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ABSTRAK

Rohmaniyah, M. 2015. Uji Antioksidan Ekstrak Etanol 80% dan Fraksi Aktif
Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn) Menggunakan Metode DPPH Serta
Identifikasi Kandungan Senyawa Aktif. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang. Pembimbing I: Elok
Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing II: Ahmad Abtokhi M. Pd; Konsultan: Dewi Yuliani
M. Si.

Rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) merupakan tanaman gulma yang
dapat digunakan sebagai obat. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antioksidan ekstrak rumput bambu. Selain itu, dilakukan pula identifikasi terhadap
senyawa aktif yang terkandung dalam rumput bambu. Rumput bambu dimaserasi dengan
pelarut etanol 80 % dan dihidrolisis. Ekstrak terhidrolisis tersebut kemudian dipartisi
dengan kloroform dan n-heksana. Aktivitas antioksidan ekstrak etanol 80 %, ekstrak
etanol terhidrolisis, fraksi kloroform dan n-heksana diuji dengan metode 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH). Identifikasi senyawa aktif pada masing-masing ekstrak dilakukan
melalui uji fitokimia dan kromatografi lapis tipis (KLT). Hasil pengujian aktivitas
antioksidan menunjukkan bahwa persen aktivitas antioksidan tertinggi pada ekstrak
etanol 80 %, etanol terhidrolisis, fraksi kloroform dan n-heksana berturut-turut sebesar
54,90 % (400 ppm), 29,23% (400 ppm), 34,45 % (100ppm) dan 38,18 % (200 ppm).
Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol 80 % mengandung senyawa tanin
dan steroid, ekstrak etanol terhidrolisis mengandung senyawa tanin dan triterpenoid,
ekstrak fraksi kloroform mengandung senyawa steroid, dan ekstrak fraksi n-heksana
mengandung senyawa triterpen. Eluen n-heksana dan etil asetat diketahui merupakan
eluen terbaik pada pemisahan senyawa aktif menggunakan KLT. Identifikasi dengan KLT
terhadap senyawa tanin, triterpenoid dan steroid berturut-turut menghasilkan 8 noda (Rf
0,28 - 0,96), 7 noda (Rf 0,57 - 0,92) dan 9 noda (Rf 0,11 - 0,63).

Kata kunci : Lophatherum gracile Brongn, aktivitas antioksidan, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl, uji fitokimia



ABSTRACT

Rohmaniyah, M. 2015. Antioxidant Assay by DPPH Method and Active Compound
Identification of Ethanol 80% Extract and Active Fraction of Bamboo Grass
(Lophatherum  gracile Brogn). Thesis. Chemistry Department, Science and
Technology Faculty the State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor |: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Supervisor Il: Ahmad Abtokhi, M.Pd;
Consultant: Dewi Yuliani M. Si.

Bamboo grass (Lophatherum gracile Brongn) is a weed that can be used as a
medicine. The aims of this research was to find out the antioxidant activity of bamboo
grass extract. The active compounds of extract were also identified. Bamboo grass were
macerated by ethanol 80% and then hydrolyzed. The hydrolyzed extract was partitioned
by chloroform and n-hexane. Antioxidant activity of ethanol 80% extract, ethanolic
hydrolyzed extract, chloroform and n-hexane fraction was determined by DPPH assay.
The active compounds were identified by phytochemical screening and thin layer
chromatography (TLC). The result of antioxidant assay showed that the highest
percentage of antioxidant activity of ethanol extract, ethanolic hydrolyzed extract,
chloroform and n-hexane fraction were respectively 54,90 % (400 ppm), 29,23% (400
ppm), 34,45 % (100 ppm) and 38,18 % (200 ppm). The result of phytochemical screening
showed that ethanol extract containing tannin and steroid, hydrolized ethanol extract
contained tannin and triterpenoid, chloroform fraction contained steroid, and n-hexane
fraction containing triterpenoid. The best eluent for separation using TLC was by n-
hexane and ethyl acetate. Solvent identification of tannin, triterpenoid, and steroid using
TLC obtained 8 spots (Rf: 0,28 - 0,96), 7 spots (Rf: 0,57 - 0,92) and 9 spots (Rf: 0,11 -
0,63) respectively.

Keywords : Lophatherum gracile Brongn, antioxidant activity, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl, phytochemical screening
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kemajuan zaman dewasa ini telah membuat sebagian besar masyarakat
mengalami perubahan pola hidup termasuk diantaranya dalam hal makanan.
Masyarakat cenderung memilih hal-hal yang bersifat cepat dan instan tanpa
memperhatikan efek samping di baliknya. Pola makan yang tidak tepat dapat
menyebabkan munculnya beragam penyakit, seperti diabetes mellitus, jantung, dan
kanker (Rohmatussolihat, 2009).

Salah satu penyebab penyakit tersebut adalah radikal bebas yang menyerang
sel tubuh manusia. Radikal bebas terdapat dalam tubuh manusia, sebagai sampingan
dari proses pembentukan energi. Radikal bebas dalam jumlah sedikit dibutuhkan
tubuh untuk membantu sel darah putih atau leukosit untuk membunuh kuman.
Namun, jika radikal bebas terlalu banyak, maka akan merusak tubuh. Oleh karena itu,
dibutuhkan senyawa antioksidan yang dapat menyumbangkan satu atau lebih elektron
pada radikal bebas, sehingga radikal bebas tersebut dapat diredam (Suhartono, 2002).

Antioksidan merupakan zat yang dibutuhkan oleh tubuh, pada konsentrasi
kecil dapat menghambat oksidasi pada substrat, mencegah penuaan dini, dan
menangkal radikal bebas penyebab penyakit. Antioksidan pada dasarnya dibedakan
menjadi dua kategori yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan
sintetik yang biasa digunakan pada makanan umumnya butylated hydroxytoluene

(BHT) dan butylated hydroxyanisole (BHA) yang dalam kadar tinggi berbahaya



(Shahidi, dkk., 1995). Berdasarkan hal tersebut senyawa antioksidan alami sangat
dibutuhkan.

Indonesia merupakan negara yang mempunyai keanekaragaman hayati
terbesar ketiga setelah Brazil dan Zaire, diperkiraan sekitar 30.000 jenis tumbuhan
ditemukan di hutan Indonesia. Berdasarkan data tersebut hanya + 180 spesies
diantaranya yang dimanfaatkan dalam industri obat-obatan di Indonesia. Pemanfaatan
tumbuhan sebagai obat kurang maksimal karena hanya berdasarkan pada pengalaman
empiris yang diwariskan secara turun temurun tanpa diketahui kandungan senyawa
metabolit sekunder tumbuhan tersebut (Attamimi, 2001). Tumbuhan yang berpotensi
sebagai obat-obatan pada umumnya berasal dari jenis tanaman umbi-umbian,
rimpang, biji-bijian, buah-buahan, tanaman hias sampai gulma. Salah satu gulma
yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan pengobatan adalah rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn) yang berpotensi sebagai antioksidan alami.

Menurut Wijayakusuma (2005), seluruh bagian rumput bambu baik akar,
batang, dan daun mengandung banyak senyawa kimia diantaranya triterpenoid dan
steroid. Sedangkan identifikasi yang dilakukan Jing, dkk., (2009) pada daun rumput
bambu menemukan adanya 14 senyawa metabolit sekunder flavonoid, triterpenoid
dan steroid (b-sitosterol). Menurut Rizgiyah (2014) ekstrak kloroform akar rumput
bambu menghasilkan senyawa steroid. Sedangkan penelitian Purwitasari (2014)
ekstrak etanol daun rumput bambu menghasilkan senyawa alkaloid, tanin dan
triterpenoid.

Ekstrak metanol seluruh bagian tanaman rumput bambu jenis Pogonatherum

crinitum menggunakan HPLC menghasilkan senyawa flavonoid (Wang, dkk., 2008).



Pada penelitian ini akan digunakan sampel rumput bambu secara keseluruhan yaitu
akar, batang dan daun. Hal ini dilakukan agar lebih banyak senyawa yang dapat
terekstrak. Tuhan menciptakan segala sesuatu di muka bumi ini pasti ada tujuan dan
memberikan manfaat atau kebaikan. Hanya saja kita belum tahu kebaikan apa yang
ada dibalik sesuatu (tumbuhan) ciptaan-Nya. Seperti firman Allah dalam QS. asy-
Syu’araa: 7.
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (QS.
Asy Syu’araa: 7).

Kata ila pada ayat ini merupakan makna batas akhir. Ila berfungsi
memperluas arah pandangan hingga batas akhir, dengan demikian ayat ini
mengundang manusia untuk mengarahkan pandangannya hingga batas
kemampuannya, dengan aneka tanah dan tumbuhannya, dan aneka keajaiban yang
terhampar pada tumbuh-tumbuhan. Kata zauj berarti pasangan. Pasangan yang
dimaksud pada ayat ini adalah pasangan tumbuh-tumbuhan, karena tumbuhan muncul
di celah-celah tanah yang terhampar bumi, dengan demikian ayat ini mengisyaratkan
bahwa tumbuh-tumbuhan memiliki pasangan (benang sari dan putik) guna
pertumbuhan dan perkembangannya. Kata karim antara lain digunakan untuk
menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya.
Tumbuhan yang baik, adalah yang subur dan bermanfaat (Shihab, 2003).

Pada penelitian ini akan dilakukan pemisahan senyawa aktif rumput bambu

dengan metode ekstraksi maserasi menggunakan etanol 80%. Ekstrak yang didapat



kemudian dihidrolisis untuk memisahan ikatan glikosidanya yaitu ikatan antara gula
dan senyawa metabolit sekunder (Gunawan, 2004) dilakukan ekstraksi kembali
dengan metode partisi. Tujuan ekstraksi partisi dengan variasi pelarut untuk
mendapatkan senyawa-senyawa yang memiliki tingkat kepolaran yang berbeda
(Djarwis, 2004).

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak rumput bambu akan dilakukan
menggunakan metode perendaman radikal DPPH. Metode DPPH dipilih karena
memiliki beberapa kelebihan antara lain sederhana, mudah, cepat, peka, dan
memerlukan sedikit sampel. Parameter yang digunakan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan adalah % aktivitas antioksidan yang didefinisikan sebagai besarnya
konsentrasi sampel yang dapat menangkal radikal bebas (Pratiwi, dkk., 2012).

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
golongan senyawa yang memiliki potensi antioksidan dari ekstrak rumput bambu
untuk dilakukan pengujian lebih lanjut, sehingga dapat meningkatkan nilai guna dan
nilai ekonomis rumput bambu. Berdasarkan pemaparan diatas perlu diadakan
penelitian yang mendalam guna mengkaji lebih banyak manfaat rumput bambu

khususnya mengenai senyawa antioksidan yang ada di dalamnya.



1.2

1.3
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Rumusan Masalah

Bagaimana aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, etanol terhidrolisis,
fraksi kloroform dan n-heksana rumput bambu dengan metode DPPH?
Golongan senyawa apa yang terdapat pada ekstrak etanol, etanol terhidrolisis,
fraksi kloroform dan n-heksana rumput bambu?

Tujuan

Mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, etanol terhidrolisis,
fraksi  kloroform dan n-heksana rumput bambu dengan metode DPPH.
Mengetahui golongan senyawa yang terdapat pada ekstrak etanol, etanol

terhidrolisis, fraksi kloroform dan n-heksana rumput bambu.

Batasan Masalah

Sampel yang digunakan adalah seluruh bagian rumput bambu (daun, batang
dan akar) yang diperoleh dari perkebunan kota Batu dan Malang, Jawa Timur.
Ekstraksi senyawa aktif dengan metode maserasi dan partisi hasil dari proses
hidrolisis.

Pelarut yang digunakan adalah etanol 80%, kloroform dan n-heksana.

Uji antioksidan dilakukan dengan metode DPPH.

Uji kandungan senyawa metabolit sekunder dengan uji reagen (fitokimia) dan

kromatografi lapis tipis analitik (KLTA).



15  Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat mengenai pemanfaatan rumput bambu terhadap kesehatan dengan dosis
tertentu, dan memberikan informasi tentang kandungan antioksidan rumput bambu.
Hal ini dapat digunakan sebagai rujukan pada penelitian tahap selanjutnya, serta
meningkatkan nilai guna dan nilai ekonomis rumput bambu untuk kepentingan

masyarakat.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Pemanfaatan Tanaman dalam Perspektif Islam

Tumbuhan merupakan salah satu makhluk hidup ciptaan Tuhan yang
memiliki banyak manfaat. Tumbuh-tumbuhan menghasilkan beberapa zat yang dapat
dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainnya, misalnya, vitamin, minyak, dan obat.
Allah memerintahkan manusia supaya memperhatikan keberagaman dan keindahan
disertai seruan agar merenungkan ciptaan-Nya yang menakjubkan dalam firman

Allah QS. al An’am ayat 99.
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Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang
menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai
yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan
delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada
yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang
beriman” (QS. al An’am: 99).

Menurut Shihab (2003) dalam tafsir Al-Mishbah, aneka tumbuhan dengan
bermacam-macam jenis, bentuk dan rasa merupakan hal-hal yang sungguh

menakjubkan dan membuktikan bahwa penciptaan-Nya sangat agung. Setiap macam



tumbuhan diciptakan Allah untuk kemaslahatan umat manusia, diantaranya sebagai
salah satu sumber pangan bagi manusia dan dapat dipetik hasilnya untuk memenuhi
kebutuhan manusia. Manfaat tumbuhan ini salah satunya digunakan sebagai tanaman
obat.

Tanaman obat sebenarnya bukan merupakan hal yang baru. Sejak terciptanya
manusia di permukaan bumi, telah diciptakan pula alam sekitarnya mulai dari itu
manusia mencoba memanfaatkan alam sekitarnya untuk memenuhi keperluan
hidupnya, termasuk keperluan akan obat-obatan dalam rangka mengatasi masalah
kesehatan yang dihadapinya. Hal tersebut menunjukkan bahwa tanaman memiliki
potensi yang besar untuk dijadikan obat-obatan. Salah satu tumbuhan yang dapat

dimanfaatkan sebagai obat adalah rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn).

2.2  Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Rumput bambu merupakan rumput liar yang tumbuh di hutan, kebun atau di
pinggir jalan. Tumbuh di dataran menengah sampai pegunungan tinggi dari
ketinggian 800-2.500 meter di atas permukaaan air laut. Rumput bambu merupakan
rumput menahun yang memiliki tinggi 20-50 cm, bertangkai banyak dengan rimpang
pendek bercabang-cabang. Tumbuhan ini memiliki batang kecil, panjang, berongga,
berambut, warna kuning beralur memanjang, daun berbentuk runcing dan pertulang
sejajar. Akar berbentuk serabut seperti umbi-umbian, kecil berbentuk kerucut serta
mempunyai rimpang yang menyerupai kayu. Batang-batangnya tegak, mampat dan

berbulu (Kusumawati, dkk., 2003).



