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Kata Pengantar

Maha Esa (Ida Sang Hyang Widhi Wasa) atas

berkatnyalah tulisan daun sembung sebagai
antidiabetes. Diabetes adalah salah satu penyakit yang
banyak menyerang masyarakat dengan prevalensi
meningkat secara dramatis selama dua dekade terakhir
menjadi382 juta kasus pada tahun2013. Penyakit ini
ditandai dengan adanya hiperglikemia yang merupakan
suatu kondisi dengan kadar glukosa dalam plasma darah
yang melebihi batas normal . Produksi radikal bebas yang
berlebih menyebabkan hiperglikemia sehingga memicu

Penulis panjatkan syukur kapada Tuhan Yang

terjadinya stress oksidatif. Stress Oksidatif merupakan ketidak seimbangan oksidan dalam
tubuh, dengan antti oksidan yang diasup; Flavonoid merupakan senyawa yang berfungsi
sebagai antioksidan yang dapat menangkal kerusakan sel tubuh yang disebabkan oleh
radikal bebas, sehingga dapat berperan dalam mencegah terjadinya brberapa penyakit
degeneratif, salah satunya yakni penyakit diabetes melitus

Efek samping yang dihasilkan oleh obat hiperglikemia (antidiabetes) saat ini
menyebabkan peminat obat herbal untuk penyakit diabetes meningkat. Daun sembung
(Blumea balsamifera L) adalah salah satu bahan obat tradisional yang mengandung
senyawa antioksidan, dan diindikasikan sebagai obat penyakit diabetes melitus. Daun
merupakan bagiantanaman blumea balsmifera L yang paling sering digunakan, sebab
mengandung flavonoid yang dapat bertindak sebagai penangkap radikal hidroksil
sehingga mencegah aksi diabeta-gonik dari streptozotocin (Stz).

Streptozotocin(STZ,2-deoxy-2-{3-(methyl-3-nitrosoureido } -D-glucopyranose)
merupakan senyawa kimia yang disentesis dari Streptomycetes achromogenes, dan
digunakan untuk menginduksi baik diabetes mellitus tipe 1 maupun diabetes melitus
tipe2. Diabetes mellitus dapat dikatagorikan dalam tiga tipe. Diabetes tipe 1 adalah
kondisi diabetes karena kekurangan insulin akibat ketidak mampuan tubuh memproduksi
insulin. Diabetes mellitus tipe 2 merupakan kumpulan gejala yang timbul oleh adanya
peningkatan kadar glukosa darah akibat kekurangan insulin baik absolut maupun relatif .
Diabetes tipe 3 kondisi yang sering teramati pada saat wanita hamil. Setelah melahirkan
kadar glukosa darah kembali dalam kisaran normal.
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Normal adalah istilah yang dikenal untuk setiap makhluk hidup bahwa tidak ada
perbedaan signifikan dengan kelompoknya, meskipun dalam derajat yang bervariasi,
setiap hidup yang memiliki perbedaan apa pun biasanya tidak diperhitungkan, dimana
penggunaan kata yang normal hanya bisa subjektif. Subjektif daun sembung pada kelinci
dengan metode pembebanan glukosa peroral menyatakan bahwa senyawa dalam daun
sembung berpotensi sebagai antidiabetes.

Penulisan kandungan flavonoid dalam daun sembung (Blumea balsamifera L)
sebagai antidiabetes ini, masih jauh dari sempurna. Ini sangat disadari oleh penulis.
Berpijak dari sinilah penulis dengan rendah hati memohon kritik dan saran kepada
pembaca tulisan ini.

Penulis
Medio Desember 2020
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BAB 1
DAUN SEMBUNG (Blumea balsamifera L)

PENDAHULUAN

Pada saat ini salah satu pemanfaatan bahan alami adalah untuk mengatasi
stres oksidatif. Stres oksidatif terjadi disebabkan oleh ketidak seimbangan
jumlah radikal bebas dengan antioksidan endogen dalam tubuh. Hal ini akan
mengakibatkan kerusakan oksidatif pada membran sel. Kerusakan oksidatif
adalah kerusakan biomolekul penyusun sel akibat adanya reaksi dengan radikal
bebas yang terjadi dan dapat menimbulkan kerusakan pada sel, jaringan, dan
organ schingga akan mempercepat proses penuaan dan timbulnya berbagai
penyakit degeneratif, seperti kanker, jantung, dan diabetes mellitus.

Diabetes melitus (DM) merupakan suatu kelompok penyakit metabolik yang
ditandai dengan hiperglikemia. Hiperglikemia adalah suatu keadaan dimana terjadi
peningkatan kadar glukosa darah puasa penderita di atas 110 mg/dl serta glukosa
darah 2 jam pp (post prandial) di atas 140 mg/dl (PERKENTI, 2012). Hiperglikemia
yang berlangsung bertahun-tahun dapat menimbulkan berbagai komplikasi dan
mematikan

Pencegahan terhadap stres oksidatif ini membutuhkan asupan antioksidan
dari luar tubuh (antioksidan eksogen) baik berupa vitamin maupun obat, baik
yang sintetis maupun yang herbal, karena antioksidan endogen tidak mampu
menetralkan radikal bebas dalam tubuh. Proses hambatan dari antioksidan
biasanya terjadi pada saat reaksi-reaksi inisiasi atau propagasi pada reaksi
oksidasi lemak atau molekul lainnya di dalam tubuh dengan cara menyerap dan
menetralisir radikal bebas atau mendekomposisi peroksida (Zheng, 2009).

Flavonoid merupakan senyawa fenol alam yang paling banyak
kandungannya dalam tanaman khususnya tanaman obat. Senyawa fenolik dan
flavonoid merupakan senyawa antioksidan sehingga senyawa ini diketahui
dapat menangkap atau menyediakan atom hidrogen dalam radikal bebas yang
mengakibatkan reaksi peroksidasi lipid dan reaksi kerusakan DNA dapat dicegah
(Parwata et al., 2016). Kandungan senyawa fenol, flavonoid, dan aktivitas
antioksidan yang sangat kuat dalam ekstrak tanaman obat dapat menghambat
kerusakan sel pada pankreas karena flavonoid dapat menetralkan radikal bebas
(Jack, 2012). Kandungan senyawa flavonoid pada rimpang temu kunci bersifat



antioksidan dan menghambat pertumbuhan fibrosarkoma. Kandungan flavonoid
pada daun nangka dan buah kersen, daun sembung juga diketahui mempunyai
aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Sri Wahjuni.,2020;Parwata et al., 2016).

Penggunaan obat herbal sebagai antioksidan terus meningkat, salah satu
diantaranya adalah daun sembung (Blumea balsamifera L). Daun sembung
mengandung lebih dari 100 bahan kimia seperti minyak atsiri, flavonoid, alkohol,
dihidroflavon, sterol, asam organik, mono terpen, sesquiterpen, triterpen, yang
memiliki efek bioaktivitas. Kebanyakan studi yang ada menelti tentang flavonoid
dan minyak atsiri yang memiliki efek bioaktivitas baik in vitro maupunin  vivo
(Pang.,et.al.2014). Beberapa penelitian, daun sembung mengandung senyawa
metabolit sekunder seperti senyawa fenol, terpenoid dan flavonoid (Mega,
2010). Tanaman sembung merupakan salah satu bahan alami yang telah banyak
dimanfaatkan oleh masyarakat untuk mengobati berbagai jenis penyakit. Daun
sembung juga dapat dimanfaatkan sebagai obat analgesik dan antiinflamasi alami
(Eswaraiah ef al., 2012). Sementara daun sembung yang dimanfaatkan sebagai
minuman kesehatan telah dikenal di beberapa negara, seperti Vietnam, Kamboja
dan Thailand (Kamonwannasit et al., 2013).

Peredaman radikal bebas oleh ekstrak etanol daun sembung segar
menunjukkan bahwa dengan konsentrasi yang tinggi akan meningkatkan
nilai aktivitasnya sebagai antioksidan. Kandungan kimia pada daun sembung
berpotensi sebagai senyawa antioksidan karena memiliki nilai IC50 = 13,44 mg/
mL untuk ekstrak air, ekstrak metanol dengan nilai IC50=16,55 mg/mL, ekstrak
etil asetat dengan nilai IC50 =14,20 mg/mL, dan nilai IC50 =24,45 mg/mL untuk
ekstrak etanol (Sri Wahjuni.et.al,2020; Parwata, et.al.2018). Sembung (Blumea
balsamifera)berasal dari Asia tropis, dari India hingga Indo-china, China
selatan, Taiwan hingga wilayah Malaysia, Indonesia, dan Philipina. Di Indonesia
sembung ditemuka di seluruh kepulauan (Aguilar.,1999). Blumea balsamifera L
adalah tumbuhan yang selalu hijau, dan berbunga disepanjang tahun. Sembung
memiliki kecenderungan tumbubh liar di pinggir jalan dan tanah lapang, ditanah
lapang yang penuh rumput atau semak belukar, ditepi sungai, hutan sekunder,
daratan rendah, dan wilayah pegunungan hingga ketinggian 2200 — 3000 mdpl.

Umumnya sembung tumbuh di daerah yang lembab walaupun diantara
batu—batu, namun ditemukan juga namun ditemukan juga di daerah yang
bermusim kering ringan sampai berat. Sembung toleran terhadap kebakaran dan
mudah berkecambah kembali dari dalam tanah sehingga sering ditemukan di
padang rumput sesudah terbakar atau bekas kebon (Kinbo.,et a/,2011).



Kandungan flavonoid ekstrak air daun sembung jenis Blumea balsamifera
L berpotensi dikembangkan sebagai antioksidan alami dan antihiperglikemia.
Kandungan kadar flavonoid yang tinggi pada ekstrak metanol daun sembung
diduga menurunkan kadar glukosa darah pada tikus Wistar yang hiperglikemia
(Sri Wahjuni.et.al,2020;Parwata.,et.al.2018).

Penggunaan daun sembung jenis Blumea balsamifera L sebagai
antioksidan alami belum banyak dikenal oleh masyarakat dan penelitian terkait
senyawa flavonoid dalam daun sembung jenis belum banyak dilakukan terutama
di Indonesia. Berdasarkan hasil uji pendahuluan, diketahui bahwa ekstrak etanol
Blumea balsamifera L. mengandung senyawa golongan flavonoid. Flavonoid
merupakan senyawa antioksidan yang dapat menangkal kerusakkan sel tubuh
yang disebabkan oleh radikal bebas, sehingga dapat berperan berperan dalam
mencegah terjadinya beberapa penyakit degeneratif,salah satunya yakni penyakit
diabetes melitus .

Diabetes melitus (DM) yang juga dikenal sebagai non-communicable
disease merupakan salah satu penyakit sistemik yang paling memprihatinkan
di Indonesia. Hal ini dikarenakan penyakit DM memiliki angka kejadian dan
kematian yang cukup tinggi. Diabetes melitus suatu kondisi konsentrasi glukosa
dalam darah secara kronis lebih tinggi (hiperglikemia) daripada nilai normal,
akibat tubuh kekurangan insulin atau fungsi insulin tidak efectif.

Morfologi Daun Sembung

Sembung ( Blumea balsamifera L) merupakan spesies tanaman yang dalam
genum Blumea, family Astereceae ( Compositae).Di beberapa daerah di Indonesia
daun sembung dikenal dengan berbagai nama yang berbeda, demikian pula di
beberapa negara mempunyai nama yang berbeda ( Raharja.,2016). Tanaman
perdu dengan tinggi lebih 4 m. Batang hijau tua tegak bulat dengan diameter
3-5 cm, bagian atas batang berbulu lebat dan aromatis.Daun tunggal berukuran
panjang 630 cm, dan lebar 1,5 — 12 cm berbentuk lonjong, bagian pangkal dan
ujung lancip, pinggir bergerigi, pertulangan dan menyirip, dan terdapat 2 — 3 daun
tambahan pangkal daunnya. Permukaan daun bagian atas agak kasar, sedangkan
bagian bawah daun berambut rapat dan halus. Bunga majemuk, bertangkai
dengan mahkota bunga berwarna putih kekuningan, terdapat di ketiak daun, dan
ujung batang, panjang bunga 0,9 cm. Buah berwarna putih kecoklatan dengan
bentuk berupa kotak selindris berukuran panjang 1 mm, keras dan berambut.Biji
tanaman berbentuk pipih dan berwarna putih. Akar berupa akar tunggang dan



berwarna putih susu ( Kinho.,et.al 2011).

