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RINGKASAN

Telah dilakukan isolasi metabolit sekunder ekstrak etil asetat daun sembung
(Blumea balsamifera L.) dan uji aktivitas sitotoksik dengan metode Brine
ShrimpLethality Test (BSLT) serta uji aktivitas antioksidan dengan metode 1,1-
difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) terhadap ekstrak etil asetat daun sembung (BBEA)
Sebanyak 2 Kg daun sembung dimaserasi dengan menggunakan pelarut metanol
hingga jernih, kemudian ekstrak dipartisi dengan menggunakan pelarut n-heksana
dan diekstraksi dengan menggunakan pelarut etil asetat. Berat dan persentase
randemen yang didapatkan secara berturut adalah 10,16% ekstrak BBM1, 51,7%
ekstrak n-heksana (BBH), dan 26,23% ekstrak etil asetat (BBEA). Hasil uji
aktivitas sitotoksik dan antioksidan ekstrak BBEA diperoleh nilai LCso dan ICso
secara berturut-turut, yaitu 1083 ppm dan 14,81 ppm. Pemisahan BBEA dengan
metode kromatografi kolom gravitasi dengan eluen n-heksana : etil asetat :
metanol (elusi gradien) menghasilkan 10 kelompok fraksi (BBEA 1-BBEA 10).
Masing-masing BBEA 1-BBEA 10 selanjutnya diuji aktivitas sitotoksik dan
antioksidannya. Hasil uji aktivitas sitotoksik fraksi BBEA 1-BBEA 10 diperoleh
fraksi yang mempunyai aktivitas sitotoksik yang tinggi adalah BBEA F10 dengan
nilai LCs015,08 ppm. Aktivitas antioksidan yang paling tinggi adalah fraksi
BBEA F8 dengan nilai 1Cso 8,7 ppm. Kelompok fraksi BBEA F10 dilakukan
isolasi metabolit sekundernya dengan kromatografi gravitasi. Hasil pemisahan
diperoleh isolat murni dengan berat 11 mg dan merupakan senyawa flavonoid
yang ditandai dengan padatan berwarna kuning dan diuji dengan FeCls berwana
biru kehitaman.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara dengan keanekaragaman hayati
yang telah lama dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai bahan obat-obatan.
Keragaman hayati seperti bahan-bahan alam belum banyak dimanfaatkan secara
maksimal untuk tujuan tertentu. Selain sebagai bahan obat-obatan, bahan-bahan
alam tersebut juga dimanfaatkan sebagai bahan pangan, bahan citarasa, bahan
pewangi atau bahan aneka industri komersial lainnya. Masyarakat dahulu
menggunakan bahan-bahan alam sebagai obat tradisional yang diyakini dapat
menyembuhkan berbagai penyakit tertentu, namun diperlukan penelitian lebih
lanjut untuk membuktikan khasiat dari bahan-bahan alam tersebut. Bahan alam
yang dimanfaatkan sebagai obat tradisional biasanya berasal dari tumbuh-
tumbuhan. Salah satu tumbuhan yang banyak digunakan masyarakat sebagai obat
tradisional adalah tanaman sembung (Blumea balsamifera L.).

Sembung merupakan spesies tanaman yang masuk dalam genus Blumea
dan famili Compositae. Supriyadi (2001), menyajikan bahwa daun dari tanaman
sembung mengandung minyak atsiri, borneol, sineol, limonen, asam palmitin dan
myristin, alkohol  sesquiterpen, dimetil eter khlorasetofenon, tanin, pirokatechin,
glikosida, saponin, flavonoid, landerol, kamper, flavanol, damar, dan ksantoksilin
(Mursito, 2002). Jiang (2014) menyatakan bahwa terdapat 42 jenis senyawa
metabolit sekunder yang ada dalam minyak atsiri daun sembung memiliki
efek antitumor dan antioksidan. Kandungan tersebut antara lain adalah
caryophyllene (19,28%);1,7,7-trimethyl- (1S-endo)-bicyclo[2.2.1] heptan-2-
0l(15,54%); caryophylleneoxide (11,20%); thujopsene (10,36%);3-t-butyl-4-
methoxyphenol methyl derivative (6,04%); guaiol(5,03%);1,3,4,5,6,7-hexahydro-
2,5,5-trimethyl-2H-2,40-ethanonaphthalene  (4,89%);decahydro-o,a,40  trimethyl-
8-methylene-[2R- (20, 4a0,8a0)]-2-naphthalene methanol (3,83%);
l10,2,3,30,4,5,6,7B-octahydro-1,1,3a, 7-tetramethyl-[ 1 aR- (1 a0, 3oa,70f)]-1H-



cyclopropa [o] naphthalene (2,97%);4,4-dimethyl-tetracyclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]
tridecan-9-ol  (2,54%);  2-methoxy-3-(2-propenyl)-phenol  (1,93%);1,1,4,8-
tetramethyl-cis,cis,cis-4,7,10-cycloundecatriene  (1,67%). Pang et al, 2014
melaporakan bahwa B. balsamifera mengandung senyawa golongan flavonoid.
Larasati (2015) menyatakan bahwa ekstrak etil asetat daun sembung berefek
sebagai antidiare yang diuji pada hewan uji mencit putih dengan dosis yang
berbeda-beda dan pada dosis 250 mg/KgBB mempunyai efek antidiare paling
tinggi.

Penelitian yang dilakukan oleh Kusumawati (2018) menyatakan bahwa
ekstrak daun sembung mempunyai aktivitas antihipertensi yang dilihat dari
kandungan asam ¥-aminobutirat (GABA). Asam y-aminobutirat merupakan
asamamino yang memiliki empat atom karbon yang berfungsi sebagai
neurotransmitter penghambat utama dalam sistem saraf pusat (Kimura et al.,
2002). Roy et al (2013) melaporkan bahwa ekstrak sembung memiliki efek
sebagai obat diabetes dengan menurunkan peningkatan hemoglobin glikosilat
pada tikus yang diinduksi dengan streptozotocin. Penelitian yang dilakukan oleh
Eriadi (2017) juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sembung memliki
efek antidiabetes paling tinggi dengan dosis 200 mg/kgBB. Ekstrak etanol daun
sembung dapat memperbaiki kerusakan pankreas mencit putih jantan yang
diabetes. Penelitian yang dilakukan oleh Septiana (2017) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun sembung memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi heme
dengan aktivitas tertinggi terdapat pada ekstrak etanol 70%. Hasil ini
membuktikan bahwa ekstrak daun sembung memiliki manfaat sebagai antikanker.

Tanaman sembung juga memiliki aktivitas antibakteri dan antijamur.
Penelitian yang dilakukan oleh Amalia (2017) menunjukkan bahwa ekstrak etil
asetat daun sembung terhadap bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) pada konsentrasi 10; 20; dan 30% memiliki aktivitas antibakteri dengan
diameter zona hambat berturut-turut adalah 10,83; 12,41; dan 13,59 mm.
Penelitian lain juga menunjukkan efek antibakteri dari tanaman sembung seperti
yang dilakukan oleh Polakitan (2017) ekstrak daun sembung rambat memiliki



daya hambat terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans. Zona hambat ekstrak
daun sembung rambat terhadap bakteri Streptococcus mutanssebesar 15 mm.

Tanaman sembung di Aceh biasanya digunakan untuk obat-obatan seperti
demam, batuk, nyeri pada tulang, masuk angin dan lain-lain. Khasiat dari tanaman
sembung perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui kandungan kimia yang
terdapat pada tanaman sembung. Wang et al (2013) menemukan bahwa
penggunaan minyak tanaman sembung pada kulit yang luka pada tikus tidak
memiliki toksisitas akut. Tikus yang diberi minyak sembung dengan dosis 2000
mg/kg selama 24 jam tidak ditemukan reaksi alergi dan toksisitas akut. Luka pada
tikus ditemukan lebih bagus penyembuhannya dibandingkan dengan tikus yang
tidak diberi minyak sembung. Selain menyembuhkan Iluka, tanaman sembung juga
bermanfaat sebagai antioksidan. Roy et al (2013) melaporkan bahwa ekstrak daun
sembung dapat meningkatkan enzim antioksidan glutation (GSH) dan katalase
(CAT) pada tikus yang diinduksi streptozotocin. Steptozotocin dapat menginduksi
hiperglikemia yang akan membuat radikal bebas yang menyebabkan kerusakan
DNA, degenerasi protein, lipid peroksidase, dan bisa merusak berbagai macam
organ. Penelitian yang dilakukan oleh Kusumawati (2016) menunjukkan bahwa
daun sembung memiliki efek antioksidan sebesar 0,10+0,00002; 0,03+0,00005;
0,18+0,0001; dan 5,55+0,01 mg GAE/g sampel, namun isolasi dan penentuan
struktur  Kimia ekstrak daun sembung belum dilakukan. Suatu bahan yang
mempunyai aktivitas antioksidan diduga juga bersifat antikanker. Oleh karena itu,
perlu dilakukan penelitian tentang ekstraksi dan isolasi senyawa metabolit
sekunder serta penentuan aktivitas sitotoksik dengan Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) dan antioksidan dengan DPPH. Isolat aktif daun sembung dikarakterisasi
dengan menggunakan GC-MS (Gas Cromatografy Mass Spectrometry).