Gambar 2.1 Rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) (Wijayakusuma, 2005)

Klasifikasi tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) adalah sebagai

berikut (Cronquis, 1981).

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta ( Tumbuhan pembuluh)
Super devisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan Berbunga)
Ordo : Poales

Famili : Poaceae (Suku rumput-rumputan)
Genus : Lophaterum

Spesies : Lophatherum gracile Brongn

2.3  Kandungan Kimia Rumput Bambu (Lophatherum gracile B.)

Seluruh bagian rumput bambu menurut penelitian Wijayakusuma (2005)
mengandung senyawa triterpenoid, steroid, dan senyawa lainnya. Hasil penelitian
Kusumawati, dkk., (2003) menyatakan bahwa tanaman L\ophatherum gracile B.
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder golongan steroid dan terpenoid
yang terdapat pada akar dan senyawa metabolit sekunder flavonoid yang terdapat
pada bagian daun. Berdasarkan penelitian Jing, dkk., (2009) dalam ekstrak etanol
daun rumput bambu terkandung banyak senyawa diantaranya flavonoid, triterpenoid,

dan b-sitosterol.
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Rumput bambu merupakan salah satu jenis tanaman yang sangat berpotensi
digunakan sebagai obat penyebuhan penyakit tertentu, seperti antiinflamasi dan
antikanker (Kusumawati, dkk., 2003). Sedangkan menurut Wijayakusuma (2005)
daun rumput bambu berfungsi sebagai obat untuk mengatasi kanker, demam,
mimisan, sakit tenggorokan, sariawan, gusi bengkak, antipiretik, diuretik, antibakteri,

anti-tumor dan efek hiperglikemia.

2.4 Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses penarikan kandungan senyawa metabolit sekunder
dengan pelarut pada simplisia. Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia
dapat digolongkan ke dalam golongan tanin, triterpenoid, saponin, alkaloid dan
flavonoid. Pengetahuan tentang senyawa aktif yang dikandung simplisia akan
mempermudah pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat (Ditjen POM, 2000).

Prinsip ekstraksi adalah melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan
senyawa non polar dalam pelarut non polar (like dissolve like). Faktor yang
mempengaruhi proses ekstraksi adalah pemilihan pelarut dan metode ekstraksi,
meliputi lama ekstraksi, suhu, lama pengadukan, proses penyarian dan pemekatan.
Hal yang harus diperhatikan dalam pemilihan jenis pelarut adalah daya melarutkan,
titik didih, sifat toksik, mudah tidaknya terbakar dan sifat korosif terhadap peralatan
ekstraksi (Khopkar, 2008).
2.4.1 Ekstraksi Maserasi

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dalam pelarut organik yang

digunakan pada temperatur ruangan. Maserasi didasarkan pada perendaman sampel
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dengan pelarutnya pada suhu ruang. Sampel akan mengalami pemecahan dinding sel
dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara didalam dan diluar sel sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut pada pelarut (Voight,
1995).

Melalui ekstraksi maserasi diharapkan semua senyawa dapat terekstrak secara
maksimal, dilanjutkan dengan partisi untuk memperoleh komponen bioaktif yang
lebih spesifik (Dewi, dkk., 2010). Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan
memberikan efektivitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan bahan alam
dalam pelarut tersebut (Guenther, 2006). Kelebihan maserasi ini adalah cara
pengerjaan atau peralatan yang digunakan sederhana dan mudah dilakukan (Vogel,
1978).

Pelarut yang digunakan dalam mengekstrak senyawa aktif dalam rumput
bambu adalah etanol 80%. Pelarut etanol merupakan pelarut universal golongan
alkohol yang mudah melarutkan senyawaan yang sesuai dengan cukup cepat karena
sifat kepolarannya yang tinggi, memiliki titik didih yang cukup rendah sehingga
dapat mudah diuapkan tanpa menggunakan suhu yang tinggi, bersifat inert, dan
memiliki harga yang terjangkau (Guenther, 2006).

Pemekatan filtrat menggunakan rotary evaporator. Prinsip kerja rotary adalah
penurunan tekanan pada labu alas bulat sehingga pelarut dapat menguap lebih cepat
di bawah titik didihnya. Pelarut akan menguap menuju kondensor dan tertampung

dalam labu alas bulat penampung sehingga terpisah dari ekstrak (Vogel, 1978).
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2.4.2 Hidrolisis Glikosida

Hidrolisis adalah proses dekomposisi kimia dengan menggunakan pelarut
untuk memecahkan ikatan kimia dari substansinya. Prinsip hidrolisis asam adalah
peruraian suatu senyawa dengan cara memutus ikatan glikosida menggunakan air dan
katalis asam (Saifudin, dkk., 2006). Reaksi hidrolisis dilakukan untuk memutus
ikatan glikosida pada senyawa organik yang berbentuk glikosida.

Glikosida merupakan senyawa yang terdiri dari gabungan bagian gula (glikon)
yang bersifat polar dan bagian bukan gula (aglikon) yang dapat bersifat polar,
semipolar dan non polar (senyawa metabolit sekunder) (Gunawan, 2004). Suatu
senyawa apabila mempunyai banyak ikatan glikosida maka senyawa tersebut
cenderung bersifat lebih polar. Pada proses ekstraksi, senyawa metabolit sekunder
akan lebih terekstrak pada pelarut yang bersifat polar, senyawa bekerja kurang
spesifik karena terikat dengan gugus gula dan pada proses pemisahan senyawa
dengan KLT akan cenderung tertahan pada fase diamnya (Saifudin, dkk., 2006).

2.4.3 Ekstraksi Partisi (Ekstraksi Cair-cair)

Ekstraksi partisi merupakan metode ekstraksi yang didasarkan pada sifat
kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, yaitu sebagian komponen larut pada fase pertama dan sebagian larut pada
fase kedua. Syarat pelarut untuk ekstraksi cair-cair adalah memiliki kepolaran yang
sesuai dengan bahan yang diekstraksi dan harus terpisah secara pengocokan yang
ditandai dengan terbentuknya dua lapisan yang tidak saling campur (Khopkar, 2008).

Kelebihan dari metode partisi adalah dapat memperoleh komponen bioaktif yang



13

lebih spesifik dan waktu ujinya cepat (waktu total ekstraksi pendek) (Dewi, dkk.,
2010).

Pelarut organik yang dipilih untuk ekstraksi pelarut yang mempunyai
kelarutan rendah dalam air (< 10 %), dapat menguap sehingga memudahkan
penghilangan pelarut organik setelah dilakukan ekstraksi, dan mempunyai kemurnian
yang tinggi untuk meminimalkan adanya kontaminasi sampel (Rohman dan Gandjar,
2007). Pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah n-heksana dan kloroform
karena kedua pelarut memiliki sifat kepolaran yang berbeda sehingga dapat
memisahkan senyawa berdasarkan sifat kepolarannya. Selain itu kedua pelarut ini
memiliki nilai kelarutan rendah pada air yaitu 3,9 % dan 2,0 % sehingga

memungkinkan mendapatkan senyawa murni.

2.5  Senyawa Kimia Metabolit Sekunder pada Tanaman

Uji fitokimia merupakan pengujian kandungan senyawa-senyawa kimia di
dalam tumbuhan. Prinsip uji fitokimia didasarkan terbentuknya warna dan busa
(Kristanti, dkk., 2008). Tumbuhan umumnya mengandung senyawa aktif dalam
bentuk metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, triperpenoid, dan steroid.
Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang umumnya mempunyai
kemampuan bioaktivitas dan berfungsi sebagai pelindung tumbuhan tersebut dari
gangguan hama penyakit untuk tumbuhan itu sendiri atau lingkungannya (Lenny,

20064).
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25.1 Alkaloid

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak ditemukan
di alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-tumbuhan dan
tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling
sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan sebagian besar atom

nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Lenny, 2006b).

Iz

Gambar 2.2 Struktur senyawa Alkaloid (Robinson, 1995)

Sriwahyuni (2010) memisahkan senyawa alkaloid menggunakan eluen
kloroform-metanol (9,5:0,5) dan penyemprot dragendorff (kalium tetraiodobismutat)
dan mendapatkan 7 noda. Pereaksi lain yang sering digunakan seperti pereaksi
Wagner (iodium dalam kalium iodida), asam silikotungstat 5%, dan asam tanat 5%.
Hasil positif alkaloid pada uji dragendroff juga ditandai dengan terbentuknya endapan
coklat muda sampai kuning (Lutfillah, 2008).

Hasil positif alkaloid pada reagen mayer ditandai dengan terbentuknya
endapan putih, diperkirakan endapan tersebut adalah kompleks kalium-alkaloid. Pada
pembuatan pereaksi Mayer, larutan merkurium (11) klorida ditambah dengan kalium

iodida akan bereaksi membentuk endapan merah-merkurium (1) iodida. Jika kalium
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iodida ditambahkan secara berlebih maka akan berbentuk kalium tetraiodomerkurat
(1) (Svehla, 1990).
2.5.2 Flavonoid

Flavonoid mempunyai kerangka dasar 15 atom karbon yang terdiri dari dua
cincin benzana terikat pada suatu rantai propana (Cs) sehingga membentuk suatu
susunan Cg-C3-Ce. Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis senyawa flavonoid,
yaitu flavonoid, isoflavonoid dan neoflavonoid. Turunan senyawa flavonoid

diantaranya resveratrol, hesperidin dan quercetin (Lenny, 2006a).

Flavonoid Isoflavonoid Neoflavonoid

Gambar 2.3 Struktur inti senyawa Flavonoid

Tiap-tiap fraksi diuji fitokimia untuk mengetahui ada tidaknya senyawa
flavonoid. Uji senyawa flavonoid dilakukan dengan cara menambahkan sedikit
serbuk Mg dan 3 tetes HCI pekat dan uji senyawa flavonoid dinyatakan positif jika
reaksi yang terjadi menghasilkan warna merah, kuning dan jingga (Harborne, 1987).

Identifikasi flavonoid dengan KLT dapat menggunakan penyemprot
amoniak/uap amoniak yang memberikan warna biru kehijauan, hijau kekuningan,
lembayung dan kuning kecoklatan (Halimah, 2010). Alasan penggunaan uap amoniak
karena flavonoid merupakan senyawa fenol yang warnanya dapat berubah apabila

ditambah basa atau amoniak. Oleh karena itu golongan ini mudah dideteksi pada
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kromatogram atau dalam larutan (Harbone, 1987). Suroso (2011) mengidentifikasi
golongan flavonoid menggunakan eluen metanol : kloroform (1:39) menunjukkan 8
noda setelah diuapi amoniak dibawah lampu UV 366 nm.
2.5.3 Triterpenoid

Triterpenoid adalah senyawa dengan kerangka karbon yang disusun dari 6
unit isoprena, suatu rantai Cgp hidrokarbon asilik. Senyawa tersebut mempunyai
stuktur siklik yang relatif kompleks, kebanyakan merupakan sutau alkohol, aldehida
atau asam karboksilat. Senyawa tersebut tidak bewarna, kristalin, yang mempunyai
titik lebih tinggi, umumnya sulit utuk dikarakterisasi karena secara kimia tidak
reaktif. Uji triterpenoid dilakukan dengan reagen Libermann-Burchard yang akan

membentuk warna biru hijau untuk sebagian besar triterpen dan sterol (Sirait, 2007).

Gambar 2.4 Struktur senyawa Triterpenoid (Robinson, 1995)

Sriwahyuni (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan triterpenoid
dapat menggunakan eluen benzanaa-kloroform (3:7), disemprot reagen Liebermann
Burchard dan dilihat di bawah sinar UV 366 nm menunjukkan 4 noda yang berwarna
ungu tua, ungu muda, ungu dan merah keunguan. Sedangkan untuk eluen n-heksana :

etil asetat (1:1) menunjukkan 7 noda. Noda ke-1, 2, dan 3 menunjukkan warna ungu
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tua, noda ke-4 berwarna ungu, noda ke- 5 dan 6 berwarna merah muda keunguan dan
noda ke-7 berwarna merah tua keunguan.
2.5.4 Steroid

Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa jenuh yang
dinamakan siklopentanoperhidrofenantrena, yang memiliki inti dengan 3 cincin
sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang tergabung pada ujung cincin

sikloheksana tersebut (Poedjiadi dan Supriyanti, 1994).

HO

Struktur Dasar b-sitosterol

Gambar 2.5 Contoh struktur Steroid (Poedjiadi dan Supriyanti, 1994).

Steroid tersusun dari isopren-isopren dari rantai panjang hidrokarbon yang
menyebabkan sifatnya non-polar. Beberapa senyawaan steroid mengandung gugus —
OH yang sering disebut dengan sterol, sehingga sifatnya yang cenderung lebih polar.
Beberapa turunan steroid yang penting adalah steroid alkohol atau sterol. Steroid lain
antara lain asam-asam empedu, hormon seks (androgen dan estrogen) dan hormon
kortikosteroid. Senyawa steroid terdapat dalam setiap makhluk hidup. Steroid yang
ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut fitosterol, sedangkan yang ditemukan

dalam jaringan hewan disebut kolesterol.
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Sriwahyuni (2010) melakukan identifikasi golongan steroid dengan eluen
sikloheksana : etil asetat (1:1) menunjukkan 2 noda steroid yang berwarna jingga
kecoklatan di bawah sinar UV 366 nm. Penelitian Hayati, dkk., (2012) menyatakan
bahwa identifikasi senyawa steroid dapat mengunakan KLT dengan eluen
heksana:etil asetat (7:3) dan disemprot dengan pereaksi Lieberman-Burchard
menunjukkan terbentuknya noda bewarna hijau, biru ungu sampai coklat.

2.5.5 Saponin

Saponin termasuk dalam golongan senyawa terpenoid dan bagian dari
triterpenoid (diturunkan dari hidrokarbon Cgp) (Harborne, 1987). Pengujian adanya
saponin dalam penelitian (Fitriyani, dkk., 2011) dapat dilakukan dengan 0,3 g sampel,
ditambah air suling10 mL, dikocok kuat-kuat selama 30 detik. Tes buih mengandung
saponin bila terjadi buih yang stabil selama lebih dari 30 menit dengan tinggi 3 cm di
atas permukaan cairan. Hasil Uji buih menghasilkan buih stabil yang menunjukkan

adanya saponin.

Gambar 2.6 Struktur inti senyawa Saponin (Robinson, 1995)
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2.5.6 Tanin

Tanin merupakan golongan senyawa fenol yang terdapat pada daun, buah
yang belum matang, merupakan golongan senyawa aktif tumbuhan yang termasuk
golongan flavonoid, mempunyai rasa sepat dan mempunyai kemampuan menyamak
kulit. Secara kimia tanin dibagi menjadi dua golongan, yaitu tanin terkondensasi atau

tanin katekin dan tanin terhidrolisis atau tanin galat (Robinson, 1995).