Sembung (Blumea balsamifera) berasal dari Asia tropis, dari India hingga
Indo-China. China selatan, Taiwan hingga wilayah Malaysia, Indonesia dan
Filipina. Di Indonesia sembung ditemukan di seluruh kepulauan (Aguilar, 1999).
Tanaman sembung (Blumea balsamifera) adalah tumbuhan yang selalu hijau ,
dan berbunga di sepanjang tahun. Sembung memiliki kecenderungan tumbubh liar
dipinggir jalan dan tanah lapang, di tanah yang penuh dengan rumput dan semak
belukar, di tepi sungai, hutan sekunder, dstaran rendah dan wilayah pegunungan
hingga ketinggian 2200 — 3000 mdpl. Bagian daun Blumea balsamifera sebagai
obat antidiabetes, dan antioksidan, Gambar 1. Daun sembung.

Masyarakat biasa menggunakan daun sembung untuk obat dengan
cara memotong daun kecil-kecil, dan direbus sampai tersisa sebagian, lalu
meminumnya (Hariana,2014).

Taksonomi Blumea balmifera L

Menurut  Kinho, e£.al2011  memiliki  taksonomi:  Kingdom
:Plantae;Subkingdom: Embryophyta; Division: Spermatophyta;
Subdivision:Angiospermae; Class: Dicotylodenae; Order: Asterales:Family:

,,,,,

Gambar 1. Tanaman Sembung (Raharjo.,2016).



Astereceae (Compositae): Genus: Blumea; Species: blumea balsamifera (L).

Kandungan kimia daun sembung

Blumea balsamifera mengandung lebih dari 100 bahan kimia, seperti
minyak atsiri, flavonoid, alkohol, dihidroflavon, sterol, asam organik, monoterpen,
sesquiterpen, triterpen yang dapat memiliki efek biokaktivitas. Kebanyakan
studi yang ada meneliti tentang flavonoid, dan atsiri yang memiliki efek in vivo
maupun in vitro (Pang.,et.al.,2014) mengidentifikasi kandungan fitokimia blumea
balsamifera alkaloid, treriod,tanin, dan glikosida ( Isnawati.,2006), melaporkan
hasil identifikasi kandungan Blumea balsamifera Malang, Tawangmangun, dan
Bogor antara lain tanin, flavonoid, L-campor, boneol, caryophylene, B-camphene,
dan a-humulene.

Etnomedisin Dan Farmakologi
Bagian tanaman Blumea balsafifera L yang paling sering digunakaan sering
untuk pengobatan adalah daunnya. Secaraa tradisional di Indonesia sembung
digunakan untuk pengobatan rematik, nyeri haid, influenza, kembung, sakit
tulang,diare, sariawan, asma, angina pectoris (Kinho 2011). Masyarakat biasa
menggunakan daun sembung untuk obat dengan cara memotong daun kecil-
kecil,dan direbus sampai tersisa sebagian, lalu meminumnya. Blumeabalsamifera
L dilaporkan sebagai :
a. Antidiabetik
Roy,et.al (2013) melaporkan bahwa ekstrak blumea balsamifera L secara
signifikan dapat menurunkan kadar hemoglobin, glikosida pada tikus yang
diinduksi streptozotocin. Lee et,al (2012) melaporkan ekstrak blumea
balsamifera L memiliki apigenin yang dapat menghambat enzim aldose
reduktase pada tikus, sehingga dapat mencegah komplikasi pada penyakit
diabetes.
b. Antioksidan
Roy et.al (2013) melaporkan bahwa ekstrak daun sembung dapat
meningkatkan enzim antioksidan glutation (GSH), dan katalase (CAT) pada
tikus yang diinduksi streptozotosin. Streptozosin (STZ) yang diinduksi ke
tikus menyebabkan hiperglikemia, dan menghasilkan radikal bebas.
Radikal bebas dihasilkan oleh penderita diabetes, karena diabetes melitus
merupakan kelainan metabolisme yang disebabkan oleh tejadinya kerusakkan
padasel-sel  pulau langerhans dalam kelenjar pangkreas, sehingga hormon insulin



disekresikan dalam jumlah sedikit, bahkan tidak sama sekali (Raharjo,2016).
Tabel 1 di bawah ini menunjukkan PO ( glukosa tikus normal tidak diberikan
streptozotocin), P1 sampai P5 diinduksi dengan streptozotocin.

Streptozotocin (STZ) digunakan sebagai pembuat diabetes pada tikus.
Streptozotocin merupakan bahan kimia yang banyak digunakan dalam induksi
hewan coba menjadi diabetes melitus (DM). Zat ini bersifat sitotoksik sehingga
mengakibatkan kerusakan pada sel beta pankreas dan efeknya dapat dilihat
dalamtujuh puluh dua jam (72) atau tiga hari setalah pemberian tergantung pada
dosis. Efek toksik streptozotocin diawali pada STZ menembus sel beta pankreas
malalui transporter glukosa 2 (GLUT 2). Stuktur kimia STZ yang memiliki gugus
glukosa mempermudah masuknya ke sel beta karena sel beta pankreas lebih
aktif mengambil glukosa dibandingkan sel lainnya (Fauzul, 2019). Setelah STZ
menembus sel pankreas terjadi alkilasi (masuknya gugus metil) DNA melalui

Tabel 1.  Kadar glukosa darah tikus setelah induksi streptozotocin
Kadar Glukosa Darah Tikus (mg/dL)
Kelompok Perlakuan Rata-Rata
| 11 111
PO 97 99 100 98.25
P1 165 163 165 164.75
P2 166 165 162 163.25
P3 165 165 167 165.50
P4 164 163 167 164.25
P5 160 167 163 163.25

gugus nitrosourea mengakibatkan kerusakan DNA Kerusakan pada DNA akibat
STZ dapat mengaktivasi poli ADP-ribosilasi yang mengakibatkan penghabisan
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*). STZ sebagai donor NO (nitric oxide)
saat proses metabolisme dalam sel yang mengakibatkan peningkatan aktivitas
guanilil siklase dan pembentukan cGMP sehingga mengakibatkan kerusakan
dalam sel (Ida Fitriana, 2015). Efek toksik dari STZ juga dapat membangkitkan
oksigen reaktif seperti peningkatan anion superoksida dan aktivitas xantin oksidasi
dalam mitokondria. Hal ini akan menghambat siklus krebs dan menurunkan
penggunaan oksigen dalam mitokondria karena produksi ATP yang terbatas dan
nukleotida dalam sel beta pankreas terjadi pengurangan yang mengakibatkan
menghambat sekresi dan sintesis insulin. Selain itu, pemberian STZ dapat
menyebabkan peningkatan malondialdehid (MDA) yang secara signifikan
menurunkan aktivitas enzim antioksidan seperti katalase, glutation, peroksidase
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dan superoksidase dismutase. Hal ini menyebabkan semakin rentannya sel beta
pankreas terhadap radikal bebas (Husna,et.al. 2019).

Pertanyaan

1. Apakah yang dimaksud dengan stres oksidatif ?

Beri contoh kerusakan oksidan ?

Apakah definisi penyakit diabetes (Hiperglikemia)?

Pencegahan terhadap stress oksidatif membutuhkan asupan antioksidan
dari luar tubuh (antioksidan eksogen) beri contohnya?

Sebutkan proses hambatan dari antioksidan apa saja?

Definisi flavonoid ialah

Mengapa flavonoid mempunyai aktivitas antioksidan?

Eall

Penggunaan Obat Herbal sebagai antioksidan terus meningkat mengapa?

A A

Mengapa Blumea balsamifera L (Daun sembung) dapat sebagai
antioksidan?
10.  Apakah fungsi streptozotocin ?



BAB II
MEKANISME DAUNSEMBUNG MENURUNKAN
DIABETES

Di Cina daun sembung digunakan untuk mengobati gangguan pada
sistem pernafasan, perut, dan ginjal. Daun sembung juga dibuat sebagai, obat
rematik, obat gosok, penyembuh perut kembung, dan obat sakit jantung. Selain
itu daun sembung juga digunakan sebagai obat penghilang stres, hepatitis, asma,
pembengkakan hati dan ginjal, bahan antibiotik untuk TBC, reumatik, tumor,
stimulant kerja syaraf, sakit perut, aprodoksidak, paru—paru, kanker, malaria, dan
tukak lambung (Setyowati, 2009).

Kandungan kimia Sembung

Kandungan kimia pada daun sembung mengandung lebih 100 bahn kimis
seperti minyak atsiri, flavonoid, alkohol, dihidroflavon, sterol. Asam organik,
monoterpen, sesquiterpen, triterpen yang dapat memiliki efek bioaktivitas.
Kebanyakkan studi ada meneliti tentang flavonoid, dan minyak atsiri yang
memiliki efek bioaktivitas baik in vivo maupun in vitro (Pang..et.al.,2014).
Balangcod et.al (2012) mengidentifikasi terkandung dalam sembung secara
fitokimia yaitu: alkaloid, teroid, tanin, glikosida, dan flavonoid.

Flavonoid merupakan salah satu golongan fenol alam yang tersebar luas
pada tumbuhan hijau dan mengandung 15 atom karbon pada inti dasarnya, yang
tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6 yaitu dua cincin aromatik yang dihubungkan
oleh satuan tiga karbon yang dapat atau tidak dapat membentuk cincin ketiga
(Markham, 1988). Flavonoid terdapat pada bagian tumbuhan termasuk daun,
akar, kayu, kulit, tepung sari, nektar, bunga, buah, dan biji (Markham, 1988).
Senyawa flavonoid dalam tumbuhan dapat terikat dengan gula atau tanpa gula.
Flavonoid yang terikat dengan gula disebut glikosida, sedangkan flavonoid yang
tidak terikat dengan gula disebut aglikon. Semua turunan senyawa flavonoid
mempunyai sejumlah sifat yang sama. Ada sekitar sembilan kelas flavonoid yang
dikenal yaitu

Selain itu, daun Sembung diduga mengandung flavonoid golongan
5-hidroksi-7-etoksi-flavanon yang aktif menghambat pertumbuhan fibrasarkoma
pada tikus (Parwata ef al., 2016).



Uji antibakteri terhadap Escheria coli menunjukkan daya hambat
pertumbuhan bakteri sebesar 1,3 cm dan terhadap Staphylococcus aureus
menunjukkan zona hambatan pertumbuhan bakteri sebesar 1,5 cm, sehingga
memiliki potensi sebagai antibakteri (Janshen, 2017). Uji larva udang atau Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT) menghasilkan LC50 sebesar 281 ppm sehingga
berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen antikanker karena nilai LC50 <
1000 ppm, dimana zat atau senyawa dikatakan aktif bila nilai LC50 < 1000 ppm
(Dewi, 2013).

Uji analgetik menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sembung dengan
dosis 1,272 mg/kg BB dan 2,544 mg/kg BB berpotensi sebagai analgetik. Uji
hispatologi pada lambung tikus didapatkan bahwa ekstrak etanol daun sembungru
mampu menurunkan erosi atau ulserasi serta pendarahan sehingga dapat
dikembangkan lebih lanjut sebagai bahan obat antitukak (Mega, 2010). Selain
itu, senyawa terpenoid pada ekstrak etanol daun sembung ditemukan mempunyai
aktivitas antioksidan dengan persen peredaman 87,50% (5 menit) dan 92,98%
(60 menit) sehingga dapat digunakan sebagai antioksidan alami (Mulyadi, 2012).

