
sederhana dan mudah untuk dilakukan. Proses ekstraksi dengan maserasi
termasuk dalam ekstraksi dingin atau tanpa proses pemanasan dalam
proses pemisahan senyawanya, metode ini sesuai untuk kriteria senyawa
yang bersifat termolabil atau tidak stabil terhadap panas (Kumar et al.,

2023)

Proses diawali dengan sampel kasar direndam pada bejana maserasi
dengan menggunakan cairan penyari yang cocok selama minimal 3 hari
pada suhu ruang yang disertai dengan pengadukan secara berkala hingga
seluruh zat larut terekstraksi, setelah itu campuran dilakukan
penyaringan dan dilakukan pemekatan hingga diperoleh ekstrak kental
(Bathla C. et al., 2018). Proses perendaman bertujuan untuk melunakan
serta merusak struktur dinding sel tanaman sehingga memungkinkan
pelepasan senyawa fitokimia yang terlarut (Evania, et al., 2016).
Menurut Nuraini et al. (2024) maserasi memiliki beberapa keuntungan

dibandingkan dengan metode lain diantaranya seperti:
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1. Efisiensi ekstraksi yang lebih baik, waktu perendaman yang lama
memungkinakan senyawa aktif dari bahan tanaman terekstraksi lebih
optimal dan menyeluruh.

2. Perlindungan senyawa sensitif terhadap panas, proses maserasi yang
tidak menggunakan pemanasan mampu mempertahankan senyawa
yang termolabil dan terdegradasi pada suhu tinggi.

3. Keamanan dan keberlanjutan ekstraksi, metode maserasi lebih ramah
lingkungan karena menggunakan pelarut lebih sedikit dan dapat
digunakan kembali serta meminimalkan resiko kontaminasi akibat

manipulasi bahan yang lebih sederhana.

—____ySample residues

¢

|

\
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Gambar 2. 5 Proses Ekstraksi Metode Maserasi (Kumar et al., 2023)

2.5.2 Ultrasound Assisted Extraction

Ultrasound Assisted Extraction (UAE) adalah salah satu perkembangan
metode ekstraksi yang umum digunakan. Metode ekstraksi ini
menggunakan bantuan gelombang ultrasonik dan digolongkan dalam
“ekstraksi hijau” dengan fokus utama pada pengembangan metode
ekstraksi yang menggunakan pelarut yang ramah lingkungan,
pengurangan penggunaan pelarut, waktu ekstraksi yang lebih cepat,
meminimalkan pemborosan energi serta meningkatkan hasil ekstraksi
(Shen et al., 2023). Metode UAE dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor
dalam mengekstraksi senyawa seperti parameter pemilihan reaktor

ultrasonik, frekuensi, daya atau intensitas ultrasonik yang diterapkan,
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lama waktu ekstraksi, jenis pelarut, rasio pelarut dan sifat pelarut

(Carreira-Casais et al., 2021).

Ultrasonic wave
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Gambar 2. 6 Mekanisme Ekstraksi UAE (Shen et al., 2023)

Dalam proses ekstraksi dengan bantuan gelombang ultrasonik, dinding
sel tanaman akan dihancurkan dan akan mempercepat proses pelepasan
dan perpindahan komponen dalam sel (Sholihah et al.,2017). Hancurnya
dinding sel disebabkan oleh pembentukan efek gelembung kavitasi
akustik yang ditimbulkan oleh gelombang ultrasonik sehingga efek fisik
diantaranya guncangan, gaya geser, gelombang kejut dan mikrojet, yang
akan menyebabkan ledakan gelembung secara intensif (Panda and
Manickam, 2019). Sehingga efisiensi laju perpindahan massa substrat
dan cairan penyari meningkat. Gelombang ultrasonik juga berperan
dalam hidrasi serta pembengkakan sel, matriks yang mengalami
pelebaran pori akan memperlancar difusi pelarut kedalam jaringan serta
mempercepat pergerakan massa. Efek hidrasi dan pembengkakan sel
akan sangat bermanfaat apabila matrik kering yang digunakan (Tiwari,

2015).
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Gambar 2. 7 Spektrum Gelombang Bunyi Dan Proses Pembentukan Gelembung

Kavitasi (Carreira-Casais et al., 2021)

Gelombang ultrasonik yang dimanfaatkan pada metode UAE
menggunakan frekuensi 20 kHz hingga 10 mHz, yang berada diantara
gelombang audio dan gelombang mikro. Spektrum ultrasonik dibagi
menjadi dua kategori yaitu ultrasonik dengan daya (20 - 100 kHz) dengan
intensitas tinggi yang diterapkan pada proses ekstraksi dan pengolahan
serta ultrasonik dengan daya (100 kHz — 10 mHz) dimanfaatkan dalam
bidang klinis sebagai teknik diagnostik (Saien and Daneshamoz, 2018).
Proses pembentukan gelembung kavitasi terbentuk ketika gelombang
ultrasonik melewati cairan yang akan terbentuk siklus kompresi (+) dan
rarefaksi (-). Pada fase rarefaksi cairan dapat tertarik hingga mencapai
nilai kritis atau melampaui gaya tarik antar molekul dan terjadi
keruntuhan gelembung secara tiba-tiba dan menimbulkan efek mekanis
seperti gelombang kejut dan turbulensi, agitasi yang kuat serta, tumbukan
antar partikel (Dash et al., 2021). Proses ekstraksi dengan menggunakan
UAE dilakukan dengan mencampurkan sampel yang telah dihancurkan
dengan cairan penyari yang sesuai, diletakkan pada bak ultrasonik serta

waktu dan suhu ekstraksi yang dikontrol (Adhiksana, 2017).
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2.6 Antioksidan
2.6.1 Definisi

Antioksidan adalah senyawa yang dapat menghambat proses oksidasi
pada molekul lain melalui mekanisme penangkapan radikal bebas. Proses
oksidasi yang tidak terkendali dapat menghasilkan spesies oksigen
reaktif (ROS) yang dapat merusak protein, lipid, karbohidrat serta DNA
dan memicu stres oksidatif (Pandey et al., 2022). Aktivitas antioksidan
dalam mencegah oksidasi molekul bekerja dengan menetralkan spesies
oksigen reaktif (ROS) yang dapat memulai rantai reaksi oksidatif,
sehingga dapat mencegah degradasi struktur seluler. Selain itu,
penghambatan peroksidasi lipid, mencegah terjadinya denaturasi dan
aktivitas enzim, serta mengurangi resiko mutasi dan kerusakan genetik

pada DNA (Chaudhary et al., 2023).

2.6.2 Klasifikasi Antioksidan

Penggolongan antioksidan berdasarkan mekanisme kerjanya dibedakan
menjadi antioksidan primer dan sekunder. Antioksidan primer berfungsi
menetralisir radikal bebas melalui donor atom hidrogen atau elektron,
salah satu contohnya adalah glutathione, karotenoid, vitamin C dan E.
Sedangkan untuk antioksidan sekunder mampu mencegah terjadinya
kerusakan oksidatif melalui  mekanisme kelasi ion logam dan
penghambatan enzim yang menghasilkan ROS (Boulebd and Spiegel,
2023). Jika diklasifikasikan berdasarkan aktivitasnya, antioksidan
dibedakan menjadi antioksidan enzimatik dan antioksidan non
enzimatik, antioksidan enzimatik dapat mengubah metabolisme produk
yang mengalami oksidasi melalui proses bertahap menjadi hidrogen
peroksida dan selanjutnya direduksi menjadi udara dengan bantuan
kofaktor logam seperti besi, tembaga dan mangan. Sebaliknya, untuk
antioksidan non enzimatik menghambat serta menghentikan reaksi
berantai radikal bebas, sehingga mencegah terjadinya kerusakan

oksidatif pada biomolekul (Moussa et al., 2019).
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Gambar 2. 8 Klasifikasi senyawa antioksidan (Munteanu and Apetrei, 2021)

2.6.3 Asam Askorbat

Asam askorbat merupakan senyawa organik yang diklasifikasikan ke

dalam golongan polihidroksi alkohol tak jenuh. Senyawa ini berbentuk

ketolakton yang bersifat larut di udara dan bersifat pereduksi kuat dengan

struktur inti lima cincin karbon. Letak gugus hidroksil dan karbonil yang

berdekatan menjadikan asam askorbat dapat mendonorkan hidrogen atau

hidrogen yang efektif, sehingga berperan penting sebagai kofaktor dalam

berbagai reaksi enzimatik pada organisme kehidupan (Gegotek and

Skrzydlewska, 2022).



