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ABSTRAK

Mabruroh, A. 1. 2015. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Tanin dari Daun Rumput
Bambu (Lopatherum gracile Brongn) dan Identifikasinya. Pembimbing I:
Elok Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing II: Nur Aini, M.Si; Konsultan: A.
Ghanaim Fasya, M.Si

Kata kunci : Aktivitas Antioksidan, Tanin, Daun Rumput Bambu (Lophatherum gracile
Brongn).

Rumput bambu merupakan tanaman yang berpotensi sebagai obat. Bagian
daunnya mengandung senyawa tanin. penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan ekstrak tanin dari daun rumput bambu dan dugaan strukturnya. Serbuk daun
diekstraksi menggunakan aseton : air (7:3), ekstrak kasar dipartisi menggunakan
kloroform kemudian etil asetat. Filtrat hasil maserasi dan partisi diuji kualitatif tanin
menggunakan reagen. Ekstrak tanin diuji aktivitas antioksidan dengan metode 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) dan dipisahkan menggunakan kromatografi lapis tipis
analitik (KLTA), eluen terbaik pada KLTA digunakan pada pemisahan kromatografi lapis
tipis preparatif (KLTP). Isolat hasil KLTP diidentifikasi menggunakan spektrofotometer
UV-Vis dan pereaksi geser. Uji kualitatif dengan reagen menunjukkan ekstrak
mengandung tanin terhidrolisis dan katekin. Aktivitas antioksidan ektrak tanin, BHT dan
vitamin C tertinggi adalah 77,70 %, 87,29 % dan 97,86 % dengan nilai ECs, 51,56, 8,173
dan 0,003 mg/L. Ekstrak tanin cukup berpotensi sebagai sumber antioksidan alami. Eluen
terbaik KLTA yaitu n-butanol: asam asetat: air (4:1:5). Pemisahan dengan KLTP
menghasilkan 6 noda Rf (0,17 — 0,78). Hasil identifikasi noda ke-3, 5 dan 6 dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan pereaksi geser diduga adalah golongan
flavonol.

Kata kunci : Aktivitas Antioksidan, Tanin, Daun Rumput Bambu (Lophatherum gracile
Brongn)
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ABSTRACT

Mabruroh, A.l. 2015. Antioxidant Activity Assay of Tannin Extract from Bamboo
Grass Leaves (Lopatherum gracile Brongn) and it’s Identification. Supervisor
I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Supervisor II: Nur Aini, M.Si; Consultant: A.
Ghanaim Fasya, M.Si
Keywords: Activity Antioxidants, Tannins, Bamboo Grass Leaves (Lophatherum gracile
Brongn).

Bamboo grass has potential as medicine. It leaves contain tannin compound. This
reseach is to determine antioxidant activity of tannin extract in bamboo grass leaves and
it’s structure. Powder of leaves was extracted using acetone:water (7:3), crude extract was
partitioned by chloroform and ethyl acetate. The presence of tannin in extract was tested
by reagent. The antioxidant activity of tannin extract was determined by 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH). Tannin was separated by analytical thin layer chromatography
(ATLC). The best eluent from ATLC used as eluent in preparative thin layer
chromatography (PTLC). The isolats was identified by UV-Vis spectrophotometer and
shift reagent. Qualitative test applied to tannin extract indicate positive for hydrolyzed
tannin and catechin. The highest of antioxidant activity in tannin extract, BHT and
vitamin C is 77.70%, 87.29% and 97.86% with ECs, value of 51.56, 8.173 and 0.003
mg/L. Tannin extract showed potential as source of natural antioxidant. n-butanol:acetic
acid:water (4:1:5) as the best eluent in ATLC. Separation by PTLC resulting 6 spots Rf
(0.17 to 0.78). UV-Vis spectrophotometer identification and shift reagent to spot number
3, 5 and 6 indicate assesment is group of flavonol.

Keywords: Activity Antioxidants, Tannins, Bamboo Grass Leaves (Lophatherum gracile
Brongn).
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah menciptakan alam semesta beserta isinya merupakan suatu bukti
kebesaran dan kasih sayangNya terhadap makhluk terutama manusia, seperti
halnya Allah menciptakan tumbuhan yang memberikan manfaat bagi manusia.

Allah berfirman dalam surat al Syuara ayat 7.

aoe TF
|

@wfcy dgw Ged W‘}u@\” dI s

Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatlkan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang

baik (QS. al Syuara: 7)
Surat al Syuara ayat 7 menjelaskan bahwa Allah menciptakan tanaman
yang baik agar manusia berfikir dan mengkaji tentang manfaat serta
kandungannya, seperti senyawa aktif yang memiliki aktivitas yang dapat dijadikan

sebagai obat penyakit. Salah satu tumbuhan yang baik adalah jenis rumput-

rumputan seperti rumput bambu. Allah berfirman dalam surat al A’la ayat 4.

=

© u%i :\] 9

__y,\

Artinya: Dan yang menumbuhkan rumput-rumputan (QS. al A’la: 4)

Flora Indonesia sangat kaya dengan berbagai spesies dan
keanekaragamannya. Koleksi herbarium khususnya tanaman obat mempunyai
3302 spesies dalam 1468 genus dan termasuk dalam 199 famili. Salah satu
tanaman tersebut adalah jenis rumput-rumputan yang dapat dimanfaatkan sebagai
bahan pengobatan, seperti rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn)

(Kusumawati, dkk., 2003).



Tanaman rumput bambu di kalangan masyarakat tidak begitu dikenal
sebagai tanaman yang memiliki potensi obat. Hal ini karena tanaman tersebut
merupakan tanaman rumput-rumputan yang tumbuh liar seperti semak-semak,
sehingga dianggap tidak memiliki manfaat dan tidak mempunyai nilai ekonomi.
Menurut Kusumawati dkk (2003) Lophatherum gracile Brongn adalah salah satu
dari tiga belas jenis tanaman yang sangat berpotensi sebagai obat herbal
penyembuhan penyakit tertentu, seperti antiinflamasi maupun antikanker.

Bagian tanaman rumput bambu seperti akar, batang, dan daun rumput
bambu banyak mengandung senyawa-senyawa kimia diataranya triterpenoid,
steroid arundoin, cylidrin, friedelin, beta-sitosterol, stigmasterol, campesterol, dan
teraxerol, asam amino dan asam lemak. Seluruh bagian tubuh rumput ini memiliki
rasa manis, hambar, dan bersifat dingin (Wijayakusuma, 2005).

Berawal dari asumsi untuk membiarkan tumbuhan ini tetap hidup maka
untuk penelitian selalu dipilih daun sebagai sampel yang diteliti. Alasan lain
adalah bagian daun merupakan bagian yang mudah didapatkan, dan
pertumbuhannya yang lebih terhindar dari ancaman virus maupun penyakit atau
kondisi yang ekstrim.

Jing et al (2009) berhasil menemukan 14 senyawa golongan flavonoid dari
daun rumput bambu diantaranya salcolin A, salcolin B, tricin, luteolin, afzelin,
tricin  7-O-B-D-glucopyranoside, swertiajaponin, isoorientin, tricin 7-O-
neohesperidoside, vitexin, isovitexin, [-(p-methoxyphenyl) acrylic acid, B-
sitosterol dan daucosterol. Wang et al (2012) juga menemukan 4 senyawa
golongan flavon C-glikosida. Hasil uji BSLT pada ketiga ekstrak daun rumput

bambu memiliki nilai LCsy 90,7896 ppm pada ekstrak n-heksana, 83,4150 ppm



pada ekstrak kloroform dan LCso terendah pada ekstrak etanol yakni 25,2189
ppm. Nilai LCs tersebut menunjukkan bahwa senyawa aktif dalam ekstrak etanol
memiliki tingkat toksisitas tinggi. Hasil uji fitokimia ekstrak etanol positif
ditemukan tiga senyawa diantaranya alkaloid, tanin dan triterpenoid (Purwitasari,
2014).

Tanin merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui
mempunyai beberapa khasiat diantaranya sebagai astringen, antidiare, antibakteri
dan antioksidan (Desmiaty, dkk., 2008 dalam Malanggia, dkk., 2012). Tanin
dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terkondensasi atau tanin katekat dan
tanin terhidrolisis atau tanin galat. Tanin terhidrolisis dibagi menjadi dua yakni
gallotanin dan ellagitanin. Tanin memiliki peranan biologis yang kompleks, mulai
dari pengendap protein hingga pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi
sebagai antioksidan biologis (Hagerman, 2002 dalam Malanggia, dkk., 2012).

Gallotanin maupun ellagitanin merupakan senyawa antioksidan yang
cukup berpotensi. Aktifitas antioksidatif ellagitanin tersebut berkaitan dengan
strukutur kimianya. Naiknya jumlah gugus galloil, berat molekul, dan struktur
ortohidroksil meningkatkan aktifitas antioksidatif tanin (Okuda, et al., 1992;
Yokozawa, et al., 1998 dalam Hernawan dan Setyawan, 2003). Firdausi dkk
(2013) menyebutkan bahwa tanaman yang berpotensi sebagai sumber tanin-
protein kompleks yakni biji pinang yang diinteraksikan dengan biji melinjo, yang
memiliki kandungan tanin 1,77 mg TAE/mL dengan aktivitas antioksidan sebesar
90 %. Hasil pengujian pada ekstrak etanol daun kersen menunjukkan bahwa
terdapat senyawa tanin yang memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1Cs

14,4873 pg/ml (Dewi, 2013).



Meyer et al (1982) menyatakan bahwa senyawa uji dikatakan toksik jika
harga LCsg lebih kecil dari 1000 pg/mL. Menurut Mc Laughin et al (1991) dalam
Purwitasari (2014) nilai LCsp < 30 ppm, ekstrak berpotensi sebagai antikanker
(sitotoksik). Hasil penelitian Purwitasari (2014) ekstrak daun rumput bambu
memiliki nilai LCs terendah pada fraksi etanol, sehingga diperkirakan adanya
aktivitas antioksidan senyawa tanin yang terkandung dalam daun rumput bambu.

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron. Antioksidan juga
merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat
radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Winarsi, 2007). Salah satu metode
uji aktivitas antioksidan adalah metode DPPH (1,1-difenil-2-pilkihidrazil).
Pemilihan metode DPPH karena sederhana, mudah, cepat dan peka serta hanya
memerlukan sedikit sampel dan dapat mengukur efektivitas total antioksidan baik
dalam pelarut polar maupun nonpolar. Senyawa antioksidan bereaksi dengan
radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan menyebabkan
terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu ke kuning (Prakash, et al., 2001).

Ektraksi tanin menggunakan perendaman atau maserasi. Pemilihan metode
maserasi karena mudah dan sangat menguntungkan dalam isolasi bahan alam, saat
perendaman sampel akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat
perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder
yang ada dalam sitoplasma terlarut dalam pelarut organik. Ekstraksi senyawa akan
sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan (Guenther, 1987).