Flavonoid terdapat pada bagian tumbuhan termasuk daun (Markham,
1988). Senyawa flavonoid dalam tumbuhan dapat terikat dengan gula atau tanpa
gula. Flavonoid yang terikat dengan gula disebut glikosida, sedangkan flavonoid
yang tidak terikat dengan gula disebut aglikon. Semua turunan senyawa flavonoid
mempunyai sejumlah sifat yang sama. Ada sekitar sembilan kelas flavonoid
yang dikenal yaitu antosianin, antosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon,
biflavonil, khalkon dan auron, flavanon, dan isoflavon. Antosianin, flavonol,
dan flavon tersebar luas dalam tumbuhan, sedangkan khalkon, auron, flavonon,
dihidrokhalkon, dan isoflavon penyebarannya hanya terbatas pada golongan
tertentu saja (Harborne, 2006). Sistem penomoran untuk turunan senyawa
flavonoid ditunjukkan pada Gambar 2.

Penggolongan senyawa flavonoid mula-mula didasarkan kepada telaah
sifat kelarutan dan reaksi warna. Identifikasi kualitatif untuk senyawa flavonoid
dapat dilakukan dengan uji warna. Tabel 2 menunjukkan perubahan warna
beberapa golongan flavonoid (Geissman, 1962

Struktur berbagai golongan flavonoid bervariasi sesuai dengan kerangka
dasar heterosiklik beroksigen yang dapat berupa gama piron, piran atau pirilium.
Kecuali pada auron dan khalkon, siklisasi terjadi antara atom karbon didekat
cincin benzena(B), dan satu gugus hidroksil cincin A (Robinson, 1991). Perbedaan
di bagian rantai karbon nomor 3 menentukan klasifikasi dari senyawa flavonoid



yaitu flavon, flavonol, flavanon, flavanonol, isoflavon, auron, dan khalkon.
Kerangka flavonoid cincin benzoil dan cinnamoil dapat dilihat pada Gambar 3.
Kerangka dari tipe-tipe flavonoid dapat dilihat pada Gambar 3.

31

Gambar 2. Sistem Penomoran Turunan Senyawa Flavonoid (Harborne, 2006).

Tabel 2. Perubahan Warna Beberapa Golongan Flavonoid dari Reaksi Uji Warna.

Reaksi Warna
Jenis Flavonoid
Larutan NaOH H2S04 Mg-HCl
Kalkon Oranye-merah Oranye, merah, -
-magenta
Dihidrosikalkon Tidak berwarna- Tidak berwarna- -
kuning muda kuning muda
Auron Merah-ungu Merah-magenta -
Flavanon atau Kuning/oranye (dingin), Oranye-merah tua Merah, magenta,
dihidroflavonol merah/ungu (panas) ungu, biru
Flavon Kuning Kuning-oranye Kuning-merah
Flavonol Kuning-oranye Kuning-oranye Kuning-magenta
Flavanonol Kuning muda jadi Kuning- Kuning-magenta
cokelat kemerahan
Leukoantosianin Kuning Merah tua Pink
Antosianin dan Biru-ungu Kuning-oranye Merah-pink
antosianidin
Katekin Kuning, merah, cokelat ~ Merah -
Isoflavon Kuning Kuning Kuning
Isoflavanon Kuning Kuning -

Sumber : Geismann (1962)
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Benzoil Cinnamoil
1

Gambar 3. Kerangka flavonoid cincin Benzoil dan Cinnamoil (Robinson, 1991).
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Gambar 4. Kerangka berbagai tipe senyawa flavonoid (Robinson, 1991).
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Radikal Bebas

Radikal bebas dapat didefinisikan sebagai molekul atau fragmen
molekul dimana pada orbit terluarnya mempunyai satu atau lebih elektron tidak
berpasangan, sifatnya sangat labil dan sangat reaktif (Halliwell dan Gutteridge,
2007). Dalam konsentrasi yang tinggi, radikal bebas akan membentuk stres
oksidatif yaitu suatu proses penghancuran yang dapat merusak seluruh sel tubuh
(Pham-Huy et al., 2009). Stres oksidatif terjadi bila tidak adanya keseimbangan
dengan kadar antioksidan tubuh yang baik. Awal dari kerusakan-kerusakan sel
terjadi apabila radikal bebas sempat bertemu dengan enzim atau asam lemak tak
jenuh yang disertai dengan penurunan mekanisme pertahanan tubuh (Halliwell
dan Gutteridge, 2007).

Radikal bebas memiliki dua sifat yaitu memiliki reaktivitas yang tinggi
karena memiliki kecenderungan menarik elektron, dan dapat mengubah suatu
molekul menjadi suatu radikal. Sifat kecenderungan untuk menarik elektron
merupakan sifat radikal bebas yang mirip dengan oksidan sehingga disebut juga
penerima elektron. Namun tidak semua oksidan merupakan radikal bebas. Reaksi
rantai (chain reaction) terbentuk karena kedua sifat radikal bebas diatas yang
apabila menjumpai molekul lain akan membentuk radikal baru lagi. Radikal
hidroksil merupakan senyawa yang paling berbahaya karena memiliki reaktivitas
yang sangat tinggi (Halliwell dan Gutteridge, 2007).

Radikal bebas juga dapat didefinisikan sebagai molekul yang kehilangan
satu atau lebih elektron pada permukaan kulit luarnya. Contohnya, O2 yang
merupakan struktur normal dengan elektron yang lengkap dari oksigen. Bila
kehilangan elektronnya, struktur kimianya berubah menjadi O2" atau dinamakan
Superoksida yang merupakan salah satu radikal bebas (Kumalaningsih, 2006).
Radikal bebas sendiri terdiri dari beberapa tipe berdasarkan oksigen reaktif dan
proses produksi atau pembentukan yang terjadi. Tipe radikal bebas biologis yang
mengganggu sel tubuh meliputi O *, «OH, ROOe, H Qe, '0 o, NOe, ONQQes,
dan HOCle (Arief,2006).

Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (elektron donor) atau
reduktan. Senyawa ini memiliki berat molekul kecil, tetapi mampu menginaktivasi
berkembangnya reaksi oksidasi, dengan cara mencegah terbentuknya radikal
(Winarsi, 2007). Antioksidan adalah zat yang dapat melawan pengaruh bahaya
dari radikal bebas sebagai hasil metabolisme oksidatif, yaitu hasil reaksi-reaksi
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kimia dan proses metabolik yang terjadi di dalam tubuh. Antioksidan memiliki
fungsi untuk menghentikan atau memutuskan reaksi berantai dari radikal bebas
yang terbentuk di dalam tubuh, sehingga dapat menyelamatkan sel-sel tubuh dari
kerusakan akibat radikal bebas (Hernani dan Rahardjo, 2005).

Cara kerja dari antioksidan di dalam tubuh ialah dengan cara mencegah
terbentuknya radikal hidroksil. Radikal hidroksil merupakan radikal bebas yang
paling berbahaya bagi tubuh karena dapat menginisiasi terjadinya peroksidasi
lemak (Wikana, 2011). Secara umum, antioksidan dapat digolongkan menjadi
dua, yaitu enzimatis dan non-enzimatis. Antioksidan enzimatis meliputi
superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation peroksidase (GSH, Prx).
Sedangkan antioksidan non-enzimatis merupakan vitamin yang meliputi alfa
tokoferol (vitamin E), beta karoten (pro vitamin A), dan asam askorbat (vitamin
C). (Rohmatussolihat, 2009).

Antioksidan yang terdapat dalam tanaman bekerja dalam beberapa
mekanisme, yaitu menghambat pembentukan ROS, sebagai enzim yang
menghancurkan ROS, merupakan molekul kecil larut air yang menetralkan radikal
bebas, dan menyerap elektron atau energi yang berlebih dari ROS (Halliwell dan
Gutteridge, 2007). Contoh-contoh antioksidan alami ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 3. Tipe, Mekanisme, dan Sumber Antioksidan Alami

Antioksidan Peran Mekanisme Sumber
Asam askorbat Menetralkan Memberi elektron Sayur dan buah,
(Vitamin C) ROS pada ROS sehingga seperti stroberi,
struktur ROS menjadi  kiwi, bunga kol
seimbang
Vitamin E, Menetralkan Mengambil elektron Sayuran hijau
isomer tokoferol ROS dan dan/atau energi (bayam), kacang,
dan tokotrienol ~ memutuskan biji-bijian
ikatan rantai
Karotenoid Memutus ikatan Memutus ikatan Wortel, tomat,
rantai rantai pada tekanan labu, melon,
parsial oksigen yang sayuran hijau,

rendah, komplemen paprika
kerja dari Vit. E

Flavonoid Menetralkan “Sacrificial Apel, teh, buah
ROS interaction‘ beri, ceri, buah
sitrus, daun parsley

Sumber : Halliwell and Gutteridge (2007)
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Analisis Fitokimia

Analisis fitokimia merupakan bagian dari ilmu farmakognosi yang
mempelajari metode atau cara analisis kandungan kimia yang terdapat dalam
tumbuhan atau hewan secara keseluruhan atau bagian-bagiannya, termasuk cara
isolasi atau pemisahannya (Moelyono, 1996). Fitokimia atau kimia tumbuhan
telah berkembang menjadi satu disiplin ilmu tersendiri berada diantara kimia
organik bahan alam dan biokimia tumbuhan, serta berkaitan dengan keduanya.
Bidang perhatiannya ialah aneka ragam senyawa organik yang dibentuk dan
ditimbun oleh tumbuhan, yaitu mengenai struktur kimianya, biosintesisnya,
perubahan serta metabolismenya, penyebaran secara ilmiah dan fungsi biologisnya
(Harborne, 2006).

Analisis fitokimia terhadap ekstrak, fraksi, dan isolat aktif dilakukan
dengan menggunakan pereaksi-pereaksi yang spesifik terhadap suatu golongan
senyawa metabolit sekunder. Pengerjaannya dapat dilakukan pada tabung reaksi
yang dengan mereaksikan sedikit ekstrak, fraksi, dan isolat dengan pereaksi
golongan tertentu. Perubahan warna yang terjadi tergantung dari pereaksi yang
digunakan dan golongan senyawa yang terkandung di dalamnya. Uji kualitatif
terhadap senyawa golongan flavonoid dapat dilakukan dengan menambahkan
pereaksi NaOH 10%, pereaksi Bate-Smith Metcalfe (H2SO4 pekat) dan pereaksi
Wilstater (serbuk Mg dan HCI pekat).

Isolasi dan Identifikasi Senyawa Flavonoid

Ekstraksi merupakan proses pemisahan untuk menarik sebagian atau
seluruh komponen kimia yang terdapat dalam sampel bahan alam dengan pelarut
yang sesuai (Harbone, 2006). Proses ekstraksi terjadi karena adanya perpindahan
massa komponen dalam suatu bahan yang akan diekstraksi ke dalam pelarut.
Ekstraksi termasuk proses pemisahan melalui dasar operasi difusi. Proses
pemisahan secara difusi terjadi karena adanya perpindahan solute, searah dari
fasa diluent ke fasa solvent sebagai akibat beda potensial diantara dua fasa
yang saling kontak hingga pada suatu saat sistem berada dalam kesetimbangan
(Santoso, 2004).

Proses ekstraksi pada tumbuhan tergantung pada tekstur dan kandungan
air bahan tumbuhan yang diekstraksi, serta jenis senyawa yang akan diisolasi.
Jaringan tumbuhan yang diekstraksi sebaiknya digunakan jaringan tumbuhan
yang segar atau tumbuhan yang jaringannya telah dimatikan terlebih dahulu
dengan cara mencelupkan ke dalam alkohol panas kemudian dikeringkan pada
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suhu ruangan. Pencelupan jaringan tumbuhan ke dalam alkohol panas bertujuan
untuk menghindari terjadinya oksidasi atau hidrolisis enzimatik. Jaringan
tumbuhan yang telah kering kemudian dihaluskan hingga berbentuk serbuk
sebelum dilakukan proses ekstraksi (Harbone, 2006).

Proses ckstraksi dapat dibagi menjadi dua cara, yaitu cara panas dan
cara dingin. Ekstraksi secara panas terdiri dari soxhletasi, sedangkan ekstraksi
secara dingin meliputi maserasi dan perkolasi (Sudjadi, 1988). Ekstraksi secara
dingin memiliki keuntungan dalam proses ekstraksi total, yaitu memperkecil
kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa termolabil yang terdapat pada
sampel. Sebagian besar senyawa dapat terekstraksi dengan ekstraksi secara
dingin, walaupun ada beberapa senyawa yang memiliki keterbatasan kelarutan
terhadap pelarut pada suhu ruangan (Heinrich et al., 2010).