21

HO OH

Gambar 2. 9 Struktur Asam Askorbat (Gegotek and Skrzydlewska, 2022)

Asam askorbat termasuk dalam kelompok antioksidan bermolekul
rendah yang berperan penting dalam mengatur kadar spesies oksigen
reaktif (ROS) dan meningkatkan efektivitas antioksidan lain dalam
tubuh, senyawa ini mampu memodulasi pembentukan ROS yang
bersumber dari rantai transpor elektron mitokondria maupun enzim
seperti NDPH oksidase (NOX) dan xantin oksidase (XO). Suplemen
askorbat dapat memberikan perlindungan yang signifikan terhadap
hiperaktivitas XO (Sies and Jones, 2020). Peran asam askorbat sebagai
antioksidan berkaitan pada donor atom hidrogen ke radikal lipid,
mengeliminasi oksigen molekular, dan regenerasi o-tokoferol dari

spesies radikal tecopheroxyl (Agwu et al., 2024).

2.6.4 Hubungan Antioksidan dan Inflamasi

Radikal bebas dan spesies oksigen reaktif (ROS) dalam jumlah yang
berlebihan dapat mengaktivasi jalur pensinyalan inflamasi seperti
transkripsi NF-kB yang meningkatkan produksi sitokin pro inflamasi
seperti (TNF-a, IL - 1B dan IL — 6), hal ini akan membuat spesies oksigen
reaktif (ROS) dapat menyebabkan stres oksidatif pada jaringan serta
kerusakan jaringan (Arulselvan et al., 2016). Antioksidan berperan
dalam menetralkan radikal bebas, menghambat peroksidasi lipid serta
menurunkan ekspresi enzim pro-oksidatif seperti xantin oksidase dan

NADPH oksidase, antioksidan juga dapat berperan dalam memperbaiki
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gangguan yang diakibatkan peradangan dengan mengendalikan produksi
ROS berlebihan sehingga menekan pelepasan mediator inflamasi dan
menurunkan kerusakan jaringan karena stress oksidatif, membantu

pemulihan homeostasis seluler (Bhol et al., 2024).
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Gambar 2. 10 Hubungan Antioksidan dan Antiinflamasi (Sifuentes et al.,
2022)

2.6.5 Uji Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan berdasarkan reaksi kimia yang terlibat
dapat terbagi menjadi tiga kategori yaitu, metode pengujian reaksi
transfer atom hidrogen (HAT), metode transfer elektron tunggal
(SET/ET) serta metode kombinasi (HAT/SET). Pada metode uji HAT
digunakan untuk menilai kemampuan antioksidan dalam menetralkan
radikal bebas melalui mekanisme donasi atom hidrogen, dengan prinsip
reaksi atom hidrogen (H) dari senyawa fenolik ditransfer ke radikal
peroksil sehingga menjadi lebih stabil. Beberapa uji yang berbasis HAT
diantaranya adalah uji ORAC, TRAP dan TOSC (Munteanu and Apetrei,
2021).
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Untuk pengujian berbasis transfer elektron tunggal (SET) mampu
mengevaluasi kemampuan suatu antioksidan dalam mentransfer elektron
untuk mereduksi berbagai senyawa oksidator, seperti ion logam, gugus
karbonil maupun radikal bebas, salah satu contoh uji berbasis SET
diantaranya FRAP, CUPRAC dan Folin-ciocalteu (Muliasari et al.,
2023). Uji model kombinasi (HAT/SET) memiliki prinsip eliminasi
pada gugus kromofor stabil seperti 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),
2,2 -azinobis-3-eetilbenztiazolin-6-sulfonat (ABTS) (Siddeeg et al.,
2021).

2.6.6 Metode DPPH (2,2-diphyneyl-1picrylhydrazyl)

Uji aktivitas antioksidan metode DPPH merupakan salah satu uji invitro
yang banyak digunakan untuk mengetahui kekuatan antioksidan, hal ini
dikarenakan proses yang mudah, waktu yang singkat, sederhana dan
sampel yang diperlukan tidak banyak. Prinsip kerja DPPH didasarkan
pada kemampuan senyawa antioksidan dalam menangkap radikal DPPH,
sehingga mengubahnya menjadi bentuk stabil melalui transfer atom

hidrogen (Dewi, 2022).

Keberhasilan senyawa antioksidan dalam menangkap radikal DPPH
dapat diamati melalui perubahan warna, dimana larutan DPPH yang
semula memiliki warna ungu dan akan mengalami perubahan menjadi
kuning-coklat akibat proses reduksi. Hal ini terjadi karena transfer atom
hidrogen dari substrat ke radikal DPPH sehingga intensitas ungu
berkurang. Terdapatnya aktivitas antioksidan dinyatakan dalam %
inhibisi atau penangkapan radikal bebas dan kemudian dihitung
perolehan ICso (Inhibition concentration 50), yang merupakan
konsentrasi senyawa untuk menangkap 50% radikal DPPH (Widyastuti
et al.,2020).
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Gambar 2. 11 Reaksi Senyawa DPPH dan Antioksidan (Hairunisa et al.,
2021)

Pengujian aktivitas antioksidan dengan DPPH dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm. Pada
panjang gelombang ini dapat mendeteksi perubahan warna ungu yang
terjadi pada sampel, dan akan terjadi perubahan panjang gelombang
maksimum DPPH sehingga dapat diketahui kekuatan penangkapan
radikal bebas dalam satuan ICso (Hairunisa ef al., 2021). Suatu senyawa
antioksidan dikategorikan sangat kuat apabila memiliki nilai ICso <50
ug/mL, kategori antioksidan kuat apabila nilai ICse 50-100 pg/mL,
antioksidan kategori sedang jika nilai ICso 101-150 pg/mL dan kategori

antioksidan lemah jika nilai ICso 151-200 ug/mL (Amaliah ef al., 2024).
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2.7 Anti inflamasi
2.7.1 Definisi

Inflamasi adalah respon biologi kompleks dari jaringan tubuh terhadap
rangsangan bahaya yang berasal dari patogen, radiasi atau senyawa
beracun. Pada kondisi fisiologis, inflamasi berfungsi sebagai mekanisme
protektif untuk mempertahankan homeostasis, namun jika terjadi secara
kronis, inflamasi dapat menyebabkan kerusakan jaringan,
ketidakstabilan genom serta berkontribusi pada perkembangan berbagai
penyakit degeneratif dan kanker (Chen et al., 2018). Selain itu inflamasi
juga berfungsi untuk merespon, mengendalikan, membatasi kerusakan
pada pada jaringan serta menjaga mempercepat penyembuhan
(Migliozzi, 2022). Tanda utama yang timbul dari reaksi peradangan
diantaranya muncul kemerahan (rubor), adanya pembengkakan (tumor),
rasa hangat (calor), sensasi nyeri (dolor) serta hilangnya fungsi jaringan

(functio lasea) (Rahayu et al., 2017).