OH

OH

Gambar 2.7 Contoh struktu(r)?enyawa tanin (Robinson,1995)

Sriwahyuni  (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan dapat
menggunakan eluen butanol : asam asetat : air (14:1:5) menghasilkan noda di bawah
sinar UV 366 nm berwarna ungu dan ungu kehitaman setelah disemprot dengan
FeCl;. Sedangkan untuk eluen asam asetat glasial : air : HCI pekat (30:10:3)

menghasilkan noda yang berwarna ungu kehitaman dan ungu.

2.6 Antioksidan
Antioksidan adalah zat yang dapat melawan pengaruh bahaya dari radikal
bebas yang terbentuk sebagai hasil metabolisme oksidatif, yaitu hasil dari reaksi-reaksi

kimia dan proses metabolik yang terjadi didalam tubuh. Berbagai bukti ilmiah
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menunjukkan bahwa senyawa antioksidan mengurangi resiko terhadap penyakit
kronis, seperti kanker dan jantung koroner (Amrun, dkk., 2007).

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki satu atau lebih atom
tidak berpasangan. Meskipun suatu radikal tidak bermuatan positif atau negatif, spesi
semacam ini sangat reaktif karena adanya elektron yang tidak berpasangan. Suatu
radikal bebas dijumpai sebagai zat antara yang tidak dapat diisolasi usia pendek
karena sangat reaktif dan berenergi tinggi (Fessenden dan Fessenden, 1997). Radikal
bebas oksigen (RBO) termasuk radikal bebas yang sangat berbahaya, diantaranya
adalah -OH, -O, dan ROO- (Silalahi, 2006).

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat digolongkan menjadi dua yaitu
antioksidan sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik adalah antioksidan
yang telah diproduksi secara sintetis untuk tujuan komersial bahan nonpangan seperti
karet dan bensin. Sedangkan antioksidan alami adalah antioksidan yang diperoleh
dari senyawa metabolit sekunder tumbuhan seperti senyawa golongan alkaloid,
fenolik, flavanoid dan asam askorbat. Antioksidan alami telah lama diketahui
menguntungkan untuk digunakan dalam bahan pangan karena umumnya derajat
toksisitasnya rendah (Cahyadi, 2006). Reaksi antara asam askorbat dengan dengan

molekul DPPH dapat dilihat pada Gambar 2.4.
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OH OH
HO O__o 0
HO 0
DPPHe + = - — +  HPPD-H
HO OH Ne) OH
asam askorbat radikal askorbat
OH OH
HO O _o0 o
HO o)
i + p—
oPPte 4 HPPD-H
o) OH o) o
radikal askorbat asam L-dehidroaskorbat

Gambar 2.4 Reaksi Asam Askorbat dengan DPPH (Prakash, 2001).

Radikal DPPH bereaksi dengan asam askorbat, sehingga DPPH bersifat netral
sedangkan asam askorbat menjadi radikal. Asam askorbat yang radikal bisa kembali
stabil ketika ikatan rangkap pada atom C mendonorkan elektronnya pada atom O
yang radikal. Berdasarkan hal itu maka terbentuklah asam L-dehidroaskorbat
(Prakash, 2001).

2.6.1 Metode Penangkapan Radikal DPPH (1,1- diphenyl-2-pikrilhidrazil)

Senyawa antioksidan akan bereaksi dengan radikal DPPH melalui mekanisme
donasi atom hidrogen dan menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu
ke kuning yang diukur pada panjang gelombang 517 nm. Pada panjang gelombang
tersebut cahaya tampak dan memberikan warna ungu. Warna akan berubah menjadi
kuning saat elektron berpasangan. Pengurangan intensitas warna mengindikasikan
peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal bebas (Hanani, dkk.,

2005; Day dan Underwood, 2001).
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Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat, mudah untuk
skrining aktivitas penangkapan radikal bebas beberapa senyawa dan hanya
memerlukan sedikit sampel dibandingkan dengan metode yang lain. Metode ini dapat
mengukur efektivitas total antioksidan baik dalam pelarut polar maupun nonpolar.
Beberapa metode lain terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang
digunakan dalam analisis. Metode ini mengukur semua komponen antioksidan, baik
yang larut dalam lemak ataupun dalam air (Prakash, 2001).

Antioksidan bereaksi dengan radikal DPPH akan menghasilkan bentuk
tereduksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal antioksidan. Adanya senyawa yang
bereaksi sebagai antiradikal akan mereduksi radikal DPPH. Reaksi yang terjadi antara
senyawa antioksidan dengan radikal DPPH dapat dilihat pada Gambar 2.7

(Sandrasari, 2008).

o\ Q o
N_.NONOZ + H'A —_— N_HONOZ + A.
5 o 5

O,N

DPPH antioksidan DPPH-H radikal antioksidan

Gambar 2.7 reaksi radikal 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) dengan antioksidan
(Prakash, 2001)

Aktivitas antioksidan dapat dinyatakan dengan satuan persen aktivitas
antioksidan. Kontrol digunakan untuk mengkonfirmasi kestabilan dalam sistem

pengukuran. Nilai absorbansi kontrol dapat berkurang dari hari ke hari dikarenakan
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kehilangan aktivitasnya saat dalam stok larutan DPPH, tetapi nilai absorbansi kontrol
tetap dapat memberikan batasan untuk pengukuran saat itu. Kontrol juga berfungsi

menjaga kekonstanan DPPH dalam serangkaian pengukuran (Molyneux, 2004).

DPPH memberikan serapan kuat pada 517 nm. karena adanya elektron yang
tidak berpasangan, Ketika elektronnya menjadi berpasangan oleh keberadaan
penangkap radikal bebas, maka absorbansinya menurun secara stoikiometri sesuai
jumlah elektron yang diambil (Dehpour, dkk., 2009).

2.6.2 ldentifikasi Senyawa Aktif dengaan Kromatografi Lapis Tipis Analitik

Kromatografi lapis tipis ialah metode pemisahan fisikokimia yang didasarkan
pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua fase yakni fase
gerak atau eluen dan fase diam atau adsorben yang berbeda tingkat kepolarannya.
Kromatografi lapis tipis digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang
bersifat hidrofobik seperti asam lemak dan hidrokarbon (Sastrohamidjojo, 1991).
Prinsip pemisahan dengan kromatografi lapis tipis adalah adanya perbedaan sifat fisik
dan kimia dari senyawa yaitu kecenderungan dari molekul untuk melarut dalam
cairan (kelarutan), kecenderungan molekul untuk menguap dan kecenderungan
molekul untuk melekat pada permukaan (fase diam) (Hendayana, 2006).

Fase diam dalam KLT berupa silika gel (biasanya berupa plat silika gel Fs4
yang mampu mengikat senyawa yang akan dipisahkan. Sedangkan fase geraknya
berupa berbagai macam pelarut atau campuran pelarut (Hendayana, 2006).

Identifikasi senyawa-senyawa yang terpisah pada kromatografi lapisan tipis dapat
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menggunakan harga Rf (Retardation factor) yang menggambarkan jarak yang

ditempuh suatu komponen terhadap jarak keseluruhan (Glitter, 1991).

Jarak tempuh senyawa
RfE———————————————— 2.1
Jarak tempuh eluen

Bercak yang terjadi setelah pengembangan dapat dideteksi. Cara mendeteksi
paling sederhana adalah jika senyawa menunjukkan penyerapan di daerah UV
gelombang pendek (254 nm) atau jika senyawa itu dapat dieksitasi ke fluoresensi
radiasi UVayss dan UVsge (Stahl, 1985). Jika senyawa pada bercak yang akan
ditampakkan mengandung ikatan rangkap terkonjugasi atau cincin aromatik berbagai
jenis, sinar UV akan mengeksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang
lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan semula dengan melepaskan energi (Gritter
1991).

Kandungan kimia dalam bercak dapat dideteksi menggunakan pereaksi kimia.
Cara yang digunakan untuk mendeteksi senyawa berfluoresensi adalah dengan
dipendarkan pada sinar ultraviolet. Untuk senyawa yang tidak berfluoresensi, fase
diam ditambah indikator fluoresensi. Bercak akan kelihatan gelap dengan cara
penyemprotan. Bercak kemudian dilihat dengan sinar tampak atau lampu ultraviolet.
Setelah penyemprotan dilakukan kadang-kadang diperlukan pemanasan (Stahl, 1985).

Penggunaan deteksi yang sederhana tidak mampu mendeteksi seluruh
senyawa yang terdapat pada plat KLT, sehingga senyawa yang mampu dideteksi

relatif sedikit. Deteksi non-destruktif suatu senyawa yang mungkin terdapat pada plat
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KLT vyaitu menggunakan deteksi UV, sedangkan deteksi destruktif dengan
mengkontaminasi senyawa oleh reagen deteksi dikenal sebagai deteksi semprot.
Deteksi semprot ini mampu mendeteksi senyawa yang secara visibel didapati pada
plat KLT maupun yang tidak. Pemanasan diperlukan untuk membantu reaksi warna,
hal ini dapat dilakukan dengan hair dryer atau oven (Cannell, 1998).

Hasil eksplorasi keanekaragaman dan kandungan kimia tumbuhan obat di
hutan tropis gunung Arjuno menyatakan bahwa identifikasi golongan steroid dari
ekstrak alkohol akar rumput bambu menggunakan eluen n-heksana : aseton (4:1) dan
penampak nodanya lieberman Burchard mendapatkan nilai Rf 0,04; 0,12; 0,17; 0,3
(Kusumawati, dkk., 2003). Pada penelitian sebelumya telah dilakukan pula
identifikasi senyawa steroid menggunakan eluen n-heksana : aseton (7:3) dengan
lampu UV 366 nm pada ekstrak kloroform akar rumput bambu menghasilkan 7 noda
berwarna ungu setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard mendapatkan nilai Rf

0,31; 0,46; 0,53; 0,67: 0,73; 0,80; dan 0,96 (Rizgiyah, 2014).



BAB Il1

METODE PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan April sampai Agustus 2015 di
Laboratorium Biokimia dan Organik Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.21 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas,
neraca analitik (lokal), cawan penguap (lokal), oven (lokal), loyang (lokal), ayakan 60
mesh (lokal), aluminium foil (SIGMA), vacuum buchner (lokal) , botol vial (lokal),
penjepit kayu (lokal), rak tabung reaksi (lokal), lampu UV (Varian Carry),
Spektrofotometer UV-Vis (Varian Carry), rotary evaporator (BUCHI-R 210), shaker
(Owl Sparation System), dan plat silika gel GgoF2s54 (Merck)

3.2.2 Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput bambu
(Lophaterium gracile Brongn) yang diperoleh dari Kebun Kota Batu, reagen lain
yang digunakan diantaranya, etanol 80% p.a 9 (Merck), kloroform (Merck), n-
heksana (Merck), larutan HCI 37% p.a (Merck) , metanol (Merck), logam Mg, larutan
FeCls; 99 % (Merck) p.a, NaHCO3; 99% p.a (Merck), gas N,, CH3COOH 99,5% p.a
(Merck), H,SO; 95 % (Merck) , Vitamin C (Lokal), dan DPPH (SIGMA-

ALDRICH).
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3.3  Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Uji taksonomi rumput bambu
2. Preparasi sampel
3. Analisis kadar air
4. Ekstraksi senyawa aktif dengan metode maserasi dan metode partisi hasil
hidrolisis
5. Uji antioksidan dengan metode DPPH
6. Uji golongan senyawa aktif dengan penambahan reagen

7. Pemisahan senyawa aktif dengan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA)

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Uji Taksonomi Rumput Bambu

Uji taksonomi rumput bambu (Lophatherum gracile B.) dilakukan di Dinas
Kesehatan Material Medika Kota Batu Propinsi Jawa Timur.
3.4.2 Preparasi Sampel

Sampel sebanyak 100 gram dipotong kecil-kecil, dicuci bersih, diangin-
anginkan pada suhu kamar sampai kering. Kemudian sampel yang sudah kering
diserbukkan dan disaring dengan ayakan 60 mesh. Hasil yang diperoleh berupa

serbuk yang digunakan sebagai sampel penelitian.
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3.4.3 Analisis Kadar Air (Ditjen POM, 2000)

Analisis kadar air dilakukan dengan metode thermografi yaitu dengan
pemanasan, dilakukan pada sampel kering (hasil preparasi). Sebanyak 5 gram sampel
dimasukkan ke dalam krus porselen yang sebelumnya telah dipanaskan pada
suhu 105°C selama 30 menit dan dimasukkan desikator. Kemudian dimasukkan ke
dalam oven dan dipanaskan pada suhu 100 — 105 °C. Selanjutnya dilakukan
penimbangan, pemanasan diulangi sampai didapat berat yang konstan. Kadar air

dalam tanaman dihitung menggunakan rumus berikut.

. (b-c)
Kadar a1r=( ) S L 0 R 3.1

-a

Keterangan: a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

3.4.4 Ekstraksi Senyawa Aktif dengan Metode Maserasi dan Ekstraksi
Metode Partisi Hasil Hidrolisis (Tensiska, dkk., 2007)

Sebanyak 100 gr serbuk rumput bambu diekstraksi maserasi dengan 500 mL
etanol 80% selama 24 jam. Kemudian sampel tersebut dishaker dengan kecepatan
130 rpm selama 3 jam. Selanjutnya sampel disaring dan ampas yang diperoleh
dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama sampai filtrat yang diperoleh berwarna
lebih bening. Filtrat yang diperoleh disaring menggunakan vacuum buchner dan
dipekatkan dengan rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak yang pekat dan dialiri

gas Na.
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Ekstrak pekat fraksi etanol 80% dibagi menjadi 2, dimana ekstrak bagian
pertama 1 mg diuji aktivitas antioksidannya dan sisanya dihidrolisis dengan HCI 2N
ke dalam ekstrak pekat dengan perbandingan 1:2. Masing-masing hidrolisat yang
diperoleh ditambahkan dengan NaHCO3 sampai netral. Kemudian hasil dari hidrolisis
dibagi menjadi 2, dimana ekstrak bagian pertama 1 mg diuji aktivitas antioksidan dan
sisanya dibagi menjadi 2 bagian yang sama. Bagian pertama diekstraksi dengan
metode partisi menggunakan pelarut kloroform sedangkan bagian kedua diekstraksi
dengan metode partisi mengunakan pelarut n-heksana.

Proses ekstraksi dengan metode partisi dilakukan dengan tiga Kkali
pengulangan, dimana fase organik di partisi kembali untuk memaksimalkan hasil
ekstraksi. Masing-masing ekstrak hasil partisi dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dan dialiri gas N ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung

rendemennya menggunakan rumus berikut.