Maserasi merupakan salah satu proses ekstraksi secara dingin yang
dilakukan dengan merendam sampel menggunakan pelarut yang sesuai, baik
pelarut murni maupun campuran pelarut pada temperatur ruangan. Prinsip dari
metode maserasi ini adalah difusi pelarut ke dalam sel tumbuhan. Pelarut yang
umumnya digunakan dalam maserasi adalah etanol. Etanol digunakan untuk
mengisolasi senyawa organik dalam bahan alam karena etanol mampu melarutkan
seluruh golongan senyawa metabolit sekunder (Sudjadi, 1988).

Proses maserasi memiliki beberapa keuntungan diantaranya pengerjaannya
lebih praktis dan tidak memerlukan pemanasan sehingga senyawa-senyawa
yangtidak tahan terhadap panas dapat diperoleh, sedangkan kekurangan dari
proses maserasi adalah waktu yang dibutuhkan untuk mengekstrak sampel relatif
lama. Hasil dari proses maserasi ini berupa maserat, maserat yang diperoleh
selanjutnya diuapkan dengan alat penguap putar vakum pada tekanan rendah
sehingga akan dihasilkan ekstrak kental atau yang umunya disebut ekstrak kasar
(Sudjadi, 1988).

Pemisahan senyawa organik

Proses pemisahan senyawa kimia dalam suatu simplisia umumnya
menggunakan teknik ekstraksi cair-cair (fraksinasi) dan teknik kromatografi,
dimana kromatografi ialah metode pemisahan secara fisika yang mana komponen-
komponen yang akan dipisahkan terbagi menjadi dua fase, yaitu fase diam dan
fase gerak.
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Fraksinasi

Fraksinasi merupakan suatu metode pemisahan yang digunakan untuk
mengelompokkan senyawa-senyawa dalam ekstrak kasar berdasarkan
tingkat kepolarannya. Teknik yang paling umum digunakan dalam metode
fraksinasi adalah dengan menggunakan corong pisah dan menggunakan
dua pelarut yang tidak saling campur (Sudjadi, 1988). Pemilihan pelarut
pada fraksinasi umumnya bergantung pada sifat analitnya dimana pelarut
dan analit harus memiliki sifat yang sama, contohnya analit yang sifat
lipofilitasnya tinggi akan terekstraksi pada pelarut yang relatif non polar
seperti n-heksana sedangkan analit yang semi polar terlarut pada pelarut
yang semi polar seperti etil asetat atau diklorometana (Venn, 2008).
Fraksinasi umumnya dimulai dengan pelarut non polar, kemudian
dilanjutkan dengan pelarut semi polar, dan terakhir dengan pelarut
polar. Diidentifikasi Fraksinasi flavonoid dengan metode LC-MS/MS
diperlihatkan pada Gambar 5.

i

Gambar 5. Kromatografi LC-MS/MS (Sri Wahjuni., 2020)
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LC-MS/MS adalah teknik yang banyak digunakan untuk berbagai
aplikasi yang memiliki sensitivitas. Dan spesifisitas sangat tinggi (Hecto
henrique.,et.al.2018). Liquid chromatography mass spectrometry ( LC-
MS/MS) menggabungakn kemamp pemisahan fisik dari kromatografi
cair dengan spesifisitas spektrometri massa (Plazoni.,2009). Prinsip
spektroskopi mssa yaitu suatu sampel dalam keadaan gas akan dibombadir
oleh energi dengan elektron yang tinggi (energi potensial ionisasi 185
-300 kkal/mol), yang dapat menyebabkan ion organik (Silverstein.,2005).
ion organik ini akan teroksidasidasi dan berikatan dengan radikal bebas,
sehingga radikal bebas menjadi senyawa lebih stabil (senyawa ini adalah
flavonoid dari daun sembung)

Panjuantiningrum et.al/ (2009) melaporkan bahwa flavonoid bekerja di luar
pankreas. Flavonoid menstimulasi pemanfaatan glukosa perifer dengan
cara meningkatkan jalur glikolitik dan glikogenik,yang secara simultan
menekan jalur glikolisis dan jalur glukoneogenesis. Melalui mekanisme itu
senyawa flavonoid dapat mengendalikan glukosa darah.

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu metode pemisahan
komponen menggunakan fase diam berupa plat dengan lapisan bahan
adsorben inert. KLT merupakan salah satu jenis kromatografi analitik.
KLT sering digunakan untuk identifikasi awal karena relatif sederhana
dan murah. KLT termasuk dalam kategori kromatografi planar, selain
kromatografi kertas. KLT juga merupakan analisis cepat yang memerlukan
bahan sangat sedikit, baik penyerap maupun cuplikannya. KLT dapat
digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang sifatnya hidrofobik
seperti lipida dan hidrokarbon yang sukar dikerjakan dengan kromatografi
kertas. KLT juga berguna untuk mencari eluen terbaik untuk kromatografi
kolom, analisis fraksi yang diperoleh dari kromatografi kolom, identifikasi
senyawa secara kromatografi, dan isolasi senyawa murni skala kecil
(Fessenden, 2003). Kelebihan dari KLT adalah pemakaian pelarut dan
cuplikan yang jumlahnya sedikit, waktu pemisahan yang relatif cepat, dan
dapat digunakan untuk tujuan analisis (Gritter, 1991).

Pertimbangan untuk pemilihan pelarut pengembang (eluen) umumnya
sama dengan pemilihan eluen untuk kromatografi kolom. Dalam
kromatografi adsorpsi, pengelusi eluen naik sejalan dengan pelarut
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(misalnya dari heksana ke aseton, ke alkohol, ke air). Eluen dapat berupa
pelarut tunggal dan campuran pelarut dengan susunan tertentu. Pelarut-
pelarut pengembang harus mempunyai kemurnian yang tinggi, karena
sejumlah air atau zat pengotor lainnya dapat menghasilkan kromatogram
yang tidak diharapkan (Soebagio, 2002).
Metodeidentifikasiyangsederhanadalam KL T adalah dengan menggunakan
nilai Retardation factor (Rf), yang didefinisikan dengan persamaan:
Jarak yang digerakkan oleh senyawa

- Jarak yang digerakkan oleh permukaan pelarut

Pada gugus-gugus yang besar dari senyawa-senyawa yang susunannya
mirip, seringkali harga Rf-nya berdekatan satu sama lain (Sastrohamidjojo,
2002). Perbandingan harga Rf flavonoid yang belum dikenal dengan harga
Rf flavonoid yang telah dikenal atau yang sejenis merupakan cara yang
berguna untuk membandingkan flavonoid yang sedang diidentifikasi
(Markham, 1988).

Flavonoid berupa senyawa polifenol dan warnanya akan berubah
bila bereaksi dengan basa sehingga flavonoid mudah dideteksi pada
kromatogram. Flavon 7-glikosida berwarna cokelat pudar, kuning, atau
hijau dengan sinar UV dan berubah menjadi hijau-kuning terang dengan
uap NH3. Isoflavon sukar dicirikan karena reaksinya yang tidak khas
dengan pereaksi warna manapun. Beberapa isoflavon (misalnya daidzein)
memberikan warna biru muda dengan sinar UV dan bila divapi amonia,
tetapi beberapa flavonoid (misalnya genistein) tampak sebagai bercak
lembayung pudar dan dengan amonia berubah menjadi cokelat pudar
(Harborne, 20006).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Preparatif

Kromatografi lapis tipis (KLT) preparatif merupakan salah satu metode
pemisahan dengan menggunakan peralatan sederhana. Ketebalan penjerap
yang sering dipakai adalah 0,5 - 2 mm dengan ukuran plat kromatografi
biasanya 20 x 20 cm. Pembatasan ketebalan lapisan dan ukuran plat
sudah tentu mengurangi jumlah bahan yang dapat dipisahkan dengan
KLT preparatif. Penjerap yang paling umum digunakan adalah silika gel
(Hostettmann et al., 1995).



Cuplikan ditotolkan dengan melarutkan cuplikan dalam sedikit pelarut
terlebih dahulu dan ditotolkan berupa pita dengan jarak sesempit mungkin
karena pemisahan tergantung pada lebar pita. Penotolan dapat dilakukan
dengan pipet atau pipa kapiler, tetapi akan lebih baik dengan menggunakan
penotol otomatis. Pelarut yang baik untuk melarutkan cuplikan adalah
pelarut yang sesuai dengan sifat zat yang diinginkan dalam cuplikan.
Pengembangan plat KLT preparatif dilakukan dalam bejana kaca
yang berukuran cukup besar. Bejana dijaga tetap jenuh dengan pelarut
pengembang dengan bantuan kertas saring yang diletakkan berdiri di
sekeliling permukaan bagian dalam bejana (Hostettmann et al., 1995).
Kebanyakan penjerap KLT preparatif mengandung indikator fluorosensi
yang membantu mendeteksi letak pita yang terpisah pada senyawa yang
menyerap sinar ultra-violet. Setelah pita ditampakkan dengan sinar UV,
senyawa pada penjerap dikerok dari plat kaca. Cara ini berguna untuk
memisahkan campuran beberapa senyawa sehingga diperoleh senyawa
murni (Gritter et al., 1991).

Pemurnian senyawa organik

Pemurnian suatu simplisia dapat dilakukan dengan menggunakan metode
rekristalisasi. Rekristalisasi merupakan suatu pembentukan kristal kembali
dari larutan atau leburan dari material yang ada. Metode ini bergantung pada
kelarutan zat dalam pelarut tertentu di kala suhu diperbesar. Prinsip dasar dari
rekristalisasi adalah perbedaan kelarutan antara zat yang akan dimurnikan dengan
zat pengotornya. Karena konsentrasi pengotor biasanya lebih kecil, maka dalam
keadaan dingin pengotor akan tetap dalam larutan dan zat yang dimurnikan akan
mengendap (Arsyad, 2001).

Ada beberapa syarat agar suatu pelarut dapat digunakan dalam proses
rekristalisasi, yaitu memberikan perbedaan daya larut yang cukup besar antara
zat yang dimurnikan dengan zat pengotor, tidak meninggalkan zat pengotor
pada kristal, mudah dipisahkan dari kristalnya, dan tidak melarutkan zat yang
dimurnikan dengan sempurna pada suhu dingin (Arsyad, 2001).

Identifikasi Flavonoid

Pengidentifikasian suatu kandungan tumbuhan dilakukan setelah kandungan
itu diisolasi dan dimurnikan, dilakukan penentuan golongannya terlebih dahulu
baru kemudian ditentukan jenis senyawa dalam golongan tersebut. Selain itu,
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keserbasamaan senyawa tersebut harus diperiksa dengan cermat, oleh karena

itu dilakukan pemisahan dan pemurnian senyawa dengan menggunakan metode
kromatografi (Harborne, 2006).

A.

20

Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis adalah salah satu metode dalam kimia yang
digunakan dalam mengidentifikasi jumlah ikatan rangkap atau konjugasi
aromatik yang akan memberikan serapan maksimum dari senyawa yang
akan dianalisis (Panji, 2012). Energi yang diserap oleh molekul digunakan
untuk transisi dari tingkat keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih
tinggi (Skoog, 2004). Terjadinya transisi sangat dipengaruhi oleh adanya
kromofor dan auksokrom. Kromofor merupakan gugus tak jenuh kovalen
yang dapat menyerap radiasi dalam daerah UV-Vis. Auksokrom merupakan
gugus jenuh yang terikat pada kromofor yang dapat mengubah panjang
gelombang dan intensitas serapan maksimum (Panji, 2012).

Spektrum serapan kandungan tumbuhan dapat diukur dalam larutan yang
sangat encer dengan pembanding (blanko pelarut) dan menggunakan
spektrofotometer yang merekam otomatis. Penentuan spektrum senyawa
golongan flavonoid dalam larutan dapat dilakukan dengan pelarut metanol
(CH30H) atau etanol (C2H50H) dengan spektrum khas dari flavonoid
terdiri atas dua pita pada rentang absorbansi 240-285 nm (pita II) dan 300-
550 nm (pita I). Flavonoid yang mengandung sistem aromatik terkonjugasi
menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum UV-Vis seperti
tampak pada Tabel 3 dan Gambar 4.