2.7.2 Mekanisme Inflamasi

Fase inflamasi melibatkan peradangan lokal dan respon jaringan
pelindung yang dilepaskan oleh luka dan menyebabkan kerusakan
jaringan. Respon inflamasi dimulai dalam beberapa jam pertama setelah
terjadi cedera jaringan, sel yang bertugas pada proses awal inflamasi
sebagian besar adalah sel neutrofil yang diproduksi pada sumsum tulang
dan memiliki peran terhadap pertahanan bakteri (Jiang et al., 2022).
Entitas mikroba pola molekul terkait patogen (PAMP) memiliki
kapasitas untuk memicu respon inflamasi reseptor pengenalan pola

(PRR) dan pola molekul terkait bahaya (DAMP) (Chen et al., 2018).
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Gambar 2. 12 Mekanisme Inflamasi (Jiang et al., 2022)

Netrofil akan mengenali sinyal kemoatrakan dari makrofag melalui
reseptor permukaan dan mengeliminsi patogen dan sel nekrotik melalui
fagositosis, pelepasan ROS dan NO. Fagositosis neutrofil dan pelepasan
ROS bekerja mempertahankan diri dan membunuh patogen, hari ke 2 - 4
setelah cedera monosit berdifusi ke lokasi luka dan berdiferensiasi
menjadi menjadi tipe proinflamasi (makrofag M1) dan akan melepaskan
sitokin mediator inflamasi seperti IL-6, IL-1, TNF-a dan pada masa
inflamasi selanjutnya makrofag anti inflamasi (Makrofag M2) diproduksi
untuk melepaskan sitokin anti inflamasi seperti 1L-4, IL-10 dan IL-3,
infiltrasi neutrofil serta mengurangi produksi ROS untuk meredakan
peradangan (Barreiro et al., 2016). Selain itu faktor pertumbuhan endotel
vaskular (VEGF) juga diproduksi untuk memperbaiki kerusakan
jaringan, sel mast, sel T dan sel dendritik (DC) juga memiliki peran

dalam penyembuhan luka dalam inflamasi (Jiang ef al., 2022).

2.7.3 Natrium Diklofenak

Natrium diklofenak merupakan salah satu obat golongan non-steroid anti
inflammatory drugs (NSAID) yang umum digunakan untuk mengatasi
nyeri akibat peradangan. Apabila dibandingkan dengan obat golongan

NSAID lainnya seperti naproxen, ibuprofen maupun celecoxib, natrium
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diklofenak memiliki potensi efek samping yang lebih ringan. Natrium
diklofenak menempati area struktur kimia yang serupa dengan asam
arakidonat sehingga dapat menghambat senyawa asam arakidonat
berikatan dengan enzim COX,: dan COX: yang seharusnya memproduksi
mediator inflamasi yaitu prostaglandin (Van Walsem et al., 2015).
Mekanisme non-selektif serta memiliki kelarutan yang baik pada air
maupun pelarut organik natrium diklofenak banyak digunakan sebagai
kontrol positif dalam pengujian anti inflamasi (Fadlilaturrahmah et al.,

2022).

Penggunan natrium diklofenak pada uji anti inflamasi dengan metode
penghambatan denaturasi protein dapat mengikat residu trytophan pada
bovine serum albumin sehingga memiliki kemampuan untuk mencegah
terjadinya denaturasi protein dengan memodulasi perubahan konformasi
yang muncul ketika protein terpapar panas pada pH yang biasanya terjadi
pada jaringan yang sedang mengalami proses inflamasi yaitu 6,2 - 6,5
(Tukiran et al., 2023).

2.7.4 Uji Aktivitas Antiinflamasi
2.7.4.1 Denaturasi Protein

Denaturasi protein merupakan suatu proses biokimia yang
berlangsung pada kondisi inflamasi kronis dan menjadi salah satu
faktor penyebab dari peradangan yang terjadi ketika protein
kehilangan bentuk alami dan fungsi biologisnya, berkaitan
dengan beberapa faktor inflamasi dan resiko penting dalam
respon inflamasi (Gonfa et al., 2023). Ikatan protein rentan
mengalami kerusakan akibat pengaruh panas, suasana asam atau
basa yang ekstrim, benturan fisik maupun penambahan kation
logam berat dan garam jenuh yang akan menyebabkan struktur
yang mempertahankan protein atau asam terputus. Proses ini akan
menyebabkan respon inflamasi pada tubuh, dan ketika terjadi
proses denaturasi protein akan mengganggu fungsi sel serta dapat
menyebabkan kematian sel (Mba et al., 2022).
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2.7.4.2 Metode Penghambatan Denaturasi Protein Bovine Serum
Albumin (BSA)

Metode penghambatan denaturasi protein menggunakan Bovine
Serum Albumin (BSA) adalah salah satu metode pengujian
aktivitas anti inflamasi secara in-vitro (Banerjee et al., 2014).
Metode ini dilakukan untuk menggambarkan perubahan struktur
kimia dan biologis protein yang dihasilkan dari paparan panas,
PH, dan suhu. Denaturasi diyakini dapat memicu peradangan,
sehingga pada pengujian denaturasi BSA ini dilakukan untuk
melihat kinerja senyawa pada suatu ekstrak yang digunakan
mampu untuk menghambat protein albumin untuk terdegradasi
sehingga mencegah terjadinya pelepasan mediator inflamasi yang
menyebabkan peradangan serta kerusakan jaringan (Waruwu et

al., 2023).

Proses pengujian dengan metode ini umumnya meliputi
pembuatan larutan BSA, Pelarutan larutan BSA dengan sampel,
inkubasi larutan campuran, proses pemanasan dan pendinginan,
serta pengukuran absorbansi larutan uji dengan spektrofotometer
UV-Vis (Minarti et al., 2021). BSA (Bovine Serum Albumin )
merupakan protein yang tersusun dari rantai polipeptida tunggal
dan asam amino, BSA sangat mudah larut dan lebih efisien
dibandingkan dengan protein lainnya, sehingga lebih sering

digunakan dalam penelitian (Fitriyani and Fatahillah, 2022).

Peningkatan suhu dapat mengganggu interaksi non-kovalen pada
struktur protein, termasuk ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofibik non-polar akibat bertambahnya energi kinetik molekul.
Gangguan tersebut membuat putusnya ikatan energi kinetik
molekul sehingga memicu perubahan konformasi serta hidrasi

protein. Pada protein BSA, pemanasan dapat menginduksi
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denaturasi yang ditandai dengan perubahan struktur primer
maupun sekunder yang menimbulkan pergeseran sifat fisik yaitu
perubahan warna dari bening menjadi keruh atau putih (Farida et
al., 2018). Perubahan warna tersebut dapat dianalisis secara
kuantitatif melalui pengukuran spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum protein yaitu 660 nm

(Fadlilaturrahmah et al., 2022).

Proses pemanasan pada sampel dilakukan secara bertahap, pada
inkubasi pertama dilakukan pada suhu 37+2°C selama 30 menit
untuk senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak dan protein
BSA  dapat berinteraksi pada suhu fisiologis tubuh dan
dilanjutkan dengan pemanasan kedua dengan suhu 70°C selama
5 menit, yang bertujuan mengevaluasi interaksi yang terjadi
dalam protein BSA dan ekstrak yang memiliki aktivitas

penghambatan denaturasi protein (Daram et al., 2021).

