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Pasal 1
Pihak Pertama menugaskan Pihak Kedua untuk melaksanakan Penelitian atas nama
Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat Universitas Tarumanagara
dengan judul “Uji Fitokimia, Kapasitas Antioksidan Uji Toksisitas dan Analisa KLT
Ekstrak Buah Acaiberry (Euterpe oleracea), Buah Ciplukan (Physalis angulata Linn)
dan Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera L)”
Biaya pelaksanaan penelitian sebagaimana dimaksud ayat (1) diatas dibebankan kepada
Pihak Pertama melalui anggaran Universitas Tarumanagara.
Besaran biaya pelaksanaan yangdiberikan kepada Pihak Kedua sebesar Rp 21.000.000,-
(dua puluh satu juta rupiah), diberikan dalam 2 (dua) tahap masing-masing sebesar 50%.
Pencairan biaya pelaksanaan Tahap | akan diberikan setelah penandatanganan
Perjanjian Pelaksanaan Penelitian.
Pencairan biaya pelaksanaan Tahap |l akan diberikan setelah Pihak Kedua
melaksanakan Penelitian, mengumpulkan:

a. Hard copy berupa laporan akhir sebanyak 5 (lima) eksemplar, logbook?2 (dua) eksemplar,
laporan pertanggungjawaban keuangan sebanyak?2 (dua) eksemplar, draft artikel ilmiah
sebanyak 1 (satu) eksemplar; dan

b. Softcopy laporan akhir, logbook, laporan pertanggungjawaban keuangan, dan draft
artikel ilmiah dalam bentuk CD sebanyak 2 (dua) keping.

JI. Letjen S, Parman No.1, Jokarta 11440 . -
) : @Unts v - i
P: 021-5671747 (hunting) www.unmr.ac,ad Untarjakana u,g.l,ht.arlakarta humas@untar.ac.m

F: 021-56958738, 5604473



©)

).

(1).
(2).

(2).
.
3)

@.
().

(2).
(2).

(3).
(4)-
(5).
(6).

Rincian biaya pelaksanaan sebagaimana dimaksud dalam ayat (3) terlampir dalam
Lampiran Rencana Penggunaan Biaya dan Rekapitulasi Penggunaan Biaya yang
merupakan bagian yang tidak terpisahkan dalam perjanjian ini.

Penggunaan biaya penelitian oleh Pihak Kedua wajib memperhatikan hal-hal sebagai
berikut:

a. Tidak melampaui batas biaya tiap pos anggaran yang telah ditetapkan; dan

b. Peralatan yang dibeli dengan anggaran biaya penelitian menjadi milik Lembaga

Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat.
Daftar peralatan sebagaimana dimaksud pada ayat (7) diatas wajib diserahkan oleh
Pihak Kedua kepada Pihak Pertama selambat-lambatnya 1 (satu) bulan setelah
penelitian selesai.
Pasal 2

Pelaksanaan kegiatan Penelitian akan dilakukan oleh Pihak Kedua sesuai dengan
proposal yang telah disetujui dan mendapatkan pembiayaan dari Pihak Pertama.
Pelaksanaan kegiatan penelitian sebagaimana dimaksud dalam ayat (1) dilakukan dalam
Periode I, terhitung sejak Januari-Desember 2020

Pasal 3
Pihak Pertama mengadakan kegiatan monitoring dan evaluasi terhadap pelaksanaan
penelitian yang dilakukan oleh Pihak Kedua.
Pihak Kedua diwajibkan mengikuti kegiatan monitoring dan evaluasi sesuai dengan
jadwal yang ditetapkan oleh Pihak Pertama.
Sebelum pelaksanaan monitoring dan evaluasi, Pihak Kedua wajib mengisi lembar
monitoring dan evaluasi serta melampirkan laporan kemajuan pelaksanaan penelitian
dan logbook.
Laporan Kemajuan disusun oleh Pihak Kedua sesuai dengan Panduan Penelitian yang
telah ditetapkan Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat.
Lembar monitoring dan evaluasi, laporan kemajuan dan logbook diserahkan kepada
Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat sesuai dengan batas waktu
yang ditetapkan.

Pasal 4
Pihak Kedua wajib mengumpulkan Laporan Akhir, Logbook, Laporan
Pertanggungjawaban Keuangan, dan luaran/draf luaran.
Laporan Akhir disusun oleh Pihak Kedua sesuai dengan Panduan Penelitian yang telah
ditetapkan Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat.
Logbook yang dikumpulkan memuat secara rinci tahapan kegiatan yang telah dilakukan
oleh Pihak Kedua dalam pelaksanaan Penelitian.
Laporan Pertanggungjawaban yang dikumpulkan Pihak Kedua memuat secara rinci
penggunaan biaya pelaksanaan Penelitian yang disertai dengan bukti-bukti.
Batas waktu pengumpulan Laporan Akhir, Logbook, Laporan Pertanggungjawaban
Keuangan, dan luaran adalah Jurnal (Desember 2020)
Apabila Pihak Kedua tidakmengumpulkan Laporan Akhir, Logbook, Laporan
Pertanggungjawaban Keuangan, dan Luaran sebagaimana disebutkan dalam ayat (5),
maka Pihak Pertama akan memberikan sanksi.
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Sanksi sebagaimana dimaksud pada ayat (6) berupa proposal penelitian pada periode
berikutnya tidak akan diproses untuk mendapatkan pendanaan pembiayaan oleh
Lembaga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat.

Pasal 5
Dalam hal tertentu Pihak Kedua dapat meminta kepada Pihak Pertama untuk
memperpanjang batas waktu sebagaimana dimaksud pada Pasal 4 ayat (5) diatas
dengan disertai alasan-alasan yang dapat dipertanggungjawabkan.
Pihak Pertama berwenang memutuskan menerima atau menolak permohonan
sebagaimana dimaksud pada ayat (1).
Perpanjangan sebagaimana dimaksud pada ayat (1) hanya dapat diberikan 1 (satu) kali.

Pasal 6
Pihak Pertama berhak mempublikasikan ringkasan laporan penelitian yang dibuat Pihak
Kedua kedalam salah satu jurnal ilmiah yang terbit di lingkungan Universitas
Tarumanagara.
Pihak Kedua memegang Hak Cipta dan mendapatkan Honorarium atas penerbitan
ringkasan laporan penelitian sebagaimanad imaksud pada ayat (1)
Pihak Kedua wajib membuat poster penelitian yang sudah/sedang dilaksanakan, untuk
dipamerkan pada saat kegiatan Research Week tahun terkait.
Pihak Kedua wajib membuat artikel penelitian yang sudah dilaksanakan untuk diikut
sertakan dalam kegiatan International Multidiciplinary Research Conference on
Sustanaible Development (IMRCSD) yang diselenggarakan oleh Lembaga Penelitian dan
Pengabdian kepada Masyarakat.
Penggandaan dan publikasi dalam bentuk apapun atas hasil penelitian hanya dapat
dilakukan oleh Pihak Kedua setelah mendapatkan persetujuan tertulis dari Pihak
Pertama.

Pasal 7
Apabila terjadi perselisihan menyangkut pelaksanaan Penelitian ini, kedua belah pihak
sepakat untuk menyelesaikannya secara musyawarah.
Dalam hal musyawarah sebagaimana dimaksud pada ayat (1) tidak tercapai, keputusan
diserahkan kepada Pimpinan Universitas Tarumanagara.
Keputusan sebagaimana dimaksud dalam pasal ini bersifat final dan mengikat.

Demikian Perjanjian Pelaksanaan Penelitian ini dibuat dengan sebenar-benarnya pada hari,
tanggal dan bulan tersebut diatas dalam rangkap2 (dua), yang masing-masing mempunyai
kekuatan hukum yang sama.
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Jap Tji Beng, Ph.D.

Pihak Kedua
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RENCANA PENGGUNAAN BIAYA

(Rp)

Rencana Penggunan Biaya

Jumlah

Pelaksanaan penelitian

Rp

21.000.000,-

REKAPITULASI RENCANA PENGGUNAAN BIAYA

(Rp)
No. Pos Anggaran Tahap | Tahap Jumlah
1. Pelaksanaan penelitian 10.500.000,- | 10.500.000,- 21.000.000,-
Jumlah 10.500.000,- | 10.500.000,- 21.000.000,-
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NIDN/NIK: 0323085501 / 10381047
Ringkasan

Tumbuhan merupakan keanekaragaman hayati yang selalu ada di sekitar kita. Acaiberry
(Euterpe oleracea) merupakan tanaman yang berasal dari Amerika Selatan. Buah dari
tumbuhan ini disebut sebagai superfruit karena diyakini memiliki banyak manfaat didalam
bidang kesehatan. Acaiberry diyakini sebagai suplemen yang dapat memperlancar saluran
pencernaan, suplemen untuk menurunkan berat badan lebih cepat, mencegah penyakit
kardiovaskular, bersifat anti-inflamasi, antidepresan dan bisa mencegah risiko terjadinya
penyakit kanker. Ciplukan atau ceplukan (Physalis angulata L.) merupakan tanaman yang
tersebar luas di seluruh daerah tropis dan subtropis di dunia. Ciplukan (Physalis angulata L.)
memiliki manfaat sebagai antidiabetik. Batang, daun, dan akar dari Physalis angulata L.
secara tradisional di Indonesia telah digunakan sebagai obat antidiabetes dan ramuan akar juga
digunakan sebagai obat untuk postpartum, nyeri otot dan hepatitis. Ciplukan juga dapat
memperbaiki pencernaan, antiinflamasi, desinfektan, asma, batuk rejan, bronkitis, orkitis,
bisul, borok, kanker, tumor, leukemia dan kencing manis. Kurma (Phoenix dactylifera L.)
merupakan salah satu buah dengan kandungan gizi terlengkap, banyak mengandung energi
dari karbohidrat (glukosa, fruktosa), sedikit protein, dan lemak, serta lengkap dengan
kandungan vitamin dan mineral. Kandungan tanin dan magnesium di dalam kurma bersifat
anti infeksi dan anti inflamasi. Kurma ajwa (Phoenix dactylifera L.), diduga memiliki efek
penghambatan hepatoprotektif dan HCC. Penelitian ini bertujuan untuk melihat kapasitas
antioksidan dan toksisitas kedua tanaman tersebut. Penelitian ini perlu dikembangkan
mengingat banyaknya manfaat kedua tanaman tersebut untuk kehidupan. Pengujian terhadap
ekstrak metanol kedua tanaman yang akan dilakukan meliputi pengujian fitokimia, kapasitas
antioksidan dan toksisitas.

Kata kunci: Euterpe oleracea, Physalis angulata L, Phoenix dactylifera L. antioksidan,
toksisitas.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan merupakan keanekaragaman hayati yang selalu ada di sekitar Kkita.
Setiap daerah memiliki jenis tumbuhan yang berbeda beda terkait dengan faktor
biologis keadaan daerah tersebut. Tumbuhan memiliki peran yang sangat penting
bagi kelangsungan hidup manusia.

Euterpe oleracea yang dikenal sebagai buah Acaiberry berasal dari
Amerika Selatan. Buah ini sering disebut sebagai superfruit karena diyakini
memiliki banyak manfaat didalam bidang kesehatan. Acaiberry diyakini sebagai
suplemen yang dapat memperlancar saluran pencernaan, suplemen untuk
menurunkan berat badan lebih cepat, mencegah penyakit kardiovaskular, bersifat
anti-inflamasi, antidepresan dan bisa mencegah risiko terjadinya penyakit kanker.!