Maserasi dilakukan dengan menggunakan campuran pelarut aseton : air
(7:3), dengan penambahan asam askorbat 10 mM selama 24 jam, kemudian

dipekatkan menggunakan vacum rotary evaporator. Ekstrak pekat dipartisi



dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut kloroform kemudian
dengan etil asetat. Hasil penelitian Sa’adah (2010) menunjukkan bahwa dengan
campuran pelarut aseton : air (7:3) didapatkan kadar tanin yang tinggi pada daun
belimbing wuluh yakni 10,78 %, sedangkan penelitian Ummah (2010) diperoleh
kadar tanin 10,92 % dengan pelarut dan sampel yang sama.

Uji kualitatif tanin dilakukan dengan penambahan reagen FeClz 1 % dalam
ekstrak, adanya senyawa tanin ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi
hijau kehitaman atau biru tinta. Uji fitokimia tanin juga dilakukan dengan
penambahan larutan gelatin dalam ekstrak, yang ditunjukkan dengan adanya
endapan putih. Uji fitokimia penentuan jenis golongan tanin yakni tanin katekol
(tanin terkondensasi) atau tanin galat (tanin terhidrolisis) menggunakan
formaldehid 3 % dan HCI untuk uji tanin katekol serta natrium asetat dan FeCl; 1
% untuk tanin galat. Adanya endapan merah menunjukkan bahwa positif
mengandung tanin katekol dan terbentuknya warna biru tinta atau hitam
menunjukkan adanya tanin galat.

Pemisahan senyawa tanin menggunakan metode kromatografi lapis tipis
(KLT). Pemilihan metode kromatografi lapis tipis ini karena memiliki beberapa
keunggulan diantaranya peralatan yang digunakan lebih sederhana dan cepat.
Identifikasi dapat dilakukan dengan pereaksi warna, fluoresensi, atau dengan
radiasi menggunakan sinar ultra violet. Ketepatan penentuan kadar akan lebih
baik, karena komponen yang akan ditentukan merupakan bercak yang tidak
bergerak (Gandjar dan Rohman, 2007).

Pemilihan eluen terbaik dilakukan pada KLT analitik. Beberapa penelitian

telah menyebutkan bahwa terdapat eluen terbaik untuk pemisahan senyawa tanin,



diantaranya asam asetat glasial : H,O : HCI pekat (forestal) (30:10:3) (Nuraini,
2002), n-butanol : asam asetat : air (BAA) (2:0,5:1,1) (Nahari, 2015), n-butanol :
asam asetat : air (4:1:5) (Ummah, 2010); n-heksana : etil asetat (6:4)
(Mangunwardoyo, dkk., 2009) dan kloroform : metanol : air (7:3:0,4). Eluen
terbaik dari KLT analitik yang dapat memisahkan noda terbaik selanjutnya
digunakan untuk keperluan KLT preparatif.

Identifikasi senyawa tanin menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
bilangan gelombang 200 — 800 nm. Kemudian diamati pergeseran puncak
serapannya sebelum dan sesudah ditambahkan perekasi geser. Pereaksi geser
tersebut diantaranya NaOH 2 M, AICI; 5%, AICI; 5%/HCI, NaOAc,
NaOAc/H3BO3; (Hayati, dkk., 2010). Kedudukan gugus hidroksi fenol bebas pada
inti flavonoida dapat ditentukan dengan menambahkan pereaksi geser ke dalam
larutan cuplikan dan mengamati puncak serapan yang terjadi. Cara ini berguna
untuk menentukan kedudukan gula atau metil yang terikat pada salah satu gugus
hidroksil fenol (Markham, 1988).

Berdasarkan alasan di atas perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
identifikasi adanya senyawa tanin dalam daun rumput bambu yang dapat
digunakan sebagai antioksidan.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak tanin pada daun rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn)?

2. Bagaimana dugaan awal struktur tanin dalam ekstrak daun rumpu bambu

(Lophatherum gracile Brongn)?



1.3 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak tanin pada daun rumput
bambu (Lophatherum gracile Brongn).

2. Untuk mengetahui dugaan awal struktur tanin dalam ekstrak daun rumput
bambu (Lophatherum gracile Brongn).

1.4 Batasan Masalah

1. Sampel yang digunakan adalah daun tanaman rumput bambu (Lophatherium
gracile Brongn) yang diperoleh dari kota Malang.

2. Ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut aseton : air (7:3),
kemudian dipartisi menggunakan pelarut kloroform dan etil asetat.

3. Pemisahan senyawa tanin menggunakan metode kromatografi lapis tipis
analitik dan preparatif.

4. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH.

5. Identifikasi senyawa tanin menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
penambahan pereaksi geser.

6. Pereaksi geser yang digunakan diantaranya NaOH 2 M, AICI; 5%, AIClI;
5%/HCI, NaOAc, NaOAc/H3BOs,

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai manfaat

daun rumput bambu sebagai antioksidan. Selanjutnya dapat digunakan sebagai

antikanker dan antibakteri sehingga dapat memberikan manfaat bagi masyarakat

dan meningkatkan nilai guna rumput bambu. Selain itu penelitian ini juga dapat

digunakan sebagai rujukan untuk penelitian selanjutnya dalam bidang farmakologi

maupun bidang lainnya.
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2.1 Pemanfaatan Tanaman dalam Perspektif Islam
Allah menciptakan tumbuh-tumbuhan yang baik dengan berbagai manfaat

dan kandungan didalamnya. Allah berfirman dalam surat Lugman ayat 10.
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Artinya: “Dia menciptakan Ianéit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala
macam jenis binatang dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik”
(QS. Lugman: 10).

Shihab (2002) menjelaskan bahwa Allah menumbuhkan dari berbagai
macam tumbuhan yang baik, yaitu subur dan bermanfaat. Kata a:S dalam surat
Lugman ayat 10 digunakan untuk menyifati segala sesuatu yang baik sesuai
obyeknya. Pasangan tumbuhan yang e adalah yang tumbuh subur dan
menghasilkan apa yang diharapkan penanamannya. Salah satu hasil yang
diharapkan dari tanaman adalah pemanfaatannya yang sebagai obat. Seperti
halnya tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) memiliki banyak
manfaat bagi manusia, diantaranya untuk menurunkan panas, meluruhkan kemih,
antiradang, mengatasi demam, mimisan, sakit tenggorokan, Purwitasariawan, dan
gusi bengkak (Wijayakusuma, 2005).

Salah satu manfaat tumbuhan adalah sebagai obat, merupakan anugrah

dari Allah SWT yang harus dipelajari dan dimanfaatkan, tidak terkecuali tanaman



yang selama ini dianggap sebagai tanaman pengganggu seperti tanaman rumput
bambu sehingga dapat memberikan kontribusi pada pengembangan daun rumput
bambu sebagai senyawa peredam radikal bebas atau antioksidan. Allah
memerintahkan Kkita berbuat baik kepada sesama, salah satunya dengan cara
memberikan informasi atau mengeksplor manfaat tanaman rumput bambu kepada
masyarakat sehingga dapat digunakan dengan maksimal. Sebagaimana Allah

berfirman dalam surat al-Qashash ayat 77:
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Artinya: Dan carilah pada apa yang telah dianugerahkan Allah kepadamu
(kebahagiaan) negeri akhirat, dan janganlah kamu melupakan
bahagianmu dari (kenikmatan) duniawi dan berbuat baiklah (kepada
orang lain) sebagaimana Allah telah berbuat baik, kepadamu, dan
janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi. Sesungguhnya Allah
tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan (QS. al-Qashash: 77)

Al Qarni (2007) menyebutkan bahwa tafsir dari surat al Qashash ayat 77
merupakan perintah berbuat baik kepada orang lain, dengan cara memberi
manfaat dan pertolongan sebagaimana Allah telah berlaku baik kepadamu dengan
memberimu karunia yang banyak. Larangan berniat membuat kerusakan melalui
ucapan dan perbuatan dusta, zalim, melakukan kekejian dan kemungkaran.

Pemanfaatan bahan alam sebagai obat tradisional di Indonesia akhir-akhir
ini meningkat, bahkan beberapa bahan alam telah diproduksi secara pabrikasi
dalam skala besar. Penggunaan obat tradisional dinilai memiliki efek samping
yang lebih kecil dibandingkan dengan obat yang berasal dari bahan kimia,
disamping itu harganya lebih terjangkau. Selain itu keuntungan lain penggunaan

obat tradisional adalah bahan bakunya mudah diperoleh dan harganya yang relatif
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murah (Putri, 2010). Hasil penelitian eksplorasi keanekaragaman dan kandungan
kimia tumbuhan obat di hutan tropis gunung arjuno menyatakan bahwa tanaman
Lophatherum gracile Brongn merupakan salah satu dari tiga belas jenis tanaman
yang sangat berpotensi untuk digunakan sebagai obat herbal penyebuhan penyakit
tertentu, seperti antiinflamasi maupun antikanker (Kusumawati, dkk., 2003).

2.2 Tanaman Rumput Bambu (Lopatherum gracile Brongn)
2.2.1 Morfologi dan Klasifikasi Tanaman Rumput Bambu

Tanaman rumput bambu (Lopatherum gracile Brongn) tidak hanya
terdapat di satu daerah saja, tetapi tersebar di beberapa daerah di Indonesia seperti
di Sunda yang dikenal dengan nama Jukut awi. Selain itu diluar negeri rumput ini
telah dikenal terutama di Inggris dan Tionghoa, seperti di Inggris dengan nama
sasagrass dan di Tionghoa dengan nama dan zhu ye (Wijayakusuma, 2005).

Lophaterum gracile Brongn (Famili: Gramineae) merupakan tanaman
rumput-rumputan yang menahun. Ciri-cirinya adalah memiliki tinggi 0,5 — 1,2 m
dan bertangkai banyak, dengan rimpang pendek bercabang-cabang, berakar
serabut yang tumbuh menjadi umbi-umbi. Tumbuh di atas 1500 m di atas
permukaan laut di tempat yang senantiasa rindang, khususnya dalam hutan alam.
Batang-batangnya tegak, mampat tidak berbulu, daun-daunnya bertangkai jelas,
berbangun lancet garis, berurat melintang di antara lidinya yang membujur,
lembut, berwarna hijau tua panjang 10 — 30 cm dan lebarnya 10 — 55 mm. Bunga
majemuknya berupa sebuah malai bertangkai panjang dan terdiri atas bulir-bulir

yang panjangnya 1 — 15 cm (Heyne, 1987).
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Gambar 2.1 Rumput bémbu (pétherm gracile Brongn)
(Wijayakusuma, 2005)

Klasifikasi tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn)

(Cronquist, 1981):

Divisi : Spermatophyta

Sub Devisi  : Angiosperma

Kelas : Monocotyledoneane

Bangsa : Poales

Suku : Poaceae

Marga : Lopatherum

Jenis : Lophatherum gracile Brongn

2.2.2 Manfaat Tanaman Rumput Bambu

Rumput bambu (Lopatherum gracile Brongn), dalam bahasa sunda
tanaman ini dikenal dengan nama jukut awi, rumput bambu memiliki beberapa
khasiat diantaranya sebagai obat demam, infeksi saluran kencing, kemih berdarah,
bisul, perasaan gelisah dan obat jika merasa kehausan terus menerus (Utami,
2008).