Keunggulan metode penghambatan denaturasi protein BSA
terletak pada efektivitasnya yang ditunjukan melalui munculnya
respon inflamasi akibat denaturasi protein pada sel tubuh dan
memiliki kesamaan dengan Human Serum Albumin (HSA)
(Sunita et al., 2023). Aktivitas denaturasi protein dinyatakan
dalam bentuk persentase penghambatan (% inhibisi), suatu
senyawa yang dikatakan memiliki aktivitas anti inflamasi apabila
nilai % inhibisi yang diperoleh melebihi 20% dan nilai ICso,
semakin kecil nilai ICso yang diperoleh maka semakin tinggi
efektivitas sampel dalam menghambat denaturasi protein
(Nirmala et al., 2023). Keckuatan aktivitas anti inflamasi
berdasarkan nilai ICso yaitu nilai <50 pg/mL dikategorikan sangat
kuat, 50-100 pg/mL kategori kuat, 101-250 pg/mL kategori
sedang, 251-500 pg/mL kategori lemah dan >500 pg/mL kategori
tidak aktif (Minarti et al., 2021).
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2.8 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan teknik analisis yang banyak digunakan
karena tergolong sederhana dan waktu analisis yang cepat. Metode ini
memanfaatkan panjang gelombang ultraviolet dan cahaya tampak sebagai
daerah serapan untuk mendeteksi keberadaan suatu senyawa. Umumnya
metode ini digunakan untuk mengidentifikasi senyawa yang memiliki gugus
kromofor serta auksokrom (Sahumena er al., 2020). Sedangkan
spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang digunakan untuk
mengukur transmitan atau absorban sampel. Prinsip dasar spektrofotometri
UV-Vis didasarkan pada pengukuran panjang gelombang dan intensitas cahaya
yang diserap oleh suatu sampel, meliputi radiasi ultraviolet (200-400 nm) dan
cahaya tampak (400-800 nm). Proses penyerapan radiasi elektromagnetik
tersebut menghasilkan spektrum khas yang dapat digunakan sebagai acuan
dalam menganalisis keberadaan unsur maupun senyawa kimia, menganalisis
karakteristik struktur molekul, serta menentukan komposisi material yang ada

didalamnya (Pratiwi and Nandiyanto, 2022).

Peningkatan konsentrasi senyawa yang mampu menyerap cahaya akan
berbanding lurus dengan peningkatan nilai serapan yang terukur. Oleh karena
itu, spektrofotometer UV-Vis berperan penting sebagai instrumen analisis
dalam berbagai bidang, selain itu metode ini dapat diterapkan untuk
mengidentifikasi tingkat kemurnian suatu senyawa serta kemungkinan adanya

kontaminasi pada sampel (Putri and Setiawati, 2017).



31

; Emission Detector
P Ye Mo nuchrurnaturl
Mirro i .
(7 Lamp k&.—-—if—': Photomultiplier
[
Entrance
Entrance . p Data
SIk 53 mple FoCessIng|
|5lit i éfMirrgr Qutput
Excitation
Manochromator

Gambar 2. 13 Bagian Instrumen Spektrofotometer UV-Vis (Gomes et al. 2019)

Spektrofotometer UV-Vis mempunyai beberapa bagian seperti sumber
cahaya yang berasal dari lampu deuterium, xenon atau tungsten, wadah
sampel (kuvet), pemecah gelombang cahaya (monokromator) dan detektor
(Chakravarthi KSS et al., 2023). Sumber cahaya yang dihasilkan dari lampu
deuterium, tungsten atau xenon akan menghasilkan sinar polikromatis yang
dilewatkan melalui monokromator untuk menghasilkan gelombang cahaya
monokromatis yang akan diteruskan melalui sel yang berisi sampel (Miarti
and Legasari, 2022). Dalam analisis kuantitatif menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis hubungan antara panjang gelombang medium
yang dilalui dengan absorbansi sampel dinyatakan melalui hukum Lambert-
Beer yang mana konsentrasi suatu sampel berbanding lurus dengan jumlah
cahaya yang diserapnya jika terkena radiasi sinar monokromatis

(Chakravarthi KSS ez al., 2023).
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2.9 Kerangka Penelitian

2.9.1 Kerangka Teori

Inflamasi
[ : 1
Antioksidan Antiinflamasi
[ L 1 I . 1
Antioksidan Antioksidan Antiinflamasi Antiinflamasi
sintetik alami alami sintetik
I [ I I
Asam askorbat I Natrium
Daun dewandaru .
(Eugenia Uniflora diklofenak
I
Ekstraksi
I—l—l
UAE Maserasi
[ | |
Metabolit sekunder (Syama et al., 2019)
| I I ! | |
Alkaloid | Flavonoid Saponin Tanin Steroid Terpenoid
[ 1 I T I T

Uji total flavonoid Uji total fenolik
[ |

I
Uji antioksidan (Munteanu and Apetrei, 2021).
I

ABTS FRAP CUPRAC HORAC DPPH TRA ORAC
L I [ T I
Uji Antiinflamasi (Anyasor et al., 2019).
i Induksi dekstran | _| Penghambatan
__________________________________________________________ denaturasi protein
Induksi formaldehida In-vitro 19 L ,
'"'::::::::::::::::::::::::::: : St b.lt . E
i Induksi karagenan - ablitast :
oo i membran sel 5
Keterangan: _ Penghambatan ;
: Dilakukan pengujian | enzim inflamasi |
: Tidak dilakukan pengujian | i Penghambatan

sitokin inflamasi

Gambar 2. 14 Kerangka Teori

(Anyasor et al., 2019;Munteanu and Apetrei, 2021;Syama et al., 2019).



2.9.2 Kerangka Konsep

Variabel Terikat

Variabel Kontrol

Aktivitas antioksidan
ekstrak etanol 96% daun
dewandaru (Eugenia
Uniflora L.) dengan metode

Kadar total flavonoid

Variabel Terikat
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Gambar 2. 15 Kerangka Konsep

Aktivitas antiinflamasi




3.1

3.2

BAB III
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental berskala laboratorium.
Penelitian dilakukan dengan melakukan ekstraksi pada tanaman daun
dewandaru (Eugenia uniflora L.) dengan menggunakan pelarut etanol 96%
serta metode ekstraksi maserasi dan Ultrasound-Assisted extraction dengan
tiga kali pengulangan. Ekstrak yang diperoleh dilakukan uji aktivitas anti
inflamasi secara in vitro dengan menggunakan metode penghambatan
denaturasi Bovine Serum Albumin (BSA) dan uji terhadap aktivitas
antioksidan dengan menggunakan metode DPPH (2,2-diphneyl-1-
picrylhydrazyl).

Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Proses penelitian ini dilakukan di :

1. Laboratorium Botani Jurusan Biologi Fakultas Matematika Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung untuk pengujian
determinasi tanaman dewandaru (Eugenia uniflora L.).

2. Laboratorium Kimia Analisis Farmasi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung untuk melakukan proses ekstraksi, skrining
fitokimia, pengujian anti inflamasi dan antioksidan daun dewandaru

(Eugenia uniflora L.).
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3.2.2 Waktu Penelitian

Waktu penelitian dimulai dari September 2025 — November 2025

3.3 Identitas Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dari penelitian ini adalah pengaruh metode ekstraksi pada

ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dari penelitian ini adalah aktivitas anti inflamasi,

antioksidan ekstrak etanol 96% daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).