Ciplukan (Physalis angulate Linn) atau buah kecil yang tumbuh di negara
tropis maupun subtropis salah satunya Indonesia dikenal dengan berbagai nama
daerah seperti cecenetan (Sunda), nyurnyuran (Madura), dan kopok-kopokan (Bali)
dan lain-lain.? Daun ciplukan dapat digunakan sebagai obat anti diabetes melitus,
obat hipertensi, dan obat luka. Ciplukan dapat digunakan sebagai obat anti-
koagulan, anti-leukemia, antimutagenik, antiinflamasi, analgesik, antiseptik,
diauretik, imunostimulator, dan anti asma (di negara Columbia, Peru, dan negara
lainya).>* Ekstrak ciplukan mempunyai aktivitas yang kuat melawan beberapa tipe
sel kanker pada manusia dan hewan.®

Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera Linn) merupakan salah satu buah dengan
kandungan gizi terlengkap. Selain tinggi energi terutama karbohidrat (glukosa,
fruktosa), kurma juga mengandung mineral besi yang berperan dalam metabolisme
energi. Banyak produk alami termasuk kurma ajwa, diklaim memiliki efek
penghambatan hepatoprotektif dan HCC.

Beberapa penelitian lain telah membuktikan bahwa ketiga tumbuhan diatas
memiliki efek sitotoksik terhadap beberapa tipe sel kanker pada manusia seperti
Hepatoma, kanker serviks, kanker kolon dan kanker paru-paru.*®

Perkembangan kanker penyebab kerusakan DNA oksidatif, kanker dapat



terjadi akibat kelainan kromosom dan aktivasi onkogen yang mengikat stres
oksidatif.” Stres oksidatif disebabkan oleh ketidakseimbangan antara produksi dan
akumulasi spesies reaktif oksigen (ROS), stres oksidatif yang berlebih dapat
memicu suatu penyakit pada manusia karena melebihi kapasitas kemampuan tubuh.
Senyawa antioksidan mempunyai kemampuan mencegah oksidasi senyawa lain
dan juga dapat menetralisir radikal bebas yang di induksi karsinogenesis.®
Antioksidan merupakan senyawa yang mampu mencegah atau memperlambat
kerusakan makromolekul seperti asam nukleat, protein, dan lipid akibat reaksi
autooksidasi radikal bebas dalam proses oksidasi.*°

Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam jumlah
berlebih, sehingga jika terjadi paparan radikal berlebih maka tubuh membutuhan
antioksidan eksogen.'®! Oleh karena itu penggunaaan antioksidan alami menjadi
alternatif utama, misalnya dengan penggunaan buah Acaiberry, buah ciplukan dan
kurma ajwa yang memiliki aktivitas antioksidan.

Masyarakat Amazon bisanya menggunakan Acaiberry untuk obat-obatan
traditional dan juga dipercayai bisa digunakan untuk penyakit diare, penyakit
kuning, komplikasi kulit (jerawat), influenza , demam, dan infeksi parasit.'2

De Oliveira et.al, * menyatakan bahwa kandungan yang terdapat dalam
buah Acaiberry memiliki potensi untuk pengobatan penyakit neurodegeneratif
yang bersifat progresif dan mempengaruhi sistem saraf pusat seperti penyakit
Alzheimer dan penyakit Parkinson. Stratton et.al, menyatakan bahwa Acaiberry
juga dapat meningkatkan risiko terjadinya cholestasis jaundice.'*

Berdasarkan manfaat yang dimiliki oleh ketiga buah tersebut, peneliti
merasa perlu melakukan penelitian tentang kapasitas antioksidan dan toksisitas
buah tersebut sebagai sumber antioksidan alami untuk mencegah atau menghambat
kerusakan yang bisa menyebabkan penyakit akibat stres oksidatif. Penelitian ini

dilengkapi dengan skrining fitokimia.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang dapat dirumuskan beberapa masalah sebagai berikut.

1. Senyawa metabolit sekunder apa saja yang terkandung pada buah Acaiberry
(Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan Kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera Linn)?
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2. Apakah Acaiberry (Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan
Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera Linn) mempunyai kadar antioksidan yang
signifikan?

3. Apakah Acaiberry (Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan
Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera Linn) mempunyai sifat sitotoksik dengan
menggunakan teknik Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)?

1.3 Hipotesis Penelitian
Ekstrak buah Acaiberry, buah Ciplukan dan buah Kurma Ajwa mempunyai kadar
antioksidan yang cukup tinggi sehingga dapat menangkal radikal bebas dan

mempunyai sifat toksisitas terhadap sel kanker.

1.4 Tujuan Penelitian
1.4.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder, kapasitas antioksidan,
dan toksisitas ekstrak metanol dan kloroform buah Acaiberry (Euterpe Oleraceae),

Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera Linn).

142 Tujuan Khusus

1 Untuk mengetahui hasil uji fitokimia ekstrak metanol dan kloroform buah
Acaiberry (Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan Kurma
Ajwa (Phoenix dactylifera Linn).

2. Untuk mengetahui kapasitas antioksidan ekstrak metanol dan kloroform buah
Acaiberry (Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan Kurma
Ajwa (Phoenix dactylifera Linn).

3. Untuk mengetahui toksisitas ekstrak metanol dan kloroform buah Acaiberry
(Euterpe Oleraceae), Ciplukan (Physalis angulate Linn) dan Kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera Linn).
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1.5 Manfaat Penelitian
1. Menambah pengetahuan dan memberikan kontribusi di dalam bidang

kedokteran terutama bagian Biokimia dan Biologi Molekuler, sehingga
informasi tersebut dapat bermanfaat dan menjadi sumber referensi bagi

penelitian-penelitian selanjutnya.

2. Untuk menambah dan meningkatkan pengalaman penelitian dalam mengelola

suatu ilmu pengetahuan.

3. Masyarakat dapat mengetahui manfaat kekayaan alam buah Acaiberry (Euterpe
oleracea), buah ciplukan (Physalis angulate) dan Kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera Linn) dalam menunjang kesehatan dan mencegah penyakit akibat

stres oksidatif.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Acaiberry (Euterpe Oleraceae)

Gambar 2.1: Buah Acaiberry (Euterpe oleracea)

Euterpe oleracea atau biasa dikenal sebagai Acaiberry yang memiliki genus
Euterpe dan famili Aracaceae,'® merupakan tanaman berbentuk pohon palm yang
dapat di temukan di seluruh dataran Amazon. Spesies ini tumbuh di dataran berair
atau daerah rawa (lingkungan lembab dan tinggi intensitas cahaya). Tumbuhan
Acaiberry ini tumbuh bersama dengan tumbuhan palm lainnya. Produksi buah akan
dimulai saat tumbuhan berumur 3 tahun dan selebihnya akan menjadi lebih
produktif untuk 3 tahun berikutnya. Batang dari tumbuhan Acaiberry ini halus,
ramping dan berwarna keabu-abuan. Pada masa dewasa biasanya memiliki tinggi
10-15 meter dan berdiameter 12-18 cm. Dan pada bagian apex memiliki daun
sebanyak 9-15 daun. Daun yang sudah matur biasanya memiliki tangkai daun 20-
40 cm dengan panjang total 2-3.5 meter. Biasanya 6-11 daun akan terlepas (gugur
tiap tahunnya). Semakin banyak jumlah daun yang jatuh akan menggambarkan
produksi buah yang semakin banyak.

Buah Acaiberry berbentuk bulat, dengan diameter 1 sampai 2 cm dan
memiliki berat sebesar 0,8 sampai 2,3 gram. Buahnya terdiri dari inti dan daging
buah. Daging (pulp) dari buah ini mewaliki 5-15% volume buah, yang bervariasi

menurut kematangan buah tersebut. Setiap buah memiliki inti yang dikelilingi oleh



rumpun bulu berserat, yang dilapisi dengan kutikula berminyak yang tipis. Intinya
memiliki endosperma yang kecil dan padat serta perikardium yang kaya akan silika
namun mengandung sedikit lipid, protein dan pati. Saat masa pematangan,
endospermanya kaya akan selulosa, hemiselulosa, dan kristal inulin. Namun
sebelum matang ia kaya akan lipid. Buah berwarna hijau sebelum matang, namun
sesuai dengan varietas buahnya (hijau dan hitam) akan berubah warna semasa
dewasanya. Namun ragamnya yang paling banyak menjadi warna biru kemerah-
merahan. Ada atau tidak adanya senyawa antosianin pada buah akan mempengaruhi
perubahan warna buah saat mengalami kematangan.

Warna violet pada minuman Acaiberry di karenakan akibat tingginya
konsentrasi antosianin (senyawa antioksidan yang merupakan pigmen alami).
Antosianin termasuk dalam famili senyawa flavonoid, termasuk cyanidin-3 -
glucoside (C3G) dan cyanidin - 3 - rutinoside (C3R) dimana keduanya merupakan
unsur mayor dari senyawa fenolik. Ditemukan juga senyawa polyphenols pada buah
Acaiberry termasuk ferulic acid, epicathecin, gallic acid, protocatechin acid, (+)-
catechin, ellagic acid, vanilic acid, dan p-coumaric acid terdapat konsentrasi 17-
212 mg L. Pada tahun 2010, ditemukan juga senyawa vitexin dan quercetin pada
daging buah Acaiberry.

Bila dilihat dari sisi makrokomposisi gizi, buah Acaiberry memiliki
kandungan lipid yang signifikan mulai dari 40.7-60,4% dari dry matters (DM).
Buah Acaiberry juga mengandung 6.7-10.5% protein. Total dari kandungan gula
yang mudah di cerna sangatlah rendah dibandingkan dengan buah tropikal lainnya,
oleh karena itu buah Acaiberry alami tidak dapat dijadikan minuman yang cepat
menyediakan energi bagi yang mengonsumsinya. Namun, konsentrasi serat yang
dimiliki sangatlah tinggi berkisar 20,9-22,8% dari DM (unsur pokok kedua dari
Acaiberry) sehingga sangatlah direkomendasikan sebagai sumber serat yang sangat
baik dikonsumsi. Jumlah total dari a-tocopherol yang ditemukan pada Acaiberry
sangatlah tinggi, sehingga membuat buah ini kaya akan vitamin E. Acaiberry juga
memiliki profil kandungan asam lemak yang baik (49,72% asam oleat, 25,31%
asam palitik, dan 13,51% asam linoleat).

Buah Acaiberry ini telah menarik banyak perhatian secara International,

tidak hanya dari rasa eksotisnya, namun juga dari kandungannya yang sangat
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berefek positif dapat memberikan keuntungan pada kesehatan manusia. Acaiberry
yang kaya akan polyphenols terutama flavonoid, terbukti dapat menurunkan resiko

terkenanya penyakit kardiovaskuler dan penyakit degeneratif lainnya.®

Taksonomi Acaiberry (Euterpe oleracea) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Clade : Tracheophytes

Clade : Angiospermae

Clade : Monocots

Clade : Commelinids

Ordo : Commelinids

Famili : Arecaceae

Genus . Euterpe

Spesies : Euterpe oleracea Linn.a

2.2 Ciplukan (Physalis angulate Linn)

Gambar 2. 2 Ciplukan (Physalis angulate L.)

Tanaman Ciplukan (Physalis angulate Linn) merupakan tanaman obat yang berasal
dari Amerika dan saat ini tersebar luas diberbagai negara beriklim tropis salah
satunya Indonesia.> Tanaman ciplukan adalah jenis tanaman semak yang banyak
tumbuh secara liar dipinggir hutan dan sawah. Oleh karena itu, pembudidayaan
tanaman ciplukan masih sedikit dan dianggap sebagai tanaman pengganggu dan
kerap dibasmi oleh para petani di Indonesia.®

Buah Ciplukan (Physalis angulate) atau buah kecil yang juga dikenal
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dengan berbagai nama daerah seperti cecenet atau cecendetan (Sunda), nyurnyur
(Madura), kopok-kopokan (Bali) dan leletokan (Minahasa), dalam bahasa Inggris
dikenal dengan Cutleaf Groundcherry, Wild Tomato, dan lain-lain.? Buah berbentuk
lonceng berukuran antara 1,5-2 cm yang dilindungi cangkang oleh pembesaran
kelopak bunga ketika matang. Buah dalam kelopak yang menggelembung
membentuk telur berujung runcing berwarna hijau kekuningan, dengan rusuk
keunguan dan panjang sekitar 2-4 cm, tetapi bila sudah tua bewarna coklat, jika
buah telah masak berwarna kekuningan, dan rasa buahnya asam-asam manis.?
Ciplukan dari famili Solenaceace, merupakan tanaman liar yang dipercaya secara
turun temurun di Indonesia mulai dari daun, batang, buah, kulit, biji, sampai akar

dipercaya masyarakat sebagai obat tradisional.