Berat ekstrak

% Rendemen= m X

3.4.5 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
3.4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Rahayu, dkk., 2010)

Larutan DPPH 0,2 mM 6 mL dimasukkan ke dalam kuvet, didiamkan +10
menit pada suhu 37°C, kemudian dicari Amaks larutan menggunakan spektofotometer
UV-Vis dan dicatat Amas hasil pengukuran yang akan digunakan pada tahap

selanjutnya.
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3.4.5.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan (Suroso, 2011)

Larutan ekstrak 100 ppm 4,5 mL ditambahkan larutan DPPH 0,2 mM
sebanyak 1,5 mL, lalu diinkubasi pada suhu 37°C. Larutan yang diperoleh dipipet ke
dalam kuvet, kemudian dicari waktu kestabilan pada rentangan waktu 5-120 menit
dengan interval 10 menit. Sampel diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada Amaks yang telah diketahui pada tahap sebelumnya.
3.4.5.3 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada sampel

Pengukuran aktivitas antioksidan diawali dengan membuat absorbansi
kontrol. Larutan DPPH 0,2 mM dipipet 1,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL, kemudian
ditutup tabung reaksi dengan aluminium foil, setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C
selama waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelummya. Larutan yang
diperoleh dipipet kedalam kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada Amas Yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya.

Sampel dari masing-masing fraksi dilarutkan dalam etanol 96% dengan
konsentrasi 12, 25, 50, 75 dan 100 ppm. Tabung reaksi disiapkan untuk masing-
masing konsentrasi, dipipet masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL dan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, setelah itu ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL.
Perbandingan larutan DPPH 0,2 nM dan ekstrak yang dilarutkan adalah 1:3.
Perlakuan tersebut diulangi sebanyak tiga kali. Setelah itu diinkubasi dengan suhu
37°C pada suhu kestabilan masing-masing ekstrak yang didapatkan pada tahap

sebelumnya.
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Pembanding asam askorbat diperlakukan seperti sampel akan tetapi sampel
diganti dengan larutan asam askorbat. Apabila % aktivitas antioksidan sampel sama
atau mendekati nilai % aktivitas antioksidan pembanding maka dapat dikatakan
bahwa sampel berpotensi sebagai salah satu alternatif antioksidan. Data absorbansi
yang diperoleh dari tiap konsentrasi pada masing-masing ekstrak dihitung nilai %
kapasitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh dengan persamaan 3.3.

Ao-Ac

% Aktivitas antioksidan = X 100%0. e 3.3

(¢

Keterangan : Ao = Absorbansi sampel
Ac = Absorbansi kontrol

3.4.6 Uji Fitokimia dengan Reagen

Uji fitokimia kandungan senyawa aktif dengan uji reagen dari ekstrak pekat
etanol, etanol terhidrolisis, fraksi kloroform, dan fraksi n-heksana rumput bambu
dilarutkan dengan etanol. Kemudian dilakukan uji flavonoid, alkaloid, saponin,
triterpenoid, steroid, dan tanin.
3.4.6.1 Uji Flavonoid

Masing-masing ekstrak kasar rumput bambu yang telah dilarutkan dalam
pelarutnya diambil sebanyak 0,5 mL dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan air panas 1-2 mL dan sedikit serbuk logam Mg. Kemudian ditambahkan
2-3 tetes HCI 37% dan etanol 95% dengan volume yang sama lalu dikocok. Jika
terbentuk larutan berwarna merah, kuning atau jingga, maka ekstrak kasar positif

mengandung flavonoid
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3.4.6.2 Uji Alkaloid (Harborne, 1987)

Masing-masing ekstrak kasar rumput bambu yang telah dilarutkan dalam
pelarutnya diambil sebanyak 0,5 mL dan dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah
1 mL kloroform dan 1 ml amonia lalu disaring. Filtrat ditambahkan 2-4 tetes H,SO,
pekat untuk menetralkan, lalu dikocok hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan asam
yang tidak berwarna diuji dengan menambahkan 2-3 tetes reagen marquis, mayer dan
dragendorff. Jika hasil pengujian dengan reagen marquis, mayer dan dragendorff
menghasilkan warna berturut-turut kuning sampai lembayung, putih keruh dan
jingga, maka ekstrak kasar tersebut mengandung alkaloid.
3.4.6.3 Uji Saponin

Masing-masing ekstrak kasar rumput bambu yang telah dilarutkan dalam
pelarutnya diambil sebanyak 0,5 mL dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah air
(1:1) sambil dikocok selama 10 menit, apabila busa yang terbentuk selama tidak
kurang dari 10 menit, setinggi 1 cm sampai 10 cm pada penambahan 1 tetes HCI 2N
dan busa yang terbentuk bisa tetap stabil, maka ekstrak positif mengandung saponin.
3.4.6.4 Uji Tanin (Halimah, 2010)

Masing-masing ekstrak kasar rumput bambu yang telah dilarutkan dalam
pelarutnya diambil sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan dengan 2-3 tetes larutan FeCl; 1%. Jika larutan menghasilkan warna
hijau kehitaman atau biru tinta, maka ekstrak tersebut menggandung tanin galat dan

jika warnanya hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa tanin katekol.
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3.4.6.5 Uji Triterpenoid dan Steroid (Lestari, 2012)

Masing-masing ekstrak kasar rumput bambu yang telah dilarutkan dalam
pelarutnya diambil sebanyak 0,5 mL dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah 0,5
mL Kkloroform lalu ditambah 0,5 mL anhidrida asetat dan 1,5 mL asam sulfat pekat
(1:3) (pereaksi Lieberman Burchard) melalui dinding tabung tersebut. Adanya
triterpenoid ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah, jingga, kuning, ungu,
cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut. Sedangkan adanya steroid
ditandai dengan terbentuknya warna hijau, hijau kebiruan atau biru.

3.4.7 Uji Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (Rohman
dan Gandjar, 2007)

Uji senyawa aktif dengan KLT dilakukan pada ekstrak yang positif pada uji
reagen. Kromatografi lapis tipis analitik adalah metode pemisahan yang didasarkan
pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua fase yakni fase
gerak (eluen) dan fase diam (silika) yang berbeda tingkat kepolarannya
(Sastrohamidjojo, 1991).

K (koefisien distribusi) merupakan perbandingan konsentrasi solut dalam fase
diam (Cs) dan dalam fase gerak (Cm), K = Cs/Cm. Semakin besar nilai K
menyebabkan nilai Rf bertambah kecil dan sebaliknya. Nilai Rf yang kecil
menandakan noda cenderung terdistribusi pada fase diam yang bersifat polar atau
konsentrasi solut lebih besar pada fase polar dan sebaliknya.

Plat KLT silika gel GgoF2s4 (Merck) disiapkan dan dibuat ukuran 1 cm x 10
cm. Selanjutnya plat KLT diberi tanda atau garis (1 cm dari tepi bawah dan 1 cm

dari tepi atas plat), lalu diberi penandaan pada garis di bagian bawah plat untuk
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menunjukkan posisi awal totolan. Plat KLT silika gel GgoF2s4 diaktifasi dengan cara
dioven pada suhu 60-80°C selama 1 jam untuk menghilangkan air yang terdapat pada
plat KLT.

Setiap golongan memiliki campuran fase gerak yang berbeda. Setiap
campuran fase gerak dimasukkan dalam great chamber lalu ditutup rapat dan
dilakukan penjenuhan selama 20-30 menit. Cara mengetahui eluen sudah jenuh atau
belum dapat digunakan kertas saring untuk memeriksanya yaitu dengan membasahi
kertas saring dengan uap eluen. Penjenuhan ini dilakukan untuk menyamakan tekanan
uap pada seluruh bagian bejana.

Ekstrak ditotolkan sebanyak (1-10 totol) pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat
dengan menggunakan pipa kapiler. Kemudian dikeringkan dengan hair dryer. Ekstrak
yang telah ditotolkan pada plat selanjutnya dielusi dengan masing-masing fase gerak
golongan senyawanya. Plat dimasukkan dalam great chamber yang berisi fase gerak
yang telah jenuh, kemudian great chamber ditutup rapat hingga fase gerak mencapai
jarak £ 0,5 cm dari tepi atas plat. Berikut adalah masing-masing fase gerak golongan
senyawa:

a) Golongan Senyawa Flavonoid

Penentuan senyawa ini digunakan eluen n-butanol : asam asetat : air (4:1:5) (Hayati,
dkk., 2012), eluen metanol : kloroform (1:39), butanol : asam asetat : air (3:1:1)
(Marliana, dkk., 2005), kloroform : metanol : air ( 17:2:1) (Fitriyani, dkk., 2011) dan

metanol-kloroform (1:9) (Milyasari, 2010).
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b) Golongan Senyawa Alkaloid

Penentuan senyawa ini digunakan pengembang campuran fase gerak atau eluen
kloroform : metanol (9:1) dan (19:1) (Sriwahyuni, 2010) dengan disemprot dengan
reagen Dragendorff, eluen kloroform : metanol (8:3) (Purwitasari, 2014), etil asetat :
metanol : air (3:2:1) (Marliana, 2005), dan kloroform:metanol (1:4) (Setiaji, 2009)
dengan disemprot pereaksi dragendroff.

¢) Golongan Senyawa Saponin

Penentuan senyawa ini digunakan campuran eluen kloroform : metanol : air (2:6:1)
dan ketika ditambah H,SO, akan menimbulkan warna ungu-ungu gelap
(Kristianingsih, 2002), (Wonohadi, dkk., 2006), eluen Kkloroform:metanol (21:4),
kloroform : metanol : air (3:1:0,1) (Rahayu, dkk., 2010), dengan penampak noda
Lieberman Buchard kemudian dipanaskan pada suhu 110 °C selama 10 menit,
menghasilkan noda yang berwarna biru dan hijau dan campuran eluen heksana :
aseton (4:1) dengan penyemprotan dengan SbCl; dalam asam asetat (Marliana, dkk.,
2005).

d) Golongan Senyawa Tanin

Penentuan ini digunakan eluen campuaran fase gerak butanol : asam asetat : air
(14:1:5) dan asam asetat glasial : air : HCI pekat (30:10:3) (Sriwahyuni, 2010),
Butanol:asam asetat:air (14:1:5) (Purwitasari, 2014), butanol:asam asetat:air (4:1:5)
(Nahari, 2015), dan n-heksana : etil asetat (3:2) (Mangunwardoyo, dkk., 2009)

dengan pereaksi FeCls.
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e) Golongan Senyawa Triterpenoid

Penentuan senyawa ini digunakan eluen campuran n-heksana : etil asetat (1:4) dengan
pereaksi penyemprot reagen Liebermann Burchard (Halimah, 2010), eluen heksana :
etil asetat (3:2) (Purwitasari, 2014), dan eluen benzena : kloroform (3:7) dengan
disemprot reagen Liebermann Burchard dan eluen n-heksana : etil asetat (1:1)
(Sriwahyuni, 2010) dan metanol : etil asetat (7:3) (Santi, 2009).

f) Senyawa Steroid

Penentuan senyawa ini digunakan eluen campuran n-heksana : etil asetat (7:3) dengan
pereaksi lieberman Burchard (Sriwahyuni, 2010 ; Halimah, 2010 ; Hayati, dkk.,
2012), heksana:etil asetat (3:2) (Laila, 2014) , n-heksana:etil asetat (4:1) (Reveny,
2011), n-heksana : aseton (7:3) (Rizqgiyah, 2014), dan campuran kloroform:metanol
(3:7) (Gunawan, 2008) dengan disemprot reagen Liebermann-Burchard.

Noda-noda yang terbentuk pada plat silika gel GgoFz54 kemudian diamati
dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm, disemprot dengan
penampak noda, dipanaskan di oven pada suhu 60°C selama 10 menit, kemudian
diamati masing-masing noda yang terbentuk. Pengamatan noda meliputi jumlah noda,

warna noda dan penghitungan nilai Rf noda.



BAB IV

PEMBAHASAN

4.1  Uji Taksonomi

Uji taksonomi tanaman rumput bambu (Lophaterum gracile Brongn)
dilakukan di Materia Medika, Batu. Hasil uji taksonomi menyatakan tumbuhan yang
diperoleh merupakan rumput bambu (lampiran 7). Hal tersebut sesuai dengan ciri-ciri
daunnya bertangkai jelas, berurat melintang, terdapat bulu halus pada semua bagian

batang dan daun, batangnya berongga, dan akarnya berupa serabut (Heyne, 1987).

Gambar 4.1 Rumput bambu bagian (a) batang, (b) daun, dan (c) akar (Dokumen
pribadi, 2015)

4.2 Preparasi Sampel

Preparasi sampel meliputi proses pencucian, pengeringan dan penyerbukan
sampel. Pencucian bertujuan untuk menghilangkan kotoran yang menempel pada
rumput bambu. Pengeringan dilakukan untuk mengurangi kandungan air dan
meminimalkan kerusakan akibat degradasi oleh mikroorganisme atau jamur sehingga

sampel dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama (Baraja, 2008). Proses
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penyerbukan dilakukan dengan cara pemblenderan dan pengayakan. Tujuan dari
pengayakan untuk menyeragamkan ukuran serbuk dan luas permukaan (Dewi,
2007). Hasil yang didapatkan berupa sampel yang halus, kering, berwarna hijau

untuk daun dan batang, sedangkan berwarna coklat untuk akar.

4.3  Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air yang terdapat
dalam sampel. Prinsip analisis kadar air adalah berdasarkan penghilangan air yang
terkandung dalam sampel dengan pemanasan menggunakan oven pada suhu diatas
titik didih air yaitu 100 — 105°C hingga diperoleh berat konstan. Kadar air yang tinggi
dalam sampel dapat menjadi media tumbuhnya mikroorganisme yang dapat
mendekomposisi senyawa aktif dalam sampel (Winarno, 2002). Kumala (2007)
menyatakan bahwa semakin kecil kadar air suatu sampel maka semakin mudah
pelarut mengekstrak komponen senyawa aktif yang diinginkan.

Hasil analisis kadar air sampel kering rumput bambu sebesar 10,86 %
(Lampiran 7). Persyaratan yang ditetapkan Departemen Kesehatan Rl No. 761
(1995) untuk kadar air adalah kurang atau sama dengan 10%. Hasil analisis kadar air
pada penelitian ini mendekati persyaratan yang ditetapkan Depkes RI sehingga

sampel dianggap baik untuk dilakukan proses maserasi.

4.4  Ekstraksi Rumput Bambu (Lophaterum gracile Brongn)
Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode maserasi

dan partisi. Sampel diekstraksi dengan pelarut etanol 80 % selama 3 hari dengan
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pengocokan 3 jam per hari. Tujuan pengocokan agar memperbanyak pengambilan
senyawa metabolit sekunder (Vogel, 1978). Sampel yang diperoleh berwarna hijau
pekat.