3.3.3 Variabel Kontrol

Vitamin C (asam askorbat) sebagai kontrol dalam penentuan aktivitas
antioksidan, natrium diklofenak sebagai kontrol dalam penentuan
aktivitas anti inflamasi, asam galat sebagai kontrol dalam penentuan total
kadar fenolik dan kuersetin sebagai kontrol dalam penentuan total kadar

flavonoid.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat Penelitian

Alat yang dipakai pada penelitian ini diantaranya yaitu Chopper, Ayakan
mesh 40, kertas saring, kertas perkamen, plastik wrap, aluminium foil,
penjepit kayu, pipet tetes, mikro pipet (DLAB®), spatel besi, pipet
volume, bulb filter, tabung reaksi, rak tabung reaksi, cawan porselen,
beaker glass, erlenmeyer (Pyrex ®), corong kaca (IWAKI®), batang
pengaduk, gelas ukur, tabung ukur, labu ukur, neraca analitik (BEL
Engineering®), ultrasonic bath (OVAN®), seperangkat alat rotary
evaporator (IKA®), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu® UV-1900i)
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kuvet (Shimadzu®), water bath (IKA®), hot plate, bejana maserasi, pH

meter.

3.4.2 Bahan

Bahan yang dipakai dalam penelitian diantaranya yaitu daun dewandaru

(Eugenia uniflora L.)

, etanol 96% teknis, aquadest, pereaksi

dragendorff, asam klorida pekat, FeCls, pereaksi Liberman-Burchardi,

kuersetin (Sigma-aldrich®), asam asetat, asam galat (Sigma-aldrich®),
natrium bikarbonat (Merck®), pereaksi folin-ciocalteu (Merck®), DPPH
(2,2-diphenyl-picrylhydrazil) (Sigma-aldrich®), vitamin C (Merck®) ,
metanol, serbuk BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma-aldrich®),

natrium diklofenak, natrium klorida, AICl; (aluminium klorida) (Sigma-

aldrich ®), metanol pro analisis, larutan buffer phospat.

3.5 Definisi Operasional

Tabel 3. 1 Definisi Operasional
Variabel Definisi Cara ukur Hasil ukur Skala
Ukur
Variabel Bebas
Metode Ekstraksi adalah Menghitung jumlah Jumlah rendemen Rasio
ekstraksi metode pemisahan rendemen yang
maserasi dan suatu zat dari sampel diperoleh.

UAE pada
daun
dewandaru
(Eugenia
uniflora L.).

menggunakan pelarut
yang tepat. Ekstraksi
maserasi  dilakukan
dengan perendaman

sampel pada pelarut

yang sesuai,
sedangkan UAE
memanfaatkan

gelombang ultrasonik
dalam proses ekstraksi
(Tulnisa & Ahmad,
2025).
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Variabel terikat

Kadar total Jumlah total senyawa Menggunakan Kadar total flavonoid Rasio
senyawa flavonoid yang metode kalorimetri dengan pembanding
flavonoid diperoleh dari ekstrak dengan reagen AICl;  kuersetin (Quarcetine
daun dewandaru dan alat Equivalenttt).
dengan metode  spektrofotometer
maserasi dan UAE UV-Vis.
Kadar total Kadar total senyawa Metode Folin- Kadar total fenolik Rasio
senyawa fenolik hasil ekstrak Ciocalteu digunakan dengan pembanding
fenolik daun dewandaru untuk menentukan asam galat
dengan metode kadar total flavonoid (mg/GAE/g).
maserasi dan UAE pada ekstrak daun
dewandaru.
Uji aktivitas Antioksidan  adalah Menggunakan Nilai  ICse  pada Rasio
antioksidan senyawa yang metode DPPH untuk ekstrak daun
berfungsi mengukur % inhibisi dewandaru (Eugeni
menghambat dan ICso dari ekstrak unmiflora L.). dengan
peningkatan  radikal daun dewandaru kategori ICso <50
bebas DPPH (Aminah (Eugenia  uniflora sangat kuat, 50 — 100
et al., 2016). L.). aktivitas antioksidan
sedang, 150 — 200
aktivitas lemah dan
>200 aktivitas
antioksidan  sangat
lemah, % inhibisi
yang baik  adalah
diatas 20% (Amaliah
et al., 2024)
Uji aktivitas Anti inflamasi Menggunakan Nilai ICso anti Rasio
anti inflamasi merupakan kelompok metode inflamasi
senyawa yang penghambatan yangberdaat pada
berperan dalam denaturasi BSA ekstrak daun
mengurangi  proses (Bovine serum dewandaru (Fugenia
peradangan. Aktivitas Albumin) untuk uniflora L.) dan %

anti inflamasi adalah
nilai yang didapatkan

dari  ekstrak daun

mengukur % inhibisi

dn ICso ekstrak daun

inhibisi dengan

kategori ICso anti

inflamasi sangat kuat
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dewandaru (Eugenia

dewandaru (Eugenia

pada nilai <50, kuat

uniflora L.) untuk wuniflora L.). 50-100, sedang 10-
menghambat 50% 150 dan lemah >200.
peradangan Persen inhibisi yang
(Manurung & Sumiwi, baik adalah lebihdari
2016). 20% (Manurung &
Sumiwi, 2016).
Variabel Kontrol
Kuersetin Kuersetin adalah Pembuatan larutan Kurva standar larutan Rasio
senyawa antioksidan baku dan baku kuersetin
alami yang bersifat absorbansinya diukur
sangat kuat dan pada alat
berasal dari golongan spektrofotometer
flavanol yang UV-Vis.
didapatkan di sebagian
besar tanaman
(Wathan et al., 2024).
Asam galat Asam galat termasuk Pembuatan larutan Kurva standar larutan Rasio
dalam golongan baku asam galat dan baku asam galat
fenolik yang dijadikan akan diukur
sebagai pembanding absorbansinya pada
karena bersifat stabil alat spektrofotometer
dan memiliki struktur UV-Vis
sederhana (Aminah et
al., 2016).
Asam Asam askorbat Pembuatan larutan Data perhitungan % Rasio
askorbat merupakan baku asam askorbat inhibisi dan nilai ICso
(Vitamin C)  antioksidan sekunder dan pengukuran Vitamin C
kategori kuat dan absorbansi dengan
dipakai sebagai  spektrofotometer
pembanding dalam uji UV-Vis.

DPPH karena

kemampuanya sangat

kuat dalam
menghambat radikal
bebas DPPH dan stabil

dalam  kondisi  uji
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(Manurung & Sumiwi,

2016).
Natrium Natrium  diklofenak Pembuatan larutan Data perhitungan % Rasio
diklofenak merupakan obat anti baku natrium inhibisi dan nilai ICso
inflamasi salah diklofenak dan natrium diklofenak

satunya NSAID yang pengukuran

bekerja dengan absorbansi  dengan
menghambat  COX. spektrofotometer
Natrium  diklofenak UV-Vis

menjadi larutan

pembanding  kontrol

positif karena
efektifitas dalam
mengurangi

peradangan tinggi

(Mulyani et al., 2023).

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pengambilan Sampel

Sampel yang akan digunakan dalam penelitian ini merupakan tanaman
dewandaru (Eugenia uniflora L.) yang diperoleh dari kecamatan Seputih
Raman, Lampung Tengah. Daun dewandaru diambil pagi hari pada saat
embun sudah hilang dari tanaman, hal ini dilakukan untuk menjaga
senyawa yang terkandung dalam daun dewandaru tetap dalam jumlah
optimal, selain itu daun dipetik sebelum masa tanaman berbunga dan
daun dipetik satu persatu, daun yang dipilih adalah yang berbentuk utuh
dan segar, berwarna hijau tua, dan tidak menandakan kebusukan (DR

DAS, 2020).