Taksonomi Ciplukan (Physalis angulate Linn) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicoltyledonnae

Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Marga : Physalis

Spesies : Physalis angulate Linn.’

Tanaman Ciplukan (Physalis angulate) sebagai tanaman obat tradisional
memiliki berbagai manfaat dalam pencegahan dan penyembuhan berbagai
panyakit. Diketahui dari beberapa penelitian tentang efek dari Physalis angulate
dan komponennya dapat memperbaiki pencernaan, antiinflamasi, desinfektan,
asma, batuk rejan, bronchitis, orkitis, penyakit kulit (bisul dan borok), kanker,
tumor, leukemia dan diabetes melitus.'® Kandungan yang terdapat pada Physalis
angulate yang diisolasi dari akar, batang dan daun memiliki efek farmakologi
seperti  hepatoprotective, immunomodulatory, antibacterial, antifungal,
antiinflamatory, antitumor, cytotoxic acvtivity, insect-antifeedant dan
insectrepellent activities.'>%

Tanaman Ciplukan (Physalis angulate L) memiliki kandungan senyawa

seperti asam sitrat, Physalins terpen atau sterol, saponin, flavonoid, alkaloid dan
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terpenoid yang merupakan molekul semipolar yang dapat difraksinasi kloroform
dari ekstrak etanol 70%.%

Buah ciplukan (Physalis angulate) dapat memberikan efek antidiabetik
yaitu dengan menghambat enzim o- amylase dan a-glucosidase. Ditemukan
Withangulatin-A yang di isolasi dari fraksi buah Physalis angulate yang
mempunyai efek antidiabetik.?> Komponen lain yang terkandung dalam 100 g buah
ciplukan meliputi makronutrien seperti karbohidrat, lemak, protein dan untuk
mikronutriennya seperti serat, kalsium, fosfor, Fe, karoten, tiamin, riboflavin,
niasin dan vitamin C.1°

Kandungan pada bagian lain tumbuhan ciplukan (Physalis angulate) seperti
akar, daun memiliki fungsi yang tak kalah bermanfaat bagi aktivitas biologis
maupun farmakologis. Aqueous Extract from roots of Physalis angulate L (AEPa)
terbukti memiliki aktivitas antiinflamasi, immunomodulatory dengan cara jalur
inhibisi dan menggangu cyclooxygenase, proliferasi limfosit, dan TGF-B. Akar dan
daun dari Physalis angulate mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, Withanolide dan flavonoid. Penelitian secara in vivo pada daun Physalis
angulate menunjukan efek antidiabet yang mengacu pada senyawa aktif buah, yaitu

Physalins dan glikosida.®2

2.3. Kurma (Phoenix dactylifera L.)

Gambar 2. 3 Kurma (Phoenix dactylifera L.)
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Kurma (Phoenix dactylifera L.) adalah salah satu tanaman tertua yang tumbuh di
daerah Timur Tengah dan Afrika Selatan dan merupakan komoditi besar dan
tanaman yang penting di daerah tandus dan panas seperti Saudi Arabia, Mesir.?® Di
negara-negara ini, buah kurma biasa digunakan sebagai obat, kosmetik, dan
dikonsumsi . Sedangkan pohon dan bagian-bagiannya, seperti pelepah kurma, biasa
digunakan untuk kayu bakar maupun atap rumah.?* Selain di negara-negara
tersebut, kurma juga terkenal di Indonesia karena citarasanya yang manis, banyak
manfaatnya, dan tidak perlu repot bila ingin mengonsumsinya. Kurma ajwa

umumnya yang paling disukai karena rasanya yang manis dan memiliki tekstur yang
lembut.?

Taksonomi kurma (Phoenix dactylifera L.) dapat dilihat sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Subdivision : Spermatophytina

Class . Liliopsida

Order : Arecales

Family : Areaceae

Genus : Phoenix L.

Species : Phoenix dactylifera L.
2.4 Oksigen

Oksigen merupakan salah satu unsur kimia yang ditemukan di alam dengan peranan
yang sangat esensial bagi kelangsungan makhluk hidup di Bumi. Oksigen
merupakan unsur ketiga yang ditemukan berlimpah di alam semesta, setelah
hidrogen dan helium. Oksigen termasuk natural gaseous element dengan nomor
atom 8 dan berat atom 15,96. Unsur ini mampu bergabung dengan semua elemen,
kecuali fluor, untuk membentuk senyawa oksida, basa, anhidrida oksi, dan senyawa
lainnya.

Pada suhu kamar, oksigen hanya cukup aktif dengan sebagian besar zat.
Namun, pada suhu yang lebih tinggi, ia menjadi sangat aktif sehingga dianggap
sebagai salah satu agen kimia paling kuat. Dalam biologi, oksigen memainkan
peran penting dalam berbagai mekanisme Biokimia dan Fisiologis. Oksigen (O2)

adalah substrat penting dalam metabolisme seluler, bioenergi, dan pensinyalan dan
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dengan demikian terkait dengan kelangsungan hidup dan fungsi normal semua
metazoa.?® Unsur ini sangatlah berlimpah dalam tubuh manusia (sekitar 65%),
diikuti oleh karbon (18,5%), hidrogen (9,5%), nitrogen (3,2%), kalsium (1,5%) dan
fosfor (1%).° Namun pada derifat oksigen tertentu, dapat bersifat mengancam
kelangsungan hidup sel. Pada tahun 1950an, ditemukan bahwa oxygen-containing
free radicals memiliki efek toksik pada organisme aerobik.?’

2.5 Reactive Oxygen Species (ROS)

Reactive oxygen species (ROS; seperti eO,, H.0,, ¢OH, '0,) merupakan hasil
reduksi parsial dari senyawa oksigen pada atmosfir. Reactive oxygen species (ROS)
memiliki peran dalam sel sebagai molekul signaling, namun ROS juga dianggap
sebagai produk hasil metabolisme organisme aerobik yang bersifat toksik. Tinggi
kemungkinan bahwa ROS muncul di Bumi bersamaan dengan molekul oksigen
atmosfer pertama sekitar 2,4 — 3,8 miliar tahun yang lalu. Sebagian besar oksigen
atmosfer pada awalnya diproduksi oleh sistem biologis di Bumi dan dalam
prosesnya ada yang terkonversi menjadi ROS.?®

ONOO*
fie
Singlet oxygen Dioxygen Superoxide radical Peroxide ion
er — &
9, «— 0, —> 0, —— 0,

|
FeZ
H,0, ——> OH"

Hydrogen peroxide I Hydroxyl radical

H,0, + Fe2*—>OH"+ OH"+ Fe3*

Gambar 2.4 Pembentukan ROS dan RNS dari molekul oksigen atmosfer??

Istilah ROS, Reactive Oxygen Intermediates (ROI) dan Reactive Nitrogen
Species (RNS) telah diciptakan untuk mendefinisikan kelas dari molekul oksigen
dan nitrogen yang sangat reaktif. Istilah ROl mendeskripsikan spesies kimia yang
terbentuk dari reduksi inkomplit senyawa molekul oksigen, seperti superoxide
radical anion (eO2), hydrogen peroxide (H202), dan hydroxyl radicals (eOH),
sedangkan ROS merupakan gabungan dari ROI dan ozone (Oz3) serta singlet oxygen

(*O,). Reactive oxygen species (ROS) dapat diklasifikasikan sebagai radikal bebas
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dan nonradikal. Reactive nitrogen species (RNS) yang mengandung atom oksigen
termasuk nitric oxide radical (NO atau NO®), nitrogen dioxide radical (NO>*), dan
peroxynitrit (ONOQO").%

Reactive oxygen species (ROS) terlibat dalam kerusakan oksidatif
(oxidative damage) yang ditimbulkan pada asam lemak, DNA dan protein serta
komponen lainnya. Produksi ROS yang berlebihan dapat menimbulkan berbagai
macam penyakit. Stres oksidatif yang diakibatkan karena ketidakseimbangan dari
pembentukan ROS yang berlebihan dan kadar antioksidan yang tidak memadai
dapat berhubungan dengan berbagai patologi seperti, kanker, penyakit
kardiovaskuler, inflamasi dan penyakit neurodegeneratif (Parkinson’s and
Alzheimer’s disease). Namun, semakin banyak bukti yang menunjukkan bahwa
ROS sebenarnya memiliki peran fisiologis yang menguntungkan, yaitu sebagai
messenger dalam proses penysinyalan sel. Hal ini telah menarik banyak perhatian
dalam beberapa dekade terakhir. Reactive oxygen species (ROS) sebagai second
messenger penting dalam pengekspresian beberapa faktor transkripsi dan molekul
transduksi sinyal lainnya, yang bersama-sama berpartisipasi dalam regulasi adhesi
sel, penguatan respon imun yang dimediasi oleh redoks, dan kematian sel yang
terprogram.?’

Stres oksidatif diartikan sebagai kurangnya keseimbangan antara ROS atau
RNS dan kemampuan organisme untuk menetralkan atau menangkal aksi tersebut
dengan sistem perlindungan antioksidan. Stres oksidatif muncul dari peningkatan
generasi dari ROS atau RNS atau dari rusaknya kemampuan perlindungan
antioksidan, yang ditandai oleh berkurangnya kapasitas sistem endogen untuk
melawan serangan oksidatif yang diarahkan menuju biomolekul target.
Keparahannya dapat berkaitan dengan kemunculan berbagai penyakit seperti
kardiovaskular, kanker dan penuaan.

Kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas dalam stres oksidatif telah
dikonfirmasi sebagai kontributor dalam patogenesis dan patofisiologi dari banyak
masalah kesehatan kronis seperti dalam kondisi penyakit neurodegenatif
(Parkinson, Alzheimer, Huntington's disease), emfisema, penyakit kardiovaskular
dan peradangan, katarak serta kanker. Progresi dari kerusakan oksidatif yang
irreversible yang disebabkan oleh ROS memberikan pengaruh negatif pada status
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biologi penuaan, yang mencakup rusaknya fungsi-fungsi fisiologis sehingga
meningkatkan wabah penyakit dan mengurangi jangka hidup.

Reactive oxygen species (ROS) memegang peranan utama yang
bertanggung jawab atas reaksi oksidatif yang merusak. Reactive nitrogen species
(RNS) yang berasal dari radikal nitrit oksida, dan ROS tidak hanya dianggap
sebagai spesies yang dapat menimbulkan kerusakan pada biomolekul. Dapat
ditegaskan bahwa sistem enzim mensintesis spesies reaktif tidak hanya untuk
pertahanan kimia atau detoksifikasi, namun juga untuk cell signaling dan reaksi
biosintetik.

2.6 Antioksidan

Antioksidan adalah kemampuan zat untuk mencegah oksidasi senyawa lain dan
juga menetralisir radikal bebas.?® Secara signifikan antioksidan itu senyawa yang
mampu mencegah atau menghambat oksidasi zat yang mudah teroksidasi atau

ketika konsentrasinya lebih rendah dari pada substrat tersebut.