Ekstrak pekat etanol 80 % dibagi menjadi 2 bagian yaitu ekstrak A dan B.
Ekstrak A akan langsung dilakukan uji aktivitas antioksidan, fitokimia dan KLTA.
Ekstrak B dihidrolisis dengan HCI untuk memutus ikatan glikosida antara senyawa
glikon (gula) dan aglikon (senyawa metabolit sekunder). Reaksi hidrolisis merupakan
reaksi reversible (dapat balik) sehingga perlu dinetralkan dengan NaHCOj3; jenuh
untuk menghentikan pembentukan glikosida (Handoko, 2006). Ekstrak B dibagi
menjadi 3 bagian B1, B2, dan B3. Ekstrak Bl langsung dilakukan uji aktivitas
antioksidan, fitokimia dan KLTA.

Sampel B2 dan B3 dipartisi masing-masing menggunakan kloroform dan n-
heksana. Hasil yang didapatkan berupa ekstrak yang berwarna hijau pekat pada
masing-masing fraksi. Pemilihan pelarut yang berbeda ini dimaksudkan agar
senyawa-senyawa yang memiliki kepolaran berbeda dapat terekstrak ke dalam pelarut
yang sesuai (Voight, 1995). Proses partisi dilakukan dengan tiga kali pengulangan.
Komponen glikon akan terdistribusi pada fase air sedangkan senyawa metabolit
sekunder (aglikon) akan terdistribusi pada fase organik (Sumardjo, 2006). Fraksi hasil

partisi dari masing-masing pelarut dilakukan uji antioksidan, fitokima, dan KLTA.

4.5 Identifikasi Golongan Senyawa Aktif dengan Fitokimia dan KLTA
Uji fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi golongan senyawa aktif (Sani,

2014) yang terdapat dalam ekstrak rumput bambu. Uji fitokimia dilakukan pada
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ekstrak etanol 80 %, etanol terhidrolisis, fraksi kloroform dan fraksi n-heksana.
Golongan senyawa metabolit sekunder yang diuji berupa alkaloid, flavonoid, steroid,
triterpenoid, saponin dan tanin. Berdasarkan Tabel 4.1 diketahui bahwa ekstrak etanol
80%, etanol terhidrolisis, fraksi kloroform dan fraksi n-heksana berturut-turut
mengandung senyawa tanin dan steroid, tanin dan triterpenoid, steroid, dan
triterpenoid. Ekstrak yang mengandung tanin, triterpenoid dan steroid diidentifikasi
lebih lanjut menggunakan KLTA (Kromatografi Lapis Tipis Analitik).

Tabel 4.1 Hasil uji kandungan golongan senyawa aktif ekstrak rumput bambu

Ekstrak

Etanol Etanol Fraksi Fraksi Keterangan
80% terhidrolisis  kloroform n-heksana

Golongan
Senyawa aktif

Alkaloid ) ] ] ; ]
(meyer)
Alkaloid
(dragendroff) i g - i
Flavonoid = - . ) |
Saponin = - } ) i
Terbentuk
Tanin + + - - endapan
jingga
Triterpenoid - + ) Yl Cincin
kecoklatan
i Hijau
ere ' _ o ) kehitaman

Keterangan: +++ = Kandungan senyawa lebih banyak (warna sangat pekat)
++ = Mengandung senyawa (warna cukup pekat)
+ = Mengandung senyawa (berwarna)
- = Tidak terkandung senyawa

KLTA digunakan untuk memisahkan senyawa berdasarkan fase gerak (eluen)
dan fase diam (silika) yang berbeda tingkat kepolarannya. Pemisahan dikatakan baik

apabila menghasilkan komponen senyawa berupa noda yang banyak, noda yang
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terbentuk bulat tidak berekor, dan pemisahan nodanya jelas (Rohman dan Gandjar,
2007). Pemisahan KLTA menghasilkan nilai Rf (retardation factor) antara 0-1 yang
menunjukkan kecepatan elusi dari suatu senyawa dalam noda. Senyawa yang
dipisahkan akan terpisah berdasarkan distribusi senyawa tersebut terhadap fase diam
atau fase geraknya.

Kepolaran suatu molekul ditentukan oleh struktur suatu senyawa. Perbedaan
struktur tersebut menyebabkan nilai Rf berbeda-beda. Suatu senyawa yang sama
ketika strukturnya lebih polar maka lebih terdisitribusi pada fase diamnya (polar)
yang menyebabkan nilai Rf kecil dan sebaliknya (Effendy, 2010).

45.1 Tanin

Uji adanya kandungan senyawa tanin pada ekstrak ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hijau kehitaman. Hal tersebut disebabkan pembentukan senyawa
kompleks antara gugus fenol pada tanin dan Fe** dapat menimbulkan warna
(Effendy, 2007). Hasil uji fitokimia senyawa tanin positif untuk ekstrak etanol 80%
dan ekstrak etanol terhidrolisis. Reaksi dugaan yang terjadi pada uji fitokimia

senyawa tanin pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.2 Kompleks besi-polifenol (Perronn dan Brumaghim, 2009)

Atom Fe merupakan atom logam, sedangkan atom O dari senyawa tanin
merupakan atom nonlogam. Atom Fe adalah atom pusat dari senyawa kompleks
tersebut yang menerima donor elektron, sedangkan atom O merupakan atom donor
yang memberikan elektron pada atom pusat Fe. Atom donor terdapat pada suatu ion
atau molekul netral. lon dan molekul netral yang memiliki atom-atom donor yang
dikoordinasikan pada atom pusat disebut dengan ligan. Atom O dari ligan senyawa
tanin memiliki pasangan elektron bebas (PEB). Atom O tersebut bertindak sebagai
basa lewis yang mendonorkan PEB pada atom pusat Fe. Fe** dalam pembentukan
senyawa kompleks akan terhibridisasi membentuk hibridisasi d*sp®, sehingga akan
terisi oleh 6 pasang elektron bebas atom O (Effendy, 2007).

Ekstrak yang positif mengandung tanin diuji KLTA. Noda-noda yang
dihasilkan disemprot dengan reagen FeCl; untuk memastikan adanya senyawa

golongan tanin dan diamati dibawah lampu UV pada panjang gelombang 366 nm.
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Noda yang diduga senyawa tanin adalah noda dengan warna ungu (Harborne, 1987).
Pemisahan senyawa tanin terbaik dari ekstrak etanol terhidrolisis dan etanol 80%
yaitu menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (3:2). Eluen ini mampu

menghasilkan masing-masing 2 dan 9 noda.

Tabel 4.2 Data penampakan noda dugaan senyawa tanin ekstrak etanol 80 % dan
etanol terhidrolisis rumput bambu dengan beberapa variasi eluen

Ekstrak Etanol 80% Ekstrak Etanol teridrolisis
No. Eluen Jumlah . Jumlah N
Noda Nilai Rf Keterangan Noda Nilai Rf  Keterangan

Butanol :

f eamasetaty = 5 0,28:0,68 Tidak 1 0,11 Tidak
sair terpisah terpisah

(14:1:5)

Butanol : . 0,81; .

2 asam asetat 2 0,87:0,91 t;"ig;‘h 3 0,01: t;":i'a‘h
- air (4:1:5) P 0,97 P
n-heksana U2 0 0

3 - etil Wleie0[e.) 0,66

’ ) 9 0,78;0,85 Terpisah 2 P Terpisah
asetat ’ 0,37;
(3:2) 0,87;0,91
) 0,96
Klorofom: 0,15;0,35;
4, Metanol: 0,41;0,60; . .
\ir 8 0.63.0.67- Terpisah 1 0,86 Terpisah
(7:3:0,4) 0,70;0,81
Butanol: . .
. Tidak 0,78; Tidak
5. asam asetat 2 0,78;0,91 terpisah 1 0,01 terpisah

s air (4:1:2)
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Gambar 4.3 Hasil KLTA senyawa tanin ekstrak etanol terhidrolisis (a,c) dan etanol
80% (b,d) dengan eluen n-heksana : etil asetat (3:2)

(a,b) hasil pengamatan sebelum disemprot reagen FeCls

(c,d) hasil pengamatan setelah disemprot reagen FeCls;

Tabel 4.3 Dugaan senyawa tanin ekstrak etanol 80% dengan eluen n-heksana : etil
asetat (3:2)

\arna Neda Dugaan Senyawa
Rf Sebelum disemprot Sesudah disemprot g Positify
FeCls FeCls
0,28 Merah muda Ungu Tanin
0,40 Ungu Ungu Tanin
0,63 Ungu Ungu Tanin
0,68 Ungu Ungu Tanin
0,78 Merah muda Ungu Tanin
0,85 Merah muda Ungu Tanin
0,87 Ungu Ungu Tanin
0,91 Ungu Ungu Tanin

0,96 Ungu Ungu Tanin
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Tabel 4.4 Dugaan senyawa tanin ekstrak etanol terhidrolisis dengan eluen n-heksana :
etil asetat (3:2)

Rf Warna Noda Dugaan Senyawa
Sebelum disemprot Sesudah disemprot FeCl; Positif
0,66 Ungu Ungu Tanin
0,92 Ungu kehitaman Ungu Tanin

Berdasarkan harga Rf yang dihasilkan pada Tabel 4.3 dan Tabel 4.4 senyawa
tanin terdistribusi pada fase gerak yang bersifat non polar dengan mempunyai nilai
Rf pada rentang 0,63-0,96.

4.5.2 Uji Triterpenoid

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ekstrak etanol terhidrolisis dan fraksi
n-heksana rumput bambu positif mengandung senyawa triterpenoid. Senyawa
triterpenoid ditunjukkan dengan reaksi terbentuknya cincin kecoklatan (Robinson,
1995). Senyawa triterpen ketika bereaksi dengan reagen lieberman-Burchard akan
mengalami perpanjangan konjugasi menjadi asam sulfonat triterpenheksaene.
Perpanjangan konjugasi ini mengakibatkan senyawa triterpen mengalami perubahan

warna.
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Tabel 4.5 Data penampakan noda dugaan senyawa triterpenoid ekstrak etanol
terhidrolisis dan fraksi n-heksana rumput bambu dengan beberapa variasi

eluen
Ekstrak Etanol terhidrolisis Ekstrak fraksi n-heksana
No Eluen Jumlah Jumlah
noda Rf Keterangan Noda Rf Keterangan
n-heksana: 82;82;
1. etil asetat 7 - i Terpisah 1 0,08 Terpisah
(3:2) 0,80;0,85;
) 0,92
n-heksana:
2. etil asetat 1 0,97 Terpisah 1 0,97 Terpisah
(1:4)
n-heksana: LiL SO
. : 0,12;0,16; : 0,06;0,11 .
3. etélla%l?g;at 7 0.21.0.30- Terpisah 4 0.13:0.17 Terpisah
' 0,50
n-heksana:
4, etil asetat 2 0,47;0,66 Terpisah 4. 0,07 Terpisah
(4:1)
Benzana: 0,07;0,1,; ]
5.  kloroform 6 0,41;0,47; Terpisah 3 0’98’2%08 Terpisah
(3:7) 0,53 T

e o
1e— =
— | |
T fe—
a =|l
o ——: - &
o —>:
o /> —
® | 3] ;2 : --—)2
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Gambar 4.4 Hasil KLTA senyawa triterpenoid ekstrak etanol terhidrolisis dan ekstrak
fraksi n-heksana. Ekstrak etanol terhidrolisis (a,c) dengan eluen n-heksana : etil asetat
(3:2), ekstrak fraksi n-heksana (b,d) dengan eluen benzana:kloroform (3:7)

(a,b) Hasil pengamatan sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

(c,d) Hasil pengamatan setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard
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Tabel 4.6 Dugaan senyawa triterpenoid pada ekstrak etanol terhidrolisis dengan eluen
n-heksana : etil asetat (3:2)

Warna Noda Dugaan

Rf . . Senyawa

Sebelum disemprot Sesudah disemprot Positif
0,57 Ungu Ungu Triterpenoid
0,61 Ungu Ungu Triterpenoid
0,65 Ungu Ungu Triterpenoid
0,68 Ungu Ungu Triterpenoid
0,80 Ungu Ungu Triterpenoid
0,85 Ungu Ungu Triterpenoid
0,92 Ungu Ungu Triterpenoid

Tabel 4.7 Dugaan senyawa triterpenoid ekstrak dengan pada ekstrak fraksi n-heksana
dengan eluen benzana: kloroform (3:7)

R Warna noda Dugaan Senyawa
Sebelum disemprot Sesudah disemprot Positif
0,06 Ungu Ungu Triterpenoid
0,08 Ungu Ungu Triterpenoid
0,47 Ungu Ungu Triterpenoid

Hasil KLTA golongan senyawa triterpenoid setelah disemprot Lieberman-
Burchard ditunjukkan dengan terbentuknya noda berwarna ungu tua (Bawa, 2009).
Hasil pemisahan golongan senyawa triterpenoid ekstrak etanol terhidrolisis dan fraksi
n-heksana menghasilkan masing-masing 7 dan 3 noda. Noda-noda ini terpisah
berdasarkan tingkat kepolarannya. Noda yang memiliki nilai Rf yang kecil diduga
cenderung bersifat polar karena noda tersebut lebih terdistribusi ke fase diam. Noda
yang memiliki Rf yang tinggi cenderung bersifat non polar karena noda tersebut lebih
terdistribusi ke dalam fase gerak. Berdasarkan hasil pengamatan sampel lebih

terdistribusi pada fase gerak karena memiliki nilai Rf yang tinggi (0,61-0,92).



48

453 Steroid

Identifikasi golongan senyawa steroid pada ekstrak rumput bambu dilakukan
menggunakan asam anhidrida asetat dan H,SO, pekat. Steroid akan mengalami
dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan menghasilkan produk oksidasi yang
memberikan reaksi warna hijau kebiruan. Hasil identifikasi menunjukkan bahwa
ekstrak etanol 80% dan fraksi kloroform mengandung steroid yang ditandai dengan
terbentuknya warna hijau kebiruan.