1.2. Rumusan Masalah

1. Senyawa metabolit sekunder apa saja yang terdapat pada ekstrak daun
sembung yang berasal dari Aceh?
2. Apakah senyawa metabolit sekunder dari ekstrak daun sembung memiliki

aktivitas sitotoksik dan antioksidan?



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Sembung

Sembung merupakan salah satu tanaman berkhasiat sebagai obat dan telah
dimanfaatkan dalam bidang medis. Sembung telah dimanfaatkan sejak ribuan
tahun yang lalu dalam bidang kesehatan di negara-negara asia tenggara seperti
Malaysia, Thailand, Vietnam, Filipina, dan China. Di china sembung digunakan
sebagai tanaman obat untuk mengobati eksim, dermatitis, beriberi, lumbago,
menorrhagia, rematik, kerusakan kulit dan sebagai insektisida (Pang et al., 2014).
Masyarakat Indonesia memanfaatkan daun sembung untuk meredakan nyeri haid,
flu, demam, asma, sariawan, diabetes, batuk, bronchitis, dan diare (Dalimartha,
1999). Sedangkan masyarakat Aceh menggunakan tumbuhan ini sebagai obat
batuk, untuk mendapat keturunan, dan ambien (Tim Ristoja, 2012). Taksonomi

Tanaman Sembung adalah sebagai berikut:

Division . Spermatophyta

Subdivision : Angiospermae

Class . Dicotyledonae

Order . Asterales

Family . Astereceae (Compositae)

Genus : Blumea

Species . Blumea balsamifera (L.) DC (BPOM RI, 2008).

Tanaman sembung merupakan tanaman berupa perdu yang tumbuh dengan
ketingggian lebih dari 4 m. Batang tanaman sembungberwarna hijau tua, dan
tegak bulat dengan diameter 3-5 cm. Bagian atas batang berbulu lebat dan berbau
aromatis. Daun tunggal tanaman sembung memiliki panjang 6-30 cm dan lebar
1,5-12 cm dan berbentuk lonjong. Bagian pangkal dan ujung daun berbentuk
lancip, pinggir daun bergerigi, pertulangan daun menyirip dan terdapat 2-3 daun
tambahan pada tangkai daunnya. Permukaan daun bagian atas agak kasar,
sedangkan bagian bawah daun berambut rapat dan halus. Tanaman sembung

berbunga majemuk, bertangkai, mahkota bunga berwarna putih kekuningan yang



terdapat di ketiak daun dan ujung batang, dan panjang bunga mencapai 0,9 cm.
Buah tanaman sembung berwana putih kecoklatan dengan bentuk seperti kotak
silindris berukuran panjang 1 mm, keras dan berambut. Biji tanaman sembung
berbentuk pipih dan berwarna putih. Akar tanaman sembung berupa akar

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

2.2. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan kandungan kimia yang dapat
larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak larut dengan pelarut cairnya.
Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia digolongkan ke dalam
golongan minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, dan lain-lain. Senyawa aktif yang
terkandung didalam simplisia akan mempermudah pemilihan pelarut dan cara
ekstraksi yang tepat (Sudarmardji dkk., 2007). Ekstraksi didasarkan pada kaidah
like dissolved like yaitu suatu senyawa akan larut pada suatu pelarut jika tingkat
kepolarannya sama. Lenny (2006) menyatakan bahwa proses ekstraksi secara
maserasi sangat menguntungkan dalam proses isolasi senyawa bahan alam. Hal
ini di sebabkan karena adanya perendaman sampel tumbuhan sehingga terjadi
pemecahan dinding dan membran sel akibatnya timbul perbedaan tekanan antara
di dalam dan di luar sel. Sehingga senyawa metabolit sekunder yang ada dalam

sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik.

2.3. Sitotoksik

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah salah satu metode uji toksisitas
yang banyak digunakan dalam penelusuran senyawa bioaktif yang bersifat toksik
dari bahan alam. Metode ini dapat digunakan sebagai bioassay-guided
fractionation dari bahan alam, karena mudah, cepat, murah dan cukup
reproducible. Uji toksisitas dengan metode BSLT ini merupakan uji toksisitas
akut dimana efek toksik dari suatu senyawa ditentukan dalam waktu singkat, yaitu
rentang waktu selama 24 jam setelah pemberian dosis uji. Prosedurnya dengan

menentukan nilai LCso dari aktivitas komponen aktif tanaman terhadap larva



Artemia salina Leach. Suatu ekstrak dikatakan toksik berdasarkan metode BSLT
jika harga LC <1000 pg/ ml (ppm) (Carballo, 2002).

LCso adalah konsentrasi dari suatu senyawa kimia di udara atau dalam air
yang dapat menyebabkan 50% kematian pada suatu populasi hewan uji atau
makhluk  hidup tertentu. Penggunaan LCso dimaksudkan untuk pengujian
ketoksikan dengan perlakuan terhadap hewan uji secara berkelompok yaitu pada
saat hewan uji dipaparkan suatu bahan kimia melalui udara maka hewan uji
tersebut akan menghirupnya atau percobaan toksisitas dengan media air. Nilai
LCso dapat digunakan untuk menentukan tingkat efek toksik suatu senyawa

sehingga dapat juga untuk memprediksi potensinya sebagai antikanker.

2.4 Antioksidan

Antioksidan berperan dalam membantusistem pertahanan tubuh jika ada
unsur penyebab penyakit masuk dan menyerang tubuh. Sementara oksidan adalah
suatu molekul oksigen dengan atom pada orbit terluarnya memiliki elektron yang
tidak berpasangan. Hal ini menyebabkan molekul menjadi tidak stabil dan bersifat
radikal sehingga disebut dengan radikal bebas atau rective oxygen species (ROS)
(Maslahat, 2013). Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron. Antioksidan
bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat
oksidan sehingga aktivitassenyawa oksidan tersebut terhambat.

Antioksidan dapat menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi
kekurangan elektron yang dimiliki oleh radikalbebas, dan menghambat terjadinya
reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas (Winarsi, 2007).Salah satu metode
yang digunakan untuk uji aktivitas antioksidan adalah metode 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH). Interaksi antara antioksidan dengan DPPH baik secara
transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH akan menetralkan karakter
radikal bebas dari DPPH dan membentuk DPPH tereduksi. Jika semua elektron
pada radikal bebas DPPH menjadi berpasangan, maka warna larutan ungu tua
berubah menjadi kuning terang dan absorbansi pada panjang gelombang 517 nm
akan hilang (Rohman et al., 2010). Metode DPPH didasarkan pada reduksi dari
larutan metanol radikal bebas DPPH yang berwarna oleh penghambatan radikal



bebas. Ketika larutan DPPH yang berwarna ungu bereaksi dengan bahan
pendonor elektron maka DPPH akan tereduksi sehingga menyebabkan warna
ungu akan memudar dan berubah menjadi warna kuning yang berasal dari gugus
pikril (Prayoga, 2013).

Selain metode DPPH, metode uji antioksidan lainnya adalah metode
ABTS  (Asam 2,2-Azinobis-3-etilbenzatiazolin-6-sulfonat).  Metode  ABTS
merupakan metode yang digunakan untuk uji aktivitas antioksidan dengan prinsip
penghilangan warna kation ABTS. Penghilangan warna kation ABTS digunakan
untuk mengukur kapasitas antioksidan yang bereaksi langsung dengan radikal
bebas ABTS. ABTS merupakan radikal dengan atom pusat nitrogen dengan
karakteristik berwarna biru-hijau yang jika direduksi oleh antioksidan akan
berubah menjadi nonradikal yang tidak berwarna. Aktivitas antioksidan pada
metode ini diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 734 nm. Kontrol positif yang digunakan dalam metode ini adalah
trolox (Yu, 2008).