Rumput bambu juga memiliki beberapa manfaat lain sebagai obat untuk
mengatasi kanker, buang air kecil tidak lancar dan terasa sakit, mimisan, sakit
tenggorokan, sariawan dan gusi bengkak (Wijayakusuma, 2005). Menurut Jing et
al (2009), riset farmakologi ekstrak daun rumput bambu (Lopatherum gracile
Brongn) dapat digunakan sebagai antipiretik, antideuritik, antibakteri, antitumor,

dan efek hiperglesimik.


http://www.plantamor.com/index.php?plantsearch=Paederia
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2.2.3 Kandungan Kimia Rumput Bambu

Kandungan pada seluruh bagian tanaman ini antara lain akar, batang, dan
daun mengandung triterpenoid dan steroid arundoin, cylindrin, friedelin, beta-
sitosterol, stigmasterol, campesterol, taraxerol, asam amino, dan asam lemak.
(Wijayakusuma, 2005).

Penelitian farmakologi China menyatakan bahwa ekstrak daun
Lophatherum gracile Brongn mengandung senyawa aktif flavonoid dan
tritepenoid yang dapat dimanfaatkan sebagai antipiretik, diuretik, antibakteri,
antitumor dan efek hiperglikemia (Jing, et al., 2009). Purwitasari (2014)
menyatakan bahwa fraksi etanol dari ekstrak daun tanaman rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn) mengandung tiga golongan senyawa Yakni
alkaloid, tanin dan triterpenoid.

2.3 Tanin

Tanin secara umum didefinisikan sebagai senyawa polifenol dan dapat
membentuk kompleks dengan protein membentuk kopolimer yang tidak larut
dalam air. Terdapat dua jenis utama tanin yaitu tanin terkondensasi dan tanin
terhidrolisis. Tanin terhidrolisis terbagi menjadi dua yakni galotanin dan
elagitanin. Tanin terkondensasi memiliki berat molekul 1000 — 3000, sedangkan
tanin terhidrolisis memiliki berat molekul 1000 — 1500 pada galotanin dan 1000 —
3000 pada elagitanin (Harbone, 1996). Tanin terdapat pada daun, buah yang
belum matang, merupakan golongan senyawa aktif tumbuhan yang termasuk
golongan flavonoid, mempunyai rasa sepat dan mempunyai kemampuan
menyamak kulit (Robinson, 1995). Senyawa tanin merupakan senyawa yang

termasuk golongan senyawa flavonoid, karena dilihat dari strukturnya yang
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memiliki 2 cincin aromatik yang diikat oleh tiga atom karbon. Kedudukan gugus
hidroksil fenol bebas pada inti flavonoid dapat ditentukan dengan menambahkan
pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan dan mengamati pergeseran puncak
serapan yang terjadi (Hayati, dkk., 2010).

Tanin mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, antidiare,
antibakteri dan antioksidan. Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat
kompleks, terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar
mengkristal, mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan
protein tersebut (Desmiaty, dkk., 2008 dalam Malanggia, dkk., 2012). Beberapa
tanin terbukti memiliki aktivitas antioksidan, menghambat pertumbuhan tumor

dan menghambat enzim seperti “reverse” transkriptase dan DNA topoisomerase.
OH
HO O O
O oH
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Gambar 2.2 Struktur senyawa tanin (Robinson, 1995)

2.3.1 Sifat-Sifat Tanin

Sifat utama tanin tumbuh-tumbuhan tergantung pada gugusan fenolik-OH
yang terkandung dalam tanin, dan sifat tersebut secara garis besar dapat diuraikan
sebagai berikut (Browning, 1966):
a. Sifat kimia tanin
1. Tanin memiliki sifat umum, yaitu memiliki gugus fenol dan bersifat koloid,

karena itu di dalam air bersifat koloid dan asam lemah.
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. Semua jenis tanin dapat larut dalam air. Kelarutannya besar, akan bertambah

besar apabila dilarutkan dalam air panas, begitu juga tanin akan larut dalam

pelarut organik seperti metanol, etanol, aseton dan pelarut organik lainnya.

. Tanin dengan garam besi memberikan reaksi warna hijau dan biru kehitaman

yang digunakan untuk menguji Kklasifikasi tanin. Uji ini kurang baik, karena

selain tanin yang dapat memberikan reaksi warna, zat-zat lain juga dapat

memberikan warna yang sama.

. Tanin akan terurai menjadi pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol bila

dipanaskan sampai suhu 210 °F — 215 °F (98,89 °C — 101,67 °C).

. Tanin dapat dihidrolisa oleh asam, basa dan enzim.

. lkatan kimia yang terjadi antara tanin-protein atau polimer-polimer lainnya
terdiri dari ikatan hidrogen, ikatan ionik dan ikatan kovalen.

. Sifat fisik tanin

. Umumnya tanin mempunyai berat molekul tinggi dan cenderung mudah

dioksidasi menjadi suatu polimer, sebagian besar tanin bentuknya amorf dan

tidak mempunyai titik leleh.

. Tanin berwarna putih kekuning-kuningan sampai coklat terang, tergantung dari

sumber tanin tersebut.

. Tanin berbentuk serbuk atau berlapis-lapis seperti kulit kerang, berbau khas dan

mempunyai rasa sepat (astrigent).

. Warna tanin akan menjadi gelap apabila terkena cahaya langsung atau

dibiarkan di udara terbuka.

. Tanin mempunyai sifat atau daya bakterostatik, fungistatik dan merupakan

racun.
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2.3.2 Penggolongan Tanin
a. Tanin Terkondensasi

Tanin terkondensasi atau proantosianidin tersebar luas pada paku-pakuan,
gimnospermae, angiospermae terutama dalam tumbuhan berkayu, sebagai penolak
binatang menyusi dan serangga pemakan tumbuhan karena kesepatannya dan daya
samaknya. Bukti menunjukkan bahwa jika kadar tanin dalam daun lebih dari 2 %
bobot kering, barulah tanin tersebut merupakan penolak makanan (Harbone,
1996).

Tanin terkondensasi atau flavolan secara biosintesis dapat dianggap
terbentuk dengan cara kondensasi katekin tunggal atau galokatekin yang
membentuk senyawa dimer, dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Ikatan-
ikatan karbon menghubungkan satu satuan flavolan dengan satuan berikutnya
melalui ikatan 4 — 8 atau 6 — 8. Kebanyakan flavolan mempunyai 2 sampai 20
satuan flavon (Harbone, 1996). Tanin terkondensasi atau proantosianidin
merupakan polimer flavonoid. Proantosianidin didasarkan pada sistem cincin

heterosiklik yang diperoleh dari fenilalanin (B) dan biosintesis poliketida (A).

Gambar 2.3 Struktur dasar tanin terkondensasi (Hagerman, et al., 1992)

Proantosianidin adalah senyawa yang menghasilkan pigmen antosianidin
melalui pemecahan secara oksidatif dalam alkohol panas. Kebanyakan

proantosianidin adalah prosianidin, jika direksikan dengan asam akan
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menghasilkan sianidin (Hagerman, et al., 1992). Proantosianidin didefinisikan
sebagai oligo atau polimer flavonoid (flavan-3-ol atau flavan-3-4-diol) dimana

ikatan C-C tidak mudah untuk dihidrolisi.

Gambar 2.4 Struktur proantosianidin atau flavolan (Harborne, 1996)

Tanin dapat dideteksi dengan sinar UV pendek berupa bercak lembayung
yang bereaksi positif dengan setiap pereaksi fenol baku. Proantosianidin dapat
dideteksi langsung dalam jaringan tumbuhan hijau dengan mencelupkan ke dalam
2 M HCI mendidih selama setengah jam, bila terbentuk warna merah yang dapat
diektraksi dengan amil atau butil alkohol, maka ini suatu bukti positif adanya
senyawa tersebut (Harborne, 1996). Terbentuknya warna coklat kuning setelah
penambahan HCI 2M menunjukkan adanya katekin (Robinson, 1995).

b. Tanin Terhidrolisis

Tanin terhidrolisis merupakan turunan dari asam galat (asam 3,4,5-

trihidroksil benzoat). Senyawa ini mengandung ikatan ester antara suatu

monosakarida terutama gugus hidroksilnya. Tanin terhidrolisis dapat dibagi dalam
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dua kelas besar yaitu gallotanin dan ellagitanin. (Hagerman, et al., 1992).
Terdapat gugus karbohidrat (biasanya D-glukosa) pada tanin terhidrolisis,
merupakan hidroksil dari karbohidrat atau phenolic esterified seperti asam galat
pada gallotannin atau asam elagat pada ellagitannin (Ismarani, 2012). Tanin
terhidrolisis mudah terhidrolisis dengan penambahan asam lemah atau dengan
basa lemah, dan membentuk karbohidrat serta asam fenolik (Manitto, 1981).

Tanin terhidrolisis biasanya berupa senyawa amorf, higroskopis, berwarna
coklat kuning yang larut dalam air terutama air panas membentuk larutan koloid
bukan larutan sebenarnya. Semakin murni tanin maka semakin kurang
kelarutannya dalam air dan semakin mudah diperoleh dalam bentuk kristal. Tanin
terhidrolisis larut pula dalam pelarut organik polar tetapi tidak larut dalam pelarut
organik nonpolar seperti benzena dan kloroform (Robinson, 1995).

1. Gallotanin

Gallotanin merupakan jenis tanin terhidrolisis yang paling sederhana dari
suatu  ester pentagaloil glukosa (B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-O-D-Glukosa).
Pentagaloil glukosa atau PGG memiliki lima ikatan ester yang mengandung gugus
alifatik hidroksil dengan glukosa sebagai inti (Hagerman, 2002). Gallotanin bila
dihidrolisis akan menghasilkan asam gallat (Manitto, 1981).

Sifat fisik gallotanin ialah polimer amorf, berwarna putih kekuningan, bau
spesifik, dapat larut dalam air dan gliserol, sangat larut dalam alkohol dan aseton,
tidak larut dalam benzen, kloroform, eter, petroleum eter, karbon disulfida dan
karbon tetraklorida (Gohen, 1976). Sifat kimia gallotanin berwarna coklat jika
terkena cahaya dengan albumin, tepung, gelatin, alkaloid, dan garam metalik

memberikan endapan yang tidak larut, sedangkan dengan FeCl; memberikan
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warna biru kehitaman, pada suhu 215 °C akan terdekomposisi menjadi pirogalol.

Gallotanin bila dihidrolisis menghasilkan asam galat (Manitto, 1981).

OH
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Gambar 2.5 Struktur gallotanin (1) dan asam galat (2) (Robinson, 1995)

2. Ellagitanin

Ellagitanin merupakan ester dari asam heksahidroksidifenil (HDDP).

C——OH

HDDP secara spontan terdehidrasi membentuk lakton menjadi asam elagat

(Hagerman, et al., 1992). Perbedaan struktur gallotanin dan ellagitanin adalah

adanya ester asam galat pada gallotanin dan ester asam heksahidroksidifenat

(HHDP) (1) pada ellagitanin. Kedua ester asam tersebut berikatan dengan
glukosa. Ellagitanin yang dihidrolisis akan menghasilkan asam elagat (2). Asam

elagat merupakan hasil sekunder yang terbentuk pada hidrolisis beberapa tanin

yakni ester asam heksaoksidefenat.