3.6.2 Uji Determinasi Tumbuhan

Uji determinasi daun dewandaru dilakukan dengan tujuan untuk
memastikan secara ilmiah bahwa sampel yang digunakan benar yaitu
daun dewandaru (Eugenia uniflora L.). Proses determinasi dilakukan

dengan mencocokan dari beberapa bagian tanaman dewandaru seperti
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akar, daun, batang bunga maupun biji dari tanaman dewandaru dengan
literatur yang ada (Anwar et al., 2022). Uji determinasi tanaman
dilakukan di Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.6.3 Preparasi Simplisia

Proses pengolahan tanaman untuk menjadi simplisia melalui beberapa
tahapan yaitu diantaranya adalah proses pengumpulan sampel tanaman,
sortasi basah, pencucian sampel tanaman, perajangan, pengeringan,
sortasi kering pada sampel tanaman, penghalusan sampel, pengepakan
serta penyimpanan simplisia (Ratna Mustika Yasi et al., 2022).
Pengumpulan sampel daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) dilakukan
dengan memetik daun dewandaru satu persatu. Daun dewandaru yang
diambil yaitu daun yang segar, berwarna hijau tua dan tidak rusak.
Selanjutnya proses sortasi basah dilakukan untuk memisahkan bagian
tanaman atau benda asing yang tidak digunakan. Tahap selanjutnya
proses pencucian daun dewandaru yang dilakukan di air, tahap
pengeringan dilakukan dengan di angin-anginkan ditempat yang tidak
terpapar sinar matahari langsung. Proses selanjutnya adalah sortasi
kering untuk menjamin kebersihan sampel yang telah dikeringkan. Daun
yang telah kering sempurna dihaluskan untuk memperkecil ukuran
partikel. Simplisia yang telah jadi disimpan pada wadah yang tertutup
rapat tidak terkena sinar matahari (Departemen Kesehatan Republik

Indonesia, 1895).

3.6.4 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru Metode Maserasi

Ekstraksi dengan metode maserasi melalui beberapa tahapan yaitu
simplisia daun dewandaru sebanyak 300 gr dimasukan dalam bejana
maserasi dan ditambahkan dengan etanol 96% sebanyak 3 L sebagai
pelarut, perbandingan antara sampel dengan pelarut yaitu 1:10. Bejana
maserasi ditutup rapat dan disimpan pada tempat yang gelap untuk

menghindari paparan sinar matahari langsung. Proses ekstraksi maserasi
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dilakukan dengan merendam simplisia selama 3 hari yang disertai
pengadukan setiap 8 jam untuk mengoptimalkan penarikan senyawa
selama proses maserasi. Penggantian pelarut dilakukan setiap 24 jam
sekali dan dilakukan penyaringan ekstrak (Singh, 2008). Ekstrak cair
yang telah terkumpul dari proses maserasi dipekatkan dengan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C dengan kecepatan 100
rpm dan tekanan 100 bar untuk memperoleh ekstrak kental

(Sukandiarsyah et al., 2023).

3.6.5 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru Metode Ultrasound

Assisted Extraction

Ekstraksi dengan metode ultrasonic Assisted extraction (UAE) diawali
dengan menimbang 25 gr simplisia daun dewandaru dan dimasukkan ke
dalam labu erlenmeyer. Pelarut etanol 96% sebanyak 250 mL dengan
perbandingan (1:10) dimasukkan dalam labu erlenmeyer. Selanjutnya
labu erlenmeyer dimasukkan dalam wultrasonic bath, proses ekstraksi
dilakukan selama 30 menit dengan suhu 40°C (Vinatoru et al., 1997).
Setelah proses ekstraksi selesai dilakukan pemekatan ekstrak dengan
menggunakan rotary evaporatory dengan menggunakan suhu 40°C pada
kecepatan 100 rpm dan tekanan 100 bar (Nindyasari and Hidayatullah,
2024).

3.6.6 Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Ekstrak kental yang diperoleh dari hasil ekstraksi dengan metode
maserasi dan ultrasonic Assisted extraction ditimbang dan dilakukan
perhitungan persentase rendemen (b/b) yang diperoleh dari perbandingan
antara jumlah simplisia yang digunakan dan hasil ekstrak kental, dengan

rumus sebagai berikut :
Ekstrak kental
Bobot simplisia

Rendemen (%) =

(Kemenkes RI, 2022).
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3.6.7 Skrining Fitokimia
3.6.7.1 Alkaloid

Untuk pengujian alkaloid 0,1 gr ekstrak kental metode maserasi
dan UAE masing-masing dilarutkan dengan etanol. Selanjutnya
ditambahkan dengan reagen wagner sebanyak 5 tetes dan digojok
terlebih dahulu, jika terdapat endapan berwarna coklat
menandakan ekstrak  positif mengandung senyawa alkaloid
(Harborne, 1987).

3.6.7.2 Flavonoid

Untuk pengujian senyawa flavonoid digunakan metode shinoda
yaitu sebanyak 0,1 gr ekstrak kental yang sudah dilarutkan,
serbuk magnesium 0,2 gr dan larutan asam klorida pekat 3 tetes.
Ekstrak dikatakan positif ditunjukan dengan perubahan warna
menjadi jingga menunjukan adanya senyawa flavon, warna
merah muda menunjukkan senyawa flavanol, merah menunjukan
senyawa 2,3-dihidroflavonol dan ungu senyawa xanthone
(Kurnianto et al., 2021).

3.6.7.3 Saponin

Uji forth untuk pengujian saponin dilakukan dengan mengambil
2 mL ekstrak dan dimasukan dalam tabung reaksi. Selanjutnya
ditambahkan deengan akuades sebanyak 5 mL dan tabung
dikocok selama 30 detik. Hasil positif ditunjukan dengan
terbentuknya busa setinggi 5-10 cm dengan konsisten selama 15

menit (Anwar, Lokana and Budiarti, 2022).

3.6.7.4 Tanin

Sebanyak 0,1 gr ekstrak yang telah dilarutkan ditambahkan
dengan 3 tetes pereaksi besi III (FeCls). Apabila terdapat
perubahan warna menjadi hitam kebiruan menunjukan bahwa

positif mengandung tanin (Fajrin and Susila, 2019).
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3.6.7.5 Fenolik

Senyawa metabolit sekunder golongan fenolik dapat bereaksi
dengan penambahan reagen FeCls 10% yang dikenal dengan
metode Baymer’s tes. ekstrak sampel sebanyak 0,1 gr dan
dilarutkan pada 2 mL etanol 96% kemudian ditambahkan dengan
2 tetes reagen FeCls 10%. Hasil positif fenolik pada sampel
ditandai dengan timbulnya perubahan warna hijau, ungu, merah,

biru kehitaman (Harborne, 1993).

3.6.7.6 Terpenoid dan Steroid

Pengujian terpenoid dan steroid menggunakan metode
Salkowski. Pengujian dilakukan dengan melarutkan 0,5 mg
ekstrak dengan kloroform kemudian disaring untuk memperoleh
filtrat, ditambahkan beberapa tetes H.SO. dan digojok. Hasil
menunjukan positif senyawa terpenoid jika terjadi perubahan
warna coklat kemerahan pada lapisan antarmuka, jika pada
bagian bawah lapisan H>.SO. berwarna merah maka positif steroid

(Yuliastuti et al., 2017).

3.6.8 Pengukuran Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol Daun

Dewandaru

Pengukuran kuantitatif kadar flavonoid menggunakan instrumen
spektrofotometer UV-Vis dan pereaksi AICls serta menggunakan

kuersetin sebagai bahan pembanding.

1. Pembuatan Larutan Baku Kuersetin

Larutan baku kuersetin konsentrasi 1000 ppm dibuat dengan
menimbang 50 mg bubuk kuersetin dan dilarutkan dengan etanol pada

labu ukur 50 mL (Virsa Handayani et al., 2023).
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2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebanyak 1 mL larutan baku kuersetin konsentrasi 40 ppm ditambah
dengan larutan aluminium klorida (AlICIls) 10% sebanyak 1 mL dan
larutan CH3COOH (asam asetat) 5% sebanyak 5 mL. Larutan
diinkubasi dengan waktu 60 menit pada tempat gelap dan suhu ruang,
kemudian dilakukan penentuan panjang gelombang menggunakan
alat spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombag maksimal

yang digunakan yaitu 400-500 nm (Sukmawati et al., 2018).