Tabel 4.8 Data penampakan noda dugaan senyawa steroid ekstrak etanol 80% dan
fraksi kloroform rumput bambu dengan beberapa variasi eluen

Ekstrak etanol 80% fraksi kloroform

No  Eluen Jumlah Nilai Rf Keteranga Jumlah Nilai Rf  Keterangan
noda n noda
n-heksana: 0,28;0,68;
etil asetat 6 0,85;0,88;  Terpisah 1 0,03 Terpisah
(3:2) 0,93;0,96
n- 0,1;0,22;
;?:( ;2:,;,[ 8 00536004712 Terpisah 1 0,06 Terpisah
(7:3) 0,78;0,86
, 0,32;0,48;
n-heksana: 0.46-0.50-
aseton 8 0’65z0,68: Terpisah 1 0,07 Terpisah
(7:3) s
0,80;0,86;
Tidak
n-heksana: ) ) terpisah 0,55;0,60; .
til asetat 3 0’13’3581’ 5 0.73:0.86: teTr;)O:?:h
(7:3) ’ 0,87
0,1;0,12; 0,11;0,17;
n-heksana: 0,17;0,23; 0,22;0,27;
etil asetat 10 0,28;0,35;  Terpisah 9 0,31;0,40; Terpisah
(4:1) 0,41;0,47; 0,43;0,60;
0,52;0,66 0,63;
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Gambar 4.5 Hasil KLTA senyawa steroid fraksi kloroform (a,c) eluen n-heksana : etil
asetat (4:1) dan ekstrak etanol 80% (b,d) dengan eluen n-heksana : etil asetat (7:3)
(a,b) Hasil pengamatan sebelum disemprot reagen Liebermann-Burchard

(c,d) Hasil pengamatan setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard

Tabel 4.9 Dugaan senyawa steroid ekstrak etanol 80% dengan eluen n-heksana:
etil asetat (7:3)
Warna noda dibawah lampu UV

Rf Sebelum disemprot Sesudah disemprot

Dugaan Senyawa

reagen LB reagen LB 7 il
0,10 Merah muda Biru Steroid
0,22 Merah muda Merah muda Steroid
0,30 Biru Biru Steroid
0,41 Merah muda Merah muda Steroid
0,56 Merah muda Merah muda Steroid
0,72 Merah muda Merah muda Steroid
0,78 Merah muda Biru Steroid

0,86 Coklat Biru Steroid
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Tabel 4.10 Dugaan senyawa steroid fraksi kloroform dengan eluen n-heksana : etil
asetat (4:1)

Warna noda dibawah lampu UV pada 366 nm

Dugaan Senyawa

Rf Sebelum disemprot Sesudah disemprot Positi
ositif
reagen LB reagen LB
0,11 Merah muda Biru Steroid
0,17 Merah muda Merah muda Steroid
0,22 Merah muda Merah muda Steroid
0,27 Merah muda - -
0,31 Merah muda Merah muda Steroid
0,40 Merah muda Merah muda Steroid
0,43 Merah muda Merah muda Steroid
0,60 Merah muda Biru Steroid
0,63 Biru Biru Steroid

Noda yang diduga golongan senyawa steroid adalah noda dengan warna biru,
ungu, sampai coklat setelah disemprot pereaksi Liebermann-Burchard (Syamsudin,
dkk., 2007). Hasil pemisahan senyawa steroid pada ekstrak etanol 80% dengan eluen
n-heksana : etil asetat (7:3) menghasilkan 8 noda yang terpisah. Pada fraksi kloroform
menghasilkan 6 noda dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1). Noda yang ada
diduga cenderung terdistribusi pada fase geraknya yang non polar, hal tersebut

berdasarkan banyaknya noda yang mempunyai Rf pada rentang (0,56 - 0,86).

4.6  Uji Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
4.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Radikal DPPH memiliki warna komplementer ungu dan menghasilkan
absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515 — 520 nm dengan menggunakan
pelarut etanol (Prakash, 2001). Hasil penentuan panjang gelombang DPPH 0,2 mM

diperoleh A maksimal sebesar 516,0 nm. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
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Saputro dan Sudarsono (2014) panjang gelombang maksimal DPPH sebesar 516,0

nm. Hasil spektra UV-Vis DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada Gambar 4.10.

1.0+
0.8-
0.6
0.4+
0.2

0.0+

T T T 1
400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Abs

Gambar 4.6 Spektra UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM
4.6.2 Penentuan Waktu Kestabilan
Penentuan waktu kestabilan dilakukan untuk mengetahui waktu antara sampel
dan DPPH bereaksi secara sempurna yang ditunjukkan dengan tidak adanya lagi
penurunan absorbansi (Lu dan Foo, 2000). Setiap senyawa memiliki waktu kestabilan

yang berbeda untuk bereaksi secara sempurna (Brand, 1995).

Tabel 4.11 Waktu kestabilam masing-masing sampel
Waktu Kestabilan

Waktu Kestabilan

Sampel . Perhitungan
Range (menit) (menit)
Asam askorbat 45-75 60
Etanol 80% 55-75 65
Etanol terhidrolisis 75-95 85
Kloroform 55-75 65
n-heksana 75-95 85

Hasil penentuan waktu kestabilan di atas berbeda-beda karena masing-masing

ekstrak memiliki rentang waktu tertentu untuk dapat bereaksi dengan senyawa radikal
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DPPH. Pengujian antioksidan diinkubasi pada suhu 37°C karena suhu ini merupakan
suhu yang telah terkondisikan sehingga reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa
metabolit sekunder akan berlangsung lebih optimal (Suroso, 2011).
4.6.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan pada Sampel

Uji aktivitas antioksidan ekstrak rumput bambu dilakukan dengan metode
DPPH. Prinsip metode ini adalah pengurangan intensitas warna DPPH akibat
berkurangnya jumlah DPPH yang bereaksi dengan sampel menjadi DPPH-H
(Molyneux, 2004). Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan pada panjang
gelombang dan waktu kestabilan yang telah didapat pada tahap sebelumnya.

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan pada empat ekstrak rumput bambu
dalam berbagai variasi konsentrasi sampel 12-400 ppm. Parameter yang digunakan
untuk menunjukkan kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat radikal bebas
adalah % aktivitas antioksidan. Persen aktivitas antioksidan menggambarkan
besarnya konsentrasi sampel yang dapat menangkal radikal bebas (Pratiwi, dkk.,

2012).

Tabel 4.12 Persen Aktivitas antioksidan rumput bambu

% Aktivitas Antioksidan

Ko?ssrr:;[)raa Ekstrak Etanol Fraksi Fraksi Vitamin C
Etanol 80% terhidrolisis n-heksana kloroform
12,0 0,79 20,7 20,7 19,7 95,4
25,0 3,62 23,0 30,1 19,5 96,9
50,0 10,4 22,1 26,3 25,6 98,0
75,0 16,0 23,7 29,6 33,1 97,1
100 19,7 23,3 28,7 34,5 96,8
200 37,1 28,4 38,2 32,7 98,8

400 54,9 29,2 36,9 24,1 98,6
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Berdasarkan Tabel 4.12 nilai hasil ekstrak etanol adalah 54,9 % (400 ppm),
fraksi n-heksana 38,2 % (200 ppm), fraksi kloroform 34,5 % (100 ppm), dan ekstrak
etanol terhidrolisis 29,2 % (400 ppm). Masing-masing ekstrak atau sampel
mengandung senyawa yang berbeda-beda. Berturut-turut ekstrak etanol 80%, etanol
terhidrolisis, fraksi kloroform, dan fraksi n-heksana mengandung senyawa tanin dan
steroid, tanin dan triterpenoid, steroid, dan triterpenoid.

Senyawa tanin merupakan golongan senyawa polifenol yang berpotensi
sebagai antioksidan (Dai dan Mumper, 2010 ; Pratiwi, dkk., 2012). Produk radikal
bebas yang terbentuk pada senyawa tanin tersebut akan terstabilkan oleh resonansi
sehingga dapat berfungsi sebagai antioksidan yang efektif (Wijaya, 2011). Senyawa
aktif lain adalah steroid dan triterpenoid yang juga berpotensi sebagai antioksidan
(Lu, dkk., 2014 ; Topcu, dkk., 2007).

Perbedaan aktivitas antioksidan terhadap suatu sistem yang mengandung lebih
dari satu jenis senyawa aktif disebabkan oleh adanya interaksi yang terjadi antara dua
senyawa aktif tersebut. Interaksi ini dapat bersifat sinergis atau antagonis. Sinergisme
adalah interaksi antara dua senyawa aktif yang mengakibatkan aktivitas antioksidan
keduanya ketika bersama lebih tinggi dibandingkan secara individu. Sedangkan
antagonis merupakan interaksi antara dua senyawa aktif yang justru mengakibatkan
penurunan terhadap aktivitas antioksidan ketika bersama dibandingkan secara
individu (Prieto, dkk., 2011).

Aktivitas antioksidan pada umumnya mengalami kenaikan seiring dengan
bertambahnya konsentrasi. Ekstrak etanol 80 % mengalami kenaikan seiring dengan

bertambahnya konsentrasi. Hal tersebut menandakan semakin besar kemampuan
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aktivitas sampel dalam menangkal radikal bebas DPPH. Sampel yang mempunyai
aktivitas antioksidan tertinggi adalah ekstrak etanol 80 %  sebesar 54,9 %
ditunjukkan pada Gambar 4.11. Hal tersebut diduga karena ekstrak etanol 80%
mengandung senyawa aktif tanin dan steroid yang sinergis berpotensi sebagai

antioksidan.
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Gambar 4.7 Persen aktivitas antioksidan pada sampel

Aktivitas antioksian tertinggi kedua adalah fraksi n-heksana sebesar 38,2 %.
Aktivitas antioksidan fraksi n-heksana mengalami kenaikan pada konsentrasi 12-200
namun pada konsentrasi > 200 ppm mengalami penurunan. Aktivitas antioksidan
tertinggi ketiga adalah fraksi kloroform sebesar 34,5%. Aktivitas antioksidan ekstrak

fraksi kloroform mengalami kenaikan pada konsentrasi 12-100 ppm namun pada
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konsentrasi 200-400 ppm mengalami penurunan. Penurunan nilai tersebut
dimungkinkan karena gaya intermolekul antara senyawa metabolit sekunder dan
pelarut pada konsentrasi tertentu semakin kuat. Hal ini menyebabkan senyawa
metabolit sekunder sulit mereduksi radikal bebas DPPH (Choe dan Min, 2009).
Aktivitas antioksidan terendah dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol
terhidrolisis sebesar 29,2 %. Ekstrak etanol terhidrolisis mengandung senyawa tanin
dan triterpenoid, diduga kedua senyawa berinteraksi secara antagonisme atau
bertentangan sehingga aktivitas antioksidannya rendah. Rendanya aktivitas

antioksidan dapat disebabkan oleh faktor lain yang tidak diketahui secara pasti.

4.7  Pemanfaatan Tanaman Rumput Bambu Sebagai Obat dalam Perspektif
Islam

Allah SWT menciptakan alam beserta isinya seperti hewan dan tumbuhan
merupakan rahmat yang besar, tidak ada segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT
menjadi suatu yang sia-sia, melainkan Allah menciptakan setiap sesuatu dengan
hikmah-hikmah tertentu. Manusia hendaknya merenungkan dan menganalisis semua
yang telah diciptakan Allah di alam ini sehingga akan tercipta ilmu pengetahuan yang
bermanfaat bagi manusia sendiri. Menurut Imam al Ghazali jalan untuk mengenal
Allah adalah mengagungkanNya, dengan memikirkan hikmah dan merenungkan
keajaiban yang terkandung dalam setiap ciptaan-Nya. Allah memberikan gelar Ulul
Albab bagi orang yang berakal dan mau menggunakan pikiran, mengambil faedah,
hidayah serta selalu mengingat Allah (berdzikir) disetiap waktu dan keadaan (Shihab,

2002).
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Salah satu karunia Allah SWT kepada umat manusia yaitu berupa aneka ragam
tanaman dengan segala macam manfaatnya. Banyaknya tanaman yang tumbuh di
bumi ini benar-benar menjadi bukti jelas sempurnanya kekuasaan Allah, tidak ada
yang mampu menciptakannya kecuali Allah Tuhan Semesta Alam, sebagaimana

dalam firman Allah SWT QS. Taha ayat 53.

L;:,J\U,J,,\}\Jw@ rﬁq@)s>m&a) 743 AL
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Artinya: “Yang Telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang Telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-ja]an, dan menurunkan dari langit air hujan.

Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan
yang bermacam-macam” (QS. Thoha: 53).

Allah SWT menciptakan alam beserta isinya seperti hewan dan tumbuhan
yang merupakan rahmat yang besar, tidak ada segala sesuatu yang diciptakan Allah
SWT menjadi suatu yang sia-sia, melainkan Allah menciptakan setiap sesuatu dengan
hikmah-hikmah tertentu. Manusia berhak untuk memanfaatkan segala sesuatu yang
ada di bumi baik hewan maupun tumbuhan. Allah menumbuhkan berbagai macam
tanaman yang salah satunya dapat dimanfaatkan sebagai obat, obat tersebut tidak
akan diketahui manusia jika tidak benar-benar memikirkannya, sehingga manusia
dengan ilmu pengetahuannya mampu mensyukuri, mengambil hikmah dan

mengetahui kebesaran-Nya.
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Berdasarkan firman Allah tersebut jelas bahwa Allah menciptakan bumi yang
didalamnya banyak terdapat tumbuhan yang baik, yang dimanfaatkan oleh makhluk
hidup, diantara tumbuh-tumbuhan tersebut terdapat golongan rumput-rumputan

sebagaiman yang tersurat dalam QS. ‘Abasa ayat 25 — 32.
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Artinya: “ 25. Sesungguhnya Kami benar-benar telah mencurahkan air (dari
langit) 26. kemudian Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya 27. lalu Kami
tumbuhkan biji-bijian di bumi itu 28. anggur dan sayur-sayuran 29. zaitun dan kurma
30. kebun-kebun (yang) lebat 31. dan buah-buahan serta rumput-rumputan 32. untuk
kesenanganmu dan untuk binatang-binatang ternakmu .

Kekuasaan Allah dalam tumbuh-tumbuhan terlihat pada modifikasi tumbuh-
tumbuhan sesuai dengan berbagai kondisi lingkungan. Semua tumbuhan memiliki
susunan dan bentuk luar yang berbeda dengan tumbuhan lain. Setiap tanaman yang
ditumbuhkan oleh Allah tentunya memiliki kegunaan yang berbeda-beda,
sebagaimana tanaman padi yang dapat digunakan sebagai salah satu makanan pokok,
begitu juga dengan rumput bambu yang dapat digunakan sebagai alternatif
pengobatan.

Rumput bambu merupakan salah satu tanaman golongan rumput-rumputan
yang dapat dimanfaatkan sebagai obat. Hal ini telah dibuktikan dengan hasil

penelitian uji  fitokimia dan uji aktivitas ekstrak dan fraksi rumput bambu

(Lopatherum gracile B.) terhadap antioksidan secara in vitro. Hasil penelitian ini
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menunjukkan bahwa ekstrak etanol 80% rumput bambu mempunyai efektivitas yang
lebih tinggi dari sampel lain.

Pemanfaatan tumbuh-tumbuhan sebagai obat sudah diajarkan dalam Islam
sejak dahulu kala. Rasulullah telah memberikan petunjuk tentang cara mengobati diri
beliau sendiri, keluarganya dan para sahabat yaitu menggunakan jenis obat yang tidak
ada campuran kimia atau obat herbal. Pengobatan nabi menggunakan tiga jenis obat
yaitu obat alamiah, obat ilahiyah dan kombinasi antara obat alamiah dan ilahiyah.
Pengobatannya berdasarkan wahyu Allah tentang apa yang bermanfaat dan yang
tidak berbahaya, misalnya melakukan pengobatan dengan tumbuh-tumbuhan.