Kedudukan gugus hidroksil fenol inti senyawa flavonoid dapat
ditentukan dengan menambah pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan
dan mengamati pergeseran puncak serapan yang terjadi. Pereaksi geser
yang biasa digunakan untuk menentukan pola oksigenasi pada flavonoid
antara lain natrium metoksida (NaOMe) atau natrium hidroksida (NaOH),
aluminium klorida (AICI3), asam klorida (HCI), natrium asetat (NaOAc),
dan asam borat (H3BO3) (Markham, 1988). Adapun efek dari masing-
masing pereaksi geser terhadap flavon dan flavonol adalah sebagai berikut:

a. Efek Natrium metoksida
Natrium metoksida pada flavon dan flavonol dalam metanol pada
umumnya menghasilkan pergeseran batokromik pada semua pita



Tabel 4. Rentang Serapan Spektrum UV-Vis Golongan Flavonoid

Pita I (nm) Pita I (nm) Jenis Flavonoid

250-280 310-350 Flavon

250-280 330-360 Flavonol (3-OH
tersusbtitusi)

250-280 350-385 Flavonol (3-OH bebas)

310-330 bahu Isoflavon

245-275 Kira-kira 320 puncak Isoflavon (5-deoksi-6,7-
dioksigenasi)

275-295 300-330 bahu Flavanon dan
dihidroflavonol

230-270 (kekuatan ~ 340-390 Kalkon

rendah)

230-270 (kekuatan ~ 380-430 Auron

rendah)

270-280 465-560 Antosianidin dan antosianin

Sumber : Markham (1988)
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atau Dihidroflavonol

Flavon (apigenin)

Flavonol (kemferol)

Khalkon {4,2' 4" -trilndroksi)

Auron (4,6.4"-trihidroksi)

Antosianin
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Gambar 4. Spektrum Serapan UV-Vis Jenis Flavonoid yang Berbeda tetapi Pola
Hidroksilasinya Sama (Markham, 1988).
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serapan. Pergeseran batokromik yang besar pada serapan pita I
sekitar 40 — 65 nm tanpa penurunan intensitas, menunjukkan adanya
gugus 4’-OH bebas, dan flavonol yang tidak mempunyai gugus
4’-OH bebas juga memberikan pergeseran batokromik disebabkan
adanya gugus 3-OH. Jika suatu flavonol mempunyai 3 dan 4’-
OH bebas, maka spektranya dengan NaOMe akan mengalami
dekompoisi. Pereaksi pengganti Natrium metoksida yang cocok
adalah larutan NaOH 2M dalam air (Mabry et al., 1970). Penafsiran
spektrum NaOMe ditunjukkan pada Tabel 4.

Efek AICI3

Pembentukan kompleks tahan asam antara gugus hidroksi dan
keton yang bertenaga dan membentuk komplek tahan asam dengan
gugus orto, pereaksi ini dapat digunakan untuk mendeteksi kedua
gugus tersebut (Markham, 1988). Gugus OH pada C3 dan C5 pada
flavon dan flavonol akan membentuk kompleks yang stabil dengan
adanya AICI3, sebaliknya kompleks antara AICI3 dengan gugus
o- diOH bersifat lebih stabil sehingga dengan penambahan asam
akan terdekomposisi, sedangkan kompleks antara AICI3 dengan
C — keto dan 3/5 — OH tetap stabil dengan adanya asam. Adanya
gugus 0-diOH pada cincin B dapat diketahui jika pada penambahan
asam terhadap spektra kompleks AICI3 menghasilkan pergeserean
hipsokromik sebesar 30 — 40 nm pada pita I (atau pita la jika pita
I terdiri dari 2 puncak). Dengan adanya pergeseran batokromik
pada pita I (dalam AICI3/HCI) menunjukkan adanya 5-OH flavon
atau flavonol 3-OH tersubstitusi (Mabry et al., 1970). Penafsiran
spektrum AICI13 ditunjukkan pada Tabel 4.

Efek Natrium asetat

Natrium asetat merupakan basa lemah dan hanya akan mengionisasi
gugus yang sifat keasamannya tinggi, khususnya untuk mendeteksi
adanya gugus 7-OH bebas (Markham, 1988). Flavon dan flavonol
yang mempunyai gugus 7-OH bebas menunjukkan pegeseran
batokromik sebesar 5 — 20 nm pada pita serapan II. Adanya
natrium asetat dan asam borat akan membentuk kompleks dengan
gugus 0-diOH pada semua posisi kecuali atom C5 dan C6. Flavon



dan flavonol yang mempunyai gugus o-diOH pada cincin B
menunjukkan pergeseran batokromik pada serapan I sebesar 12 — 30
nm. Adanya pergeseran batokromik sebesar 5 — 10 nm pada pita I
menunujukkan adanya gugus 0-diOH pada C6 dan C7 atau C7 dan
C8 (Mabry et al., 1970). Penafsiran spektrum NaOAc dan NaOAc/
H3BO3 ditunjukkan pada Tabel 4 dan Tabel 5.

Tabel 5. Penafsiran spektrum ‘NaOMe’
Jenis Pergeseran yang tampak . .
Flavonoid Pita I Pita 11 Petunjuk penafsiran
Flavon Kekuatan menurun terus (artinya  3,4’-OH, 0-diOH pada
Flavonol penguraian) cincin A; pada cincin B: 3-
OH yang berdampingan
Mantap +45 sampai 65 nm 4-OH
kekuatan tak menurun
Mantap +45 sampai 65 nm 3-OH, tak ada 4’-OH
kekuatan menurun bebas
Pita baru (bandingkan dengan 7-0H
MeOH), 320 — 335 nm
Isoflavon Tak ada Tak ada OH pada cincin A
pergeseran
Flavanon 0-diOH pada cincin A
Dihidroflavonol Kekuatan (penurunan lambat: o-
menurun dengan . o
berjalannya waktu QIOH pada cincin B
isoflavon)
Bergeser dari Flavanon dan
k.280 nm ke k. dihidroflavonol dengan
325 nm, kekuatan  5,7-OH
naik tetapi ke 330
—340 nm 7-OH, tanpa 5-OH bebas
Khalkon +80 sampai 95 nm 4’-OH (auron)
Auron (kekuatan naik)
+60 sampai 70 nm 6-OH tanpa oksigenasi
(kekuatan naik) pada 4’ (auron)
Pergeseran lebih 6-OH dengan oksigenasi
kecil pada 4’ (auron)
+60 sampai 100 nm 4-OH (khalkon)
(kekuatan naik)
(Tanpa kenaikan 2-OH atau 4’-OH dan
kekuatan) tanpa 4-OH
4’-OH (2’-OH atau 4-OR
+40 sampai 50 nm juga ada)
Antosianin Semuanya terurai kecuali 3- Nihil
Antosianidin deoksiantosianidin

Keterangan: k. = kira-kira; Sumber: Markham (1988)

23



Tabel 6. Penafsiran Spektrum ‘AlCI3’ dan ‘AICI3/HCI

Jenis Pergeseran yang tampak . .
Flavonoid Pita | Pita I Petunjuk penafsiran
Flavon +35 sampai 55 nm 5-OH
Flavonol +17 sampai 20 nm 5-OH dengan oksigenasi
(AICI/HCI) pada 6
Tak Berubah

Mungkin 5-OH dengan
gugus prenil pada 6

+50 sampai 60 nm

Mungkin 3-OH (dengan
atau tanpa 5-OH)

(AICIy) Pergeseran AICl3/HCI
tambah 30 sampai 40 0-diOH pada cincin B
nm
Pergeseran AlC1:/HCI 0-diOH pada cincin A
tambah 20 sampai 25 (tambahan padfi
am pergeseran 0-diOH pada
cincin B)
Isoflavon, 110 sampai 14 nm 5-OH (isoflavon)
Flavanon
Dihidroflavonol 120 sampai 26 nm 5-OH (Flavanon,
(AICI/HCY) p dihidroflavonol)
Pergeseran
AlCIs/HCl, 0-diOH pada cincin A (6,7
tambah 11 sampai  dan 7,8)
30 nm
(AICL) Pergeseran Dihidroflavonol tanpa 5-
AICI3/HCI, OH (tambahan pada
tambah 30 sampai sembarang pergeseran o-
38 nm diOH)
Khalkon +48 sampai 64 nm 2’-OH (khalkon)
Auron
(AICI3/HCl) +40 nm 2’-OH (khalkon) dengan
oksigenasi pada 3’
(AICl13) +60 sampai 70 nm 4-OH (auron)
Pergeseran AICI3/HCI, 0-diOH pada cincin B
tambah 40 sampai 70

nm

Penambahan lebih kecil

Mungkin 0-diOH pada
cincin A

Antosianin +25 sampai 35 nm 0-diOH
Antosianidin (padapH 2 —4)
(AICL3) Banyak o-diOH atau o-
diOH (3-deoksi
Pergeseran lebih besar antosianidin)

Sumber: Markham (1988)
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Tabel 7. Penafsiran Spektrum ‘NaOAc¢’
Jenis Pergeseran yang tampak . .
Flavonoid Pita | Pita 11 Petunjuk penafsiran
Flavon +5 sampai 20 nm  7-OH
Flavonol (berkurang bila
Isoflavon ada oksigenasi
pada 6 atau 8)
Kekuatan berkurang dengan Gugus yang peka terhadap
bertambahnya waktu basa, mis. 6,7 atau 7,8
atau 3°,4’-diOH
Flavanon +35 nm 7-OH (dengan 5-OH)
Dihidroflavonol +60 nm 7-OH (tanpa 5-OH)
Kekuatan berkurang dengan Gugus yang peka terhadap
bertambahnya waktu bgsa, mis. 6,7 atau 7,8-
diOH
Khalkon Pergeseran batokrom atau bahu 4 dan/atau 4-OH
Auron pada panjang gelombang yang (khalkon) 4° dan/atau 6-

lebih panjang

OH (auron)

Sumber: Markham (1988)

Tabel 8 Penafsiran Spektrum NaOAc/H3BO3'

Jenis Pergeseran yang tampak . .

Flavonoid Pita I Pita 11 Petunjuk penafsiran
Flavon +12 sampai 36 nm . .
Flavonol (nisbi terhadap 0-diOH pada cincin B
Auron spektrum MeOH)
Khalk . .

atkon Perceseran lebih 0-diOH pada cincin A (6,7

kecigl atau 7,8)

Isoflavon 10 sampat IS0m - gio sada cincin A (6.7
Flavanon (nisbi terhadap atau 7.8)
Dihidroflavonol spektrum MeOH) v

Sumber: Markham (1988)

B.  Spektrofotometer FTIR

Spektrofotometer inframerah tertransformasi fourier (Fourier Transformed
Infrared, FTIR) dapat mengukur secara cepat gugus fungsi tanpa merusak
dan mampu menganalisis beberapa komponen secara serentak. Spektrum
inframerah suatu senyawa dapat memberikan gambaran dan struktur
molekul senyawa tersebut yang dapat dihasilkan dengan mengukur
absorbsi radiasi, refleksi, atau emisi di daerah inframerah (Griffiths, 1975).
Spektrum inframerah suatu senyawa memberikan gambaran mengenai
berbagai gugus fungsional dalam molekul organik berdasarkan bilangan
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gelombang, misalnya O-H, C-H dan N-H menyerap di daerah 3800-2700
cm!, C=0, C=C, C=N dan N=0 menyerap pada daerah 1900-1500 cm"
!, dan C-C, C-O dan C-N menyerap pada daerah 1300-800 cm'. Daerah
antara 4000-1300 cm merupakan daerah yang khusus berguna untuk
identifikasi gugus fungsional dimana daerah ini menunjukkan absorbsi
yang disebabkan oleh vibrasi uluran. Daerah antara 1300-900 cm™! adalah
daerah sidik jari, sering kali sangat rumit karena menunjukkan absorbsi
yang disebabkan oleh vibrasi uluran dan tekukan. Daerah sidik jari
merupakan daerah frekuensi spesifik untuk pengenalan suatu senyawa,
karena pada daerah ini perbedaan yang sedikit saja dalam struktur suatu
molekul dalam senyawa akan memberikan perubahan yang jelas pada
distribusi puncak serapannya (Fessenden, 2003).Spektrum FTIR senyawa
flavonoid memberikan serapan karakteristik yang membedakan senyawa
flavonoid dengan senyawa metabolit sekunder lainnya. Gugus benzena
dari flavonoid memberikan serapan pada daerah 1600- 1450 cm™. Selain
itu, gugus hidroksil memberikan serapan pada daerah 3500- 3200 cm’!
(Griffiths and Chalmers, 2002).