Pengkelatan merupakan suatu proses kemampuan zat kimia yang
digunakanuntuk mengikat logam. Logam (Besi, tembaga, dan logam transisi
lainnya) berperan dalam reaksi fenton yang menghasilkan radikal bebas reaktif
(Valko, et al.,, 2005). Logam Febereaksi dengan H>O> menghasilkan radikal
hidroksil (OH-) (Barbusinski, 2009). Selain membentuk radikal hidroksil logam
Fejuga dapat membentuk radikal superoksida (O-). Radikal hidroksil dan radikal
superoksida merupakan Reactive OxigenSpecies (ROS) yang dapat menginisiasi
proses peroksidasi lipid sehingga menimbulkan berbagai penyakit degeneratif

bahkan dapat menyebabkan kanker (Suryohudoyo, 1993).

2.5. Karakterisasi GC-MS (Gas Cromatografy Mass Spectrometry)

GC (Gas Cromatografy) merupakan salah satu teknikkromatografi yang
digunakan untuk mendeteksi senyawa-senyawa yang volatil (mudah menguap).
Kriteria senyawa volatil adalah senyawa yang dapat menguap pada kondisi vakum
yang tinggi, tekanan rendah, dan dapat dipanaskan (Drozd,1985). Pemisahan oleh
GC didasarkan pada penyebaran cuplikan fase diam yang menggunakan



gassebagai fase gerak. Fasegerak yang berbentuk gas akan mengalir dibawah
tekanan melewati pipa yang dipanaskan dan dilapisi dengan fase diamcair atau
dikemas dengan fase diam cairyang dilapisi pada penyangga padat.

Analit yang digunakan untuk di analisis dengan GC dimasukkan kebagian
atas kolom melalui suatu portal injeksi yang dipanaskan. Suhu oven dijaga dan
diatur supaya meningkat secara bertahap. Ketika sudah beradadalam kolom maka
akan terjadi proses pemisahan antar komponen. Pemisahan ini bergantung pada
lamanya waktu relatif yang dibutuhkan oleh komponen-komponen tersebut pada
fase diam (Sparkman et al., 2011). Perkembangan teknologi menyebabkan
instrument GC digunakan secara bersama-sama dengan instrumen lain seperti
Mass-Spectrometer (MS). MS digunakan untuk mengidentifikasi dan penentuan
rumus molekul suatu senyawa berdasarkan berat molekul. MS didasarkan pada
prinsip pengionan suatu senyawa Yyang menghasilkan molekul bermuatan atau

fragmen molekul dan pengukuran rasio massa/muatannya (David, 2005).



BAB Il
TUJUAN DAN MANFAAT

3.1 Tujuan penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak
daun sembung.
2. Untuk mengetahui aktivitas sitotoksik dan antioksidan dari senyawa metabolit

sekunder dari daun sembung

3.2 Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi kandungan senyawa metabolit sekunder dari daun
sembung.

2. Memberikan informasi senyawa metabolit sekunder dari daun sembung
sebagai sitotoksik dan antioksidan.

3. Memberikan informasi sitotoksik dan antioksidan alami baru sebagai

alternatif pengobatan baru



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini  dilakukan di Laboratorium Penelitian Jurusan  Kimia
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Syiah Kuala.
Penelitian ini akan dilaksanakan pada awal bulan Januari sampai dengan akhir
bulan Oktober 2019.

4.2. Sampel Tumbuhan

Sampel daun sembung diambil di daerah Darussalam, Banda Aceh.
Pengambilan sampel dilakukan diawal bulan Januari 2019 dan dilanjutkan dengan
mengidentifikasi  di  Laboratorium  Herbarium, Jurusan Biologi  Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Syiah Kuala.

4.3. Alat dan Bahan
4.3.1. Peralatan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah peralatan gelas yang
tersedia di  laboratorium penelitian  jurusan  kimia FMIPA dan alat
spektrofotometer UV-VIS, dan GC-MS (Gas Cromatografy Mass Spectrometry).
4.3.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel daun sembung,
n-heksana, etil asetat, metanol, kloroform, vitamin C, K:S:0s, ABTS 7 mM,
DMSO 99,5%, etanol 99,5%, aseton, serium sulfat, petroleum eter, aquades,
larutan DPPH 1 mM, dan kuersetin.

4.4. Prosedur Penelitian
4.4.1. Persiapan sampel daun sembung
Sampel daun sembung dibersinkan dari kotoran, kemudian dipotong kecil-

kecil. Selanjutnya dikeringanginkan pada suhu kamar kemudian diblender.
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4.4.2. Ekstraksi daun sembung

Sampel daun sembung yang sudah diblender ditimbang sebanyak 3 Kg
kemudian dimaserasi dengan menggunakan pelarut metanol selama 24 jam.
Kemudian ekstrak metanol kemudian dipartisi dengan petroleum eter dan metanol
sehingga diperoleh ekstrak petroleum eter dan metanol. Selanjutnya ekstrak
metanol dipartisi dengan n-heksana diperoleh ekstrak n-heksana dan residu.
Residu kemudian dipekatkan dan diekstraksi dengan etil asetat sehingga diperoleh
ekstrak etil asetat dan residu (ekstrak metanol). Masing-masing ekstrak dari
berbagai pelarut yang didapat dipekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator, kemudian ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang.
4.4.3. Isolasi ekstrak aktif daun sembung

Isolasi ekstrak aktif daun sembung dilakukan dengan menggunakan
metode kromatografi lapis tipis dan kromatografi kolom.
4.4.4. Antioksidan

Uji antioksidan ekstrak dan isolat n-heksana daun pala pada penelitian
mengikuti prosedur yang telah dilaporkan oleh Ginting et al, 2017.
4.4.4.1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

Sebanyak 7.9 g DPPH (BM=394,32) ditimbang dan dilarutkan dengan
metanol p.a hingga 50 mL, kemudian ditempatkan dalam botol gelap.
4.4.4.2. Pembuatan Larutan Blanko sebagai kontrol negatif

Sebanyak 1 ml larutan DPPH 1 mM dipipet ke dalam tabung reaksi yang
telah ditara 5 mL. Kemudian ditambahkan metanol p.a hingga tanda dan
dihomogenkan. Mulut tabung ditutup dengan aluminium foil.
4.4.4.3. Pembuatan Larutan Uji

Sebanyak 5 mg ekstrak ditimbang kemudian dilarutkan ke dalam 10 mL
mtanol p.a sehingga didapatkan konsentrasi (500 ppm), larutan ini merupakan
larutan induk. Sebanyak 50, 100, 250, 500 dan 1000 pL dipipet kedalam tabung
reaksi yang telah ditara 5 mL untuk mendapatkan konsentrasi 5, 10, 25, 50, 100
ppm. Selanjutnya dalam masing-masing konsentrasi ditambahkan 1 mL larutan
DPPH 1mM dan ditambahkan dengan metanol p.a sampai 5,0 mL kemudian

dihomogenkan dengan mulut tabung ditutup dengan aluminium foil.
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4.4.4.4. Pembuatan Larutan Vitamin C sebagi kontrol positif

Sebanyak 3 mg vitamin C ditimbang kemudian dilarutkan dengan metanol
p.a hingga 10 mL. Selanjutnya dipipet 150, 117, 83, 50, dan 17pL dan
dimasukkan kedalam tabung skala yang ditutup dengan aluminium foil
selanjutnya ditambahkan 1 mL larutan DPPH 1 mM dan ditambahkan metanol p.a
sampai tanda batas 5 mL pada tabung skala sehingga didapatkan konsentrasi 1, 3,
5, 7,9 ppm.
4.4.4.5. Pengukuran Serapan Peredaman Radikal Bebas (DPPH)

Larutan uji yang telah diperoleh dengan beberapa konsentrasi diinkubasi
dalam penangas air 37 °C selama 30 menit. Serapan larutan diukur dengan
panjang gelombang maksimum 517 nm dengan menggunkan spektrofotometer
UV-Vis.
4.4.4.6. Cara Perhitungan

Nilai 1Cso merupakan konsentrasi ekstrak yang efektif untuk meredam
50% dari total DPPH, sehingga 50 disubstitusikan untuk nilai dalam persamaan
Y= ax + b. Setelah mensubstitusikan nilai 50 pada nilai y maka akan didapatkan
nilai x yang merupakan nilai 1Cso (Tristatini, 2016).