Asam heksahidroksidifenat Asam elagat
Gambar 2.6 Struktur asam heksahidroksidifenat dan asam elagat (Harbone, 1996)



19

Aktivitas biologi ellagitanin merupakan implikasi dari ikatan antara
ellagitanin dengan protein, senyawa dengan berat molekul tinggi, senyawa
sederhana, dan ion logam berat. Ikatan tersebut membentuk kompleks senyawa
yang dapat menyebabkan perubahan fisiologis dalam sel atau jaringan mahluk
hidup. Berbagai penelitian telah dikembangkan untuk mengeksplorasi ellagitanin
dan aktivitas biologinya. Tahun 1992 baru sekitar 90 senyawa ellagitanin yang
diketahui memiliki aktivitas biologi. Aktivitas biologi ellagitanin yang telah
diketahui antara lain sebagai antidiabetes, antimikrobia, antivirus, antihipertensi,
antioksidan, dan antikanker atau antitumor. Hasil dari sekian banyak penelitian
yang telah dilakukan, belum ada yang menunjukkan efek toksik ellagitanin.
Aktifitas antioksidatif tanin, termasuk ellagitanin, antara lain penghambatan
autooksidasi asam askorbat yang dikatalissi oleh ion Cu?* (Okuda, et al., 1992
dalam Hernawan dan Setyawan, 2003).

Prosedur ekstraksi biasa tidak cukup untuk mengisolasi ellagitanin. Proses
ekstraksi umumnya dilakukan secara berulang dan bertahap. Sering kali, ekstraksi
dengan aseton 70% dilakukan berulang sampai tiga kali dan dilanjutkan ke
tahapan isolasi (Hernawan dan Setyawan, 2003).

2.4 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki satu atau lebih
atom tak 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 tak dapat
diisolasi usia pendek karena sangat reaktif dan berenergi tinggi (Fessenden dan

Fessenden, 1997).
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Kemiripan sifat radikal bebas dengan oksidan terletak pada agresivitas
menarik elektron di sekelilingnya. Sehingga radikal bebas dianggap sama dengan
oksidan. Tidak setiap oksidan merupakan radikal bebas. Radikal bebas lebih
berbahaya dibandingkan dengan senyawa oksidan non-radikal (Winarsi, 2007).
2.5 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi electron atau reduktan. Senyawa
ini memiliki berat molekul kecil tetapi mampu menginaktivasi berkembangnya
reaksi oksidasi, dengan cara mencegah terbentuknya radikal. Antioksidan juga
merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat
radikal bebas. Akibatnya kerusakan sel dapat dihambat (Winarsi, 2007).

2.5.1 Klasifikasi Antioksidan
a. Antioksidan Alami

Antioksidan alami adalah antioksidan yang umumnya diisolasi dari
sumber alami yang kebanyakan berasal dari tumbuh tumbuhan dan buah-buahan.
Antioksidan alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan lebih
mudah diserap oleh tubuh dari pada antioksidan sintesis (Madhavi, et al., 1996).
Salah satu antioksidan alami adalah vitamin C (L-asam askorbat) merupakan
suatu antioksidan penting yang larut dalam air. Vitamin C secara efektif
menangkap radikal-radikal O,°*, OH®, ROO® dan juga berperan dalam regenerasi
vitamin E. Vitamin C dapat melindungi membran biologis dan LDL (Low Density
Lipid) dari kerusakan prooksidatif dengan cara mengikat radikal peroksil dalam
fase berair dari plasma atau sitosol. Rumus struktur vitamin C atau asam askorbat

dapat dilihat pada Gambar 2.7.
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OH

HO

Gambar 2.7 Struktur L-asam asko?b%t atau V?Famin C (Silalahi, 2006)
b. Antioksidan Sintetik

Antioksidan sintetik yang banyak digunakan adalah senyawa fenol.
Penambahan antioksidan ini harus memenuhi beberapa syarat, misalnya tidak
berbahaya bagi kesehatan, tidak menimbulkan warna yang tidak diinginkan,
efektif pada konsentrasi rendah, mudah didapat, dan ekonomis (Winarno, 2008).
Beberapa contoh antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya untuk

makanan yaitu BHT, PG, TBHQ dan tokoferol.

OH

(HaC)hC C(CHz)3

CHs
Gambar 2.8 Struktur butylated hydroxytoluene (BHT) (Cahyadi, 2006)
Antioksidan sintetik BHA, BHT, PG dan TBHQ sering digunakan untuk
mengontrol terjadinya oksidasi, tetapi tidak menutup kemungkinan antioksidan
tersebut menyebabkan efek karsinogenik. Oleh karena itu, penelitian dan
pengembangan antioksidan yang berasal dari alam kini sedang giat-giatnya

dilakukan sebagai alternatif pengganti antioksidan sintetik (Shahidi, et al., 1995).
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2.5.2 Mekanisme Antioksidatif

Menurut Gordon (1990) antioksidan mempunyai dua fungsi berdasarkan
mekanisme kerjanya adalah sebagai berikut: Pertama, fungsi utama antioksidan
yaitu sebagai pemberi atom hidrogen. Antioksidan (AH) yang memiliki fungsi
tersebut disebut juga sebagai antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan
atom hidrogen secara cepat ke radikal lipid (R®, ROO®) atau mengubahnya ke
bentuk lebih stabil, sementara hasil reaksi radikal antioksidan (A®) tersebut
memiliki keadaan lebih stabil dibanding dengan radikal lipid. Kedua, fungsi kedua
antioksidan merupakan antioksidan sekunder, vyaitu berfungsi untuk
memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme pemutusan rantai
oksidasi di luar mekanisme pemutusan rantai autooksidasi, dimana hal itu melalui
pengubahan radikal lipida ke bentuk yang lebih stabil.

Terbentuknya senyawa radikal, baik radikal bebas endogen maupun
eksogen terjadi melalui sederetan reaksi. Mula-mula terjadi pembentukan awal
radikal bebas (inisiasi), lalu perambatan atau terbentuknya radikal baru
(propagasi), dan tahap terakhir yaitu pemusnahan atau pengubahan senyawa

radikal menjadi non radikal (terminasi) (Mark, 2013 dalam Lailah, 2014).

Inisiasi : ROOH Wt RO®+ OH®
Propagasi :ROO®* + RH —> ROOH +R°®
Terminasi :2R®* —> R—R

ROO*+ R* — ROOR

2RO0* — Produk non-radikal
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2.5.3 Uji Efektifitas Antioksidan

Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) digunakan secara luas untuk
menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor elektron atau
hidrogen. Metode DPPH dapat mengukur efektivitas total antioksidan baik dalam
pelarut polar maupun nonpolar. Beberapa metode lain terbatas mengukur
komponen yang larut dalam pelarut yang digunakan dalam analisa.

Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat dan peka serta
hanya memerlukan sedikit sampel. 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. Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan
dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen. Pengurangan
intensitas warna mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk
menangkap radikal bebas. Efektivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung
jumlah pengurangan intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan
pengurangan konsentrasi larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan
uji. DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk tereduksi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal antioksidan.

CH,OH
Hc/ 2
Noz C/CHZOH
o
P CH,OH
— 2
NO, HC NO, Hc/CHZOH
. O A° H o_ _o
NO, N-N + — NO, N-N
— +
o O
2 Y Non NO, 7\

Gambar 2.9 Reaksi DPPH dengan asam askorbat (Prakash, et al., 2001)



24

Efektivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan
persen (%) efektivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan persamaan berikut

(Molyneux, 2004):

% Efektivitas Antioksidan = % %100 %
0

Keterangan : Ao = Absorbansi kontrol
A; = Absorbansi sampel

Nilai O % berarti sampel tidak mempunyai efektivitas antioksidan,
sedangkan nilai 100 % berarti pengujian efektivitas antioksidan perlu dilanjutkan
dengan pengenceran sampel untuk mengetahui batas konsentrasi efektivitasnya.
Suatu bahan dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan bila presentase efektivitas
antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata, dkk., 2009 dalam Rizkia,
2014).

Absorbansi kontrol yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah
absorbansi DPPH sebelum ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk
mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran. Nilai absorbansi kontrol dapat
berkurang dari hari ke hari dikarenakan kehilangan efektivitasnya saat dalam stok
larutan DPPH, tetapi nilai absorbansi kontrol tetap dapat memberikan batasan
untuk pengukuran saat itu. Kontrol juga berfungsi menjaga kekonstanan total
konsentrasi DPPH dalam serangkaian pengukuran (Molyneux, 2004).

Dalam metode DPPH terdapat parameter ECs (Efficient Concentration 50
Value). Parameter ECsy merupakan parameter yang menunjukkan konsentrasi
ekstrak uji yang mampu menangkap radikal bebas sebanyak 50 % yang diperoleh
melalui persamaan regresi. Semakin kecil ECsy suatu senyawa uji maka senyawa

tersebut semakin efektif sebagai penangkal radikal bebas (Rizkia, 2014).



25

Tabel 2.1 Ketentuan kekuatan antioksidan (Afriani, dkk., 2014)

Nilai ECs Kekuatan

<50 ppm Sangat kuat
50 — 100 ppm Kuat
100 — 150 ppm Sedang
150 — 200 ppm Lemah

> 200 ppm Sangat lemah

2.6 Metode Pemisahan Senyawa Tanin
2.6.1 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi adalah proses penarikan zat terlarut dari larutannya di dalam air
oleh suatu pelarut lain yang tidak bercampur dengan air. Tujuan ekstraksi adalah
memisahkan suatu komponen dari campurannya menggunakan pelarut tertentu
(Soebagio, 2003). Salah satu metode ekstraksi adalah maserasi. Maserasi
dilakukan dengan merendam serbuk dalam pelarut. Pelarut menembus dinding sel
dan masuk dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif larut karena
perbedaan konsentrasi anatara larutan zat aktif di dalam sel dengan di luar sel,
maka larutan yang terpekat didesak ke luar. Peristiwa ini berulang sehingga terjadi
keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar dan di dalam sel (Baraja, 2008).

Proses ini menguntungkan dalam isolasi bahan alam karena dalam
perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel
akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit
sekunder dalam sitoplasma terlarut dalam pelarut organik, ekstraksi senyawa akan
sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan (Guenther, 1987).