Pertanyaan

1.

v oA

A A )
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Apakah yang dimaksud dengan identifikasi kualitatif untuk senya flavonoid
9

Beri contoh sembilan kelas flavonoid ?

Mengapa Spektrofotometer Inframerah tetransformasi fourier ( FTIR)
dapat secara cepat mengenal gugus fungsi?

Apakah perlunya untuk penafsiran “NAOMe”?

Apakah definisi Liquid chromatography mass spectrometry ( LC-MS/MS)
itu?

Apasaja penafsiran “NaQOac” itu?

Mengapa tinggi rentang serapan UV-Vis golongan flavonoid?

Auksokrom merupakan......

Mengapa Blumea balsamifera L ( Daun sembung) dapat sebagai
antioksidan?

Apakah fungsi pemurnian............



BAB III
Uji Aktivitas Antioksidan

Kapasitas antioksidan (IC50)

Kapasitas atau aktivitas antioksidan menggambarkan kemampuan
suatu senyawa untuk menghambat laju reaksi pembentukan radikal bebas.
Penentuan kapasitas antioksidan yang terdapat dalam tumbuhan pada umumnya
menggunakan spektrofotometer dengan mengeksplorasi bahan-bahan alam

terutama senyawa bioaktif yang terdapat pada tumbuh-tumbuhan
dan mikroorganisme yang hidup di darat maupun di air (Sandrasari, 2010).
Kemampuan atau kapasitas antioksidan suatu senyawa dapat diketahui dari nilai
IC50 yang didapat seperti pada Tabel 8. Nilai IC, dan kemampuan antioksidan.

Tabel 8. Penafsiran Spektrum ‘NaOAc/H3BO3’

Nilai ICso Keterangan
<50 Sangat Kuat
50 - 100 Kuat
100 — 150 Sedang
150 — 200 Lemah

Sumber : Molyneux, 2004 dalam Tristantini et al. (2016)

Berdasarkan Tabel 8 diketahui apabila nilai IC50 suatu senyawa kurang dari
50 maka kemampuan antioksidannya sangat kuat, jika nilai IC50 suatu senyawa
berada dari 50 sampai 100 maka kemampuan antioksidannya kuat. Nilai 1C50
suatu senyawa berada dari 100 sampai 150 maka kemampuan antioksidannya
sedang dan lemah jika berada dari 150 sampai 200 (Molyneux, 2004 dalam
Tristantini et al., 2016).

Persentase peredaman

Persentase peredaman radikal bebas dapat ditentukan melalui pengujian
aktivitas antioksidan senyawa-senyawa organik yang terkandung dalam tumbuhan
dan sintetis dengan menggunakan metode /, /-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
sebagai senyawa radikal bebas, yang ditetapkan secara spektrofotometri. Metode
DPPH memberikan informasi mengenai reaktivitas senyawa yang diuji dengan
suatu DPPH radikal. Ekstrak tanaman yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan
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bila direaksikan dengan DPPH akan terjadi reaksi penangkapan hidrogen oleh
DPPH yang menyebabkan DPPH radikal menjadi netral. DPPH mengalami
reduksi sehingga menyebabkan warna ungu memudar dan digantikan warna
kuning yang berasal dari gugus pikril, dan diukur pada panjang gelombang
maksimum (Prayoga, 2013).

Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat, dan mudah untuk
screening aktivitas penangkapan radikal beberapa senyawa. Hal ini dikarenakan
ekstrak yang diuji dengan DPPH langsung diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis. Mekanisme reaksi antara DPPH dengan senyawa
flavonoid. Cara menghitung daya hambat yaitu :

Absorbansi kontrol—-Abzorbansi sampel

% Daya hambat = x100% ................... 0]

Absorbansi kontrol

Senyawa untuk menghambat reaksi radikal bebas DPPH, yang
berhubungan dengan konsentrasi ekstrak. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak
maka semakin tinggi persentase peredaman terhadap radikal bebas DPPH yang
dihasilkan. Aktivitas antioksidan suatu ekstrak dinyatakan dalam persentase
peredaman terhadap radikal bebas DPPH. Parameter yang digunakan untuk
aktivitas antioksidan ialah /nhibitor Concentration 50 (IC50). IC50 merupakan
nilai yang menggambarkan besarnya konsentrasi dari ekstrak uji yang dapat
menangkap radikal bebas sebesar 50% yang dilakukan dengan membuat grafik
hubungan antara konsentrasi senyawa uji sebagai sumbu-x dengan persentase (%)
peredaman radikal bebas rata-rata sebagai sumbu-y dari seri replikasi pengukuran
(Cheng and Prusoff, 1973 dalam Badarinath, 2010).

Ekstraksi sampel
Seratus gram serbuk yang telah halus diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak 5 liter (5 x 1 L). Maserasi dilakukan
selama 24 jam sambil sesekali dilakukan pengadukan agar semua senyawa organik
tertarik pada pelarut etanol 96%. Hasil maserasi disaring untuk mendapatkan
filtrat dan residunya dimaserasi kembali dengan etanol, hal ini dilakukan sebanyak
lima kali. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan dan selanjutnya dipekatkan dengan
rotary evapourator pada suhu 60°C dengan kecepatan 100 ipm sampai didapatkan
ekstrak kental etanol daun sembung (Hamdanah, 2015). Rendemen ekstrak yang
diperoleh dihitung dengan menggunakan Persamaan 1.
maszsza ekstrak (g)

Uorendemen =

mazsa serbuk (g)
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Ekstrak kental etanol yang diperoleh selanjutnya dilarutkan dalam
campuran etanol:air (7:3) dan diuapkan kembali, kemudian ekstrak air yang
dipeorleh dipartisi dengan n-heksana hingga jernih.

Pembuatan larutan standar kuersetin

Satu miligram kuersetin ditimbang dan dilarutkan dalam 10 mL etanol 50%
sehingga didapatkan konsentrasi 100 ppm. Larutan standar kemudian dibuat
variasi konsentrasi 0 ppm (tanpa penambahan sampel sebagai blanko), 4 ppm,
8 ppm, 12 ppm, 16 ppm, dan 20 ppm yang ditampung pada 6 tabung berbeda.
Masing-masing variasi konsentrasi kemudian ditambahkan 500 pL AICI3 dan
diinkubasi selama 30 menit. Larutan standar ini diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 415 nm.

Analisis absorbansi ekstrak daun sembung hasil fraksinasi

Masing-masing fraksi sebanyak 0,1 gram dilarutkan ke dalam labu ukur
5 ml menggunakan etanol 50% dan disaring. Filtrat yang dihasilkan kemudian
direaksikan dengan AICI3 dengan perbandingan 1:1 dengan cara 250 pL fraksi
dipipet dan ditambahkan 250 pL etanol 50%. Fraksi tersebut dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian ditambahkan 500 pl larutan AICI3. Larutan selanjutnya
dikocok hingga homogen dan didiamkan selama 30 menit. Pengukuran absorbansi
kemudian dilakukan pada panjang gelombang 415 nm.

Pemisahan fraksi n-heksana daun sembung

A. Pemisahan dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Pemisahan dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) bertujuan untuk mencari
eluen terbaik yang akan digunakan dalam pemisahan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) preparatif. Eluen terbaik merupakan cairan pengembang yang
dapat memisahkan esktrak dengan baik, ditandai dengan terbentuknya
banyak noda pada permukaannya dan jarak noda yang satu dengan noda
lainnya cukup jauh (lebih besar dari 0,5 mm).

Pertanyaan

1. Apakah yang dimaksud dengan IC, ?

2 Ektraksi adalah.................

3. Metode 1,1-dphenl-2-perylhydrazyl (DPPH) adalah.........
5 Apakah definisi ekstraksi ?
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Apa maksud persen rendeman itu?
Mengapa harus difraksinasi?
Eluen adalah.............

Metode maserasi adalah

A S

10.  Apakah analisis absorbansi ekstrak itu?
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BAB III
PENUTUP

Seratus gram daun sembung (Blumea balsamifera L) segar yang sudah
dicuci bersih kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan tanpa terkena
sinar matahari langsung dengan tujuan untuk menghindari terjadinya penguapan
senyawa-senyawa aktif yang terkandung pada daun karena diduga merupakan
senyawa yang mudah menguap (Harborne, 2006). Daun sembung kemudian
dipotong kecil-kecil dan dihaluskan dengan blender hingga menghasilkan serbuk
daun sembung. Tujuan dari penghalusan ini adalah agar luas permukaannya
menjadi lebih besar sehingga semua senyawa metabolit sekunder yang terdapat
pada daun sembung terekstrak.

Penentuan Kadar Air

Penentuan kadar air merupakan salah satu karakteristik yang sangat penting
dalam analisis sampel bahan alam karena merupakan parameter fisikokimia
yang berhubungan langsung dengan stabilitas dan kualitas senyawa aktif dalam
bahan alam selama proses penyimpanan. Hasil penentuan kadar air serbuk daun
sembung berdasarkan hasil perhitungan, serbuk kering daun sembung memiliki
persen rerata kadar air sebesar 8,58%. Hal ini menunjukkan bahwa kadar air
dalam serbuk daun sembung telah memenuhi standar simplisia, dimana kadar air
minimal yang memenubhi standar simplisia tidak boleh lebih dari 10% (Departemen
Kesehatan RI, 1995). Kadar air yang berlebihan dapat menyebabkan mudahnya
pertumbuhan mikroba dan hidrolisis senyawa aktif dalam simplisia.

Ekstraksi Daun Sembung

Seratus gram serbuk kering daun sembung yang dimaserasi menggunakan
5 liter pelarut etanol 96% (5 x 1 L) menghasilkan 10 gram ekstrak pekat etanol
berwarna hijau kecokelatan melalui rotary evapourator. Ekstrak pekat etanol
dilarutkan dalam etanol:air (7:3) dan diuapkan kembali sehingga menghasilkan
ekstrak air. Ekstrak air ini di partisi dengan n-heksana, kloroform, dan etil asetat
menghasilkan 4 macam fraksi seperti yang ditunjukkan pada Tabel 10.
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Tabel 10 . Hasil Partisi Ekstrak Etanol dengan n-heksana, Kloroform, dan Etil

asetat.
Ekstrak pekat Berat ekstrak (g) Warna
n-heksana 5,66 Hijau pekat
Kloroform 2,23 Kuning kehijauan
Etil asetat 0,85 Kuning kecokelatan
Air 1,14 Merah bata

Partisi menggunakan n-heksana bertujuan untuk melarutkan senyawa non-
polar seperti aglikon, yaitu steroid, flavonoid bebas, terpenoid, minyak atsiri,
lilin, dan lemak. Partisi dengan pelarut kloroform dapat menghilangkan klorofil
yang mengganggu analisis sehingga fraksi kloroform berwarna kehijauan, dan
etil asetat digunakan untuk melarutkan senyawa yang bersifat semi polar seperti
alkaloid, flavonoid bebas, steroid, dan triterpen. Ekstrak air yang tersisa dari hasil
partisi kemungkinan mengandung senyawa flavonoid glikosida, saponin, dan
metabolit primer. Keempat ekstrak selanjutnya diuji keberadaan flavonoidnya.

Uji Flavonoid Ekstrak Hasil Partisi

Hasil uji flavonoid pada keempat ekstrak hasil partisi menggunakan
pereaksi NaOH 10%, H2SO4, dan Mg-HCI ditunjukkan pada Tabel 11.