Oksidasi adalah reaksi pelepasan atau men-transfer electron atau hydrogen
dari zat ke zat pengoksidasi.®! Raksi oksidasi mencetuskan terbentuknya radikal
bebas yang sangat reaktif yang bisa menyebabkan kerusakan atau kematian sel.323
Dimana antioksidan berperan sebagai Scavenger radikal bebas.®* dapat

menghilangkan perantara radikal bebas dan menghambat reaksi oksidatif lainnya.?

Antioksidan sangat penting bagi manusia. Antioksidan dalam tubuh berperan
sebagai penyeimbang antara oksidasi dan non-oksidasi. Produksi Reactive Oxygen
Species (ROS) dan Reactive Nitrogen Species (RNS) yang berlebihan, yang
mengganggu keseimbangan tersebut dan mengakibatkan beberapa penyakit kronik
dan degenerative.3* Sumber yang kaya dengan antioksidan bisa ditemukan didalam
makanan seperti buah, sayuran dan juga bisa ditemukan didalam bentuk suplemen
makanan seperti karotenoid, vitamin E, asam askorbat yang mempengaruhi
mekanisme perbaikan DNA. Peran antioksidan dalam menyeimbangkan produksi

radikal bebas juga bisa membantu mengurangi stres oksidatif yang meningkat.
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Gambar 2.5 Klasifikasi Antioksidan.®

Antioksidan dibagi menjadi eksogen dan endogen yang dimana antioksidan
eksogen dapat memperbaiki suatu kerusakan yang disebabkan oleh stres oksidatif.
Antioksidan eksogen berasal dari makanan dan tanaman obat seperti buah-buahan,
sayuran, rempah-rempah, jamur dan tanaman obat tradisional. *® Antioksidan alami
dari bahan tanaman yang merupakan hasil dari metabolisme sekunder seperti
senyawa polifenol, asam fenolik, flavonoid, antosianin, karotenoid, vitamin, dan
vitamin C.%

Sedangkan antioksidan endogen dibagi menjadi enzim dan non enzimatik.
Antioksidan endogen enzimatis sebagai system pertahanan primer terhadap kondisi
stres oksidatif diantaranya superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxide (GPx) dan glutathione reductase (GRx).*% Enzim dari siklus
ascorbat-glutahione  (AsA-GSH) seperti ascorbate peroxidase (APX),
monodehydroascorbate reductase (MDHAR), dehydroascorbat reductase
(DHAR) dan glutathione reductase (GR).?? Enzim-enzim tersebut merupakan

metaloenzim yang aktifitasnya tergantung pada adanya ion logam seperti Zn, Fe,
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Cu, Mn dan Se.*? Antioksidan endogen non-enzimatis sebagai antioksidan sekunder
dibagi menjadi antioksidan nutrien dan non-nutrien atau metabolik. Antioksidan
nutrien diperoleh dari suplementasi karena tidak dapat diproduksi dalam tubuh,
seperti, vitamin E (a-tocopherol), vitamin C (Ascorbate acid), vitamin A, B-
caroten, traces metals selenium, magnesium, zinc), omega-3 dan omega-6, serta
metabolit sekunder tanaman. Antioksidan metabolik atau non-nutrien ialah
antioksidan dihasilkan dari metabolisme dalam tubuh, seperti lipoid acid,
glutathione, coenzyme Q10, melatonin, asam urat, bilirubin, metal-chelating
proteins, transferin dan lain-lain.*

Aktivitas antioksidan dapat ditentukan menggunakan berbagai metodologi
dan uji antioksidan dapat diklasifikasikan berdasarkan jenis antioksidan yang ingin
diukur (lipofilik atau hidrofilik, enzimatik atau nonenzimatik), karakter pelarut
(berair atau organik), jenis reagen (radikal atau non-radikal), dan mekanisme reaksi
(hydrogen atom transfer, HAT; electron transfer, ET). Pengujian berbasis ET
meliputi uji  2,2-diphenyl-1-picrylnydrazy (DPPH scavenging assay), ferric
reducing/antioxidant power (FRAP), 2,2-azinobis-(3- ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS-+), cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC), dan
total fenolic content with folin ciocalteu reagent (FCR). Untuk metode berbasis
HAT meliputi oxygen radical absorbance capacity (ORAC) dan total radical
absorption potentials (TRAP).3

2.6.1 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) adalah radikal bebas yang stabil dan
berwarna ungu tua serta mempunyai serapan yang kuat sekitar 517 nm. Nama lain
dari DPPH adalah radikal 1,1-difenil-2-pikrililhidrazil atau 2,2-difenil-1- (2,4,6-
trinitrofenil) hidrazil atau bias juga disebut Diphenylpicrylhydrazyl. 3

@ o

N—N NO,

O,N

Gambar 2.6 Struktur DPPH
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Senyawa antioksidan yang terdapat pada media sampel akan mengkonversi
radikal DPPH menjadi produk molekul DPPH vyang lebih stabil dengan
mendonasikan satu elektron atau atom hidrogen. Perubahan warna pada radikal
DPPH dari yang awalnya berwarna ungu menjadi bentuk DPPH tereduksi yang
berwarna kuning pucat. Hasilnya akan dinyatakan sebagai inhibitory concentration
(ICs0), yang merupakan konsentrasi antioksidan yang dapat menangkal 50% DPPH.
Suatu senyawa dikatakan sebagai anti radikal bebas yang sangat kuat bila hasil nilai
ICs0 < 10 ug/mL, kuat apabila hasil nilai ICso berada di antara 10-50 ug/mL, sedang
bila nilai ICso berkisar antara 50-100 ug/mL, lemah bila nilai ICso antara 100-250
ug/mL dan tidak aktif bila nilai ICso >250 pg/mL.4

2.6.2 Pengolahan Data DPPH

Dalam penentukan kapasitas antioksidan dibutuhkan persen inhibisi (%Inhibisi)
masing-masing konsentrasi sampel. Besarnya %Inhibisi merupakan persentase
besar kemampuan sampel untuk menghambat serapan radikal bebas, dimana dalam
hal ini adalah radikal DPPH. Berikut merupakan rumus %inhibisi, dimana
absorbansi kontrol merupakan hasil dari serapan larutan DPPH dengan konsentrasi
50 uM pada panjang gelombang maksimal (A maksimal). Sedangkan, rata-rata
absorban sampel merupakan hasil dari serapan sampel sesuai dengan konsentrasi
masing-masing sampel yang telah diberikan radikal DPPH 50 uM pada panjang
gelombang maksimal.

Absorbansi kontrol - Absorbansi Uji

% Inhibisi = 100
% Inhibisi Absorbansi kontrol X

Buat grafik (simple scatter) sesuai data yang telah diperoleh antara konsentrasi
(sumbu x) dengan % inhibisi (sumbu y) dan perhatikan terbentuknya garis linier,
hasil nilai R? serta persamaan regresi liniernya (y = ax + b). Hitung ICso sesuai
dengan persamaan yang telah didapatkan, dengan mencari hasil dari variabel x saat

mengganti variabel y dengan angka 50.
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Tabel 2.1 Penggolongan antioksidan

Nilai IC50 Kriteria/Penggolongan
IC50 <50 pg/mL Sangat kuat
50 pg/mL<IC50 <100 pg/mL Kuat
100 pg/mL<IC50 <150 pg/mL Sedang
150 pg/mL<IC50 <200 pg/mL Lemah
1C50>200 pg/mL Sangat lemah

2.7 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan satu atau beberapa bahan dari suatu
padatan atau cairan dengan bantuan pelarut. ** Ekstraksi merupakan langkah paling
penting dalam analisis konstituen yang terdapat dalam persiapan tumbuhan dan
herbal, karena penting untuk mengekstraksi komponen kimiawi yang diinginkan
dari tanaman tersebut untuk pemisahan dan karakterisasi lebih lanjut termasuk
langkah operasional dasar seperti pencucian, pengeringan bahan tanaman, freeze
drying dan grinding untuk menghasilkan sampel yang homogen dan meningkatkan
kinetika ekstraksi analitik dan kontak sampel dengan system pelarut.

Bahan ekstraksi yang telah tercampur dengan pelarut yang telah
menembus kapiler-kapiler dalam suatu bahan padat dan melarutkan ekstrak larutan
dengan konsentrasi lebih tinggi di bagian dalam bahan ekstraksi dan terjadi difusi
yang memacu keseimbangan konsentrasi larutan dengan larutan di luar bahan.*?
Pemilihan sistem pelarut sangat tergantung pada sifat spesifik senyawa bioaktif
yang ditargetkan. Ekstraksi senyawa hidrofilik menggunakan pelarut polar seperti
metanol, etanol, atau etil asetat. Untuk ektraksi senyawa lipofilik digunakan,
diklorometana atau campuran diklorometana metanol dengan perbandingan 1: 1.43

Kesesuaian metode ekstraksi harus dipertimbangkan, karena senyawa target
dapat polar atau non-polar dan labil secara thermal. Untuk meningkatkan laju
ekstraksi, tanaman kering atau basah harus dihaluskan sehingga meningkatkan luas
permukaan ekstraksi.**

Ekstraksi dapat dilakukan dengan cara dingin dan cara panas. Ekstraksi
secara dingin (maserasi) merupakan cara penyarian sederhana yang dilakukan
dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari selama beberapa hari

pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya. Ekstraksi secara panas dibagi
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menjadi metode refluks dan metode destilasi uap. Metode refluks digunakan untuk
mengekstraksi sampel-sampel yang memiliki bahan kasar dan tahan pemanasan
langsung, sedangkan metode destilasi uap yaitu metode yang popular untuk
ekstraksi minyak menguap (esensial) dari sampel tanaman. Metode destilasi uap air
digunakan untuk menyaring simplisia yang memiliki kandungan minyak yang
mudah menguap atau mengandung komponen kimia yang memiliki titik didih

tinggi pada tekanan udara normal.

2.8. Pelarut

Untuk keberhasilan penentuan senyawa aktif biologis dari bahan tanaman,
tergantung pada jenis larutan yang digunakan. Pelarut yang dapat digunakan untuk
ekstraksi adalah pelarut yang memiliki daya melarutkan yang tinggi terhadap zat
yang di ekstraksi. Kemampuan tidak saling bercampur, pada ekstraksi cair.
Reaktivitas, pelarut tidak boleh menyebabkan perubahan secara kimia pada
komponen bahan ekstraksi. Titik didih, ekstrak dan pelarut dipisahkan dengan cara
penguapan, destilasi dan reaktifikasi jadi titik didih kedua bahan tidak boleh
terlalu dekat. Kriteria lain, murah, tersedia dalam jumlah besar, tidak beracun, tidak
korosif, tidak eksplosif bila bercampur udara, tidak mudah terbakar, viskositas
rendah dan stabil secara kimia dan fisik.

Pemilihan sistem pelarut sangat tergantung pada sifat spesifik senyawa
bioaktif yang ditargetkan. Ekstraksi senyawa hidrofilik menggunakan pelarut polar
seperti metanol, etanol, atau etil asetat. Untuk ektraksi senyawa lipofilik digunakan,
diklorometana atau campuran diklorometana atau metanol. Beberapa kasus,
ekstraksi dengan heksana digunakan untuk menghilangkan klorofil. Pemilihan
pelarut dipengaruhi oleh apa yang inginkan dengan ekstrak, karena produk akhir
akan mengandung jejak residu, sehingga pelarut harus tidak toxic dan tidak
mengganggu bioassay.*>

Jenis pelarut yang berkaitan dengan polaritas dari pelarut, terdapat tiga

golongan pelarut :

a. Pelarut polar

Mempunyai tingkat kepolaran yang kuat, dapat di pakai untuk mengekstrak

senyawa yang polar dari suatu tanaman. Pelarut polar dapat menyaring tingkat
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kepolaran yang rendah seperti air, metanol, etanol, asam asetat.

b. Pelarut semipolar

Tingkat kepolaran pada pelarut semipolar lebih rendah dibandingkan dengan
pelarut polar. Pelarut yang terdapat di pelarut semipolar seperti aseton, etil asetat,
kloroform

C. Pelarut nonpolar

Pelarut ini menpunyai sifat tidak polar. Pelarut ini biasanya di pakai untuk senyawa
yang sama sekali tidak larut dalam pelarut polar biasanya pelarut ini di pakai untuk
mengekstrak yang memiliki jenis minyak seperti heksana dan eter.