Pemilih pelarut organik yang digunakan dalam ekstraksi komponen aktif
merupakan faktor penting dan menentukan pencapaian tujuan dan sasaran
ekstraksi komponen. Semakin tinggi nilai konstanta dielektrik, titik didih dan

kelarutan dalam air, maka pelarut bersifat makin polar (Sudarmadiji, dkk., 2003).
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Tabel 2.2 Konstanta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut (Sax dan
Lewis, 1998; Fesenden dan Fesenden, 1997; Mulyono, 2009)

Jenis pelarut Konstanta Tingkat kelarutan Titik didih
dielektrikum dalam air (°O)
Heksana 1,9 TL 68,7
Petroleum eter 2,28 TL 60
Benzene 2,38 TL 80,1
Toluene 4,81 TL 111
Kloroform 4,81 S 61,3
Etil asetat 6,02 S 77,1
Metil asetat 6,68 S 57
Metil klorida 9,08 S 39,75
Butanol 15,80 S 117,2
Propanol 20,1 L 97,22
Aseton 20,70 L 56,2
Etanol 24,30 L 78,5
Metanol 33,60 L 64
Air 78,4 L 100
Keterangan : TL =tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi

Umumnya tanin diekstrak dengan menggunakan pelarut air, karena lebih
murah dengan hasil yang relatif cukup tinggi, tetapi tidak menjamin jumlah
senyawaan polifenol yang ada dalam bahan tanin tersebut (Hathway, 1962). Hasil
randemen ekstrak tanin dari daun belimbing wuluh yaitu 10,78 % dari 50 gram
serbuk dalam 400 mL pelarut aseton: air (7:3) (Hayati, dkk., 2010).

2.6.2 Ekstraksi Cair-Cair

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

Filtrat ektrak tanin hasil penyaringan dipartisis dengan cara ekstraksi cair-

cair. Partisis dilakukan dengan menambahan kloroform menyebabkan
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terbentuknya dua fase yaitu fase air dan fase kloroform. Fase air diambil untuk
dilakukan tahap fraksinasi selanjutnya dengan etil asetat. Penambahan etil asetat
menyebabkan terbentuknya dua lapisan yaitu lapisan atas (fase etil asetat) dan
lapisan bawah (fase air). Fase etil asetat ditampung dan diambil fase airnya. Fase
air dipekatkan sehingga diperoleh estrak pekat (Ummah, 2010).

2.6.3 Kromatrografi Lapis Tipis
a. Kromatografi Lapis Tipis Analitik

Prinsip pemisahan dengan kromatografi lapis tipis adalah adanya
perbedaan sifat fisik dan kimia dari senyawa yaitu kecendrungan dari molekul
untuk melarut dalam cairan (kelarutan), kecendrungan molekul untuk menguap
dan kecendrungan molekul untuk melekat pada permukaan (Hendayana, 2006).

Fase diam yang dapat digunakan adalah silika atau alumina yang
dilapiskan pada lempeng kaca atau aluminium. Jika fase diamnya berupa silika gel
maka bersifat asam, jika fase diamnya berupa alumina maka bersifat basa. Fase
gerak atau larutan pengembang biasanya digunakan pelarut organik atau bisa juga
campuran pelarut organik-anorganik (Gritter, 1991). Fase diam yang digunakan
dalam KLT merupakan penjerap yang berukuran kecil dengan diameter partikel
antara 10 — 30 um. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase diam dan semakin
sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik kinerja KLT dalam hal
efisiennya dan resolusinya (Gandjar dan Rohman, 2007).

Kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) digunakan untuk mencari eluen
terbaik, dari beberapa eluen yang baik dalam pemisahan senyawa tanin KLTA ini
digunakan untuk mengetahui berapa noda yang terpisah dari hasil eluen terbaik.
Eluen yang baik adalah eluen yang dapat memisahkan senyawa yang ditandai

dengan munculnya noda yang tidak berekor dan jarak antara noda yang muncul
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sangat jelas. Noda akan dideteksi menggunakan pereaksi yang sesuai dengan
golongan senyawa yang dipisahkan. Pereaksi ini memberikan sebuah kepekaan
dan perubahan warna yang ada kaitannya dengan struktur senyawanya, jika
senyawa diamati di bawah lampu UV (Harborne, 1996; Hayati, dkk., 2010).

Pemilihan eluen terbaik digunakan pada proses pemisahan tanin dengan
metode kromatografi lapis tipis analitik (KLTA). Eluen tersebut diantaranya
forestal (asam asetat glasial : H20 : HCI pekat) (30:10:3) (Nuraini, 2002); n-
heksana : etil asetat (6:4) (Mangunwardoyo, dkk., 2009). Pemisahan tanin pada
daun belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) menggunakan eluen n-butanol :
asam asetat : air (BAA) (4:1:5) berhasil memisahkan 3 noda dengan baik
(Ummah, 2010). Nahari (2015) menyebutkan campuran eluen n-butanol : asam
asetat : air (2:0,5:1,1) mampu memisahkan senyawa tanin dari ekstrak etanol umbi
binahong, menghasilkan 3 noda dengan pola pemisahan yang terbaik.
Mangunwardoyo dkk (2009) berhasil memisahkan 11 noda mengunakan eluen n-
heksana : etil asetat (6:4) pada tanaman herba meniran (Phyllanthus niruri L.).
b. Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Pemisahan senyawa dilakukan menggunakan plat silika gel F,ss dengan
menggunakan eluen terbaik untuk masing-masing senyawa. Plat KLT ini
dilengkapi dengan indikator fluoresensi pada sinar UV yang bergelombang
pendek. Pengamatan plat di bawah lampu UV yang dipasang panjang gelombang
emisi 254 nm atau 366 nm untuk menampakkan komponen senyawanya sebagai
bercak yang gelap atau bercak yang berfluorosensi terang pada dasar yang

berfluorosensi seragam (Gritter, 1991).
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Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada lapisan tipis

menggunakan harga Rf. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut:

arak senyawa yang digerakkan dari titik asal
HargaRf=] YEE OnE e
Jarak pelarut yang digerakkan dari titik asal

Harga Rf untuk senyawa murni dapat dibandingkan dengan harga standar.
Harga Rf dapat dipengaruhi oleh faktor-faktor yang mempengaruhi gerakan noda
dalam KLT diantaranya adalah struktur kimia dari senyawa yang sedang
dipisahkan, sifat dari penyerap dan derajat aktivitasnya, jenis eluennya, serta
jumlah cuplikan yang digunakan tidak terlalu berlebihan (Sastrohamidjojo, 2007).

Mangunwardoyo dkk (2009) memisahkan tanin dari herba meniran dengan
nilai Rf sebesar 0,65 dengan pereaksi FeCls berwarna hijau kekuningan. Ketiga
noda yang berhasil dipisahkan dari daun belimbing wuluh diperoleh nilai Rf tanin
sebesar 0,61 dan warna noda saat disinari dengan lampu UV 366 berwarna
lembayung (Hayati, dkk., 2010). Hasil KLT ekstrak phyllanthus niruri L
(meniran) dengan Rf 0,66 diduga golongan tanin karena memberikan hasil positif
dengan terbentuknya warna hitam dengan pereaksi FeCls dan terdapat endapan
dengan penambahan gelatin 10 % (Mangunwardoyo, dkk., 2009). Hasil KLT pada
ekstrak air kulit batang kelapa gading dengan eluen n-butanol : asam asetat : air (4
: 1 : 5), diperoleh tiga bercak noda dengan nilai Rf yaitu 0,51; 0,67; 0,78.
Berdasarkan studi literatur dan pengamatan dibawah lampu UV 254 nm dan 366
nm bercak dengan nilai Rf 0,67 adalah senyawa yang diduga tanin (Sidik, 2012).
2.7 Uji Kualitatif Senyawa Tanin

Cara klasik mendeteksi senyawa fenol sederhana yaitu menambahkan
ekstrak dengan FeCls 1 % dalam air, menimbulkan warna hijau, merah, ungu, biru

atau hitam yang kuat. Terbentuknya warna hijau kehitaman atau biru tinta pada
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ekstrak karena tanin akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe**
(Harbone, 1996). Kecenderungan Fe dalam pembentukan senyawa kompleks
dapat mengikat 6 pasang elektron bebas. lon Fe®*" dalam pembentukan senyawa
kompleks akanterhibridisasi membentuk hibridisasi d’sp® (Effendy, 2007)

sehingga akan terisi oleh 6 pasang elektron bebas atom O pada tanin.

R R

3 +re'— || Jy /‘e\o +6H
(0]

OH 0

Gambar 2.10 Reaksi dugaan antara senyawa tanin deﬁgan FeCls;
(Perron dan Brugmaghim, 2009)

Uji fitokimia menggunakan gelatin digunakan untuk memperkuat dugaan
adanya tanin dalam ekstrak suatu tanaman. Selain itu, semua tanin menimbulkan
endapan sedikit atau banyak jika ditambahkan dengan gelatin. Gelatin adalah
protein yang dapat larut dalam air dan dapat dicernakan, berasal dari kolagen yang
telah dipanaskan dalam air mendidih oleh larutan asam atau basa encer, terdiri
atas 25 % glisin dan 25 % prolin serta hidroksi prolin (Poedjiaji dan Titin, 1994).
2.8 ldentifikasi Tanin dengan Spektrofotemeter UV-Vis dan Pereaksi Geser

Kedudukan hidroksi fenol bebas pada inti flavonoida dapat ditentukan
dengan menambahkan pereaksi geser ke dalam larutan dan mengamati puncak
serapannya. Langkah pertama yaitu menentukan jenis flavonoida dengan
memperhatikan bentuk umum spektrum, panjang gelombang pita serapan dan data
kromatografi kertas. Langkah kedua adalah memperhatikan perubahan spektrum

yang disebabkan oleh penambahan pereaksi geser (Markham, 1988).
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a. Spektrum natrium metoksida
Natrium metoksida merupakan basa kuat yang dapat mengionisasi hampir
semua gugus hidroksi pada inti flavonoida. Spektrum ini biasanya merupakan
petunjuk sidik jari pola hidroksilasi dan juga bermanfaat untuk mendeteksi gugus
hidroksi yang lebih asam dan tidak tersubstitusi. Degradasi atau pengurangan
kekuatan spektrum setelah waktu tertentu merupakan petunjuk baik akan adanya
gugus yang peka terhadap basa. Pereaksi pengganti natrium metoksida yang cocok
ialah larutan NaOH 2 M dalam air (Mabry, et al., 1970).
b. Spektrum AICI; dan AICI;/ HCI
AICIl; membentuk kompleks tahan asam dengan gugus hidroksi (pada Cs
atau Cs) dan keton, juga membentuk kompleks tak tahan asam dengan gugus orto-
dihidroksil, sehingga dapat digunakan untuk mendeteksi kedua gugus tersebut.
Spektrum AICI3/HCI hanya berguna untuk mendeteksi gugus hidroksi yang
bertetangga dengan gugus keton, karena gugus tersebut dengan AICI; akan
membentuk senyawa kompleks yang tahan asam.
c. Spektrum natrium asetat
Natrium asetat hanya menyebabkan pengionan yang berarti pada gugus
hidroksil flavonoida yang paling asam, jadi natrium asetat digunakan terutama
untuk mendeteksi adanya gugus 7-hidroksil bebas atau yang setara.
d. Spektrum natrium asetat/asam borat
Natrium asetat dan asam borat menjebatani kedua gugus hidroksi pada
gugus orto-dihidroksi dan membentuk senyawa khelat, sehingga pereaksi ini dapat
digunakan untuk mendeteksi adanya gugus orto-dihidroksi pada senyawa

flavonoida.
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Isolat-isolat yang diperoleh dari hasil KLT preparatif, dilarutkan dengan
aseton : air dan disentrifuse kemudian dianalisis dengan spektrofotometer UV-
Vis. Masing-masing isolat sebanyak 2 mL dimasukkan dalam kuvet dan diamati
spektrumnya pada bilangan gelombang 200 — 800 nm. Identifikasi dilanjutkan
dengan penambahan pereaksi geser diantaranya NaOH 2 M, AICl; 5%, AICl;
5%/HCI, NaOAc, NaOAc/H3BO3;. Tahapan kerja penggunaan pereaksi geser
adalah sebagai berikut (Hayati, dkk., 2010):

1. Isolat diamati pada panjang gelombang 200 — 800 nm.

2. lsolat dari tahap 1 ditambah 3 tetes NaOH 2 M kemudian dikocok hingga
homogen dan diamati spektrum yang dihasilkan. Sampel didiamkan selama 5
menit dan diamati spektrum yang dihasilkan.