Persentase inhibisi dihitung dengan rumus sebagai berikut:

serapan blanko—serapan sampel

% Hambatan = x 100%

serapan blangko

Ekstrak dapat dikatakan aktif apabila memiliki nilai ICso kurang dari 100 ppm
(Andayani, 2008)
4.4.5. Kromatografi Kolom

Adsorben silika gel Merck (35-70 Mesh) dilarutkan dalam pelarut yang
akan digunakan dalam proses pengelusian. Slurry dari silika gel dimasukkan
terlebin dahulu ke dalam kolom, fasa diam diatur hingga rapat (tidak berongga)
dan rata. Selanjutnya sampel yang telah diimpregnasi dimasukkan pada silika gel
ke dalam kolom yang telah berisi fasa diam. Pada saat sampel dimasukkan, kolom
diusahakan tidak kering/kehabisan pelarut karena akan mengganggu fasa diam
yang telah dikemas rapat, sehingga proses elusi tidak akan terganggu
(Setianingrum, 2016).
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4.4.6. Karakterisasi isolat aktif daun sembung

Isolat aktif daun sembung dimurnikan dengan kromatografi lapis tipis
sehingga diperoleh isolat murni. Isolat murni  kemudian  dikarakterisasi
strukturnya  dengan  menggunakan GC-MS (Gas Cromatografy Mass
Spectrometry) Shimadzu QP 5000. Sampel sebanyak 1 pL diinjeksikan ke dalam
GC-MS vyang dioperasikan menggunakan kolom kaca dengan panjang 25 m,
diameter 0,25 mm, dan ketebalan 0,25 pum dengan fasa diam CP-Sil 5CB dengan
temperatur oven diatur antara 70-270 °C dengan laju kenaikan temperatur 10
°C/menit, gas pembawa Helium bertekanan 12 kPa, total laju 30 mL/menit, dan
split ratio sebesar 1: 50 (Novitasari, 2016).
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BAB V
HASIL YANG DICAPAI

5.1 Determinasi Tumbuhan Blumea balsamifera (B. balsamifera)
Determinasi  tumbuhan B. balsamifera dilakukan di Laboratorium
Herbarium, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam

Universitas Syiah Kuala. Hasil determinasi daun B.balsamifera sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Division : Spermatophyta

Class : Dicotyledonae

Ordo : Asterales

Family : Astereceae (Compositae)
Genus : Blumea

Species : Blumea balsamifera L. DC.

5.2. Ekstraksi Daun Sembung

Daun sembung segar dikeringanginkan untuk mengurangi kadar air dalam
sampel (Gambar 5.1). Selanjutnya sebanyak 2584,6 g daun sembung kering
dimaserasi dengan menggunakan pelarut metanol. Maserasi dilakukan sebanyak 4
kali pengulangan sampai ekstrak metanol hasil maserasi menjadi jernih.Maserasi
dengan metanol dipilih karena sifat metanol yang polar yang mampu menembus
dinding sel tanaman dan mengekstraksi senyawa-senyawa yang bersifat polar dan
nonpolar. Hasil ektraksi pertama menghasilkan larutan metanol berwarna hijau
pekat dan kental, ekstraksi kedua menghasilkan larutan metanol yang hampir
sama pekatnya dengan hasil ekstraksi pertama, metanol hasil ekstraksi ketiga
berwarna lebih pudar dari ekstraksi pertama dan kedua, dan metanol hasil
ekstraksi keempat berwarna jernih dengan kadar warna hijau sangat pudar.
Selanjutnya hasil ekstraksi ini dipekatkan dengan menggunakan alat rotary
evaporator dengan pengaturan vacum 230 mbar, chiller 10 °C, heating bath 55
°C, dan rotasinya 120 rpm. Pada kondisi pengaturan alat seperti ini, metanol

menguap pada suhu 32 °C. Hasil pemekatan dengan rotary evaporator

14



menghasilkan ekstrak maserasi sembung (BBM1) sebanyak 262,760 g.Ekstrak
yang didapatkan dari maserasi daun sembung menggunakan metanol adalah
randemen sebesar 10,16% dalam wujud padat dan berwarna hijau pekat, BBM1

ini mengandung senyawa yang memiliki sifat nonpolar, semipolar dan polar.

Gambar 5.1. a. Daun sembung segar

b. Daun sembung setelah baru dipetik
c. Daun sembung setelah dikering anginkan
Ekstrak n-heksana sembung (BBH) didapatkan dari ekstraksi secara
partisi. BBM1 diekstraksi secara partisi menggunakan metanol dan n-heksana
dengan menggunakan corong pisah menghasilkan ekstrak padat berwarna hijau
kehitaman.Penggunaan pelarut n-heksana ini untuk menarik senyawa-senyawa
nonpolar yang ada pada esktrak daun sembung.Partisi dilakukan sampai warna
lapisan n-heksana dari hijau pekat menjadi hijau pudar (Gambar 5.2) yang
menandakan bahwa kandungan senyawa nonpolar pada ekstrak daun sembung
sudah berhasil diekstrasksi dengan metode partisiPada saat BBM1 dipartisi
dengan n-heksana, terdapat residu yang diduga lemak rantai pendek yang
terbentuk diantara lapisan n-heksana dan metanol.Residu ini muncul ketika
larutan dalam corong pisah telah digojok.Setelah didiamkan, residu ini lepas dan
terpisah dari lapisan antara n-heksana dan metanol dan mengendap di bagian dasar
corong pisah.Residu ini berwarna putih kehijauan yang ketika dikeringkan, residu
ini berubah menjadi serbuk yang sangat halus. BBH dipekatkan dengan alat rotary
evaporator dengan pengaturan vacum 270 mbar, chiller 10 °C, heating bath 50
°C, dan rotasi 120 rpm. n-Heksana menguap pada suhu 20 sampai 23 °C. Ekstrak
n-heksana didapatkan sebanyak 135,851 g dengan randemen 58,36%. Selanjutnya,
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ekstrak hasil partisi pada bagian metanol juga dipekatkan dengan menggunakan
rotary evaporator dengan pengaturan alat sama seperti pada pemekatan BBML1.

Ekstrak lapisan metanol yang sudah pekat selanjutnya diekstraksi dengan
etil asetat untuk mendapatkan ekstrak etil asetat. Ekstraksi dilakukan dengan cara
menambahkan etil asetat kedalam ekstrak sampai ekstrak terendam dan kemudian
diaduk. Setelah diaduk, ekstrak disaring dan didapatkan filtrat.Filtrat dipekatkan
pada suhu ruang dan didapatkan hasil sebanyak 68,942 g ekstrak etil asetat
(BBEA) dalam bentuk kental-padat berwarna hijau kehitaman.Ekstraksi dengan
etil asetat ini menarik komponen-komponen semi polar yang ada pada ekstrak
daun sembung, sehingga senyawa-senyawa Yyang bersifat nonpolar yang tidak
habis terekstraksi dengan n-heksana juga larut dalam ekstrak etil asetat ini dan
menyebabkan ekstrak etil asetat ini berwarna hijau kehitaman karena masih
terdapat klorofil. Residu yang tidak larut dalam etil asetat disimpan untuk
digunakan pada penelitian yang lain dan BBEA yang didapatkan dianalisis dengan
GC-MS dan disimpan untuk pengujian lanjutan. Hasil ekstraksi daun sembung
dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Ekstraksi Daun Sembung

Sampel Berat (g) Randemen (%) Warna Wujud
BBM1 262,760 10,16 Hijau Pekat Padat
BBH 135,851 51,70 Hijau Kehitaman | Padat
BBEA 68,942 26,23 Hijau Kehitaman | Kental-padat
Keterangan:

BBM1 : Ekstrak Blumea balsamifera hasil ekstraksi dengan metanol
BBH : Ekstrak Blumea balsamifera hasil ekstraksi dengan n-heksana
BBEA : Ekstrak Blumea balsamifera hasil ekstraksi dengan etil asetat
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Gambar 5.2. a. Warna larutan n-heksana awal partisi

b. Warna larutan n-heksana akhir partisi

5.2 Karakterisasi Ekstrak Etil Asetat Daun Sembung

Ekstrak BBEA yang didapatkan pada penelitian ini dikarakterisasi dengan
menggunakan gas chromatography — mass spectroscopy (GC-MS) untuk
mengetahui komponen senyawa yang terdapat dalam ekstrak BBEA. Senyawa
yang terkandung dalam BBEA yang dapat terbaca oleh alat GC-MS adalah
cryptomeridiol (Gambar 5.4) dengan waktu retensi 19,266 menit dan
kelimpahannya 0,12%. Senyawa cryptomeridiol diduga adalah senyawa yang
menyebabkan aktivitas antioksidan dari BBEA menjadi tinggi. Hal ini karena
cryptomeridiol memiliki gugus -OH pada strukturnya. Gugus -OH ini akan
berperan untuk meredam radikal DPPH pada uji aktivitas antioksidan. Atom
hidrogen pada gugus hidroksil ini akan lepas dan terikat pada radikal DPPH,
kemudian struktur cryptomeridiol akan mengalami delokalisasi elektron untuk
mencapai  kestabilan strukturnya setelah kehilangan atom hidrogen. Hasil
karakterisasi BBEA dengan GC-MS ini tidak mampu mendeteksi kandungan
senyawa flavonoid yang terkandung dalam BBEA, namun berdasarkan hasil KLT
BBEA vyang telah disemprot dengan reagen vanilin sulfat (Gambar 5.5)
menunjukkan bahwa senyawa yang terkandung dalam BBEA adalah senyawa

golongan flavonoid, polifenol, steroid dan terpenoid.
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Gambar 5.3. Kromatogram GC-MS ekstrak BBEA

Gambar 5.4. Struktur senyawa cryptomeridiol

5.3 Pemisahan Ekstrak Etil Asetatdengan Kromatografi Kolom

Sebanyak 20 g ekstrak BBEA dilakukan pemisahan komponen senyawa
kimia dengan menggunakan kromatografi kolom. Kolom vyang digunakan
memiliki diameter 3 cm dengan panjang 70 cm. Pemisahan dilakukan dengan 200
g silika gel Merck (70-230 mesh ASTM) yang telah dipanaskan pada suhu 70 °C
selama 30 menit untuk menghilangkan kadar air yang terkandung dalam silika.
Kamudian 195 g silika direndam dalam destilat n-heksana dan dimasukkan
kedalam kolom sebagai fase diam. Kemudian 20 gr BBEA ditambahkan 5 gram
silika dan digerus hingga menjadi serbuk. Selanjutnya serbuk BBEA-silika ini
dimasukkan kedalam kolom kromatografi dan dilakukan elusi gradien.Setelah
noda ekstrak mencapai 2/3 bagian kolom akibat elusi dengan 100% n-heksana,
eluat mulai ditampung dalam tabung reaksi.Eluen diganti ketika eluat sudah jernih
dan elusi gradien dilanjutkan dari perbandingan 9.5:1.5 n-heksana - etil asetat

sampai 100% metanol.Pemisahan 20 g BBEA dengan kromatografi kolom ini
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tertampung sebanyak 180 tabung reaksi yang tiap tabungnya menampung sekitar
60 mL eluat. Kemudian eluat ditotolkan pada plat KLT dan dielusi untuk
menentukan kelompok fraksi seperti yang terlihat pada Gambar 5.5 dan Gambar
5.6. Pola noda pada plat KLT dari tiap kelompok fraksi ini berbeda dan memiliki
warna Yyang berbeda-beda setelah disemprotkan dengan vanilin sulfat. Noda
berwarna ungu menandakan adanya senyawa golongan terpenoid, noda biru
menandakan senyawa golongan steroid, noda kuning menandakan adanya
senyawa golongan flavonoid dan noda oren kemerahan menandakan adanya
polifenol, hasil ini sesuai dengan data uji fitokimia yang dilakukan oleh Karnila,
(2019) yang tertera pada tabel 5.2. Hasilnya didapatkan 10 kelompok fraksi, data
pengelompokan fraksi tertera pada tabel 5.3. Selanjutnya tiap kelompok fraksi
BBEA diuji aktivitas antioksidannya untuk mengetahui nilai 1Cso dan kemudian

ditentukan kelompok fraksi yang paling aktif untuk dilakukan isolasi senyawa.

Tabel 5.2. Data uji fitokimia daun sembung

. .. Ekstrak

No. Uji Fitokimia Reagen Uji BEBM1 | BBH | BBEA
1. Dragendorf + - +
Alkaloid Mayer + - +
Wagner + - +
2. Fenolik FeCk + - +
3. Flavonoid Mg + HCI + - +
4. Saponin Air dan dikocok + - +
5. Steroid Liebermann-Burchard + + +
6 Terpenoid Liebermann-Burchard + + +

Keterangan: (+) : Positif mengandung metabolit sekunder
(-) : Negatif mengandung metabolit sekunder

Sumber : Karnila, 1., 2019
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Tabel 5.3. Data kelompok fraksi BBEA

Kelompok Fraksi

Tabung Fraksi

Berat Fraksi

Warna Fraksi

(mg)

F1 1-15 278 Kuning

F2 16-25 210 Kuning Kehijauan
F3 26-35 170 Kuning Kehijauan
F4 36-45 202 Hijau

F5 46-85 1699 Hijau

F6 86-100 2617 Hijau

F7 101-105 700 Hijau

F8 106-124 242 Hijau

F9 125-139 166 Hijau

F10 140-180 576 Hijau

Gambar 5.5. KLT BBEA F1-F10 di bawah lampu UV 254 nm

Eluen: n-Heksana — Etil Asetat (3:1)

BBEA F1

F2

| L
F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

Gambar 5.6. KLT BBEA F1-F10 dengan reagen vanilin sulfat
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54 Isolasi Fraksi Ekstrak Etil Asetat Daun Sembung

Isolasi senyawa dari ekstrak etil asetat daun sembung ditentukan dengan
cara menentukan aktivitas antioksidan yang paling kuat dari setiap kelompok
fraksi untuk mengetahui senyawa di kelompok fraksi keberapa yang paling aktif.
Berdasarkan data hasil uji aktivitas antioksidan pada Tabel 5.5.dapat dilihat
bahwa kelompok fraksi yang paling aktif adalah BBEA F10 dengan nilai ICso
sebesar 8,70. Oleh karena itu, dilakukan isolasi senyawa aktif dari kelompok
fraksi 10 ini. Isolasi dilakukan menggunakan metode pemisahan kromatografi
kolom dengan diameter kolom sebesar 1 cm dan panjang kolom 60 cm. Sebanyak
570 mg ekstrak BBEA F10 dipreparasi dengan 2 g silika dimasukkan kedalam
kolom yang telah diisi dengan 8 g silika dan telah dipreparasi dengan n-heksana
untuk proses packing kolom. Setelah esktrak dimasukkan, eluen ditambahkan
kedalam kolom.Eluen yang digunakan adalah Kkloroform-etil asetat dengan
perbandingan 4:1. Senyawa yang diincar pada proses isolasi ini adalah senyawa
dengan noda kuning teratas yang terlinat pada plat KLT di Gambar 4.7 yang
diperkirakan merupakan senyawa paling aktif yang ada di ektrak etil asetat daun
sembung. Hasil elusi dengan perbandingan 4:1 tertampung sebanyak 42 tabung
dengan volume masing-masing tabung sekitar 2 mL.Warna dari eluat yang
tertampung adalah kuning pudar yang bening.

Eluen: Kloroform — Etil Asetat (4:1)

F10 1 5 10 15 20 25 30 3 40 45

—

Gambar 5.7. KLT eluat subfraksi BBEA F10 dengan reagen vanilin sulfat
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Eluat yang telah tertampung ditotolkan pada plat KLT untuk melihat pola
noda subfraksi dan menentukan kelompok subfraksi. Hasilnya didapatkan 3
kelompok subfraksi seperti yang ditunjukkan pada Tabel 5.4. Kemudian subfraksi
dikeringkan dan didapatkan sebanyak 150 mg ekstrak subfraksi 1. Dikarenakan
pola noda plat KLT sub fraksi 1 lebih banyak mengandung senyawa golongan
flavonoid vyaitu noda kuning dengan Rf paling tinggi yang diduga merupakan
senyawa aktif pada ekstra etil asetat, maka dilakukan pemisahan dengan

merekromatografi subfraksi 1.