Tabel 2.2 Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi komponen aktif

Nama Kepolaran Komponen aktif
pelarut
Air Polar Anthonsyanins, starches, tannins, saponins,
terpenoids, polypeptides, lectins
Etanol Polar Tannins, polyphenols, polycetylenes,
flavonoid, terpenoids, sterols, alkaloids
Metanol Polar Anthocyanins, terpenoids, saponins, tannins,

saponins, tannins, xanthoxyllines, totarol,
quassinoids, lactones, flavones, phenones,

polyphenols
Etil Asetat
Kloroform Semipolar Terpenoids, flavonoids
Aseton Semipolar Phenols, flavons
Eter Nonpolar Alkaloids, terpenoids, coumarins, fatty liver
Heksana Nonpolar Terpenoids
2.9 Fitokimia

Uji skrining fitokimia merupakan suatu cara mengidentifikasi kandungan suatu
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam simplisia atau tanaman yang
akan di uji.*®*" Phytochemical assay atau uji fitokimia dilakukan untuk
menganalisis kandungan senyawa kimia spesifik pada tumbuhan secara

keseluruhan termasuk cara isolasi dan pemisahannya yang dikaitkan dengan
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aktivitas biologis atau farmakologisnya.>*® Senyawa fitokimia yang terakumulasi
dalam tanaman atau dikenal sebagai senyawa metabolit sekunder dapat bertindak
sebagai antioksidan, antimikroba, modulasi enzim detoksifikan, stimulasi system
imun, penurunan agregasi trombosit, modulasi metabolisme hormon dan
antikanker. Senyawa fitokimia diklasifikasikan sebagai komponen primer dan
sekunder, tergantung pada perannya dalam metabolisme tanaman itu sendiri. Yang
termasuk metabolit primer yaitu gula, asam amino, protein, purin dan pirimidin
asam nukleat, klorofil dan lain-lain. Senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid,
terpen, flavonoid, lignan, steroid tanaman, kurkumin, saponin, fenolik, flavonoid
dan glukosida.*®-1

Alkaloid memiliki kandungan nitrogen yang menjadi bagian dari sistem
sikliknya serta mengandung substituen yang bervariasi seperti gugus amina,
amida, fenol, dan metoksi sehingga mempunyai sifat semipolar. Alkaloid juga
mempunyai manfaat dalam bidang kesehatan antara lain sebagai memicu sistem
saraf, menaikkan atau menurunkan tekanan darah dan melawan infeksi mikroba.

Flavonoid merupakan senyawa fenol, warnanya akan berubah ketika
ditambah basa atau amoniak. Flavonoid memiliki kemampuan untuk menghentikan
tahap awal reaksi, oleh sebab itu flavonoid dapat menghambat peroksidasi lipid,
menghambat beberapa enzim dan menekan kerusakan jaringan oleh radikal bebas.

Fenolik adalah senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam suatu
organisme, berfungsi mencegah terjadinya kerusakan atau menurunnya
kemampuan bertahan hidup suatu organisme. gugus hidroksil dari fenol mampu
menangkap radikal bebas, mampu meredam sifat radikal senyawa oksigen reaktif
seperti superoksida, radikal peroksida, radikal hidroksil dan Peroksinitrit. Fenolik
juga bisa untuk melindungi tumbuhan dari kerusakan akibat cahaya yang
berlebihan dengan bertindak sebagai antioksidan.

Glikosida tersusun atas glikon dan aglikon yang meliputi fenolik, senyawa-
senyawa alkoholik, flavonoid serta steroid, isotiosianat sehingga senyawa ini
mempunyai sifat yang polar.

Saponin mengandung gugus nonpolar yang terdapat gugus steroid dan
triterpenoid, tetapi saponin lebih cenderung bersifat polar karena ikatan

glikosidanya berkhasiat memperlihatkan adanya aktivitas leukimia, paralysis,
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asma, rematik serta anti peradangan, juga bisa menghancurkan sel-sel darah merah.

Steroid senyawa yang bisa digunakan untuk pengobatan seperti anti bakteri,
anti inflamasi dan obat pereda nyeri. Aroma dalam tanaman dibawa oleh fraksi
minyak essensial yang merupakan metabolit sekunder dalam senyawa berbasis
struktur isoprene atau disebut terpen. Senyawa terpen ketika mengandung unsur
oksigen disebut terpenoid. Terpenoid merupakan kelas produk alami yang
diturunkan dari unit isoprene lima karbon,%-%2

Uji kandungan kuinon dilakukan dengan mereduksi oksigen karbonil dengan
basa dan peroksida agar terbentuk fenol. Penambahan amonia berfungsi untuk
mendeprotonasi gugus fenol pada kuinon sehingga terbentuk ion enolat yang
terkonjugasi dengan ikatan pi karbon cincin benzena. lon enolat tersebut dapat
menyebabkan peristiwa resonansi antar elektron pada ikatan rangkap dua yang
ditandai dengan penyerapan cahaya tertentu dan memantulkan warna merah.

Tanin adalah senyawa aktif metabolit sekunder yang mempunyai manfaat
sebagai, anti diare, anti bakteri dan antioksidan.Tanin dibagi atas dua kelompok
yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin jua memiliki perananan

yang kompleks mulai dari pengendap protein hingga pengkhelat logam.

2.10  Toksisitas dengan Teknik Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

2.10.1 Artemia salina Leach

Artemia salina Leach jenis zooplankton. Pada tahun 1778 disebut dengan cancer
salinus kemudian tahun 1819 diubah menjadi Artemia salina. Artemia salina hidup
di perairan dengan kadar garam yang tinggi antara 15-30 /mL, suhu 25°C-30°C, pH
7,3-8,4, dan oksigen terlarut sekitar 3mg/L. Berkembangbiak dengan jenis biseksual
dan jenis partenogenetik bisa menjadi ovipar ataupun ovovivipar. Siklus hidup pada
Artemia mulai dari telur atau kista yang menetas pada suhu 25.5°C setelah 15
sampai 20 jam. Kemudian berubah menjadi naupli yang berenang bebas, naupli
berganti kulit sebanyak 15 kali dalam kurun waktu 1-3 minggu sebelum dewasa.>?
Biasanya Artemia salina digunakan untuk skrining toksisitas suatu ekstrak tanaman
dengan menggunakan hewan uji Artemia salina Leach. Uji ini dilakukan sesuai
dengan aktifitas farmakologi dalam ekstrak tanaman yang mempunyai sifat
toksik.>*
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Hirarki Taksonomi Artemia salina Leach adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum : Anthropoda

Kelas : Crustacea

Ordo : Anostraca

Family . Artemiidae

Genus . Artemia

Spesies : Artemia salina Leach. >

2.10.2 Uji Toksisitas dengan Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan suatu metode untuk menguji bahan
yang bersifat toksik dan digunakan sebagai suatu bioassay yang pertama untuk
penelitian bahan alam. Metode ini dilakukan dengan menggunakan larva Artemia
salina Leach sebagai hewan coba. Uji toksisitas yang menggunakan 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
tertentu. Prosedurnya dengan menentukan nilai LCso dari aktivitas komponen aktif
tanaman terhadap larva Artemia salina Leach. Suatu ekstrak yang bersifat toksik
berdasarkan metode BSLT jika harga LC < 1000 pg/ mL. Metode BSLT diyakini
untuk menguji suatu aktivitas farmakologis dari bahan alami. Apabila suatu ekstrak
tanaman bersifat toksik menurut nilai LC so dengan metode BSLT, maka tanaman
tersebut dapat dikembangkan sebagai obat anti kanker. Namun, jika tidak bersifat
toksik maka tanaman tersebut dapat diteliti kembali untuk mengetahui khasiat
lainnya dengan menggunakan hewan coba lain yang lebih besar dari larva Artemia
salina seperti mencit atau ikus secara in vitro.>*>

Berdasarkan perhitungan nilai LC50 Meyer, 1982 membagi toksisitas sesuai

dengantabel 2.3 berikut:

Tabel 2.3 Penggolongan toksisitas®

Nilai LC50 Kriteria/Penggolongan
LCs0<100ppm Sangat toksik

100 ppm< LC50 < 1000 ppm Toksik
LC50>1000 ppm Tidak toksik
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2.12 Kerangka Teori
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Gambar 2.7 Kerangka Teori
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2.13 Kerangka Konsep
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Gambar 2.8 Kerangka Konsep
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Dalam penelitian ini menggunakan metode yang bersifat eksperimental yang terdiri
dari uji kapasitas antioksidan yang menggunakan DPPH dan uji fitokimia yang
terdiri dari berbagai test yaitu seperti uji flavonoid, alkaloid, anthocyanin dan
betacyanin, cardio glycosides, coumarins, glycosides, phenols, quinones, saponins,
steroids, trepenoids, tannin. Sedangkan uji bioassay yaitu uji toksisitas dengan
teknik Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) yang merupakan salah satu metode
observasi untuk menentukan toksisitas sebuah ekstrak atau senyawa dari sebuah
tanaman. Uji toksisitas ini dilakukan menggunakan larva udang Artemia salina
Leach yang berumur 48 jam. Efek dari toksisitas ekstraknya diidentifikasi dengan
presentase kematian larva udang menggunakan analisis probit (LCso). Gambaran

kromatografi lapisan tipis dilakukan menggunakan campuran pelarut murni.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Tempat Penelitian Penelitian bertempat di Fakultas Kedokteran Universitas
Tarumanagara di Laboratorium Biokimia dan Biologi Molekuler, JI. S.Parman,

Grogol, Jakarta Barat

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian berlangsung pada bulan Maret - Juli 2020.

3.3. Sampel Penelitian

Sampel pada penelitian: buah Acaiberry yang digunakan adalah buah yang sudah
melalui proses pasteurisasi, didapatkan di Club sehat dalam bentuk cair; buah
Ciplukan didapatkan di pusat perkebunan Bandung/ Bandung Farmers yang

dikirim segar: buah Kurma Ajwa dibeli online di market place dalam kondisi baik.



34  CaraKerja Penelitian

3,4,1 Identifikasi Tanaman

Identifikasi tanaman Ciplukan dan Kurma yang digunakan pada penelitian ini
dilakukan di Lembaga llmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Pusat Penelitian
Biologi, Cibinong. didapatkan spesies dari sampel adalah Physalis angulata Linn
untuk ciplukan dan Phoenix dactylifera L untuk kurma ajwa.

3.4.2. Pembuatan Simplisia

Sampel buah Ciplukan sebanyak 5 kg dipisahkan terlebih dahulu dari kelopak
penutup buah, kemudian dicuci bersih dan ditimbang didapatkan berat bersih 4 kg.
Sampel buah Kurma ajwa sebanyak 3 kg dipisahkan daging buahnya dan diperoleh
berat bersih sebesar 1100 mg. Masing-masing buah dipotong kecil-kecil, diletakan
pada wadah dan dikeringkan selama lebih kurang delapan hari dengan suhu ruangan
dan dibalik setiap harinya untuk menghindarkan terjadinya pembusukan dan
tumbuhnya jamur. Setelah kering, masing-masing sampel dihaluskan menggunakan
blender. Diperoleh 1000 gram simplisia Ciplukan dan 1000 gr simplisia kurma

ajwa.