Tabel 11. Hasil Uji Flavonoid pada Masing-masing Ekstrak Hasil Partisi

Ekstrak pekat Pereaksi Perubahan Warna Keterangan

Mg-HCl Hijau-kuning kecokelatan

n-heksana H>SO4 Hijau-kuning +
NaOH 10%  Hijau-kuning

Kuning kehijauan-cokelat

Mg-HCI
gHC kekuningan
Kloroform Kuning kehijauan-kuning -
H>SOq4
kecokelatan

NaOH 10%  Kuning kehijauan-jingga keruh
Kuning kecokelatan-hijau

Meg-HCI kekuningan
Etil asetat H2S04 Kuning kecokelatan-kuning +
NaOH 10% Kuning kecokelatan-jingga
kemerahan
Mg-HCl Merah bata-jingga kekuningan
Air H>SO4 Merah bata-jingga +

NaOH 10%  Merah bata-merah pekat
Keterangan: + : mengandung flavonoid; - : tidak mengandung flavonoid
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Tabel 10 menunjukkan bahwa ekstrak yang mengandung senyawa
flavonoid adalah ekstrak n-heksana, ekstrak etil asetat, dan ekstrak air karena
ketiga ekstrak tersebut menunjukkan perubahan warna yang spesifik ketika
diuji dengan menggunakan pereaksi flavonoid. Perubahan warna pada ekstrak
n- heksana menunjukkan hasil yang positif flavonoid dengan dugaan golongan
flavon atau isoflavon, menandakan bahwa flavonoid yang terkandung dalam
ekstrak n-heksana tersebut merupakan flavonoid bebas atau aglikon dengan
dugaan memiliki gugus hidroksi yang sedikit karena larut dalam pelarut non
polar (Andersen dan Markham, 2006). Hasil ini memiliki kesamaan dengan hasil
dari penelitian Bohm, et al. (1992) yang menyatakan bahwa golongan flavon
dapat larut dalam pelarut non-polar sebagai aglikon dengan gugus hidroksi yang
sedikit atau memiliki gugus metoksi pada C-6 atau C-8.

Pada ekstrak etil asetat dan ekstrak air diduga merupakan golongan
flavonol dan flavononol dengan kemungkinan adanya ikatan gula (glikosida).
Ekstrak kloroform diketahui negatif flavonoid karena kemungkinan lebih banyak
mengandung klorofil dan xantofil dari daun (Harborne, 2006).

Penentuan Kadar Total Flavonoid Daun Sembung

Pengukuran kadar total flavonoid dilakukan terhadap keempat fraksi
yang telah didapat dengan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis dan
Kuersetin sebagai standar yang dibuat dalam berbagai konsentrasi 0 — 20 mg/L.
Kadar total flavonoid yang diperoleh dihitung berdasarkan persamaan regresi
linier kurva standar Kuersetin yang dapat dilihat pada Gambar 7. Kurva standar
Kuersetin menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka absorbansi juga
semakin meningkat. Kurva standar Kuersetin memiliki persamaan garis linier y =
0,0415x - 0,0056 dengan koefisien regresi linier sebesar 0,9987.

Daripersamaan garis liniery =0,0415x - 0,0056, dapat diperoleh konsentrasi
masing-masing fraksi yang diplot pada sumbu-y. Perhitungan konsentrasi dan
kadar total flavonoid masing-masing fraksi dapat dilihat pada Lampiran 5. Hasil
perhitungan kadar total flavonoid masing-masing fraksi ditunjukkan pada Tabel
I1.

Konsentrasi plot sb. x Flavonoid Ekstrak Absorbansi

(mg/L) (%) (mg QE/100 g)
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Gambar 7. Kurva Standar Kuersetin.

Tabel 11.  Hasil Perhitungan Kadar Total Flavonoid setiap Fraksi.

Konsentrasi plot sb. x Flavonoid Ekstrak  Absorbansi

(mg/L) (%) (mg QE/100 g)

Air 0,470 11,4602 1,29 1287,66
n-heksana 0,465 11,3398 1,56 1557,66
Kloroform 0,013 0,4482 0,01 12,23
Etil asetat 0,175 4,3518 0,22 219,34

Keterangan: QE: Quercetin Equivalen

Tabel 11 menunjukkan bahwa kadar total flavonoid paling tinggi ada pada
fraksi n-heksana dengan kadar total flavonoid sebesar 1557,66 mg QE/100g,
sehingga fraksi n-heksana yang dipilih untuk dilanjutkan ke tahap pemisahan/
isolasi.

Pemisahan dan Pemurnian Senyawa Golongan Flavonoid
Hasil pemisahan dengan kromatografi lapis tipis (KLT)
Pemisahan dengan kromatografi lapis tipis (KLT) bertujuan untuk
menentukan fase gerak (eluen) terbaik yang selanjutnya dapat digunakan
pada tahap isolasi dengan KLT preparatif. Penentuan eluen terbaik
dilakukan dengan menggunakan metode trial and error dengan mencoba
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beberapa perbandingan campuran pelarut sesuai pustaka atau referensi
yang telah didapat.

Eluen terbaik merupakan fase gerak yang memberikan jumlah noda
pemisahan terbanyak pada kromatogram dan memiliki pola pemisahan
yang paling baik diantara fase gerak lainnya.

Tabel 12. Hasil Pemisahan Komponen Ekstrak n-heksana dengan KLT.

No. Fase Gerak Jumlah noda Harga Rf Keterangan
0,17

0,35 Pemisahan
0,56 kurang baik

O-67
;07

n-heksana:dietil eter 0,37 .
2 (6:4) 4 0,46 Pemisahan
' 0,67 kurang baik

076
0,70

0,20

0,33

n-heksana:dietil eter 0,50
(7:3) 0,56

0,66

0,74

0,87

n-heksana:etil asetat
(8:2)

Pemisahan
terbaik

Tabel 12 menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana dapat dipisahkan dengan
baik menggunakan fase gerak n-heksana:dietil eter (7:3) karena fase gerak ini
menghasilkan noda pemisahan terbanyak dan pemisahan yang ditunjukkan relatif
lebih baik dibandingkan dengan campuran pelarut lainnya, sehingga fase gerak n-
heksana:dietil eter (7:3) digunakan sebagai eluen untuk tahap pemisahan ekstrak
n-heksana dengan KLT preparatif.

Hasil pemisahan dengan kromatografi lapis tipis (KLT) preparatif

Hasil pemisahan ekstrak n-heksana dengan kromatografi lapis tipis
(KLT) preparatif menggunakan fase diam silika gel yang berukuran 20 x 20 cm
dengan ketebalan penjerap 0,5-2 mm dan fase gerak (n-heksana:dietil eter = 7:3)
menghasilkan 12 noda berupa pita (fraksi/eluat) dengan bantuan lampu UV 254
nm dan 366 nm.
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Tabel 13.

Hasil pemisahan ekstrak n-heksana dengan KLT preparatif.

Fraksi Berat (g) Warna Noda Harga Rf
F1 1,6398 Ungu 0,100
F2 09711 Abu kehijauan 0,139
F3 1,9791 Hijau 0,189
F4 2,1654 Kuning 0,228
F5 1,2861 Merah 0,428
F6 1,3653 Merah 0,511
F7 2,3265 Merah 0,639
F8 1,2564 Oranye 0,683
F9 1,6866 Biru 0,711

F10 2,2356 Oranye 0,744
F11 2,6343 Oranye 0,850
F12 1,1934 Kuning pucat 0,944

Tabel 13 menunjukkan bahwa pemisahan dengan KLT preparatif

menghasilkan 12 noda (fraksi) dimana hasil ini berbeda dari hasil pemisahan
dengan KLT, hal ini dapat disebabkan oleh perbedaan ketebalan penjerap (silica
gel) sehingga jumlah komponen yang dapat dipisahkan oleh KLT terbatas karena
memiliki ketebalan penjerap yang lebih kecil daripada KLT preparatif (Heftmann,
2004). Keduabelas fraksi ini selanjutnya diskrining kembali untuk mengetahui

fraksi yang mengandung senyawa flavonoid dengan menggunakan beberapa

pereaksi.
Tabel 14.  Hasil Uji Flavonoid Fraksi Hasil KLT Preparatif
Fraksi Pereaksi Perubahan Warna Keterangan
NaOH 10% Hijau muda menjadi kuning keruh
F1 Mg-HCl Hijau muda menjadi kuning -
Pb-asetat 10%  Terdapat endapan kuning
FeCls 5% Hijau muda menjadi kecokelatan
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
Mg-HCl Tidak terjadi perubahan warna
F2 Pb-asetat 10%  Tidak terjadi perubahan warna -
FeCls 5% Tidak berwarna menjadi kuning
keemasan
NaOH 10% Hijau muda menjadi hijau kekuningan
F Mg-HCI Hijau muda menjadi biru +
Pb-asetat 10% Terdapat endapan kuning
FeCl3 5% Hijau muda menjadi kuning-oranye
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Fraksi Pereaksi Perubahan Warna Keterangan
NaOH 10% Hijau kekuningan menjadi kuning muda
4 Mg-HCl Hijau kekuningan menjadi krem
Pb-asetat 10% Terdapat endapan kuning
FeCls 5% Hijau kekuningan menjadi kecokelatan
NaOH 10% Hijau tua menjadi hijau kekuningan
Fs Mg-HCl Hijau tua menjadi kuning keruh
Pb-asetat 10% Menjadi bening dengan endapan hijau
FeCls 5% Hijau tua menjadi hijau kekuningan
NaOH 10% Hijau menjadi hijau kekuningan
F6 Mg-HCI Hijau menjadi kuning keruh
Pb-asetat 10%  Hijau menjadi putih keruh
FeCl; 5% Hijau menjadi kuning
NaOH 10% Hijau menjadi kuning muda
F7 Mg-HCl Hijau menjadi kuning
Pb-asetat 10% Menjadi bening dengan endapan hijau
FeCl; 5% Hijau menjadi kuning
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi bening
F8 Mg-HCI Tidak terjadi perubahan warna
Pb-asetat 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
FeCl; 5% Tidak berwarna menjadi kuning
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
Mg-HCl Tidak terjadi perubahan warna
F9 Pb-asetat 10%  Tidak berwarna menjadi putih keruh
FeCls 5% Tidak berwarna menjadi kuning
keemasan
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
F10 Mg-HCl Tidak terjadi perubahan warna
Pb-asetat 10%  Tidak terjadi perubahan warna
FeCl; 5% Tidak berwarna menjadi kuning
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
Fl1 Mg-HCl Tidak terjadi perubahan warna
Pb-asetat 10%  Tidak terjadi perubahan warna
FeCl; 5% Tidak berwarna menjadi kuning
NaOH 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
Mg-HCI Tidak terjadi perubahan warna
F12  Pb-asetat 10% Tidak berwarna menjadi putih keruh
FeCls 5% Tidak berwarna menjadi kuning

keemasan

Keterangan : - : tidak ada flavonoid; + : ada flavonoid sedikit; ++ : ada flavonoid
cukup banyak; +++ : ada flavonoid banyak.

Tabel 15 menunjukkan bahwa fraksi yang positif mengandung senyawa
flavonoid adalah fraksi F1, F3, dan F4, serta berdasarkan perubahan warna yang
dihasilkan pada uji flavonoid, maka diduga senyawa flavonoid yang terkandung
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secara berturut-turut adalah isoflavon, flavanon, dan flavon karena menurut
Geissman (1962) ciri karakteristik dari senyawa isoflavon secara kualitatif
ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna dari hijau muda menjadi
kuning dengan pereaksi NaOH 10% dan menghasilkan warna kuning dengan
pereaksi Wilstatter, ciri karakteristik dari senyawa flavanon secara kualitatif
ialah dengan munculnya warna biru dengan pereaksi Wilstatter, sedangkan ciri
karakteristik senyawa flavon secara kualitatif menunjukkan perubahan warna
dari hijau menjadi kuning dengan NaOH 10% dan menghasilkan warna kuning-
merah (krem) dengan pereaksi Wilstatter. Ketiga fraksi ini selanjutnya diuji
kemurniannya secara kromatografi lapis tipis (KLT) dengan berbagai macam
eluen yang polaritasnya berbeda.

Uji kemurnian dengan kromatografi lapis tipis (KLT)
Hasil uji kemurnian ketiga fraksi (F1, F3, dan F4) secara KLT dengan
menggunakan berbagai macam eluen.