Tabel 5.4. Pengelompokan subfraksi BBEA

Kelompok Tabun Berat Subfraksi .
subfraﬁsi Subfrakqsi (mg) \Wama Subfrakst
BBEA F10.1 15-43 150 Kuning kehijauan
BBEA F10.2 44-51 24 Kuning kehijauan
BBEA F10.3 52-65 53 Kuning kehijauan

5.5 Rekromatografi Fraksi F10.1

Rekromatografi fraksi F10.1 sebanyak 150 mg (hijau kekuningan)
dilakukan karena merupakan kelompok subfraksi yang paling banyak dengan nilai
Rf tertinggi dibandingkan dengan 2 kelompok subfraksi lainnya. Kolom yang
digunakan pada isolasi ini adalah kolom dengan diameter 1 c¢cm dan panjang 60
cm. Sebanyak 1 g silika dipreparasi dengan ekstrak dan dimasukkan kedalam
kolom vyang telah dipacking dengan 13 g silika. Ekstrak dalam kolom
kromatografi dielusi dengan eluen kloroform-etil asetat dengan perbandingan 5:1.
Dengan perlakuan ini diharapkan senyawa pada F10.1 dapat terpisah. Hasil dari
rekromatografi ini berhasil mendapatkan noda tunggal berwarna kuning dan
diduga golongan senyawa flavonoid. Eluat tertampung sebanyak 17 tabung reaksi
yang masing-masing tabung menampung sekitar 1 mL eluat. Noda kuning muncul
pada plat KLT yang telah ditotolkan eluat dari tiap tabung. Noda ini memiliki
nilai Rf sebesar 0,409. Eluat tertampung sebanyak 17 tabung reaksi yang masing-
masing tabung menampung sekitar 1 mL eluat. Kemudian dielusi dengan eluen

yang sama dan disemprotkan dengan vanilin sulfat yang terlihat pada Gambar 5.8.

22




Sebelum disemprot dengan reagen vanillin sulfat, plat KLT dilihat dibawah sinar
UV, berdasarkan hasil dari pengelihatan dibawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm seperti pada Gambar 5.9. terlihat bahwa ada noda tunggal

yang bulat pada plat KLT yang telah dielusi.

Gambar 5.8. KLT sub-subfraksi BBEA F10 di bawah lampu UV pada A 254 nm

Eluen: Kloroform - Etil Asetat (5:1)

FI0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Gambar 5.9. KLT eluat sub-subfraksi BBEA F10 setelah disemprot vanilin sulfat




Gambar 5.10. Plat KLT 2 dimensi isolat murni elusi pertama (a) dan elusi kedua
(b) di bawah lampu UV, A254 nm

Eluen: Klorofovrm — Etil asetat (5:1)

B

Gambar 5.11. Plat KLT 2 dimensi isolat murni setelah elusi kedua dan perlakuan
dengan reagen vanillin sulfat

Eluat dari 17 tabung ini disatukan dan ditotolkan pada plat KLT 2 dimensi
yang berukuran 6x6 cm dan diberi garis batas 1 c¢cm dari tiap pinggiran plat. Plat
yang telah ditotolkan ini dielusi dengan eluen kloroform-etil asetat dengan
perbandingan 5:1, setelah dielusi plat diletakkan di bawah lampu UV untuk
melihat pola noda. Pola noda yang terbentuk ini (Gambar 5.10 (a)) ditandai
dengan pensil untuk mengetahui posisi awal noda pada elusi pertama. Kemudian
plat kembali dielusi dengan eluen yang sama dari sisi Kiri plat awal, setelah itu
kembali dilihat di bawah lampu UV (Gambar 5.10 (b)) dan noda yang terlihat
kembali ditandai dengan pensil. Berdasarkan hasil pengamatan di bawah lampu
UV ini, dapat dilihat bahwa hanya satu noda yang ada pada plat KLT 2 dimensi
ini, baik pada elusi pertama dan elusi kedua. Plat KLT isolat murni ini disemprot
dengan reagen vanillin sulfat untuk melihat warna noda karena tanpa reagen
penampak noda, plat hanya akan terlihat berwarna putin dan tidak menunjukkan
adanya komponen senyawa. Hasil perlakuan dengan reagen vanillin sulfat juga
menunjukkan hanya ada 1 titik noda berwarna kuning pada plat (Gambar 5.11).
Hasil KLT di bawah lampu UV dan reagen vanillin sulfat menunjukkan bahwa

isolasi metabolit sekunder pada eksrak etil asetat daun sembung telah berhasil
mendapatkan isolat murni.
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5.6 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak BBEA dan Kelompok Fraksinya
dengan Metode DPPH
Ekstrak BBEA memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi (Thach et al,

2017) dan diperkirakan kelompok fraksi dari BBEA juga memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi yang dapat dilihat dari nilai ICsonya, oleh karena itu
dilakukan uji aktivitas antioksidan ekstrak BBEA dan kelompok fraksinya.Metode
pengujian antioksidan ekstrak BBEA mengikuti prosedur Ginting et al (2019)
dengan 4 variasi konsentrasi.Pengujian dilakukan dengan mengukur absorbansi
dari tiap sampel uji yang telah dipreparasi dengan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis. Dari data absorbansi yang didapat selanjutnya ditentukan %inhibisi dan
kemudian didapatkan persamaan regresi dengan mambuat kurva konsentrasi pada
absis (sumbu x) dan nilai %inhibisi pada ordinat (sumbu y), selanjutnya nilai ICso
dapat ditentukan dari persamaan tersebut.Hasil uji aktivitas antioksidan tertera
pada Tabel 5.5. Berdasarkan data 1Cso pada Tabel 5.5.dapat dilihat bahawa ekstrak
BBEA memiliki aktivitas antioksidan yang kuat karena nilai 1Cso nya dibawah 50,
yaitu 14,81, seperti penjelasan oleh Mastura dkk. (2019) serta Aloanis dan
Karundeng (2019) vyaitu semakin kecil nilai I1Cso berarti semakin tinggi aktivitas
antioksidan.Secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat
kuat jika nilai ICso kurang dari 50 ppm (ICso < 50 ppm), kuat (50 ppm < 1Cso< 100
ppm), sedang (100 ppm < ICso< 150 ppm), lemah (150 ppm < ICs0< 200 ppm),
dan sangat lemah (ICs0> 200 ppm).

Nilai 1Cs0 yang lemah menuju sedang ditunjukkan oleh BBEA F4, BBEA
F1, BBEA F2, dan BBEA F3 yang nilai ICsonya diantara 189 sampai 108.
Aktivitas antioksidan yang lemah ini diperkirakan karena kelompok fraksi F1, F2,
F3, F4 dan F5 merupakan senyawa-senyawa yang bersifat non-polar karena
termasuk kelompok fraksi awal hasil pemisahan dengan kromatografi kolom yang
dielusi menggunakan pelarut nonpolar, yaitu n-heksana - etil asetat dengan
perbandingan pelarut non-polar lebin banyak. Oleh karena itu, aktivitas
antioksidannya  kecil karena  senyawa-senyawa yang memiliki  aktivitas
antioksidan seperti flavonoid atau fenolik tidak termasuk kedalamnya.Sedangkan

aktivitas antioksidan yang termasuk kuat dan sangat kuat ditunjukkan oleh
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kelompok fraksi F7, F8, F9, F6 dan F10 secara berturut-turut dengan nilai I1Cso
diantara 8 sampai 95. Diantara semua hasil uji, dapat dilihat bahwa kelompok
fraksi yang memiliki aktivitas antioksidan yang paling kuat adalah BBEA F10
dengan nilai 1Cso paling rendah, yaitu 8,7 dan hanya fraksi ini yang memiliki nilai
ICso dibawah nilai ekstrak BBEA.

Kelompok fraksi selain BBEA F10 memiliki nilai ICso yang lebih besar
daripada ekstrak BBEA diperkirakan karena adanya sifat pengaktivasi senyawa
pada BBEA vyang maksudnya senyawa tersebut bersifat lebih aktif untuk
menangkal radikal jika tidak mengalami pemisahan karena senyawa lain yang
sudah terpisah tersebut mampu membantu senyawa antioksidan untuk berkerja
lebih kuat. Sebagai kontrol positif ternadap kemampuan ekstrak yang mampu
menangkal radikal DPPH, maka digunakanlah asam askorbat yang telah diketahui
sebagai salah satu senyawa yang mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi
(Egra dkk., 2018). Nilai ICso dari asam askorbat yang didapatkan pada penelitian
ini adalah 0,12.
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Tabel 5.5. Data uji aktivitas antioksidan ekstrak BBEA dan kelompok fraksi

sampel Konsentrasi | Absorbasi | Absorbansi % 1Cso

P (ppm) Sampel DPPH Inhibisi (ppm)
100 0,290 70,58
50 0,309 67,91

BBEA 25 0,387 59,85 14,81
6,25 0,597 38,04
100 0,583 39,46
50 0,737 23,47

BBEA F1 5 0,844 12,32 158,24
6,25 0,740 23,12
100 0,609 36,73
50 0,737 23,43

BBEA F2 o5 0844 12.32 133,14
6,25 0,937 2,84
100 0,536 44 .31
50 0,649 32,57

BBEA F3 oC 0673 3015 108,33
6,25 0,895 7,06
100 0,625 35,06
50 0,705 26,79

BBEA F4 o5 0,755 21.63 188,58
6,25 0,774 19,63
100 0,450 0,963 53,26
50 0,664 30,97

BBEA F5 25 0.713 2593 94,19
6,25 0,785 18,52
100 0,112 88,34
50 0,113 88,23

BBEA F6 25 0,250 74,04 42,99
6,25 1,354 -40,60
100 0,257 73,28
50 0,692 28,18

BBEA F7 o5 0.997 23.60 75,76
6,25 1,330 -38,18
100 0,358 62,82
50 0,181 81,21

BBEA F8 o5 0,934 3.07 65,40
6,25 1,174 -21,91
100 0,117 87,85
50 0,359 62,72

BBEA F9 25 0,566 41.23 95,26
6,25 1,329 -37,97

BBEA F10 100 0,060 93,66 8,70
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50 0,053 94,44