3.4.3 Pembuatan Ekstrak Buah

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan teknik maserasi menggunakan 2 pelarut yaitu
metanol dan kloroform. Sampel dimaserasi dengan masing pelarut selama 2 hari
dan dilakukan pengadukan setiap hari sebanyak 2 kali/ hari dan setiap 2 hari di
tampung dan ditambahkan kembali pelarut yang baru. Pengerjaan ini dilakukan
berulang beberapa kali sampai diperkirakan semua komponen senyawa aktif
tanaman sudah terekstrak. Pada ekstraksi ini digunakan masing-masing 500 gram
pulp buah Acaiberry, 500 gram simplisia buah Ciplukan dan 500 gram simplisia
buah Kurma ajwa untuk setiap pelarut yang digunakan. Hasil maserasi/ekstraksi
disatukan, lalu dilanjutkan dengan proses evaporasi mengunakan alat rotary
evaporator sampai diperoleh ekstrak yang kental. Diperoleh 242,3 gr ekstrak kental
Acaiberry, 242,3 gr ekstrak kental Ciplukan dan 142,25 gr ekstrak kental Kurma,

selanjutnya pasta disimpan dalam lemari pendingin.
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3.4.4 Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan terhadap Alkaloid, Antosianin dan Betasianin, Fenolik,
Flavonoid, Glikosida, Kardioglikosida, Kuinon, Kumarin, Saponin, Steroid, Tanin
dan Terpenoid. Uji dilakukan menggunakan prosedur yang umum dipakaikan pada

uji fitokimia.

3.4.5 Pengukuran Kapasitas Antioksidan dengan DPPH sebagai larutan
standar (Blois).

Dilarutkan bubuk 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) sebanyak 9,85 mg dengan

sejumlah metanol pada becker glass, kemudian larutan diaduk hingga semua bubuk

terlarut. Larutan dituang ke dalam labu ukur secara perlahan, dan becker glass

dibilas agar tidah ada sisa latutan yang tertinggal. Selanjutnya ditambahkan akuades

sampai garis batas labu ukur, diperoleh konsentrasi DPPH sebesar 50 uM.

3.4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang

Metanol diambil dengan pipet sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan 3,5 mL larutan
DPPH 50 uM kemudian diinkubasi pada ruangan tertutup dan gelap selama 30
menit. Setelah itu, diukur absorbansi dengan alat spektrofotometer Uv-vis dan
dilihat panjang gelombang dengan absorban maksimumnya (A maksimal) dan

absorbansi kontrol (Abs kontrol) pada panjang gelombang 400-800 nm.
3.4.5.2 Penentuan Absorbansi Ekstrak

Ekstrak buah Acaiberry diambil sebanyak 25 mg dan diencerkan dengan larutan
metanol hingga 25 mL, sehingga terbentuk stock dengan konsentrasi 1000 pg/mL.
Dilakukan pengenceran dengan larutan metanol menggunakan rumus
M1.V1 = M2.V> untuk mencari volume yang dibutuhkan sesuai dengan konsentrasi
yang telah ditetapkan. sehingga didapatkan konsentrasi 10, 30, 60, 120, 240 ug/mL
dalam labu ukur 10 mL. Selanjutnya untuk buah Ciplukan (Physalis angulata)
dilakukan pengenceran dengan pelarut metanol sehingga didapatkan konsentrasi
50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL, dan 250 ug/mL dalam labu ukur
10 ml. Sedang untuk ekstrak kurma digunakan konsentrasi 50, 100, 150, 200, dan

250 pg/ml dalam labu ukur 10 ml, kemudian masing labu diaduk hingga merata.
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Selanjutnya disiapkan 12 tabung reaksi dan dibungkus tiap tabung menggunakan
alumunium foil. Siapkan 18 tabung microtube 2 mL untuk tiap konsentrasi sampel
ekstrak. Tuang secara perlahan masing-masing konsentrasi ke dalam microtube
hingga agak penuh untuk mempermudah pengambilan sampel saat akan
ditambahkan dengan larutan DPPH. Diambil sebanyak 0,5 mL masing-masing
sampel dari microtube menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi sesuai dengan konsentrasi masing-masing. Kemudian ditambahkan 3,5 mL
larutan stock DPPH. Dilakukan vorteks untuk masing-masing tabung reaksi hingga
tercampur rata, lalu diinkubasi di dalam ruangan gelap bersuhu ruangan selama
30 menit. Setelah 30 menit, diukur absorbansi kontrol dan absorbansi masing-
masing larutan pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh sebelumnya

menggunakan spektrofotometer Uv-vis.

3.4.6 Uji Toksisitas dengan teknik BSLT

3.4.6.1 Pentasan Larva Artemia salina

Pada teknik ini toksisitas ekstrak diuji terhadarp larva udang Artemia salina Leach.
Dilakukan penetasan telur Artemia salina Leach terlebih dahulu, dengan
menimbang telur udang yang diperlukan sebanyak 20 mg. Kemudian dimasukkan
ke dalam erlenmeyer 500 mL yang telah terisi dengan air laut yang sudah disaring
sebanyak 300 mL. Disiapkan lampu dan aerator dan telur didiamkan selama 2 hari

(2x24 jam) hingga menetas menjadi larva.

3.4.6.2 Persiapan Larutan Ekstrak

Konsentrasi ekstrak yang dilakukan pengujian toksisitas adalah dengan konsentrasi
200 ppm. Konsentrasi esktrakini dibuat dengan mengambil: sebanyak 20 mL
sampel buah Acaiberry dan masukkan 10 mL air laut yang sudah disaring.
Kemudian larutan diaduk hingga tercampur rata (homogenasi); Dilarutkan 0,2 g
ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) dengan 500 pL dimetil sulfoksida dan
ditambahkan 10 mL air laut. Dilakukan proses homogenasi menggunakan vortex,
cara ini juga dipakai untuk ekstrak kurma.

3.4.6.3 Uji Toksisitas Ekstrak
Untuk pengujian, disiapkan microtube ukuran 2000 uL dan tabung reaksi 5 mL.
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Larva udang Artemia salina sebanyak 10 ekor dalam 1000 pL air laut dimasukan
masing — masing kedalam 10 tabung reaksi menggunakan micropippete. Disiapkan
ekstrak sampel dengan konsentrasi 50 uL, 100 uL, 250 pL, dan 500uL, masing-
masing konsentrasi dimasukan kedalam 2 tabung reaksi. Ditambahkan masing-
masing tabung dengan air laut hingga mencapai volume 1000 pL. Lalu dimasukkan
10 ekor larva udang dalam 1000 pL air laut. Campuran ini didiamkan selama 24
jam dengan tetap memperhatikan suhu, cahaya dan aerasi oksigen. Kemudian
hitung jumlah larva udang yang mati pada tiap konsentrasi untuk menentukan
Lethal Concentration 50% (LCso).

35  Instrumen Penelitian

3.5.1 Alat

Timbangan (skala 5 kg), pisau, talenan, keranjang, sarung tangan plastik, grinder
(penggiling), toples berkaca, alumunium foil, maserator, batang pengaduk, gelas
kimia, botol reagen coklat, rotary evaporator, corong pisah, labu ukur, rak dan
tabung reaksi, kertas saring; pipet tetes; water bath (penangas air); lampu sinar UV,
plat tetes, gelas ukur, alat putar (vortex), mikropipet, spektrofotometer Uv-vis,
tabung microtube 2 mL, gelas erlenmeyer, spatula, sendok logam, aerator, lampu,

chamber.

3.5.2 Bahan

Buah Acaiberry (Euterpe Oleraceae) dan buah Ciplukan (Physalis angulate Linn),
Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera L), metanol, HgCl,, KI, HCI, reagen Wagner,
reagen Mayer, reagen Liebermann-Burchard, NaOH, asam asetat glasial, asam
asetat anhidrat, FeClz, kloroform, amoniak, natrium bikarbonat, reagen Folin
Ciocalteau, asam sulfat pekat, DPPH, Air laut, air suling (aquadest), asam askorbat
(vitamin C), telur udang Artemia salina Leach, etil asetat. N-heksan, eter, dimetil

sulfoksida.
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3.6 Alur Penelitian
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Gambar 2.9 : Alur Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Ekstraksi dan Uji Fitokimia

Hasil ekstraksi metanol 500 gr pulp acaiberry diperoleh ekstrak kental sebanyak
242,25 gram (rendemen sebesar 48,45%), dari 2500 gr sampel Ciplukan diperoleh
500 gram sampel kering, sesudah diekstraksi dengan metanol diperoleh ekstrak
kental sebanyak 175,5 gram (rendemen 25,1%) dan terhadap berat basah
rendemennya sebesar 5,02 % dan dari 1500 gr sampel Kurma diperoleh 500 gram
sampel kering, sesudah diekstraksi dengan metanol diperoleh ekstrak kental
sebanyak 142,25 gram (rendemen 28,45%) dan terhadap berat basah rendemennya
sebesar 9,48 %,

Ekstraksi menghasilkan ekstrak kental buah yang berwarna cokelat gelap.
Metanol merupakan pelarut universal yang memiliki gugus polar (-OH) dan gugus
nonpolar (-CHz) sehingga dapat menarik sebagian besar senyawa akif yang
terkandung dalam tanaman baik yang bersifat polar maupun non-polar.%® Uji
fitokimia pada ekstrak buah dilakukan untuk mengetahui kandungan metabolit
sekunder yang terdapat dalam ekstrak sampel.

Pengujian fitokimia terhadap ekstrak buah acaiberry, buah ciplukan dan
buah kurma dilakkan dengan pemeriksaan alkaloid, anthocyanin, betacyanin,
cardioglycosides, coumarins flavonoids, glycosides, phenolics, quinons, saponins,
steroids, terpenoids dan tannins, hasil ditampilkan pada Tabel 4.1.

Hasil skrinning fitokimia ekstrak buah Acaiberry secara kualitatif dalam uji
fitokimia mempunyai kandungan alkaloids (mayer dan wagner), anthocyanin,
betacyanin, cardioglycosides, coummarins, flavonoids, glycosides, phenolics,
quinones, saponin, steroid, terpenoids, tannins.

Acaiberry mengandung sejumlah senyawa fitokimia yang berguna dan
bersifat antioksidan yang tinggi, penelitian oleh Schauss et.al °” menunjukan bahwa
Acaiberry mengandung kadar flavonoid, antosianin dan proantosianin sebagai
senyawa fitokimia utama dalam buah Acaiberry. Schauss etal  juga
mengungkapkan bahwa Acaiberry mengandung 19 senyawa asam amino dan asam

lemak yang tinggi seperti palmitic, palmitoleic, oleic dan linoleic. Schauss et.al
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juga melaporkan bahwa acaiberry mengandung senyawa steroid yang berguna

sebagai anti-inflamasi.