3. Penentuan Kurva Baku Kuersetin

Proses diawali dengan pengenceran larutan baku kuersetin konsentrasi
100 ppm menjadi seri konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm
dan 50 ppm. Selanjutnya diambil sebanyak 1 ml larutan baku
kuersetin, masing-masing konsentrasi direaksikan dengan 1 mL
alumunium klorida (AICl5) 10% dan 5 mL asam asetat 5%.
Selanjutnya larutan diinkubasi selama 60 menit pada suhu ruang dan
tempat yang gelap. Dilakukan pengukuran absorbansi pada
spektrofotometer UV-Vis serta dilakukan pembuatan kurva regresi

Inier (Sukmawati et al., 2018).

4. Penetapan Kadar Total Flavonoid Ekstrak Daun Dewandaru

Pada proses penentuan kadar total flavonoid dari ekstrak daun
dewandaru diawali dengan melarutkan sebanyak 10 mg ekstrak kental
daun dewandaru dengan etanol 10 mL sampai homogen. Diambil 1
mL larutan kemudian ditambahkan dengan 1 mL AICl; 10% dan 5
mL larutan CH;COOH 5%. Larutan dilakukan inkubasi 60 menit pada
suhu ruang dan dalam gelap kemudian serapan absorbansi dari
larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis dan panjang
gelombang maksimal (Rahayu et al., 2021). Uji dilakukan dengan

pengulangan sebanyak 3 kali. Konsentrasi total flavonoid sampel
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dapat dihitung menggunakan rumus seperti di bawah ini (Pujiastuti
and EI’Zeba, 2021) :

VxcxFp
F=——x100%

Dengan keterangan :
F = Kadar total flavonoid
C = Konsentrasi kesetaraan kuersetin
V = Volume ekstrak (L)
Fp = Faktor pengenceran

g = Berat sampel (g)

3.6.9 Pengukuran Kadar Fenolik Total Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Metode pengujian kadar total fenolik ekstrak daun dewandaru
menggunakan metode folin-Ciocalteu. Pengujian dilakukan berdasarkan
metode yang dilakukan oleh Arikalang (2018), melalui beberapa
perubahan yang dilakukan.

1. Persiapan Larutan Baku Asam Galat

Proses diawali dengan menimbang 50 mg serbuk asam galat dan
dilarutkan pada etanol sejumlah 0,5 mL. Selanjutnya diikuti dengan
penambahan aquadest hingga volume labu ukur tepat 50 mL

(Andriani and Murtisiwi, 2018).

2. Persiapan larutan Natrium Bikarbonat (Na:CQOs) 7,5%

Sebanyak 7,5 g serbuk natrium bikarbonat dilarutkan dengan 100 mL
aquadest. Larutan dipanaskan hingga terlarut sempurna, kemudian
larutan diinkubasi dengan waktu 24 jam, filtrat diambil dan aquadest
ditambahkan pada labu ukur hingga 100 mL (Andriani and Murtisiwi,
2018).
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3. Penetuan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat

Penentuan panjang gelombang dilakukan dengan pengenceran larutan
baku asam galat 1000 ppm menjadi konsentrasi 15 ppm. Ditambahkan
300 puL asam galat dengan 1,5 mL reagen folin-Ciocalteu dalam
tabung reaksi kemudian dikocok. Larutan selama 3 menit pada suhu
kamar, ditambahkan dengan 1,2 mL natrium bikarbonat 7,5%. Dan
dikocok kembali ingga homogen, larutan diinkubasi kembali pada
suhu kamar selama 60 menit dan dilakukan pengukuran absorbansi
dengan alat spektrofotometer UV-Vis di panjang gelombang 700-800

nm.

4. Penentuan Kurva Baku Asam Galat

Kurva baku asam galat dibuat dengan mengencerkan larutan induk
100 ppm menjadi seri konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm,
dan 25 ppm. Sebanyak 300 uL tiap direaksikan dengan 1,5 mL reagen
folin Ciocalteu, dikocok dan diamkan selama 3 menit. Lalu
ditambahkan 1,2 mL larutan natrium bikarbonat 7,5% dan dikocok,
inkubasi pada suhu ruang selama 60 menit. Absorbansi diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum. Selanjutnya data hasil pengukuran digunakan untuk
menyusun kurva kalibrasi antara konsentrasi asam galat (ppm) dengan

Serapan.

5. Penetapan Kadar Fenolik Total Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Ekstrak etanol daun dewandaru sebanyak 10 mg dicampurkan dengan
aquades hingga volume tepat 10 mL. Larutan diambil sebanyak 300
uL lalu ditambahkan dengan reagen folin-Ciocalteu sebanyak 1,5 mL
dan dikocok homogen. Setelah diinkubasi selama 3 menit
ditambahkan larutan natrium bikarbonat sebanyak 1,2 mL kemudian

diinkubasi kembali pada suhu ruang selama 60 menit. Pengukuran
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serapan larutan ekstrak dilakukan menggunakan spektrofotometer

UV-Vis pada panjang gelombang maksimum.

3.6.10 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Dewandaru
Dengan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan ekstrak daun dewandaru dilakukan secara
invitro  menggunakan metode DPPH (2,2- diphynenyl -I-
picrylhydrazly) dengan asam askorbat sebagai pembanding. Prosedur
pengujian mengacu pada metode oleh Selfiani et al. (2023) dengan

beberapa penyesuaian tertentu.

1. Preparasi Larutan Stok DPPH

Sebanyak 7,88 mg serbuk DPPH dilarutkan pada metanol pada labu
ukur 50 mL hingga mencapai tanda batas, dan diperoleh larutan

dengan konsentrasi 0,4 mM.

2. Preparasi Larutan Asam Askorbat (Vitamin C)

Larutan asam askorbat 1000 ppm dibuat dengan melarutkan serbuk
asam askorbat sebanyak 50 mg dengan metanol pada labu ukur 50

mL hingga volume tepat pada tanda batas.

3. Preparasi Larutan Ekstrak Daun Dewandaru

Ekstrak kental daun dewandaru sebanyak 50 mg dilarutkan hingga
homogen pada labu ukur 50 mL dengan metanol hingga tanda batas,
sehingga konsentrasi larutan 1000 ppm. Larutan diencerkan menjadi

konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm.

4. Penentuan Panjang gelombang Maksimum DPPH

Larutan stok DPPH diambil sebanyak 1 ml kemudian ditambahkan

dengan methanol 3 mL. Absorbansi larutan diukur dengan alat
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spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 400-800

nm dan ditentukan panjang gelombang maksimum yang diperoleh.

. Penentuan Absorbansi Asam Askorbat (Vitamin C)

Dibuat larutan asam dengan seri konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm,
4 ppm dan 5 ppm. Masing — masing diambil sebanyak 1 mL setelah
itu ditambahkan dengan 1 mL larutan DPPH dan 2 mL metanol.

Larutan dilakukan inkubasi pada tempat gelap selama 60 menit.

. Penentuan Absorbansi Larutan Ekstrak Daun Dewandaru

Masing-masing seri konsentrasi larutan uji diambil sebanyak 1 mL
dan ditempatkan pada tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1 mL
larutan DPPH dan 2 mL metanol. Larutan diinkubasi pada suhu
ruang dan tempat gelap selama 60 menit, kemudian absorbansi di

ukur pada panjang gelombang maksimum.