25 0,059 93,79

6,25 0,831 12,25

15 0,029 96,95

Asam 12 0,051 94,67

Askorbat 9 0,113 88,30 0,12

6 0,231 75,98

3 0,455 52,71

Uji Sitotoksik BBEA dan Kelompok Fraksinya dengan Metode BSLT

Metode pengujian BSLT ini didasarkan pada bahan aktif dari tumbuhan
yang bersifat toksik dan mampu membunuh larva udang Artemia salina yang
digunakan sebagai hewan uji. Tumbuhan yang memiliki aktivitas antioksidan
yang kuat yang ditunjukkan dari nilai ICso yang rendah juga memungkinkan
memiliki sifat antikanker yang dapat diuji dengan metode BSLT (Rohmah dkk.,
2019). Oleh karena data uji antioksidan dari ekstrak etil asetat daun sembung
memiliki nilai 1Cso yang rendah pada penelitian ini dan hasil penelitian lainnya,
maka dilakukanlah uji sitotoksik ekstrak BBEA beserta 10 kelompok fraksinya
untuk melihat aktivitas antikanker yang dimiliki ekstrak. Konsentrasi uji yang
digunakan pada penelitian ini adalah 1000, 500 dan 250 ppm untuk ekstrak BBEA
dan BBH, sedangkan untuk kelompok fraksi digunakan konsentrasi 100, 50 dan
25 ppm dengan 3 kali pengulangan. Jumlah larva uji yang digunakan tiap tabung
uji adalah 10 ekor larva yang telah dinetaskan setelah 48 jam dalam ruang gelap
yang diberi lampu. Tiap sampel uji dimasukkan sebanyak 5 ml kedalam tabung uji
dan kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang. Selanjutnya, tabung-tabung yang
telah berisi sampel dan hewan uji disimpan kembali kedalam ruang gelap yang
diberi lampu dan ditunggu 24 jam untuk menghitung banyaknya hewan uji yang
mati.

Jumlah hewan uji yang mati dalam tabung sampel dinyatakan Po, dan
hewan uji yang mati pada kontrol dinyatakan dalam Pc. Jumlah hewan uji yang

mati pada kontrol di penelitian ini adalah nol, yang artinya tidak ada hewan uji
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yang mati pada kontrol. Selanjutnya dilakukan analisis probit dengan menentukan
nilai probit kematian terkoreksi yang dilambangkan dengan P:, dan nilai probit
empiris atau Pe ditentukan dari nilai Py yang dilihat pada tabel analisis probit.
Hasil analisi probit dan LCso dapat dilihat pada Tabel 5.6. Hasil yang diperoleh
dihitung sebagai nilai LCso (lethal concentration) ekstrak uji, yaitu konsentrasi
ekstrak uji yang dapat menyebabkan kematian larva udang sejumlah 50% setelah
masa inkubasi 24 jam (Jelita dkk., 2020). Sifat toksisitas suatu sampel dinyatakan
aktif apabila nilai LCso dai ekstrak kurang dari 1000 ppm. Sampel ekstrak BBEA
menunjukkan nilai LCso yang lebih dari 1000 ppm, hal ini menunjukkan bahwa
sifat toksititas dari sampel tersebut aktif. Menurut Jelita dkk. (2020), larva udang
memiliki karakteristik yang sensitif dan akan mati apabila zat atau senyawa asing
tersebut bersifat toksik. Oleh karena itu, pemilihan konsentrasi uji untuk ekstrak
dan fraksi berbeda. Nilai LCso BBEA paling besar dibandingkan dengan BBM1
dan BBH, hal ini berarti toksisitas dari BBEA yang paling kecil diantara tiga
ekstrak. Sedangkan untuk kelompok fraksi, nilai LCso yang didapatkan berada di
bawah angka 100 ppm, dengan data LCso paling aktif adalah kelompok fraksi
BBEA F8 vyaitu 15,08 ppm. Nilai LCso tertinggi dari kelompok fraksi adalah
BBEA F10 yaitu 56,16 ppm. Hal ini berarti sifat toksisitas paling tinggi diantara
semua kelompok fraksi adalah pada BBEA F8, dan sifat toksisitas paling rendah
aktivitasnya adalah pada BBEA F10. Hasil ini menunjukkan bahwa senyawa yang
memiliki aktivitas sitotoksi terkandung lebin banyak dalam kelompok fraksi
BBEA F8 dan paling sedikit pada BBEA F10. Sedangkan BBEA menunjukkan
nilai LCso yang lebih dari 1000 ppm yang artinya BBEA tidak aktif bila langsung
digunakan untuk merusak sel yang diuji, sehingga perlu dilakukan pemisahan
ekstrak untuk mendapatkan kelompok fraksi agar aktivitas sitotoksiknya
meningkat.
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Tabel 5.6. Data uji toksisitas dengan metode BSLT

_ Jumlar_l_ Jumlah larva Rata—raga

Sampel Konsentrasi | larva uji uji yang mati larva uji Pt p LCso

(ppm) awal (ekor) yang mati | (%) ¢
(ekor) (ekor)

1000 10 10 | 10 | 10 10 100 | 8,09

BBM1 500 6 8 8 73 73 | 561 | 3197
250 5 2 4 3,7 37 | 464
1000 10 10 9 9 93 93 | 648

BBH 500 6 8 7 7 70 | 552 | 2517
250 5 5 6 53 53 | 5,08
1000 10 6 5 5 53 53 | 5,05

BBEA 500 3 2 2 23 23 42 | 1083
250 2 2 1 16 16 | 4,01
100 10 10| 9 | 10 9,7 97 | 6,88

BBEA F1 50 8 8 9 83 83 | 595 | 16,02
25 7 7 7 70 70 | 552
100 10 9 8 8 83 83 | 595

BBEA F2 50 5 4 5 4,7 47 | 492 | 3820
25 3 5 5 43 43 48
100 10 8 8 7 7,7 77 | 5,74

BBEAF3 50 5 4 5 4,7 47 | 492 | 49,15
25 4 3 1 2,7 27 | 439
100 10 9 1]10] 8 9,0 90 | 6,28

BBEA F4 50 8 6 6 6,7 67 | 544 | 20,66
25 5 6 7 6,0 60 | 525
100 10 5 7 9 70 70 | 552

BBEA F5 50 5 6 5 53 53 | 508 | 4317
25 5 5 1 3,7 37 | 467
100 10 10 9 8 9,0 90 | 6,28

BBEA F6 50 6 9 8 7,7 77 | 574 | 1984
25 7 5 5 57 57 | 518
100 10 8 7 7 73 73 | 561

BBEA F7 50 5 6 6 57 57 | 518 | 31,08
25 4 5 5 4.7 47 | 492
100 10 8 9 7 8,0 80 | 584

BBEA F8 50 6 7 7 6,7 67 | 544 | 1509
25 6 5 7 6,0 60 | 525
100 10 7 6 7 6,7 67 | 544

BBEA F9 50 7 5 7 6,3 63 | 533 | 22,27
25 4 4 7 50 50 5
100 10 8 7 8 7,7 77 | 5,74

e 50 5| 45 47 47 | 492 | 5616
25 2 1 1 13 13 | 387

Keterangan : P, : Probit Terkoreksi

P : Probit Empiris
LCs, : Median Lethal Consentration
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan terhadap ekstrak etil asetat daun

sembung (Blumea balsamifera L.) dapat disimpulkan bahwa:

1. Pemisahan ekstrak etil asetat daun sembung dengan metode kromatografi kolom
diperoleh 10 kelompok fraksi BBEA F1- BBEA F10 dengan kelompok fraksi
paling aktif antioksidan adalah BBEA F10 dengan nilai 1C 8,70 ppm

2. Hasil uji aktivitas sitotoksik fraksi BBEA 1-BBEA 10 diperoleh fraksi yang
mempunyai aktivitas sitotoksik yang tinggi adalah BBEA F10 dengan nilai
LCs015,08 ppm.