Rasulullah telah bersabda: “Sesungguhnya Allah tidak menurunkan satu
penyakit, kecuali Dia menurunkan obat penyembuhannya”. Hadits tersebut berlaku
secara umum untuk semua jenis penyakit. Nabi Muhammad SAW memposisikan
kedudukan antara obat dan penyakit yang saling berlawanan. Jadi setiap penyakit
memiliki lawan yaitu obat. Berdasarkan hadits tersebut maka untuk mendapatkan
obat dari suatu penyakit maka kita harus berusaha dan berpikir dari apa yang telah
diwahyukan Allah sebagai petunjuk bagi kehidupan, dan tentunya tidak hanya
sekedar dapat menemukan obatnya saja, melainkan sebagai seorang peneliti juga
harus bisa mengembangkan suatu ukuran atau dosis dari obat yang ditemukan. Hal
ini juga tersirat dalam al Quran surah al Qomar ayat 49 tentang penciptaan segala

sesuatu dengan kadar tertentu:
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Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (OS. al
Qomar:49)

Ayat ini menyebutkan bahwa segala sesuatu yang diciptakan Allah sesuai
dengan naluri, sifat-sifat dan fungsinya masing-masing dalam hidup. Maksudnya,
Allah  memberikan petunjuk-Nya bahwa segala macam yang telah diciptakan
merupakan nikmat dan karunia-Nya yang sangat baik. Kata qodarin berarti
mengukur, memberi kadar, sehingga pengertian ayat ini adalah memberi kadar/
ukuran/ batas-batas tertentu dalam kemampuan maksimalnya. Semua makhluk telah
ditetapkan kadarnya dalam segala hal. Sebagaimana pemanfaatan rumput bambu
sebagai alternatif antioksidan dengan kadar tertentu, hal ini tentu juga sesuai dengan
salah satu hadits nabi Muhammad SAW berbunyi (Farooqi, 2005) “setiap penyakit
ada obatnya. Ketika obat yang diberikan tepat, penyakit itu tersembuhkan dengan izin

Allah yang maha kuasa” (HR. Muslim).



5.1

5.2

BAB V
PENUTUP

Kesimpulan

Aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol 80 %, etanol terhidrolisis, fraksi
kloroform dan n-heksana rumput bambu terhadap DPPH masing-masing
sebesar 54,90 % (400 ppm), 29,23% (400 ppm), 34,45 % (100 ppm), 38,18 %
(200 ppm).

Berdasarkan uji fitokimia dan KLTA, ekstrak etanol 80 % mengandung
senyawa tanin dan steroid, ekstrak etanol terhidrolisis mengandung senyawa
tanin dan triterpenoid, fraksi kloroform mengandung senyawa steroid dan n-

heksana mengandung senyawa triterpenoid.

Saran

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan lebih lanjut dengan
menggunakan variasi waktu.

Perlu dilakukan pemisahan senyawa aktif dengan KLTP untuk mendapatkan

fraksi dan isolat yang spesifik.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir

Preparas

\ 4

Penentuan kadar air

Ekstraksi maserasi
dengan etanol 80%

v

Dipekatkan dengan Rotary evaporator

A

Hidrolisis dengan
HCI 2 N

y

Uji aktivitas
antioksidan

Partisi dengan pelarut kloroform
dan n-heksana dan dipekatkan
dengan Rotary evaporator

Uji fitomikia

\ 4

KLTA
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Lampiran 2. Skema kerja

L.2.1 Preparasi Sampel

rumput bambu

- dicuci, dikering anginkan
- dihaluskan dengan blender sampai serbuk
- diayak dengan ayakan 60 mesh

Serbuk

L.2.2 Analisis Kadar Air (Helrich, 1984)

Sampel kering Rumput Bambu

- ditimbang sekitar 5 g
- dikeringkan cawan di dalam oven pada suhu 100 — 105 °C sekitar 15
menit, didinginkan dalam desikator, dan ditimbang sampai beratnya
konstan
- dikeringkan sampel dalam oven pada suhu 100 — 105 °C selama sekitar +
30 menit
- didinginkan dalam desikator selama + 10 menit
- ditimbang
- dipanaskan kembali dalam oven £ 30 menit
- didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali
- diulangi perlakuan ini sampai tercapai berat konstan
- dihitung kadar airnya menngunakan rumus berikut:
(b—-0¢)
(b—a)
Keterangan: a = berat konstan cawan kosong

Kadar air = x 100 %

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

C = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

Hasil
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L.2.3 Ekstraksi Komponen Aktif

Sampel
- ditimbang 200 g
- direndam dengan 1000 mL pelarut etanol
80% selama 24 jam dan dishaker
kecepatan 130 rpm selama 3 jam
- disaring dan ampasnya direndam kembali
dengan pelarut yang sama sampai
filtratnya bening
- disaring dan filtratnya digabung
| Ampas

Ekstrak seluruhnya

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator
- dialiri gas N,

Ekstrak etanol 80%

- ditimbang ekstrak pekat
- dihitung rendemen ekstrak

- dihidrolisis dengan 43,2 ml HCI 2 N

- diekstraksi cair-cair dengan pelarut kloroform dan
n-heksana

- dilakukan secara bertahap (3%x25 mL)

Fase organik Fase air

- Dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum
- Ditimbang ekstrak pekat

Uji aktivitas
antioksidan
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L.2.4 Uji Antioksidan dengan DPPH

» Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM

- diambil sebanyak 1,5 mL

- diambil etanol p.a 4,5 mL

- dimasukkan ke dalam kuvet
- dicari Amaks

Hasil

» Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak

- dibuat larutan ekstrak 200 ppm sebanyak 4,5 mL

- ditambahkan 1,5 mL larutan DPPH 0,2 mM

- diinkubasi pada suhu 37 °C

- dimasukkan campuran ke dalam kuvet

- diukur absorbansi pada Amaks

- dicari waktu kestabilan pada rentang waktu 5 — 120
menit(interval 5 menit)

A 4

Hasil

» Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Konsentrasi 50, 100, 200, 250 dan
300 ppm
a. Absorbansi Kontrol

DPPH 0,2 mM |
—¢tambil sebanyak 1,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambahkan etanol p.a sebanyak 4,5 mL

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan
- dipindahkan ke dalam kuvet

- diukur absorbansinya pada Amaks

Hasil
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b. Absorbansi Sampel variasi konsentrasi

Ekstrak efanol 80%, hidrolisis, kloroform dan n-heksana

- dilarutkan pada etanol p.a dengan konsentrasi 12,
25, 50, 100, 200, dan 400 ppm

- diambil masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL

- ditambahkan 0,2 mM DPPH sebanyak 1,5 mL

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu
kestabilan

- dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansi
pdda Amaks

\4
Hasil

*Pembanding Vitamin C diperlakukan seperti sampel tetapi sampel diganti
dengan larutan Vitamin C.

L.2.5 Uji Fitokimia dengan Uji Reagen

Uji fitokimia kandungan senyawa aktif dengan uji reagen dari ekstrak etanol
80%, etanol terhidrolisis, kloroform dan n-heksana rumput bambu dilakukan dengan
membuat 10.000 ppm masing-masing ekstrak, kemudian dilakukan untuk uji alkaloid,

flavonoid, tannin, triterpenoid, steroid dan saponin.

L.2.5.1 Uji Alkaloid

0,5 ml ekstrak sampel

- dimasukkan dalam tabung reaksi
- ditambahkan 0,5 mL HCI 2 %
3 - dibagi larutannya dalam dua tabung

v v
Larutan pada tabung | Larutan pada tabung Il
- ditambah 0,5 mL reagen - ditambah 0,5 mL reagen Meyer
Dragendorff
\4

0,5 ml ekstrak sampel - -
Endapan kekuning-kuningan

Endapan jingga




L.2.5.2 Uji Flavonoid

- dimasukkan dalam tabung reaksi
- dilarutkan 1 — 2 mL metanol panas 50 %
- ditambah logam Mg dan 0,5 mL HCI pekat

Merah/jingga

L.2.5.3 Uji Tanin
L.2.5.3.1 Uji dengan FeCl;

0,5 ml ekstrak sampel

- ditambah 2-3 tetes FeCl; 1%

\ 4
Hijau kehitaman/ Biru tinta

L.2.5.4 Uji Triterpenoid/Steroid

0,5 ml ekstrak sampel

dimasukkan dalam tabung reaksi

dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat

ditambah dengan 1 — 2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung

Cincin kecoklatan/violet (triterpenoid) atau warna
hijau kebiruan (steroid)

74
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L.2.5.5 Uji Saponin

0,5 ml ekstrak sampel

- dimasukkan dalam tabung reaksi
- ditambabh air (1:1) sambil dikocok selama 1 menit

- apabila menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes HClI 1 N dan

dibiarkan selama 10 menit

Timbul busa dengan ketinggian 1 — 3 cm

L.2.6 Pemisahan senyawa aktif dengan KLT Analitik
Uji fitokimia dengan KLT dilakukan terhadap golongan senyawa yang

positif dari hasil uji fitokimia dengan uji reagen.

Ekstrak sampel 10.000 ppm

ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat silika gel Fsy

yang telah diaktivasi 2 x 10 cm? dengan pipa kapiler

dikeringakan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak
golongan senyawa alkaloid, tanin, steroid dan triterpenoid.

- diperiksa pada permukaan plat di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm

diamati masing-masing hasil nodanya dengan masing-masing

reagen pada setiap golongan senyawa

Hasil




76

Tabel 1. Jenis-jenis fase gerak dan pendeteksi uji KLT untuk metabolit sekunder

Golongan Fase Gerak Pendeteksi Hasil Warna Noda
Senyawa
Tanin 1. butanol : asam asetat : air Pereaksi FeCl; | Ungu, ungu
(14:1:5) kehitaman
2. butanol : asam asetat : air
(4:1:5)
3. kroloform-metanol-air
(7:3:0,4)
4. Dbutanol : asam asetat : air
(2:0,5:1,1)
5. n-heksana : etil asetat (6:4)
Steroid 1. n-heksana-etil asetat (6:4) | Pereaksi Hijau, hijau-biru
2. n-heksana-etil asetat Lieberman- Biru, ungu, merah
(3,5:1,5) Burchard muda.
3. n-heksana-aseton (7:3)
4. n-heksana-etil asetat (7:3)
5. n-heksana-etil asetat (8:2))
1. n-eksana-etil asetat (6:4) Pereaksi merah-ungu
Triterpenoid |2. n-eksana-etil asetat (2:8) Lieberman- (Violet), ungu
3. n-eksan-etil asetat (17:3) Burchard tua, merahmuda
4. n-eksan-kloroform (8:2)
5. Benzanaa-kloroform (3:7)




Lampiran 3. Pembuatan Reagen dan Larutan
L.3.1 Pembuatan Larutan HCI 2 N

BJ HCI pekat =1,19 g/mL =1190 g/L
Konsentrasi =37%
BM HCI = 36, 42 g/mol
n =1 (jumlah mol ion H")
Normalitas HCI =n x Molaritas HCI

-1 gt

_ 37% x 11,90 g/mL
36,42 g/mol

=12,09N

N1 X Vi =Nz x V3
12,09 NxV; =2 N x 100 mL
Vi =165mL=16,5mL
Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37% sebanyak 16,5 mL
menggunakan pipet ukur 10 mL dan pengambilannya dilakukan di dalam lemari
asam, kemudian larutan tersebut dimasukkan dalam labu ukur 100 mL yang telah
berisi £ 15 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan

dikocok hingga homogen.

L.3.2 Pembuatan NaHCO; 2N

M =2M
BJ = 84 gr/mol
\V =50 ml
Normalitas NaHCO3 =n x Molaritas NaHCO;
r 1000
M B0y 1000
B]J \%
1000
_ gr
Z2M 84 gr/mol ”* 50 mL
gr = 12;6(;8 =840
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Prosedur pembuatannya adalah ditimbang NaHCO; sebanyak 8,4 gr, kemudian
dilarutkan dengan aquades. Selanjutnya dimasukan kedalam labu ukur 50 mL dan
dihomogenkan.

L.3.3 Pembuatan HCI 2%

M; X V1 =My XV,
37 % x V; =2%x10mL
Vi =0,54 mL

Cara pembuatannya adalah dipipet larutan HCI pekat 37% sebanyak 0,54 mL
menggunakan pipet volume 1 mL dan pengambilannya dilakukan di dalam lemari
asam, kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10 mL yang telah berisi + 5 mL
aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.4 Pembuatan Reagen Dragendorff
Larutan I. 0,6 g Bi(NH3); dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL H,O.
Larutan I1. 6 g KI dalam 10 mL H,O.

Cara pembuatannya adalah larutan I dibuat dengan menimbang 0,6 g Bi(NHs3)3
dengan neraca analitik, kemudian serbuk tersebut dimasukkan dalam beaker glass 50
mL. Selanjutnya diambil larutan HCI pekat sebanyak 2 mL menggunakan pipet ukur
5 mL di dalam lemari asam. Kemudian dimasukkan 10 mL aquades dan larutan HCI
pekat 2 mL ke dalam beaker glass untuk melarutkan serbuk dengan dibantu
pengadukan. Larutan Il dibuat dengan menimbang 6 g KI dengan neraca analitik dan
dimasukkan ke dalam beaker glass 50 mL. Kemudian ditambahkan 10 mL aquades ke
dalam beaker glass untuk melarutkan serbuk dengan bantuan pengadukan. Kedua
larutan tersebut dicampur dengan 7 mL HCI pekat dan 15 mL H,O (Wagner, dkk.,
2001).
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L.3.5 Pembuatan Reagen Mayer
Larutan I. HgCl, 1,358 g dalam aquades 60 mL
Larutan Il. KI 5 g dalam aquades 10 mL

Cara pembuatannya adalah larutan I dibuat dengan menimbang HgCl, 1,358 g
dengan neraca analitik dan dimasukkan dalam beaker glass 50 mL. Selanjutnya
ditambahkan aquades 60 mL untuk melarutkan serbuk dengan bantuan pengadukan.
Larutan Il dibuat dengan menimbang KI 5 g dengan neraca analitik dan dimasukkan
dalam beaker glass 50 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades 10 mL untuk
melarutkan serbuk dengan bantuan pengadukan. Kemudian larutan Il dimasukkan
dalam labu ukur 100 mL dan larutan | dituangkan ke dalam larutan Il. Selanjutnya
diencerkan dengan agquades sampai tanda batas pada labu ukur 100 mL (Manan,
2006).

L.3.6 Pembuatan Reagen Lieberman-Burchard

Asam sulfat pekat =5mL
Anhidrida asetat =5mL
Etanol absolut =50 mL

Cara pembuatannya adalah asam sulfat pekat diambil sebanyak 5 mL dengan
pipet volume 5 mL dan pengambilannya dilakukan di dalam lemari asam. Setelah itu
larutan asam sulfat tersebut dimasukkan ke dalam beaker glass 100 mL. Kemudian
diambil larutan anhidrida asetat sebanyak 5 mL di dalam lemari asam dan
dimasukkan ke dalam beaker glass yang telah berisi asam sulfat. Selanjutnya diambil
larutan etanol absolut 50 mL di dalam lemari asam dan dicampurkan ke dalam asam
sulfat dan anhidrida. Kemudian ketiga campuran larutan tersebut dipindahkan ke
dalam botol kaca dan didinginkan di dalam lemari pendingin. Penggunaan reagen ini

digunakan langsung setelah pembuatan (Wagner, dkk., 2001).