3. Isolat dari tahap 1 ditambah 6 tetes pereaksi AICI; 5 % dalam metanol
kemudian dicampur hingga homogen dan diamati spektrumnya. Sampel
ditambah dengan 3 tetes asam klorida (HCI) kemudian dicampur hingga
homogen dan diamati spektrumnya.

4. Isolat dari tahap 1 ditambah serbuk natrium asetat kurang lebih 250 mg.
Campuran dikocok sampai homogen menggunakan vortex dan diamati lagi
spektrumnya. Selanjutnya larutan ini ditambah asam borat kurang lebih 150
mg dikocok sampai homogen dan diamati spektrumnya.

Hasil penelitian Asih dan Setiawan (2008) menyatakan bahwa jenis
golongan senyawa flavonoid pada ekstrak n-butanol kulit batang bungur
(Lagerstroemia speciosa Pers.) adalah flavanon, hal ini dapat diidentifikasi
setelah diamati pergeseran spektrumnya melalui spektrofotometer UV-Vis dengan

penambahan pereaksi geser MeOH, NaOH, NaOAc, H3BO3, AICIl; dan HCI.
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Tabel 2.3 Panjang gelombang dan pergeseran absorpsi spektrum flavonoid

Panjang gelombang  Pergeseran
No. Pereaksi Geser absorpsi (nm) absorpsi (nm)
Pita | Pitall Pital Pitall
1. MeOH 378,6 275,6 - -
2. MeOH + NaOH 375,6 2769 -30 +13
3. MeOH + NaOH (setelah 5 menit) 376,8 276,0 -18 +04
4. MeOH + NaOAc 375,6 276,2 -30 +0,6
5. MeOH + NaOAc +H3BO3 381,1 2751 +25 05
6. MeOH + AICl3 375,6 2755 -30 -01
1. MeOH + AICI; + HCI 375,6 274,1 -3,0 -1,5

Hasil identifikasi dari pemisahan ekstrak (isolat 2) pada daun belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L.) menggunakan FTIR dan spektrofotometer UV-Vis
dengan penambahan pereksi geser diduga struktur senyawa isolat 2 adalah flavan-
3,6,7,4' 5'-pentaol atau flavan-3,7,8,4',5'-pentaol. Spektrum isolat tanin dapat
dilihat pada Tabel 2.4 (Hayati, dkk., 2010).

Tabel 2.4 Panjang gelombang dan pergeseran absorbsi spektrum tanin

Panjang Pergeseran Dugaan
Pereaksi gelombang absorpsi Distribusi
Isolat Isolat Isolat
1 2 3 1 2 3 1 2
- 331,0 3310 - - - - - -
NaOH 3415 3335 - +105 +25 - 4’-OH 4’-OH
NaOH5 3415 3330 - +105 +20 - 4’-OH 4’-OH
menit
AICI;5% 32800 3310 - -3,0 Tetap - Mungkino- Mungkin o-
diOH pada diOH pada
cincin A cincin A
AICI35% 331,0 3330 Tetap +2,0 - Mungkin o- Mungkin o-
+ HCI diOH pada diOH pada
cincin A cincin A
NaOAc  329,0 329,0 -20 -20 - Gugus yang Gugus yang
peka terhadap peka terhadap
basa, misal 6,7 basa, misal 6,7
atau 7,8 atau  atau 7,8 atau
3,4’-diOH 3,4’-diOH
NaOAc+ 330,0 3315 - -1,0 +05 - o0-diOH pada o0-diOH pada
H3;BO; cincin A (6,7) cincin A (6,7)

atau (7,8) atau (7,8)
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BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia
Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang bulan Mei 2015
sampai Agustus 2015.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat
gelas, timbangan neraca analitik, bola hisap, pisau, kertas saring, lemari asam,
corong buchner, vacuum rotary evaporator, shaker incubator, vortex, corong
pisah, oven, hot plate, botol larutan, bejana pengembang, plat silika gel Fuss,
spektronik 20°, spektrofotometer UV-Vis Varian Carry, penggaris, pensil, pipa
kapiler dan sentrifuge.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan utama yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah daun
rumput bambu (Lophaterium gracile Brongn) yang diperoleh dari kota Malang.
Bahan-bahan kimia yang digunakan meliputi : aluminium klorida 5 %, aquades,
asam askorbat 10 mM, asam asetat, asam asetat glasial, asam borat, asam klorida
pekat, aseton, aquades, BHT, DMSO, DPPH, etanol, etil asetat, FeCl; 1%,
formaldehid 3 %, gelatin, kloroform, metanol, natrium asetat, natrium Klorida,

natrium hidroksida 2 M, n-butanol, n-heksana.
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3.3 Tahapan Penelitian

1. Preparasi sampel.

2. Ekstraksi tanin pada daun rumput bambu dengan metode maserasi dan
ekstraksi cair-cair.

3. Uji kualitatif ekstrak daun rumput bambu dengan reagen.

4. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl) pada konsentrasi 10, 25, 50, 100 ppm.

5. Fraksinasi tanin dengan kromatografi lapis tipis analitik dan preparatif.

6. Identifikasi senyawa aktif tanin dengan spektrofotometer UV-Vis dan
penambahan pereaksi geser.

7. Analisis data.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Preparasi Sampel

Daun rumput bambu dicuci dengan air, selanjutnya dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan pada suhu kamar hingga bobot menyusut dari bobot
semula, kemudian sampel diserbukkan, serbuk disaring menggunakan ayakan 90
mesh. Hasil yang diperoleh digunakan sebagai sampel penelitian (Purwitasari,
2014).

3.4.2 Ektraksi Tanin Menggunakan Maserasi dan Ekstraksi Cair-Cair
(Purwitasari, 2014; Ummah, 2010)

Serbuk daun rumput bambu ditimbang sebanyak 60 g dan diekstraksi
dengan perendaman selama 24 jam menggunakan pelarut aseton : air (7:3) total
500 mL, dengan penambahan 3 mL asam askorbat 10 mM. Pengadukannya
dibantu dengan shaker selama 3 jam, kemudian disaring dan ampas yang

diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama sampai 3
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kali pengulangan. Ekstrak tanin dipekatkan dengan vacum rotary evaporator
dengan pemanasan pada suhu 50 °C. Ekstrak pekat yang dihasilkan kemudian
dipartisi dengan cara diekstraksi cair-cair menggunakan kloroform (3x25 mL)
menggunakan corong pisah sehingga terbentuk 2 lapisan, lapisan atas (fase air)
dan lapisan bawah (fase kloroform). Senyawa tanin diperkirakan berada dalam
lapisan air 1 (atas), sehingga lapisan tersebut diekstraksi kembali menggunakan
pelarut etil asetat (3x25 mL), dan diperoleh dua lapisan yakni lapisan atas (fase
etil asetat ) dan lapisan bawah (fase air 2). Filtrat hasil maserasi aseton : air,
lapisan air 1 dan lapisan air 2 diuji kualitatif tanin menggunakan reagen.
Kandungan senyawa tanin diasumsikan berada dalam lapisan air 2 (bawah),
sehingga lapisan tersebut dipekatkan dengan vacuum rotary evaporator pada suhu
50 °C, tekanan + 800 atm dan rotor 3 — 7 sampai diperoleh ekstrak pekat tanin.
Ekstrak kasar tanin dapat dihitung randemennya menggunakan rumus berikut:

% Rendemen = Berat ekstrak x 100
Berat sampel

Ekstrak pekat dapat disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 4 °C agar
ekstrak tersebut tidak menjadi rusak, kemudian dilanjutkan dengan uji aktivitas
antioksidannya.

3.4.3 Uji Kualitatif Tanin dengan Reagen

Filtrat 1 (hasil ekstraksi aseton : air) daun rumput bambu dimasukkan
dalam 3 tabung reaksi masing-masing sebanyak 3 mL. Ekstrak pada tabung
pertama direaksikan dengan 3 tetes larutan FeCl; 1 %. Jika ekstrak mengandung
senyawa tanin akan menghasilkan warna hijau kehitaman atau biru tua. Tabung
kedua ditambahkan dengan larutan gelatin, jika terbentuk endapan putih maka

positif mengandung tanin. Tabung ketiga digunakan untuk membedakan tanin
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katekol dan galat dengan cara menambahkan ekstrak dengan formaldehid 3 % :
asam klorida (2:1), dan dipanaskan dalam air panas suhu 90 °C. Jika terbentuk
endapan merah muda menunjukan senyawa tanin katekol. Filtrat dipisahkan
dengan disaring dan dijenuhkan dengan Na-asetat dan ditambahkan dengan FeCl3
1 %, adanya tanin galat ditunjukkan dengan terbentuknya warna biru tinta atau
hitam. Lapisan air 1 dan lapisan air 2 dilakukan seperti langkah diatas, fase
kloroform dan etil asetat dilakukan uji kualitatif tanin menggunakan FeCls 1 %
saja (Ummah, 2010).

3.4.4 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Tanin dengan Metode DPPH
3.4.4.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Dibuat larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 5 mL dan diambil 1,5 mL,
ditambahkan pelarut etanol : DMSO (2:1) 4,5 mL, kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C dan didiamkan selama £+ 30 menit. Dimasukkan dalam kuvet. Diamati
A maks larutan untuk digunakan pada tahap selanjutnya.
3.4.4.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Dibuat larutan ekstrak tanin 100 ppm sebanyak 5 mL menggunakan
pelarut etanol : DMSO (2:1) dan diambil sebanyak 4,5 mL. Ditambahkan larutan
DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C. Larutan
dimasukkan dalam kuvet, kemudian dicari waktu kestabilan pada rentangan waktu
5 — 120 menit dengan interval 5 menit. Sampel diukur menggunakan spektronik
20" pada A maks Yang telah diketahui pada tahap sebelumnya.
3.4.4.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel
a. Absorbansi kontrol: 1,5 mL larutan DPPH 0,2 mM dimasukkan ke dalam

tabung reaksi, ditambahkan pelarut etanol : DMSO (2:1) sebanyak 4,5 mL,

kemudian ditutup tabung reaksi dengan alumunium voil agar tidak
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terkontaminasi dengan udara luar, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C
selama waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya,
kemudian diukur absorbansinya.

b. Sampel dilarutkan dalam etanol : DMSO (2:1) dengan konsentrasi 10, 25, 50,
100 ppm. Tabung reaksi disiapkan untuk masing-masing konsentrasi,
kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5 mL ekstrak dan
ditambahkan DPPH 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH : ekstrak yang
dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan tersebut diulangi
hingga tiga kali. Sampel diinkubasi pada suhu 37 °C kemudian diukur
absorbansinya pada A nas Data absorbansi yang diperoleh dari tiap
konsentrasi masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas

antioksidannya (Rizkia, 2014).

o Ol Absorbansi kontrol — Absorbansi Sampel
% Aktivitas antioksidan = X 100 %

Absorbansi kontrol

Pembanding BHT dan asam askorbat dilakukan uji aktivitas antioksidan
seperti sampel. Setelah didapatkan persen aktivitas antioksidan, selanjutnya
dihitung nilai ECsy dengan memperoleh persamaan regresi menggunakan program
“Graph Pad prism5 software, Regression for analyzing dose-response data”.