Tabel 4.1 Hasil uji fitokimia

Uji Hasil Reagent
Acaiberry  Ciplukan Kurma
Alkaloids + + + Meyer, Wagner
Anthocyanins + + + sodium hydroxide (NaOH)
Betacyanins + + + sodium hydroxide (NaOH)
Cardioglycosides + + + Keller Killiani
Coumarins + - + sodium hydroxide (NaOH)
Flavonoids + + + Alkaline
Glycosides + + + Borntrager test
Quinones + + + asam sulfat pekat (H.SOa)
Steroids + + + Libermann Burchard
Terpenoids + + + Libermann Burchard
Tannins + + + Ferric chloride
Phenolics + + + Folin Ciocalteau
Saponins + + + Foam test

Skrinning fitokimia yang dilakukan, didapatkan bahwa ekstrak buah
ciplukan memiliki kandungan metabolit sekunder antara lain alkaloid, phenolics,
anthocyanin, betacyanin, cardioglycoside, flavonoids, glycosides, quinones,
steroids, terpenoids, dan tannins. Sedangkan untuk kandungan coumarins tidak
ditemukan. Hasil penelitian ini sejalan dengan uji fitokimia yang dilaporkan
Seteesh dkk,*® terhadap buah ciplukan (Physalis angulata), dimana didapat hasil
positif pada pemeriksanan alkaloids, phenolics, tannins, glycosides, cardio
glycosides. Ditemukan kandungan flavonoids, steroids, terpenoids dalam ekstrak
buah ciplukan, selaras dengan penelitian Luliana dkk.>®yang menemukan
flavonoids, steroids, terpenoids pada buah ciplukan. Pada penelitian ini tidak
ditemukan kandungan coumarins, hal ini selaras dengan penelitian Ferreira dkk.®
yang tidak menemukan coumarins pada ekstrak buah, tetapi ditemukan coumarins
pada seluruh tanaman. Kandungan quinones yang ditemukan dalam ekstrak

ciplukan selaras dengan penelitian Ding dkk,®! yang melaporkan kandungan
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quinones pada ekstrak buah. Ditemukan kandungan anthocyanins dan betacyanins
ekstrak buah ciplukan menunjukan kemampuan nya dalam meningkatkan kadar
kolestrol HDL dan menurunkan kadar kolesterol LDL, menurut penelitian Faadilah
N.%2 Seperti penelitian yang dinyatakan Afriyeni dkk.®® pada ekstrak tanaman
ciplukan sebagai antikolesterolemia, yang mampu menurunkan kadar kolesterol
total dan LDL, sedangkan ektrak buah secara signifikan mampu meningkatkan
HDL.

Skrinning fitokimia yang dilakukan, didapatkan bahwa ekstrak buah kurma
memiliki kandungan 13 metabolit sekunder yang diperiksa antara lain alkaloid,
anthocyanin, betacyanin, cardioglycoside, coumarins, flavonoids, glycosides,
phenolics quinones, saponin, steroids, terpenoids, dan tannins. Hasil penelitian ini
sejalan dengan uji fitokimia yang dilaporkan, Shafaghat, Abdelrahman, Ismail
dkk.64%% bahwa buah kurma juga mengandung senyawa aktif tanin, saponin,
flavonoid dan alkaloid yang dikenal berkhasiat sebagai imunostimulan.

Flavonoid termasuk dalam golongan senyawa fenol yang memiliki banyak
gugus —OH. Apabila terdapat senyawa fenol, dimungkinkan juga terdapat tanin,
karena tanin merupakan senyawa polifenol.” Flavonoid merupakan senyawa
polifenol, dan juga termasuk senyawa polihidroksi sehingga bersifat polar dan
dapat larut dalam pelarut polar.

Tanin merupakan senyawa organik aktif yang mempunyai peran
menghambat pertumbuhan mikroba dengan mekanisme merusak dinding sel
mikroba dan membentuk ikatan dengan protein fungsional sel mikroba.®® Saponin
sebagai antibakteri dapat menyebabkan kebocoran protein dan enzim dari
dalam sel. Saponin mempunyai zat aktif permukaannya mirip detergen,
sehingga mempunyai kemampuan menurunkan tegangan permukaan dinding sel
bakteri dan merusak permebialitas membran.®®

Penelitian Karou et al.”® alkaloid mempunyai sifat anti bakteri dengan
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
tersebut. Komponen alkaloid diketahui sebagai interkelator DNA dan dapat

menghambat enzim topoisomerase pada sel bakteri

Universitas Tarumanagara 33



4.2 Kapasitas Antioksidan dengan Larutan DPPH (Blois)

Uji kapasitas antioksidan pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode
DPPH, yang merupakan radikal yang relatif stabil. Metode ini dipilih berdasarkan
kemampuan ekstrak dalam mereduksi atau menangkap radikal DPPH. Metode
DPPH sangat tepat digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidasi dari

komponen yang larut dalam pelarut organik terutama alkohol.™

4.2.1 Ekstrak Buah Acaiberry (Euterpe oleraceae)

Pada penelitian ini, pengukuran kapasitas antioksidan ekstrak buah Acaiberry ini
memiliki panjang gelombang optimal sebesar 515 nm (Gambar 4.1) yang
digunakan untuk mengukur absorbansi standar ekstrak buah Acaiberry dengan

menggunakan spektrofotometer Uv-vis, diperoleh nilai absorbansi kontrol 0,53.

A=515nm ABS=0.534

X-Axis Limits
Lower Upper

400 800 |

Gambar 4.1 Panjang Gelombang Optimal dan Absorbansi Kontrol Ekstrak Acaiberry

Untuk menentukan kapasitas antioksidan ekstrak buah Acaiberry pengukuran
dilakukan dengan spektrofotometer Uv-vis pada panjang gelombang 515 nm,
dengan konsentrasi 10pg/mL, 30pug/mL,60 pg/mL, 120 pg/mL, 240 pug/mL (Tabel
4.2). Selanjutnya dibuat kurva konsentrasi ekstrak sebagai sumbu X dan % inhibisi

sebagai sumbu Y (Gambar 4.2).
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Tabel 4.2 Hasil Kapasitas Antioksidan Ekstrak Buah Acaiberry

Konsentrasi ICso
Ekstrak Buah Rata-rata absorban %
Aecl:lzlltr)srl_r)y (515 nm) Inhibisi (ug/mL)

10 0,56 3,97
30 0,52 11,29
60 0,48 18,02 173,55
120 0,34 41,03
240 0,20 65,60

Kurva Kapasitas Antioksidan Buah Acaiberry

807 y =0.27x +3.1407
R?=0.9839

60—

40

% Inhibisi

20

B e NN S !

Konsentrasi (pg/mL)

Gambar 4.2 Kurva Kapasitas Antioksidan Ekstrak Buah Acaiberry

Didapatkan persamaan garis linear Y= 0,27X+3,1407 dan R?=0,9839. Pada kadar
ekstrak buah Acaiberry dilakukan pencarian nilai absorbansi dan % inhibisi
kemudian dibuat kurva uji DPPH untuk memperoleh persamaan garis linier untuk
mencari nilai dari 1Cso. Didapatkan nilai 1Cso sebesar 173,55 pg/mL. Karena dalam
pengukuran dilakukan pengenceran 10 kali maka 1Cso ekstrak Acaiberry = 17,36
pg/mL, dengan kapasitas antioksidan yang sangat kuat.

Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Balkir et.al’?,
yang membandingkan kapasitas antioksidan acaiberry terhadap berry lainnya
seperti blueberry, raspberry, blackberry, strawberry, dilaporkan bahwa nilai ICso
pada buah Acaiberry adalah >10 mg/mL. Kumara et al’®, menyatakan kapasitas

antioksidan acaiberry juga kuat dengan nilai 1Cso Acaiberry sebesar 39,1 pg/mL.
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4.2.2 Ekstrak Buah Ciplukan (Physalis angulata)

Panjang gelombang maksimum dan absorbansi DPPH didapatkan melalui
pemindaian dengan alat spektrofotometer Uv-vis. Didapatkan panjang gelombang
maksimum 515 nm dan absorbansi kontrol 0,596 (Gambar 4.1). Nilai absorbansi
kontrol atau sebagai nilai absorbansi DPPH yang digunakan dalam rumus untuk
mendapatkan % inhibisi, dan panjang gelombang maksimum digunakan untuk
mengukur ekstrak buah ciplukan.

M) Scan complete |0.00+
' Mode A=515nm ABS=0.596

[ES) (%1 ]
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Gambar 4.3 Absorbansi maksimum DPPH ekstrak Buah Ciplukan

Ekstrak buah ciplukan pada setiap konsentrasi diukur dengan spektrofotometer UV-
vis sehingga didapatkan hasil absorbansinya. Konsentrasi ekstrak yang diukur
adalah 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 ug/mL, 250ug/mL. Kemudian
dihitung % inhibisi seperti pada (Tabel 4.2).

Hasil yang didapat, dibuat kurva dan didapatkan persamaan linier
y = 0,1802 x + 23,067 dengan R? = 0,9905 (Gambar 4.2). Kemudian persamaan
linier yang didapat digunakan untuk menghitung Inhibiting Concentration 50 (ICso)
yang merupakan konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50%
DPPH. Diperoleh nilai 1Cso sebesar 149,46 ug/mL yang merupakan kapasitas

antioksidan ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata).
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Gambar 4.4 Kurva persen inhibisi ekstrak buah ciplukan

Tabel 4.3 Persen inhibisi berdasarkan konsentrasi dan 1Cso ekstrak buah ciplukan.

Konsentrasi (ug/mL) Persen inhibisi (%) 1Cso (ug/mL)
50 32,611
100 41,847
150 48,575 149,462
200 57,697
250 69,726

Kapasitas antioksidan ekstrak buah ciplukan termasuk kuat dengan (I1Cso)
sebesar 149,46 pg/mL. Penelitian ini sejalan dengan penelitian Nurandra dkk’
yang mendapatkan ICso tanaman ciplukan 86,36 pg/mL yang termasuk kuat,
dengan hasil nilai Vitamin C 34,91 pg/mL sebagai pembanding kapasitas
antioksidan. Vitamin C digunakan sebagai pembanding karena kemampuan
antioksidan yang sangat tinggi. Semakin rendah nilai ICso semakin besar aktivitas
antioksidan. 1Cso merupakan konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk
menghambat 50% radikal bebas. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak buah ciplukan
memiliki potensi sebagai antioksidan yang kuat dan diduga mampu meredam

radikal bebas secara efisien dan dapat mencegah penyakit yang disebabkan stres
oksidatif.
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4.2.3 Ekstrak Kurma Ajwa (Phoenix dactylivera)

Panjang gelombang maksimum dan absorbansi DPPH didapatkan melalui
pemindaian dengan alat spektrofotometer Uv-vis. Didapatkan panjang gelombang
maksimum 515 nm dan absorbansi kontrol 0,695. Nilai absorbansi kontrol atau
sebagai nilai absorbansi DPPH yang digunakan dalam rumus untuk mendapatkan
% inhibisi, dan panjang gelombang maksimum digunakan untuk mengukur ekstrak
buah kurma.

Untuk menentukan kapasitas antioksidan buah kurma ajwa (Phoenix
dactylivera), pengukuran dilakukan menggunakan spektofotometri pada panjang
gelombang maksimum 515 nm, pada konsentrasi 10 pug/mL, 30pug/mL,60 pg/mL,
120 pg/mL, 240 pg/mL (Tabel 4.2). Selanjutnya dibuat kurva konsentrasi ekstrak
sebagai sumbu X dan % inhibisi sebagai sumbu Y (Gambar 4.2). Persamaan
linear yang didapatkan adalah Y = 0,1229 X+17,871 dengan R? = 0,9586.
Selanjutkan persamaan linear digunakan untuk menghitung ICso. Selanjutnya
didapatkan nilai 1Cso dari buah kurma ajwa sebesar 261,42 pug/mL yang merupakan
kapasitas dari antioksidan dari buah kurma ajwa (phoenix dactylivera). Karena
dalam pengukuran dilakukan pengenceran 10 kali maka ICsp ekstrak kurma ajwa =
26,14 pg/mL.

Tabel 4.4 Persen inhibisi berdasarkan konentrasi dan ICsp ekstrak buah

kurma ajwa (Phoenix dactylivera).

Konsentrasi (ug/mL) Persen inhibisi (%) ICso (ug/mL)
50 25,827
100 28,561
150 36,259 261,424(ug/mL)
200 40,072
250 50,791
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Gambar 4.5 Kurva Kapasitas Antioksidan Ekstrak Buah Kurma Ajwa

Kapasitas antioksidan buah kurma ajwa termasuk sangat kuat dengan ICso
sebesar 26,14 pug/mL. Kapasitas antioksidan ini dipengaruhi oleh aktivitas radikal
bebas dari senyawa fenolik karena sifat redoksnya dan kemampuannya untuk
menghasilkan hidrogen menggunakan DPPH. Hasil penelitian ini diperkuat dengan
penelitian yang dilakukan oleh Ahmed et al.,” mengenai aktivitas antioksidan 3
jenis kurma melalui analisis HPLC.