L.3.7 Pembuatan Metanol 50%
M; x V3 =M, x V,

99,8% xV; =50%x10mL
V1 =5mL
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Cara pembuatannya adalah diambil larutan metanol 99,8 % sebanyak 5 mL di
dalam lemari asam menggunakan pipet volume 5 mL. Kemudian dimasukkan dalam
labu ukur 10 mL yang telah berisi £ 5 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades

sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L.3.8 Pembuatan FeCl; 1 %

g terlarut

% konsentrasi = x 100 %
g terlarut+g pelarut
_ gterlarut 0
g terlarut + g pelarut = P — 100 %
1 g+ g pelarut :11—§x100%
g pelarut =100g-19g=99¢
volume pelarut = gpelarut _ 998 _ g9 py,

" BJpelarut  1g/ml

Cara pembuatannya adalah ditimbang serbuk FeCl3.6H,O sebanyak 1 g
menggunakan neraca analitik dan dimasukkan ke dalam beaker glass 100 mL.
Kemudian ditambahkan aquades sebanyak 99 mL untuk melarutkan serbuk tersebut
dengan bantuan pengadukan.

L.3.9 Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 20 mL etanol p.a

Mr DPPH = 394,33 g/mol

Mol DPPH=20mL x02mM=20mLx  22M
1000
= 0,004 mmol
Mg DPPH = 0,004 mmol x Mr DPPH

= 0,004 mmol x 394,33 g/mol =1,57 mg



L.3.10 Perhitungan Konsentrasi Larutan Ekstrak Untuk Antioksidan
a. Pembuatan Larutan Stok 400 ppm Ekstrak Daun Rumput Bambu

ppm = mg/L
larutan stok 1000 ppm = mg/L dalam 25 mL etanol p.a
400 ppm = mg
25.10° L
mg = 10 mg

b. Pembuatan Larutan Ekstrak 50 ppm

Vi x M =V X M;
V1 x 400 ppm =10. 10° L x 50 ppm
Vi =1,25mL

c. Pembuatan Larutan Ekstrak 100 ppm

Vi X M =V X M;
V1 X 400 ppm =10. 10 L x 100 ppm
Vi =25mL

d. Pembuatan Larutan Ekstrak 200 ppm

Vi X M = V2 x M,
V1 X 400 ppm =10. 10 L x 200 ppm
VA =5mL

e. Pembuatan Larutan Ekstrak 250 ppm

Vi X M =V X My

V1 x 400 ppm =10. 10 L x 250 ppm
Vi =6,25 mL

81



f. Pembuatan Larutan Ekstrak 300 ppm

Vi X M =V x M
V1 x 400 ppm =10. 10° L x 300 ppm
\2 =7,5mL
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L.4.1 Uji kadar air

a. Cawan kosong

L.4 Data Hasil Penelitian dan perhitungan

No. Pengulangan

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
1 54,036 61,075 50,213
2 54,036 61,075 50,211
3 54,036 61,074 50,213
4 54,037 61,075 50,213
5 54,036 61,075 50,213
Rata-Rata | 54,0362 61,0748 50,2126
b. Cawan + Sampel awal
No. Pengulangan

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
61,037 67,075 56,213

c. Cawan + Sampel sesudah konstan
No. Pengulangan

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
1 60,296 66,317 55,486
2 60,291 66,310 55,481
3 60,295 66,313 55,487
4 60,281 66,321 55,474
5 60,309 66,341 55,471
Rata-rata | 60,2944 66,3204 55,4798

Keterangan: a

b
c

Kadar air = E x 100 %

Berat konstan cawan kosong
Berat cawan + sampel sebelum dikerigkan
berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
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(61,037—-60,2944)

—_ e 0]
Ulangan1 = (61.037-540362) x 100 % =10,6%
Faktor koreksi = 100 =1,11%

aktor kore 81_100—10,6%_ ,11%

10,6% — 1,11% = 9,49%

(67,075—66,3204)

— = 0,
Ulangan 2 = & o 07aE) & 100 % =12,5%
Faktor koreksi = 109 =1,14%
aktor kore 51—100_12,5%— ,14%

12,5% — 1,14% = 11,3%

Ulangan 3 =282L37554799) + 100 06= 12,21%
(56,213-50,2126)

100
i = = 0,
Faktor koreksi 100 —12.21% 1,13%

12,21% — 1,13% = 11,08%

Rata-rata Kadar air = 222+1L3+118 =10,86%
L.4.3 Rendemen Ekstrak Pekat Etanol 80%
Rendemen = berat ekstrak pekat % 100 %
berat sampel
_ 758

= —x100%= 8,33 %
90 g
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L.4.3 Penentuan Waktu Kestabilan Antioksidan Sampel dan Pembanding

84

Absorbansi sampel
Waktu Inkubasi Etanol n-heksana | Kloroform | Vitamin C
(menit) Etanol | terhidrolisis
5 0,31 0,21 0,42 0,29 0,015
15 0,32 0,21 0,42 0,28 0,015
25 0,31 0,24 0,43 0,28 0,015
35 0,30 0,25 0,42 0,27 0,010
45 0,30 0,26 0,41 0,27 0,012
55 0,31 0,27 0,41 0,28 0,012
65 0,31 0,28 0,41 0,28 0,012
75 0,31 0,29 0,42 0,28 0,012
85 0,32 0,29 0,42 0,25 0,015
95 0,31 0,29 0,42 0,25 0,012
105 0,35 0,28 0,41 0,25 0,013
115 0,35 0,28 0,40 0,25 0,012
120 0,35 0,28 0,40 0,25 0,012
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Partisi Partisi Panjang Gelombang  Pengujian aktivitas antioksidan
Kloroform  n-heksana dan waktu kestabilan

| R

Uji Steroid Uji Triterpenoid Uji Tanin Uji Fitokimia
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Lampiran 6. Perhitungan Nilai Rf (Retardation Factor) Hasil KLTA Ekstrak
Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Jarak yang ditempuh noda

Harga Rf =

Jarak yang ditempuh eluen

1. Hasil nilai Rf KLTA Ekstrak Etanol 80%
» Senyawa Tanin

a. Eluen 1 = Butanol : asam asetat : air (14:1:5)

Rfnoda 1 = 222 _ g 28 Rfnoda 2 =222 _ g 68
b. Eluen 2 = Butanol : asam asetat : air (4:1:5)
Rfnoda 1 = 6’96:1 =087 Rfnoda 2 = 222%™ _ g 91
c. Eluen 3 = n-heksana : etil asetat (3:2)
Rfnoda 1 = 222 _ g 28 Rfnoda 6 =22 -0 g5
8 cm
Rf noda 2 = 22 — 0 40 Rfnoda 7 =226 _ g g7
8 cm 8 cm
Rfnoda 3 =222 _ g 63 Rfnodag =222 _ g g1
8 cm
Rf noda 4 = 222 _ 68 Rfnoda 9 = 222<™ _ g g6
8 cm 8 cm
Rf noda 5 = SN 0,78
d. Eluen 4 = kloroform : metanol : air (7:3:0,4)
Rfnoda1=-2"-015 Rf noda 6 = 2™ = 0 44
8 cm 8 cm
Rfnoda2 =22 - 035 Rfnoda 7 = 22 - 9 70
8 cm 8 cm
Rfnoda3 =222 _ 041 Rfnodag =222 _0g1
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Rf noda 4 = 22 _ 9 60 Rf noda 5 = 222™ _ g 63
8 cm
e. Eluen 5 = butanol : asam asetat : air (2:0,5:1,1)
Rf noda 1 = 222™ _ g 78 Rfnoda 4 = 222 _ g g1
8 cm
» Senyawa Steroid
a. Eluen 1= n-heksana : etil asetat (3:2)
Rf noda 1 = 2229 _ g 98 Rfnoda 4 = 222 _ g gg
8 cm
Rf noda 2 = 222™ _ g 68 Rf noda 5 = 222M _ g g3
8 cm
Rfnoda 3 =222 _ g g5 Rf noda 6 = 222 — 0 96
8 cm
b. Eluen 2 = n-heksana : etil asetat (7:3)
Rf noda 1= 222™ _ 0 10 Rf noda 5 = 222™ _ g 56
8 cm 8 cm
Rf noda 2 = 22252 _ g 22 Rf noda 6 = 222 — 9 72
8 cm 8 cm
Rf noda 3 = 220CT 0,30 Rf noda 7 = g2tcm 0,78
8 cm 8 cm
Rf noda 4 = 222 _ g 41 Rf noda 8 = 222™ _ g g6
8 cm 8 cm
c. Eluen 3 = n-heksana : aseton (7:3)
Rfnoda 1 =228 _ 32 Rf noda 5= 222 _ ¢ 65
8 cm 8 cm
Rfnoda 2 = 228 _ g 46 Rfnoda 6 = 222 _ ¢ 68
8 cm 8 cm
Rf noda 3 = 222 _ g 48 Rf noda 7 = 222 = 9 80
8 cm 8 cm
Rf noda 4 = 222™ _ g 59 Rf noda 8 = 222 _ g g6

8 cm



d. Eluen 4 = n-heksana : etil asetat (7:3)

Rfnoda 1= 22" _ 013 Rf noda 3 = 2222 — 0,87
8 cm
Rf noda 2 = 222 _ g g1
e. Eluen 5= n-heksana : etil asetat (8:2)
Rfnoda 1 =222 -0 10 Rf noda 6 = 222 - 0 35
8 cm 8 cm
Rf noda 2 = 0.35 9% _ 0,12 Rf noda 7 = G250m _ 0,41
8 cm
Rfnoda3 =22 _ 017 Rf noda 8 = 222 ~ g 47
8 cm
Rf noda 4 = 222 _ g 93 Rf noda 9 = 222 _ g 57
8 cm
Rf noda 5 = 222 _ g 28 Rf noda 10 = 222 _ 0 66
2. Hasil nilai Rf KLTA Ekstrak Etanol terhidrolisis
» Senyawa Triterpenoid
a. Eluen 1= n-heksana : etil asetat (3:2)
Rf noda 1 = 222™ _ g 57 Rf noda 5 = 222 = 0 80
8 cm 8 cm
Rf noda 2 = 228™ _ g 61 Rf noda 6 = 222 — 0 85
8 cm
Rf noda 3 = >20cm _ 0,65 Rf noda 7 = LA 0,92
8 cm
Rf noda 4 = 222™ _ g 68
8 cm

b. Eluen 2 = n-heksana : etil asetat (1:4)

7,76 cm

Rf noda 1 = =0,97
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c. Eluen 3 = n-heksana : etil asetat (17:3)

Rfnoda 1= 22222 = 0,06 Rfnoda 5 = 222 = 0,21
8 cm
Rfnoda 2 = 2222 = 0,10 Rf noda 6 = 2222 = 0,30
8 cm
Rfnoda 3= 220 =12 Rfnoda 7 = o< - g 50
8 cm
Rfnoda 4 = 2o = 0,16
8 cm
d. Eluen 4 = n-heksana : etil asetat (4:1)
Rfnoda 1 = 2220 = g 47 Rf noda 4 = 22252 = 0 66
e. Eluen5 = benzanaa : kloroform (3:7)
Rfnoda 1= 2220 = g o7 Rf noda 4 = 22> = .47
Rf noda 2= 22 = 0,1 Rfnoda 5 = 2220 - g 53
_ 3,28cm:O'41
8 cm
» Senyawa Tanin
a. Eluen 1 = Butanol : asam asetat : air (14:1:5)
Rfnoda 1= 22 = 0,11
8 cm
b. Eluen 2 = Butanol : asam asetat : air (4:1:5)
Rfnoda1=222" 01 Rf noda 3= 2222 = 0,97
Rfnoda2 = 2222 = 0,91
c. Eluen 3 = n-heksana : etil asetat (3:2)
5, ,
Rfnoda 1 =222 = 0,66 Rfnoda 3 = 2222 = 0,37
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d. Eluen 4 = kloroform : metanol : air (7:3:0,4)

6,88 cm

Rfnodal= =0,86

e. Eluen 5 = butanol : asam asetat : air (4:1:2)

6,24 cm 7,28 cm

Rf noda 1 = =0,78 Rf noda 3 =

3. Hasil nilai Rf KLTA Ekstrak Kloroform

» Senyawa Steroid

a. Eluen 1= n-heksana : etil asetat (3:2)

0,24 cm

Rf noda 1 = =0,03

b. Eluen 2 = n-heksana : etil asetat (7:3)

0,48 cm

Rfnodal= =0,06

c. Eluen 3 = n-heksana : aseton (7:3)

0,56 cm

Rf noda 1 = = 0,07

d. Eluen 4 = n-heksana : etil asetat (7:3)

Rfnoda 1= 22" _ 55 Rf noda 4 = 238<m
8cm

Rfnoda 2 = 22 _ 9 60 Rf noda 5 = 228<™
8cm

Rfnoda 3 = 222 _ g 73

=091

= 0,86

=0,87
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e. Eluen 5= n-heksana : etil asetat (4:1)

Rfnoda1=222"_011 Rf noda 6 = 222 _ g 40
8 cm
Rfnoda 2 = 2220 _ g 17 Rfnoda 7 = 222 _ g 43
8 cm
Rf noda 3 = 222 — g 22 Rf noda 8 = 22 _ 0 60
8 cm 8 cm
, 5,
Rf noda 4 = 222 _ g 97 Rf noda 9 = 222 _ 0 63
8 cm 8 cm
Rf noda 5 = S cm 0,31
8 cm
f. Hasil nilai Rf KLTA Ekstrak n-heksana
» Senyawa Triterpenoid
a. Eluen 1= n-heksana : etil asetat (3:2)
Rf noda 1 = 222™ _ g 08
b. Eluen 2 = n-heksana : etil asetat (1:4)
Rfnoda 1 =222 _ g 97
c. Eluen 3 =n-heksana : etil asetat (17:3)
Rf noda 1 = 222™ _ g 06 Rf noda 3 = 222 _ g 13
Rfnoda2 = 228 _ g 11 Rfnoda 4 = 222 _ g 17

d. Eluen 4 = n-heksana : etil asetat (4:1)

)5
Rf noda 1= 6,56 cm

=0,07
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e.

Rf noda 1=
8 cm

Rfnoda 2 =
8 cm

Eluen 5 = Benzana:kloroform (3:7)

4,3 cm

0,64cm

=0,08

3,76cm

=0,06 Rfnoda 3 =
8 cm

=0,47
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