3.4.5 Pemisahan Senyawa Tanin
3.4.5.1 Pemisahan Menggunakan KLTA

Proses pemisahan senyawa tanin dengan metode KLTA dilakukan dengan
beberapa persiapan diantaranya (Rahmawati, 2015):
1. Persiapan Plat KLT

Plat KLT yang digunakan adalah plat silika Ggg F2s4 Sebagai fasa diamnya,

dengan ukuran 1 cm x 10 cm. Kemudian diberi penanda garis pada tepi bawah
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plat dengan jarak 1 cm sebagai posisi penotolan sampel, dan 1 cm pada tepi atas
plat untuk menunjukkan batas dari proses elusi. Plat silika diaktivasi dengan cara
dioven pada suhu 100 °C selama 30 menit.

2. Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Masing-masing eluen di masukkan dalam bejana (great chamber) dan
dijenuhkan terlebih dahulu selama 1 jam dengan ditutup rapat. Pengecualian untuk
eluen n-butanol : asam asetat : air (BAA) dilakukan penjenuhan selama 24 jam
untuk mempermudah proses elusi karena eluen ini sangat polar. Penjenuhan ini
berfungsi untuk menyetarakan tekanan uap dalam bagian bejana. Beberapa eluen
yang digunakan pada pemisahan senyawa tanin ini diantaranya fase gerak eluen
tersebut diantaranya asam asetat glasial : H,O : HCI pekat (forestal) (30:10:3)
(Nuraini, 2002), n-butanol : asam asetat : air (2:0,5:1,1) (Nahari, 2015), n-butanol
: asam asetat : air (4:1:5) (Ummah, 2010); n-heksana : etil asetat (6:4)
(Mangunwardoyo, dkk., 2009) dan kloroform: metanol: air (7:3:0,4).

3. Penotolan Sampel

Dibuat larutan ekstrak tanin 15.000 ppm dan ditotolkan pada plat KLT
dengan jarak 1 cm dari tepi bawah plat. Penotolan dilakukan dengan pipa kapiler
sebanyak 10 kali penotolan pada tempat yang sama, kemudian dikering anginkan
(Hayati, dkk., 2010; Rahmawati, 2015).

4. Proses Elusi

Ektrak yang telah ditotolkan pada plat KLT kemudian dielusi dengan

masing-masing fasa gerak, plat dimasukkan dalam great chamber yang berisi fasa

gerak yang telah jenuh, kemudian great chamber ditutup hingga larutan
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pengembang (eluen) mencapai batas 1 cm dari tepi atas plat. Plat diangkat dan
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan (Rahmawati, 2015).
5. Identifikasi Noda

Noda-noda yang terbentuk pada plat silika diperiksa dibawah sinar UV
pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Nahari, 2015). Noda yang tampak
ditandai dengan pensil, kemudian disemprot dengan reagen FeCls 1 % dan diamati
kembali dibawah sinar UV. Selanjutnya diamati perubahan warna, jika terbentuk
warna lembayung setelah penambahan reagen FeCl; 1 % maka isolat tersebut
positif tanin (Harborne, 1996; Hayati, dkk., 2010). Diamati bentuk masing-masing
noda dan diukur jarak tempuhnya, kemudian dihitung nilai Rf masing-masing
noda. Eluen yang menghasilkan pemisahan terbaik selanjutnya digunakan untuk

keperluan preparatif.

Rf = Jarak rambat suatu senyawa tertentu

Jarak rambat fase gerak yang diukur dari penotolan

3.4.5.2 Pemisahan Menggunakan KLTP

Pemisahan pada KLTP menggunakan plat silika Ggo F2s4 dengan ukuran
10 cm x 20 cm. Dibuat ekstrak tanin 15.000 ppm dan ditotolkan sepanjang plat
pada jarak 1 cm dari garis bawah menggunakan pipa kapiler sebanyak 10 x
penotolan, setiap totolan dilakukan pengeriangan menggunakan hair dryer,
selanjutnya dielusi menggunakan eluen yang memberikan pemisahan terbaik
pada KLT analitik. Elusi dihentikan setelah gerakan larutan pengembang sampai
garis batas atas. Noda yang terbentuk masing-masing diukur nilai Rfnya dan
diperiksa dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Noda
yang menunjukkan positif senyawa tanin dikerok. Isolat atau noda dilarutkan

dalam etanol p.a dan disentrifuge untuk mengendapkan silikanya, kemudian
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disaring dan diambil filtratnya. selanjutnya dilakukan identifikasi tanin
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan pereaksi geser.

3.4.6 ldentifikasi Tanin dengan Spektrofotometer UV-Vis dan Pereaksi
Geser

Filtrat yang diperoleh dari hasil KLT preparatif dianalisis menggunakan
spektrofotometer UV-Vis, masing-masing filtrat sebanyak 3 mL dimasukkan
dalam kuvet dan diamati spektrumnya pada panjang gelombang 200 — 800 nm.
Identifikasi dilanjutkan dengan penambahan pereaksi geser NaOH 2 M, AICl; 5
%, AICI3 5 %/HCI, NaOAc, NaOAc/H3BO3, kemudian diamati pergeseran puncak
serapannya, tahapan kerja penggunaan pereaksi geser adalah sebagai berikut
(Hayati, dkk., 2010):

1. Isolat diamati pada panjang gelombang 200 — 800 nm, direkam dan dicatat
spektrum yang dihasilkan.

2. lsolat dari tahap 1 ditambah dengan NaOH 2 M sebanyak 3 tetes, kemudian
dikocok hingga homogen dan diamati spektrum yang dihasilkan. Sampel
didiamkan selama 5 menit dan diamati spektrum yang dihasilkan.

3. lIsolat dari tahap 1 kemudian ditambah 6 tetes pereaksi AICI3 5 % dalam
metanol kemudian dicampur hingga homogen dan diamati spektrumnya.
Sampel ditambah 3 tetes HCl kemudian dicampur hingga homogen dan
diamati spektrumnya.

4. Isolat dari tahap 1 ditambah serbuk natrium asetat =+ 250 mg. Campuran
dikocok hingga homogen menggunakan vorteks dan diamati lagi
spektrumnya, selanjutnya larutan tersebut ditambah asam borat + 150 mg,

dikocok hingga homogen dan diamati spektrumnya.
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3.4.7 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung persen (%)
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi ekstrak tanin,
pembanding BHT dan vitamin C pada konsentrasi 10, 25, 50 dan 100 ppm. Nilai
persen aktivitas antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel ekstrak tanin
dibandingkan dengan BHT dan vitamin C. Setelah didapatkan data persen (%)
efektivitas antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel dan pembanding,
kemudian dilakukan perhitungan nilai ECsy dengan menggunakan persamaan
regresi yang menyatakan hubungan antara log konsentrasi ekstrak (x) dengan
persen (%) efektivitas antioksidan (y). Dibandingkan nilai ECsy antara sampel
dengan pembanding. Semakin kecil nilai ECsp menunjukkan bahwa sampel
tersebut memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi. Uji kualitatif
senyawa aktif tanin dilakukan menggunakan reagen, selanjutnya ekstrak pekat
dilakukan pemisahan menggunakan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA)
untuk mencari eluen terbaik, eluen terbaik pada KLTA digunakan untuk
pemisahan KLT preparatif. Data yang diperoleh dianalisa secara deskriptif dengan
memperhatikan pola pemisahan noda. Noda yang diduga senyawa tanin
diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan diperkuat dengan
penambahan pereaksi geser. Perubahan spektrum yang disebabkan oleh berbagai
pereaksi penggeser dianalisis sehingga dapat ditentukan dugaan awal struktur

tanin dan golongannya.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Tahapan preparasi sampel daun rumput bambu (Lophatherum gracile
Brongn) meliputi pencucian sampel, pengeringan dan penyerbukan. Pencucian
sampel bertujuan untuk menghilangkan kotoran tanah dan sampah lainnya yang
menempel pada sampel. Pengeringan dilakukan dengan cara diangin-anginkan
pada suhu ruang, hal ini berfungsi mengurangi kadar air untuk menghindari
tumbuhnya mikroba, sehingga sampel tidak mudah busuk dan mempermudah
proses ekstraksi serta mencegah perubahan jaringan yang berakibat pada
perubahan kadar tanin. Pengeringan sampel pada suhu ruang berfungsi untuk
menghindari rusaknya senyawa aktif terutama tanin yang terkandung dalam
sampel, sebagaimana Hernawan dan Setyawan (2003) menyatakan bahwa proses
pengeringan sebaiknya dilakukan pada suhu kamar atau kurang dari 40 °C, pada
suhu lebih dari 40 °C dapat terjadi penurunan kadar dan ekstrakbilitas tanin secara
drastis. Tahap selanjutnya yakni penyerbukan sampel yang berfungsi untuk
menyeragamkan ukuran sampel dengan ukuran 90 mesh dan memperluas
permukaan, sehingga diharapkan proses ekstraksi lebih maksimal karena kontak
antara sampel dengan pelarut lebih maksimal.
4.2 Ekstraksi Tanin

Ekstraksi pada penelitian ini menggunakan metode maserasi tanpa
pemanasan, berfungsi untuk menghindari kerusakan senyawa tanin dalam sampel
karena tanin akan terurai menjadi pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol

bila dipanaskan sampai suhu 210 °F — 215 °F (98,89 °C — 101,67 °C) (Browning,
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1966). Prinsip dari ekstraksi maserasi adalah memisahkan suatu komponen dari
campurannya menggunakan pelarut tertentu (Soebagio, 2003). Pelarut akan
menembus dinding sel dan masuk dalam rongga sel yang mengandung zat aktif.
Zat aktif akan larut, karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif
di dalam sel dengan yang di luar sel, maka larutan yang terpekat didesak ke luar.
Peristiwa tersebut berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara
larutan di luar dan di dalam sel (Baraja, 2008).