. Penentuan ICso Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Potensi aktivitas antioksidan dari suatu sampel dinyatakan dalam %
inhibisi berdasarkan dengan masing-masing titik konsentrasi
sampel. Penentuan persen % dapat dihitung dengan rumus sebagai

berikut :

Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel

% inhibisi = x 100

Absorbansi kontrol

Kemudian dibuat kurva persamaan regresi antara % inhibisi yang
diperoleh  dan konsentrasi yang digunakan hingga diperoleh
persamaan regresi linier. Penentuan 1Cso dapat ditentukan melalui
persamaan regresi linier dengan sumbu x konsentrasi sampel dan
sumbu y adalah % inhibisi yang diperoleh, kemudian dihitung

dengan rumus:

ICso = >0-a
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Keterangan :
a = nilai x pada kurva regresi linier

b =nilai y pada kurva regresi linier

Tabel 3. 2 Kategori nilai ICso (Manurung & Sumiwi, 2016).

Nilai ICso (ppm) Kategori
<50 Sangat kuat
50-100 Kuat
100-150 Sedang
>200 Lemah

3.6.11 Uji Aktivitas Anti inflamasi Ekstrak Etanol Daun Dewandaru
Dengan Metode Penghambatan Denaturasi Protein BSA

Penentuan aktivitas anti inflamasi dilakukan secara in vitro dengan
metode penghambatan denaturasi BSA (Bovine Serum Albumin) serta
sampel pembanding adalah natrium diklofenak. Metode ini sesuai
dengan yang dilakukan oleh Mulyani et al. (2023), dengan beberapa
modifikasi yang dilakukan.

1. Preparasi Larutan Buffer Phospat

Serbuk natrium klorida (NaCl) sebanyak 8 gram dilarutkan bersama
dengan 0,2 gr kalium klorida (KCl), 1,44 gr dinatrium hidrogen
fosfat (Na:HPOs4), 0,24 gram kalium dihidrogen fosfat (KH.PO.)
dalam 800 ml akuades. Ditambahkan HCL hingga PH 6,4 dan
akuades ditambahkan hingga 800 mL (Rahman et al., 2015).

2. Preparasi Larutan 0,2 % Bovine Serum Albumin (BSA)

Sebanyak 0,2 gram serbuk Bovine Serum Albumin (BSA)
ditambahkan dengan larutan Buffer Phospat hingga volume tepat
pada tanda batas labu ukur 100 mL.
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3. Preparasi larutan Natrium Diklofenak

Serbuk natrium diklofenak sebanyak 10 mg dilarutkan dengan
aquaddest pada labu ukur 10 mL hingga tanda batas dan diperoleh
larutan induk dengan konsentrasi 1000 ppm. Pengenceran dilakukan
menjadi seri konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm dan 30
ppm (Mulyani et al., 2023).

4. Preparasi Larutan Kontrol Negatif

Metanol sebanyak 500 uL. dan ditambahkan dengan larutan BSA
0,2% hingga volume tepat tanda batas pada labu ukur 5 mL. Larutan

ini akan digunakan menjadi kontrol negatif dalam pengujian.

5. Preparasi Larutan Uji Ekstrak Etanol Daun Dewandaru

Ekstrak etanol daun dewandaru sebanyak 50 mg dilarutkan dengan
50 ml metanol sehingga memperoleh larutan induk dengan
konsentrasi 1000 ppm. Kemudian dilakukan pengenceran menjadi
konsentrasi 40 ppm, 50 ppm, 60 ppm, 70 ppm, dan 80 ppm
(Lutfiyah et al., 2022).

6. Pengukuran Aktivitas Anti inflamasi

Pengujian aktivitas anti inflamasi diawali dengan mengambil
masing-masing larutan kontol positif, konstrol negatif dan larutan
uji sebanyak 500 pL dan ditambahkan dengan larutan BSA hingga
volume tepat 5 mL dan digojok. Larutan diinkubasi selama 10 menit
pada suhu ruang. Larutan kemudian dipanaskan dengan
menggunakan waterbath pada suhu + 37°C selama 20 menit dan
suhu dinaikan menjadi 72°C selama 5 menit. Kemudian, didinginkan
di suhu ruang selama 25 menit dan absorbansinya diukur pada

panjang gelombang 660 nm (Rahman ef al., 2015).
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7. Perhitungan % Inhibisi Ekstrak Daun Dewandaru

Pengukuran persentase dari penghambatan denaturasi protein dapat

ditentukan dengan persentase inhibisi menggunakan rumus berikut :

% Inhibisi = Abs.Kontrol negatif — Abs. Larutan uji 100
0 MBSt = Abs. Kontrol Negatif x

Senyawa yang dapat menghambat denaturasi protein lebih dari 20%
bermakna bahwa senyawa tersebut memiliki sifat anti inflamasi dan
memiliki potensi untuk dikembangakan (Firdaus et al., 2024).
Setelah di dapatkan persen inhibisi dilakukan perhitungan nilai ICso
untuk mengetahui kemampuan inhibisi 50% ekstrak terhadap

denaturasi protein.



3.7 Alur Penelitian

Persiapan alat dan bahan ekstraksi daun
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Gambar 3. 1 Alur Penelitian
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3.8 Pengolahan dan Analisis Data

Hasil pengujian dilakukan analisis data bivariat untuk menentukan perbedaan
rata-rata hasil total kadar senyawa flavonoid, fenolik, aktivitas antioksidan dan
aktivitas anti inflamasi dari ekstrak daun dewandaru dengan program
Statistical Analysis Software (SPSS). Metode Shapiro-wilk digunakan untuk
menguji normalitas dan distribusi data. Jika hasil data yang didapat terdistribusi
normal (p-value > 0,05), dapat menggunakan uji parametrik 7-test independent
untuk membandingkan pengaruh 2 metode ekstraksi yang dilakukan terhadap
nilai ICso sampel, namun apabila data tidak terdistribusi normal (P-value

<0,05) dilakukan uji alternatif non-parametrik Mann-whitney.



BAB V KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Terdapat perbedaan yang signifikan (p-value <0,05) antara hasil
antioksidan ekstrak UAE dan aktivitas antioksidan ekstrak maserasi daun
dewandaru (Eugenia uniflora L.) secara in-vitro, yang ditunjukkan dengan
nilai ICso maserasi 25,942 ppm dan UAE 75,636 ppm.

Tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p-value >0,05) antara hasil
antiinflamasi ekstrak UAE dan aktivitas antioksidan ekstrak maserasi daun
dewandaru (Eugenia uniflora L.) secara in-vitro, yang ditunjukkan dengan
nilai ICs 80,657 ppm dan maserasi ICs 111,680 ppm.

Terdapat perbedaan yang signifikan (p-value <0,05) antara hasil pengujian
kadar total flavonoid ekstrak UAE dan maserasi daun dewandaru (Eugenia
uniflora L.) yang ditunjukkan dengan kadar total UAE 80,68 mgQE/g dan
50,78 mgQE/g

Tidak terdapat perbedaan yang signifikan (p-value >0,05) antara hasil
pengujian kadar total flavonoid ekstrak UAE dan maserasi daun dewandaru
(Eugenia uniflora L.) yang ditunjukkan dengan kadar total UAE 20,50
mgGAE/g dan 19,11 mgGAE/g.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan:

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas antiinflamasi

daun dewandaru (Eugenia uniflora L.) dengan metode uji yang berbeda.
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2. Perlu dilakukan pengujian kuantitatif senyawa lain pada ekstrak daun
dewandaru (Eugenia uniflora L.) untuk mengetahui lebih lanjut
mekanisme senyawa yang berperan sebagai antioksidan dan antiinflamasi.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai golongan antiinflamasi

yang dimiliki oleh ekstrak daun dewandaru (Eugenia uniflora L.).
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