Tabel 15. Hasil KLT Uji Kemurnian

Jumlah noda Harga Rf
Fase gerak Fraksi Fraksi Fraksi Fraksi Fraksi Fraksi
F1 F3 F4 F1 F3 ] F4

n-heksana: etil | noda  2noda 1 noda 0,141 B4 0317

asetat (8:2) 0,282 ’

n-heksana: 0,176;

dietil eter 1 noda 2noda 1noda 0,176 0,306
0,294

(6:4) 0,518;

n-heksana: etil 2 poda 2noda 1 noda =10, 0,612; 0.765

asetat (7:3) 0,941 0800 ’

n-heksana: etil 0,176; 0,341;

asetat (3:1) 2 noda 3noda 1noda 0.447 %,4}59742, 0,682

Berdasarkan hasil uji kemurnian yang ditunjukkan pada Tabel 15, dapat
diketahui bahwa hanya fraksi F4 yang sudah cukup murni secara KLT dimana
terdapat 1 noda pada kromatogram dengan menggunakan berbagai macam eluen.
Sementara dua fraksi lainnya (F1 dan F3) belum cukup murni secara KLT karena
menghasilkan 2 — 3 noda pada kromatogram sehingga fraksi F4 yang dipilih untuk
dilanjutkan ke tahap rekristalisasi untuk membersihkan sisa-sisa zat pengotor
sehingga diperoleh isolat.
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Rekristalisasi fraksi hasil KLT Preparatif

Fraksi F4 dari hasil KLT preparatif direkristalisasi dengan melarutkan
fraksi F4 dalam metanol dan dipanaskan selama kurang lebih 2 menit. Fraksi
yang sudah dipanaskan disaring dalam keadaan panas dimana filtratnya kemudian
didinginkan dalam ice bath dan dinding gelas Beaker diketuk-ketuk menggunakan
batang pengaduk untuk memancing terbentuknya kristal. Kristal yang diperoleh
berupa serbuk kecil berwarna hijau pekat sebanyak 0,09 g. Kristal ini, selanjutnya
disebut isolat diidentifikasi secara spektrofotometri untuk menentukan golongan
flavonoidnya dengan pereaksi geser dan gugus fungsinya.

Identifikasi Isolat
Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis

Hasil identifikasi isolat dengan spektrofotometer UV-Vis seperti
ditunjukkan pada Gambar 9, menunjukkan bahwa isolat memiliki 2 pita serapan
yaitu pada panjang gelombang 267,60 nm yang merupakan pita Il dan serapan
pada panjang gelombang 339,70 nm yang merupakan pita 1. Hasil identifikasi
dengan UV-Vis memperkuat dugaan dari hasil skrining flavonoid bahwa isolat
adalah senyawa flavonoid golongan flavon, karena menurut Markham (1988)
senyawa flavonoid golongan flavon memberikan rentangan serapan pada panjang
gelombang 250-280 nm pada pita II dan 310-350 nm pada pita I, serta senyawa
flavon pada kerangka dasarnya mempunyai gugus fungsi C=C aromatik, gugus
C=0 dan C-O eter.

044 » '
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Absorbance
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260 280 300 320 340 0 380 400
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Gambar 8. Spektra UV-Vis dari Isolat.
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Pola oksigenasi dari senyawa flavonoid yaitu dugaan letak gugus hidroksi
(OH) bebas pada kerangka flavon dapat ditentukan dengan penambahan pereaksi
geser seperti NaOAc, AICI3, dan AICI3/HCI. Data pergeseran panjang gelombang
setelah penambahan pereaksi geser ditunjukkan pada Tabel 16.

Tabel 16. Data Panjang Gelombang dan Pergeseran Panjang Gelombang Isolat
F4 setelah Ditambahkan Pereaksi Geser.

Panjang gelombang Geseran panjang
Pereaksi Geser Amaks (nm) gelombang Amaks (nm)
Pita I Pita I1 Pita 1 Pita I1
Etanol 339,70 267,60 - -
Etanol + NaOAc 393,20 266,70 +53,50 -0,90
Etanol + AICls 340,30 274,90 +0,60 +7,30
Etanol + AICl; + HCI 340,20 274,00 +0,50 +6,40

Pergeseran serapan pada pita [l mempengaruhi pola oksigenasi pada cincin
A sedangkan pergeseran serapan pada pita I mempengaruhi pola oksigenasi
pada cincin B. Tabel 4.8 menunjukkan adanya pergeseran batokromik pada pita
I sebesar 53,50 nm setelah ditambahkan NaOAc. Hal ini menunjukkan adanya
gugus hidroksi pada C-4’ (Ekawati, 2017) dan pergeseran hipsokromik pada pita I
menunjukkan tidak adanya gugus hidroksi pada C-7 (Markham, 1988). Terjadinya
pergeseran batokromik pada kedua pita setelah penambahan pereaksi geser AICI3
menunjukkan terdapat gugus hidroksi pada C-5 yang membentuk kompleks
antara gugus keton dan AICI3. Adanya penurunan intensitas (penguraian) setelah
ditambahkan asam atau pereaksi geser HCl menunjukkan adanya gugus orto-
dihidroksi pada cincin B di nomor atom C-3’ dan C-4’ (Markham, 1988). Spektra
masing-masing pergeseran dapat dilihat pada Lampiran 14. Berdasarkan data
pergeseran pada Tabel 4.8 dapat diketahui dugaan struktur senyawa flavonoid
pada isolat seperti ditunjukkan pada Gambar 16.

Identifikasi dengan FTIR

Hasil spektrum inframerah isolat ditunjukkan pada Gambar 17 dan data
bilangan gelombang, bentuk pita, dan dugaan gugus fungsi dipaparkan pada
Tabel 17.

Berdasarkan analisis spektrum inframerah seperti ditunjukkan pada
Gambar 4.4 dan Tabel 4.9 menunjukkan adanya gugus —OH bebas dengan bentuk
pita tajam dan intensitas lemah pada daerah bilangan gelombang 3433,64 cm’!
dan didukung dengan adanya vibrasi tekuk C-O alkohol pada daerah bilangan
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Gambar 9. Diindikasi Struktur Senyawa Flavonoid
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Gambar 10. Spektrum Inframerah dari Isolat.

gelombang 1151,30 cm™’. Kedua serapan tersebut memperkuat dugaan adanya
gugus -OH yang terikat pada atom karbon (Silverstein et al., 1986).

Serapan lemah dengan bentuk pita tajam pada daerah bilangan gelombang
1509,03 cm”' menunjukkan adanya gugus C=C aromatik (Sastrohamidjojo,
1996). Pita serapan lemah dengan bentuk pita melebar pada bilangan gelombang
1714,41 cm™ mengindikasikan adanya serapan dari gugus karbonil (C=0) sebagai
ciri umum senyawa flavonoid (Andersen dan Markahm, 2006), dan serapan pada
daerah bilangan gelombang 1192,76 cm™! dengan bentuk pita tajam menunjukkan
adanya gugus C-O eter (Sastrohamidjojo, 1996).

Berdasarkan hasil identifikasi dengan menggunakan FTIR diduga isolat
mengandung gugus-gugus fungsi seperti —OH, C-O alkohol, C=C aromatik,
C=0, dan C-O eter dimana gugus-gugus fungsi ini merupakan gugus fungsi
yang dimiliki senyawa flavon, sehingga mendukung hasil identifikasi dengan
spektrofotometer UV-Vis bahwa isolat yang diperoleh berupa senyawa flavon.

Uji Aktivitas Antioksidan Isolat

Pengukuran aktivitas antioksidan isolat dilakukan dengan metode DPPH
secara spektrofotometri. DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang larut
dalam pelarut alkoholik seperti metanol. Penggunaan metode DPPH dapat
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Tabel 17. Data Spektrum Inframerah.

Bilangan Gelombang (cm'l)

No. Tsolat Pustaka ¥ Bentuk Pita Dugaan Gugus Fungsi
1. 3433,64 3500 — 3000 Tajam O-H bebas
2. 171441 1900 — 1650 Melebar C=0 regang
3. 1509,03 1675 - 1500 Tajam C=C aromatik regang
4. 1192,76 1250 - 1100 Tajam C-O eter
5. 1151,30 1250 - 1050 Tajam C-0 alkohol

*sumber : Sastrohamidjojo (1996); Silverstein et al. (1986)

mendeteksi kemampuan antiradikal suatu senyawa dengan hasil lebih akurat,
reliabel, relatif cepat dan praktis (Trifena, 2012). Aktivitas antioksidan dinyatakan
dengan nilai IC50 (Inhibitory Concentration 50), yaitu konsentrasi larutan sampel
yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas (Dungir et al., 2012).

Reaksi yang terjadi antara larutan uji dengan DPPH ditunjukkan dengan
berubahnya warna larutan DPPH dari ungu menjadi kuning. Meskipun tidak semua
larutan uji mengalami perubahan warna menjadi kuning setelah direaksikan,
namun saat pengukuran absorbansinya terjadi penurunan absorbansi DPPH.
Hal ini menunjukkan konsentrasi DPPH yang bersifat radikal telah mengalami
penurunan akibat donor H radikal pada DPPH oleh senyawa antioksidan.

Hasil absorbansi larutan uji yang telah diukur, selanjutnya digunakan
dalam perhitungan % inhibisi masing-masing konsentrasi larutan uji seperti yang
ditunjukkan pada Tabel 18.

Tabel 18. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Isolat

Konsen-—p Abs % inhibisi ~ Persamaan ICso
Sampel trasi larutan .. .
blanko .. larutan uji linier (ppm)
(ppm) uji
50
Isolat 0,423 29,15 y =0,3548x
fraksi 100 0,597 0,366 38,69 +5,026 126,76
F4 150 0,222 62,81 -
200 068 7186 R =09671

Keterangan: Abs = Absorbansi.

Dengan diketahuinya % inhibisi masing-masing konsentrasi larutan uji,
maka dapat dibuat hubungan konsentrasi sampel dengan % inhibisi dalam bentuk
grafik linier, konsentrasi sampel diplot sebagai sumbu-x dan % inhibisi diplot
sebagai sumbu-y. Kurva hubungan konsentrasi larutan uji dengan % inhibisi
ditunjukkan pada Gambar 10.
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Gambar 11. Kurva Hubungan Konsentrasi Isolat dengan % Inhibisi

menggunakan persamaan regresi linier (y = 0,3548x + 5,026), dimana nilai x
adalah konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50%
radikal bebas dan nilai y disubstitusi menjadi 50.Nilai IC50 dari isolat murni ialah
sebesar 126,76 ppm yang menurut Tristantini ez al. (2016) merupakan senyawa

Berdasarkan Gambar 8, dapat diperoleh nilai IC50 sampel dengan cara

antioksidan dengan kapasitas sedang.
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BAB 1V
SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian terhadap ekstrak etanol daun Sembung yang

telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

L. Ekstrak n-heksana dari daun sembung memiliki kadar total flavonoid
tertinggi sebesar 1557,66 mg QE/100 g.

2. Flavonoid yang terkandung dalam isolat ekstrak etanol daun sembung
diduga merupakan flavonoid golongan flavon yaitu 5-hidroksi flavon,
4’-hidroksi flavon, atau 5,3’,4’-trihidroksi flavon.

3. Senyawa aktif flavonoid dalam daun Sembung (Blumea balsamifera L)
dapat menurunkan kadar glukosa darah sampai 80 % ( Dari 429 mg/dL
menjadi 90 mg/dL)

4. Kapasitas antioksidan dari isolat flavonoid ekstrak etanol daun sembung
termasuk dalam kapasitas sedang dengan nilai IC50 sebesar 126,76 ppm.

Saran

L. Perlu dilakukan analisis lebih lanjut untuk memperoleh struktur sebenarnya
dari isolat (senyawa flavon) dengan menggunakan NMR untuk mengetahui
jumlah atom hidrogen dan karbonnya, dan menggunakan MS untuk
mengetahui massa molekul relatifnya.

2. Fraksi F1 dan F3 dari hasil pemisahan KLT Preparatif perlu dianalisis lebih

lanjut karena kedua fraksi tersebut positif flavonoid.
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