Aktivitas antioksidasi dari ekstrak ditandai dengan terjadinya perubahan
warna ungu larutan DPPH menjadi warna kuning setelah dilakukan inkubasi selama
30 menit disertai dengan penurunan nilai absorbansi pada panjang gelombang
maksimum.”® Perubahan warna ini terjadi akibat DPPH tereduksi menjadi DPPH-
H karena adanya donor atom hidrogen (hydrogen atom transfer) dari senyawa
hidroksil yang diduga terdapat dalam ekstrak kepada DPPH.”” Penangkapan atom
hidrogen menyebabkan ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH berkurang

sehingga terjadi penurunan intensitas warna dan absorbansi.

4.3 Uji Toksisitas Menggunakan Metode Brine Shrimp Lethality Test (Meyer)
Pada penelitian ini uji toksisitas dilakukan menggunakan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) dengan menghitung nilai LC50. Nilai LCso menunjukkan

konsentrasi yang menyebabkan kematian sebanyak 50% pada larva udang.
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4.3.1 Ekstrak Buah Acaiberry
Sampel penelitian yang digunakan untuk uji toksisitas yaitu ekstrak buah
Acaiberry. Uji toksisitas didapatkan melalui hubungan konsentrasi ekstrak buah
Acaiberry dan presentase kematian larva udang. Untuk menentukan mortalitas
larva udang digunakan konsentrasi ekstrak sebesar 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250
pg/mL, 500 pg/mL (Tabel 4.7).

Konsentrasi ekstrak ditunjukan sebagai variabel X, sementara variabel Y
adalah %mortilitas. Hasil penelitian uji toksisitas ekstrak buah Acaiberry
didapatkan persamaan garis linier Y = 78,698 X - 137,1 dengan nilai R? = 0,9668
(Gambar 4.5). Hasil log LCso sebesar 2,38 diperoleh dari persamaan garis linier.
Hasil LCso sebesar 238,48 ppm diperoleh dari 10 dipangkatkan dengan hasil log
LCxso (Tabel 4.7).

Tabel 4.5 Hasil Uji Toksisitas, % Mortalitas dan LCso Ekstrak Buah Acaiberry

Akumulasi
Konsentrasi Log _ Igrva Akumulas_l Yemortalitas LCso
(ng/mL) konsentrasi hidup larva mati (ppm)
50 1,70 52 1 1,89
100 2,00 33 6 15,39
238,48
250 2,40 18 15 45,46
500 2,70 7 30 81,08

Kurva Uji Toksisitas Buah Acaiberry
100

Y =78.698x - 137.1

80 2
R°=0.9668

60
40

20

% Mortalitas

0 TIrUorrrrr [ rrrrrrrrr[rrrrrrrrtT 1

-20-

Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 4.6 Kurva Uji Toksisitas Buah Acaiberry
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Toksisitas ekstrak buah Acaiberry mempunyai nilai LCso = 238,48 ppm
yang temasuk toksik. Apabila LCso lebih rendah dari 1000 ppm maka memiliki
potensi toksisitas. Hal ini juga didukung oleh kandungan ekstrak buah Acaiberry
yang mengandung antosianin, proanthocyanin, flavonoid dan ligan lainnya.
Demikian juga dengan kandungan polifenol yang terdapat pada Acaiberry
menunjukan aktivitas anti-inflamasi dan sitotoksisitas dalam sel kanker usus
besar.”®

Sejalan dengan penelitian Perini et.al,’® mengatakan bahwa Acaiberry
memiliki sifat anti-tumor, anti-inflamasi, anti-proliferasi dan proapoptosis.
Sehingga Acaiberry dapat menghambat perkembangan tumor esofagus,
karsinogenesis kandung kemih, karsinogenesis usus besar, karsinogenesis
melanoma mengurangi kerusakan DNA, mengurangi kadar sitokin serum dan
meningkatkan kapasitas antioksidan.

Menurut Wang et.al,® Acaiberry didapatkan nilai LCso sebesar 4783
pHg/mL menggunakan hewan coba Artemia franciscana naupli.

4.3.2 Ekstrak buah Ciplukan

Uji toksisitas dilakukan terhadap ekstrak buah ciplukan menggunakan larva udang
(Artemia salina) berumur 48 jam, dengan konsentrasi ekstrak ciplukan adalah 50
ug/mL, 100 ng/mL, 250 pug/mL, 500 png/mL dan angka mortalitas setiap konsentrasi
ditampilkan pada (Tabel 4.4). Selanjutnya dibuat kurva angka mortalitas terhadap
konsentrasi ekstrak buah ciplukan dalam bentuk logaritma. Dari kurva yang dibuat,
didapatkan persamaan linier Y = 100,1X —179,1 dengan R? = 0,9086 (Gambar 4.4).
Persamaan linier yang didapat kemudian digunakan untuk menghitung Lethality
Concentratiom 50 (LCso) dimana nilai 50% probit adalah konsentrasi ekstrak buah
ciplukan yang mampu menyebabkan kematian 50% dari total larva udang Artemia
salina. Nilai 50% probit tersebut merupakan nilai LCso ekstrak buah ciplukan yaitu

sebesar 208,82 pg/mL.
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Tabel 4.6 Angka mortalitas berdasarkan konsentrasi ekstrak buah ciplukan.

Jumlah  Jumlah Akumulasi
Log Akumulasi Akumulasi Mati / total Angka
. Larva Larva . . . .
Konsentrasi . . Larva Hidup  Larva Mati akumulasi Mortalitas
Hidup Mati
larva
1,69897 20 0 50 0 0/50 0
2 17 3 30 3 3/33 9,09
2,39794 13 7 13 10 10/23 43,478
2,69897 0 20 0 30 30/30 100

y =100,1*x - 1791

R?=0,9086
150
9
% 1004
S
2
S 50+
=
£
o 0O
c
<
-50- Log Konsentrasi

Gambar 4.7 Kurva uji toksisitas ekstrak buah ciplukan

Toksisitas buah ciplukan dengan metode BSLT, didapatkan Lethality
Concentration 50 (LCso) sebesar 208,82 ug/mL, menunjukkan konsentrasi ekstrak
buah ciplukan yang mampu mematikan 50% total larva udang Artemia salina.
Toksisitas ciplukan yang bersifat toksik, berarti ekstrak buah ciplukan mempunyai
kemampuan untuk menghambat sel yang sedang aktif berproliferasi.

Hal ini selaras dengan penelitian Nisaul dkk dengan nilai toksisitas 298,31
ug/mL yang temasuk toksik.> Menurut penelitian Krisnaraju dkk®! semakin rendah
hasil LCso semakin baik dan poten sifat sitotoksik-nya (dalam hal ini sebagai anti-
tumor). Hasil ini semakin memberikan dukungan kepada masyarakat dalam

penggunaan ekstrak buah ciplukan sebagai alternatif utama anti kanker, seperti
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penelitian Chiang dkk pada seluruh tanaman ciplukan yang menyatakan ciplukan

mampu sebagai anti-hepatoma yang kuat.*®

4.3.3 Ekstrak buah Kurma Ajwa

Pada uji BSLT menggunakan larva udang Aritemia Salina untuk mengukur
kandungan toksisitas ekstrak buah kurma ajwa (Phoenix dactylivera) dengan
presentasi kematian larva udang tersebut. Pada pengukuran kurva terdapat

persamaan linear yaitu Y = 46,60 X - 47,99 dan R? = 0,9189 . Berikut Tabel 4.7
dan Kurva4.8:

Tabel 4.7 Pengaruh ekstrak buah Kurma Ajwa (Phoenix dactylivera)
dengan larva udang

larva larva larva larva  jumlah  jumlah  akumulasi

Konsentrasi Log hidup  hidup mati  mati larva larva larva akumulasi %
(ug/mL) konsentrasi A B A B hidup mati hidup larvamati  mortalitas
10 1,00 8 9 2 1 17 3 38 3 7,317
100 2,00 7 8 3 2 15 5 21 8 27,586
500 2,70 3 3 7 7 6 14 6 22 78,571
100,000
1000 3,00 0 0 10 10 0 20 0 42

y =46,60X - 47,99

R?=0,9189
150
S
»n 1004
8
g
S 50
S
©
é) 0 I 1 T 1
S 1 2 3 4
-50- Log Konsentrasi

Gambar 4.8 Kurva uji toksisitas ekstrak buah Kurma Ajwa
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Uji toksisitas buah Kurma Ajwa menggunakan metode BSLT, mendapatkan
angka Lethality Concentration 50 (LCso) adalah 126,610 pg/mLyang menunjukkan
konsentrasi ekstrak buah Kurma Ajwa yang mampu mematikan 50% total larva
udang Artemia salina. Nilai toksisitas ini menunjukkan bahwa ekstrak metanol
kurma ajwa bersifat toksik.

Ekstrak yang mengandung senyawa yang bersifat toksik (dalam range
toksisitas menunjukkan sifat sangat toksik), terhadap larva udang A. salina
dianggap menunjukkan aktivitas biologik, sehingga pengujian ini sering digunakan
untuk skrining awal terhadap senyawa bioaktif yang memiliki potensi antitumor
atau antikanker. Kanker merupakan sel jaringaan tubuh yang pertumbuhnnya tidak
normal dan tidak terkendali. Sel kanker tumbuh dengan cepat dan bersifat ganas
serta dapat menyebar melalui pembuluh darah dan pembuluh getah bening,

karenanya sel kanker dapat tumbuh dan bermetastatis di tempat lain.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Dari uji fitokimia yang dilakukan yaitu senyawa alkaloid, antosianin,
betasianin, kardioglikosida, coummarins, flavonoid, glikosida, fenolik,
quinones, saponin, steroid, terpenoid dan tanin, maka buah Acaiberry dan
Kurma Ajwa positif untuk semua pemeriksaan sedang pada ciplukan tidak
ditemukan kumaran.

2. Buah Acaiberry memiliki kapasitas antioksidan yang sangat kuat dengan
nilai 1Cso 17,36 pg/mL, buah ciplukan (Physalis angulata Linn) adalah kuat
sedang dengan ICso 149,46 pg/mL dan ekstrak buah kurma ajwa (Phoenix
Dactylivera L) juga sangat kuat dengan 1Cso adalah 26,14 pg/mL

3. Buah Acaiberry, buah ciplukan (Physalis angulata Linn) dan buah Kurma Ajwa
(Phoenix Dactylivera L) memiliki sifat toksisitas toksik dengan nilai LCso
238,48 pg/mL (Acaiberry), memiliki toksisitas toksik sedang dengan LCso
adalah 208,82 pg/mL (Ciplukan ) dan Ekstrak memiliki nilai toksisitas LCso
adalah 126,610 ug/mL (Kurma Ajwa.)

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai senyawa-senyawa aktif
yang terkandung pada buah Acaiberry, Ciplukan dan Kurma Ajwa.

2. Perlu Dilakukan pemeriksaan in vitro lebih lanjut terhadap buah Acaiberry,
Ciplukan dan Kurma Ajwa dengan metode-metode lain (Total Anthocyanin
Content, Total Alkaloids Content, ABTS, dll.)

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas senyawa aktif
mana pada buah Acaiberry, Ciplukan dan Kurma Ajwa yang mempunyai
kapasitas antioksidan.

4. Perlu dilakukan uji yang lebih spesifik pada buah Acaiberry, Ciplukan dan
Kurma Ajwa untuk mengetahui efek farmakologis terhadap anti-cancer misalnya

dengan uji In-vivo
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