3. Hasil rekromatografi BBEA F10 diperoleh noda tunggal berwarna kuning
setelah disemprot dengan reagen vanilin sulfat pada plat KLT 2 dimensi,

menunjukkan kelompok golongan flavonoid.

6.2 Saran

Setelah diperoleh isolat murni maka diharapkan dilakukan penentuan
struktur terhadap isolat murni tersebut dengan spektroskopi IR, UV, NMR dua
dimensi dan MS dan penentuan aktivitas antikanker dari isolat murni tersebut.
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antibakteri dan antifungi

Dikti

62.000.000

2016

Identifikasi dan elusidasi struktur
senyawa dari ekstrak daun galinggang
(Casia alata L.) yang bersifat sebagai
antibakteri dan antifungi

Dikti

60.000.000

2016

Potensi antikanker ekstrak kulit akar
biduri (Calotropis gigantea) yang
berasal dari Aceh

Dikti

50.000.000
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D. Pengalaman Pengabdian Kepada Masyarakat Dalam 5 Tahun Terakhir

No.

Tahun

Judul Pengabdian Masyarakat

Pendanaan

Sumber* | Jml (Juta Rp)

2011

Ceramah Tentang Malaria dan
Permasalahannya serta Cara
Pencegahannya Untuk Kalangan Apoteker
se Kota Madya Banda Aceh

2012

Pengobatan Massal di Kecamatan
Kutabaro Kabupaten Aceh Besar

2012

Matrikulasi Program Studi Magister 1imu
Keperawatan PPs Unsyiah Tahun
Akademik 2012/2013

2013

Pelatihan Racik Obat dan Baca Resep

2013

Pengobatan Spesialistik di Kecamatan
Indrapuri Kabupaten Aceh Besar

2013

Matrikulasi Program Studi Magister 1imu
Keperawatan PPs Unsyiah Tahun
Akademik 2013/2014

2013

Penyuluhan Tentang Obat pada kegiatan
AKMK di Kecamatan Lhong Aceh Besar

2014

Pengobatan spesialistik massal di
Kabupaten Pidie

2014

Tenaga medis pengobatan spesialistik
massal di Takengon Aceh Tengah

10.

2015

IbM Kemandirian ibu pada pengelolaan
kesehatan dan pembentukan kreativitas
anak di desa Pasheu Beutong Kecamatan
Darul Imarah, Aceh Besar

PNBP 35.000.000

E. Pengalaman Penulisan Artikel llmiah Dalam Jurmnal Dalam 5 Tahun

Terakhir

No Judul Artikel Illimiah Volume / Nama Jurnal
Nomor/Tahun

1 Cytoxic bioactive compounds | Vol. 8/Issue 9/2016 International Journal of

from Calotropis gigantea stem

bark

Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences

Cytotoxic potential of n-hexane | Vol. 1/Issue 1/2016

extract of Calotropis gigantea
L. leaves

Int. J. Trop. Vet. Biomed.
Res.
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F. Pengalaman Penyampaian Makalah Secara Oral Pada
Pertemuan/Seminar llmiah Dalam 5 Tahun Terakhir

Nama Pertemuan

No limiah / Seminar Judul Artikel Waktu dan Tempat
PITNAS I Perhimpunan 'Ss’o'as' din. " '?rf‘kte”zas! 8  Mei 2011
1. | Farmasi Kedokteran enyawa ntmikrobia AT Universitas~~ Kristen
Indonesia Ekstrak - Daun Eclipta Alba L. Maranatha, Bandun
Hassk ' g
Annual International Expression and The Release of | 30 November 2011
2. | Conference (AIC) Syiah IL-18 profile in Major Organs of | Unsyiah, Darussalam
Kuala University 2011 Malaria- infected Mice Banda Aceh
The 2nd Annual Antibacterial activity of | 24 November 2012
International Conference secondary metabolite compounds | Unsyiah, Darussalam
3. from leaf of Eclipta alba L. | Banda Aceh
Hassk
Aceh International | Cytotoxic ~ Activities from Stem | 14 September 2013
4. | Pharmacy Conference Bark Extracts of Calotropis | Unsyiah, Darussalam
gigantea L. Banda Aceh
The 3rd Annual Administration of
International Conference Dydrogesterone in first trimester | 4  Oktober 2013
5. | Syiah Kuala University of pregnancy will increase the Unsyiah, Darussalam
2013 level of PIGF (Placental Growth | Banda Aceh
Factor)
The 3rd Annual The uterine rupture and bladder
International Conference rupture on A pregnant mother | 4  Oktober 2013
6. | Syiah Kuala University with previous cesarean section | Unsyiah, Darussalam
2013 after partum management on| Banda Aceh
midwife
7. Slmp93|um SC|ent|f|c_ Farmako'ge.rgpl untuk  Vaginitis 30 November 2013
Meeting New Perspectives | dan Servisitis Th
. e Pade Hotel
In Sexually Transmitted Banda Aceh
Infection”
8. | Aceh Veterinary Cytotoxic activities of n-hexane
International Seminar extract of Calotropis gigantea L. | 12-13 Oktober 2015
(AVIS) 2015 Leaves
7th Annual International Acute Toxicity Evaluation of
9. | Conference (AIC) Syiah Methanol Extracts from Root| 18-20 Oktober 2017
Kuala University 2017 Bark of Calotropis gigantean
1st Syiah Kuala Appropriate  administration  of
10. | International Conference antibiotics on children 11-12  Mei 2017
on Medical and Health Banda Aceh

Sciences
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1st Syiah Kuala

In vivo antihyperglicemic agent

11. | International Conference evaluation in mice 11-12  Mei 2017
on Medical and Health Banda Aceh
Sciences

12. | 2nd Syiah Kuala Antibacterial activity of methanol
International Conference extract of Calotropis gigantea | 7-8 September 2018
on Medical and Health flowers from Aceh Banda Aceh
Sciences

G. Pengalaman Penulisan Buku Dalam 5 Tahun Terakhir
No Judul Buku Tahun Jurmiah Penerbit
Halaman
1 Buku Panduan Tutorial Blok 8 Fakultas Kedokteran
. 2011 81 .
Kardiovakular Unsyiah

2 limu Kedokteran Dasar 2011 110 PSKG FK Unsyiah

3 Buku Panduan Tutorial Blok 16 [ 2013 63 Fakultas Kedokteran
Research 1 Unsyiah

4 Penuntun Praktikum 2013 54 Prodi Farmasi FMIPA
Farmakologi Unsyiah

5. | Buku Panduan Tutorial Blok 16 2015 60 Fakultas Kedokteran
Research 11 Unsyiah

6. | Modul Kegiatan Praktikum 2016 51 Fakultas Kedokteran
Farmakologi Unsyiah

H. Pengalaman Perolehan HKI Dalam 5 — 10 Tahun Terakhir
No Judul/Tema HKI Tahun Jenis Nomor P/ID
1 - - - -

I. Pengalaman Merumuskan Kebijakan Publik/Rekayasa Sosial Lainnya
Dalam 5 Tahun Terakhir

Judul/Tema/Jenis Rekayasa

. . Tempat Respon
No Sosial Lalpnya yang Telah Tahun Penerapan Masyarakat
Diterapkan
1 - - - -
2
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J. Penghargaan yang Pernah Diraih Dalam 10 Tahun Terakhir (dari

pemerintah, asosiasiatau institusi lainnya)

. Institusi Pemberi
No Jenis Penghargaan Penghargaan Tahun
1 | Satyalancana Karya Satya XXX Tahun Presiden RI 2013

Semua data yang saya isikan dan tercantum dalam biodata ini adalah benar dan

dapat dipertanggungjawabkan secara hukum. Apabila di kemudian hari ternyata

dijumpai ketidaksesuaian dengan kenyataan, saya sanggup menerima sanksi.

Demikian biodata ini saya buat dengan sebenarnya untuk memenuhi salah satu

persyaratan untuk usulan Penelitian Lektor Kepala tahun anggaran 2020.
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(Dr. Kartini Hasballah, MS., Apt)
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