Pelarut yang digunakan berupa campuran aseton : air (7:3), Pemilihan
pelarut ini bertujuan untuk mendapatkan ekstrak tanin secara maksimal. Struktur
senyawa tanin tersusun atas atom-atom yang berbeda, tanin memiliki gugus
hidroksi lebih dari satu serta memiliki momen dipol tidak sama dengan nol (n #
0) yang menyebabkan tanin bersifat polar, sehingga harus dilarutkan dengan
pelarut yang bersifat polar. Berdasarkan penelitian Ummah (2010) didapatkan
kadar tanin lebih banyak menggunakan campuran pelarut aseton : air (7:3) yakni
10,92 %. Tanin dapat membentuk kompleks dengan protein, pelarut aseton bisa
meminimalkan interaksi antara tanin dengan protein, dimana protein akan larut
dalam aseton sedangkan ekstrak tanin larut dalam fase air, sehingga ekstrak tanin
dapat terekstrak dalam air secara maksimal (Sa’adah, 2010). Ekstraksi paling baik
menggunakan pelarut aseton: air untuk mencegah hidrolisis ikatan ester dalam
tanin (Harborne, 1996).

Maserasi dilakukan dalam waktu 24 jam disertai pengadukan
menggunakan shaker selama 3 jam dengan kecepatan 1500 rpm. Hal ini bertujuan
untuk mendapatkan ekstrak tanin lebih banyak, karena proses ekstraksi

berlangsung optimal dengan tersedianya waktu kontak antara sampel dengan
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pelarut. Pengadukan bertujuan untuk meratakan konsentrasi larutan di luar serbuk
sampel sehingga tetap terjaga adanya derajat perbedaan konsentrasi yang sekecil-
kecilnya antara larutan di dalam dan di luar sel (Baraja, 2008).

Ekstraksi dilakukan 3 kali pengulangan untuk mendapatkan ekstrak tanin
lebih banyak karena suatu ekstraksi berlangsung optimal jika dilakukan berulang
kali. Berdasarkan hukum distribusi ekstraksi, ekstraksi dengan n kali lebih efektif
dari pada ekstraksi tunggal dengan total volume yang sama (Wonorahardjo,
2013). Penambahan asam askorbat 10 mM saat proses maserasi berfungsi sebagai
antioksidan untuk mencegah terjadinya oksidasi tanin selama proses ekstraksi,
sehingga jika terjadi oksidasi maka yang diharapkan bukan tanin melainkan asam
askorbat (Ummah, 2010). Robinson (1995) menyatakan senyawa polifenol seperti
tanin sangat peka terhadap oksidasi udara dalam larutan netral atau basa,
dianjurkan menambahkan senyawa pereduksi seperti asam askorbat pada ekstrak.

Tahapan selanjutnya yaitu proses penyaringan menggunakan corong
buchner dengan bantuan pompa vakum bertujuan untuk mempercepat proses
penyaringan. Prinsipnya pompa vakum akan memperkecil tekanan dalam
erlenmeyer yang secara otomatis akan memperbesar tekanan diluar (sekitar
erlenmeyer), sehingga tekanan di luar akan mendorong filtrat masuk ke dalam
erlenmeyer. Filtrat yang diperoleh, dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum
pada suhu 50 °C untuk menguapkan pelarut sehingga diperoleh ekstrak pekat.
Prinsip kerja rotary evaporator vacuum adalah penurunan tekanan sehingga
pelarut menguap 5 — 10 °C pada suhu di bawah titik didihnya (Ernawati, 2013).
Pelarut yang menguap lebih dahulu di bawah titik didihnya dikarenakan adanya

pompa vakum yang berfungsi untuk menurunkan tekanan. Penurunan tekanan
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menyebabkan titik didih pelarut menjadi turun sehingga pelarut akan lebih mudah
menguap. Pelarut yang terkena panas dari waterbath di bawah suhu titik didihnya
akan menguap, uap dari pelarut akan terkondensasi menjadi wujud cair yang
tertampung dalam labu destilat, sedangkan ekstrak tertampung dalam labu alas
bulat (Abraham, 2013 dalam A’ilah, 2015). Proses pemekatan dihentikan ketika
ekstrak yang diperoleh cukup pekat dan ditandai dengan berhentinya penetesan

pelarut pada labu alas bulat.

Tabel 4.1 Hasil maserasi daun rumput bambu

No. Ekstrak Warna Berat (gram)  Randemen
(%) (b/b)
1.  Hasil maserasi aseton : Hijau tua 8,63 14,38
air (7:3)
2. Hasil partisi kloroform Coklat 4,0518 6,753
dan etil asetat kehijauan

Keterangan: Maserasi 60 gram serbuk daun rumput bambu dalam 500 mL pelarut aseton : air (7:3)

Senyawa yang terkandung dalam ekstrak kasar diduga bukan hanya
senyawa tanin melainkan kumpulan dari senyawa yang memiliki kepolaran yang
sama dengan pelarutnya, oleh karena itu ekstrak kasar dipartisi menggunakan
variasi pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda yaitu kloroform dan etil
asetat. Pemilihan pelarut ini dimaksudkan agar senyawa-senyawa yang memiliki
kepolaran berbeda dapat terekstrak ke dalam pelarut yang sesuai. Penambahan
pelarut kloroform berfungsi menghilangkan senyawa yang sifatnya lebih nonpolar
seperti terpenoid (Harborne, 1996). Terbentuk 2 lapisan setelah dipartisi
menggunakan kloroform, yakni lapisan atas dan bawah. Lapisan atas berupa fasa
air dan lapisan bawah berupa fasa kloroform. Lapisan air berada pada bagian
bawah karena air memiliki massa jenis lebih rendah dari massa jenis kloroform

yaitu 1 < 1,483.
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Senyawa tanin larut dalam fasa air yang ditunjukkan dengan adanya
perubahan warna dari coklat kehijauan menjadi biru kehitaman setelah
ditambahkan FeCl; 1 %, oleh karena itu fasa air dipartisi lagi menggunakan
pelarut etil asetat untuk menghilangkan senyawa yang sifat kepolarannya sesuai
dengan etil asetat. Hasil partisi dengan etil asetat didapatkan 2 lapisan, yakni
lapisan atas berupa fasa etil asetat dan lapisan bawah berupa fasa air. Tanin
terkandung dalam fasa air karena memiliki kepolaran yang sesuai, sehingga fasa
air dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator untuk menghilangkan
pelarutnya dan diperoleh ekstrak tanin. Selanjutnya dilakukan pemisahan dan uiji
aktivitas antioksidan ekstrak tanin.

4.3 Uji Fitokimia Tanin dengan Reagen

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif untuk mengetahui kandungan
senyawa dalam sampel. Prinsipnya adalah reaksi pengujian warna (spot test)
dengan suatu pereaksi warna (Kristanti, dkk., 2008). Uji fitokimia yang dilakukan
pada penelitian ini adalah uji fitokimia khusus untuk senyawa tanin, fungsinya
untuk mengetahui ada tidaknya kandungan tanin dalam sampel menggunakan
larutan FeCl; 1 % dan larutan gelatin, kemudian dilanjutkan uji fitokimia
penentuan jenis golongan senyawa tanin yakni tanin katekol atau tanin
terkondensasi dan tanin galat atau tanin terhidrolisis. Pengujian golongan tanin
dilakukan menggunakan larutan formaldehid 3 % dan asam klorida (HCI) untuk
uji tanin terkondensasi atau katekol serta Na-asetat dan larutan FeClz 1 % untuk
uji tanin terhidrolisis atau galat. Data hasil uji fitokimia senyawa tanin dapat

dilihat dalam Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Hasil uji fitokimia tanin

Sampel
No. Reagen Filtrat Fase Fase Fase Keterangan Keterangan
maserasi air  kloroform etil Senyawa  hasil positif
asetat
1. FeClz31% +++ +++ - - (+) dan (-) Biru tinta
(orange) Tanin
2. Gelatin - - - - (-) Tanin Endapan
(bening) koloidal
3. Formaldehid + + - - (+) dan (-) Coklat
3 % (bening) : Katekin kekuningan
HCI (bening) - - - - (-) Tanin Merah
(3:1) katekol
Na-asetat +++ +++ - - (+) dan (-) Hitam
(padatan Tanin galat kebiruan

putih) + FeCl;
1 % (orange)

Keterangan +++ = Mengandung senyawa lebih banyak (warna sangat pekat)
++ Mengandung senyawa lebih (warna cukup pekat)
+ Mengandung senyawa (berwarna)
= Tidak mengandung senyawa (tidak terbentuk warna)

4.3.1 Uji Fitokimia Tanin Menggunakan FeClz 1 %

Uji fitokimia tanin pada penelitian ini menggunakan logam transisi Fe.
Logam Fe merupakan salah satu logam yang sering digunakan untuk reaksi
kompleksasi karena kemudahannya membentuk senyawa kompleks. Hal ini
disebabkan karena delokalisasi elektron yang memungkinkan pada orbital s dan d.
Senyawa transisi stabil dan lebih mudah membentuk kompleks dari pada senyawa
golongan utama karena titik leleh dan entalpi molar penggabungan logam-logam
transisi lebih tinggi dari pada unsur golongan utama (Rosyda dan Ersam, 2009).

Tabel 4.2 menunjukkan senyawa tanin terkandung dalam filtrat hasil
maserasi aseton : air (7:3) dan fase air setelah dipartisi dengan pelarut kloroform
dan etil asetat. Tanin sebagai golongan senyawa polifenol yang sifatnya polar
dapat larut dalam gliserol, alkohol dan hidoalkoholik, air dan aseton, tetapi tidak

larut dalam kloroform, petroleum eter dan benzene (Artati dan Fadilah, 2007).
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Perubahan warna pada sampel setelah ditambahkan dengan FeCl;
menunjukkan adanya senyawa fenolik yang teroksidasi. Senyawa fenolik dalam
sampel diperkirakan adalah senyawa tanin, hal ini ditunjukkan dengan perubahan
warna filtrat dari coklat kehijauan menjadi biru tinta. Sebagaimana Sa’adah
(2010) menyatakan bahwa terbentuknya warna hijau kehitaman atau biru tinta
pada sampel setelah ditambahkan larutan FeCl; karena terbentuknya senyawa
kompleks antara tanin dengan ion Fe**. Adanya kandungan tanin dalam ekstrak
daun rumput bambu didukung oleh Purwitasari (2014) yang melaporkan
keberadaan 3 senyawa dalam daun rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn)
diantaranya tanin, alkaloid dan triterpenoid.

lon logam pusat Fe** cenderung stabil dengan bilangan koordinasi 6
(oktahedral), oleh karena itu memungkinkan senyawa polifenol seperti tanin
katekol mengikat besi dalam perbandingan 3 : 1 (1 atom Fe mengikat 3 ligan
bidentat tanin katekol). Variasi stoikiometri senyawa polifenol dipengaruhi oleh

pH disajikan dalam Tabel 4.3 (Perronn dan Brumaghim, 2009).

Tabel 4.3 Variasi stoikiometri tanin yang dipengaruhi oleh pH (Perronn dan Brumaghim,

2009)
No. pH FeCl; + Sampel Perbandingan lon  Warna A Maksimal
Ligan : FeCl; logam
1. 7,2 3:1/2:1 Fe®* - -
2. 5-6,5 3:1/2:1 (galat)  Fe®* Biru-ungu Galat (A 542 — 561)
atau 2:1 (katekol) Katekol (A 561 — 586)
3. <4 1:1 Fe**  Biru-hijau A 670 nm

Berdasarkan Tabel 4.3 menunjukkan perbandingan 3 : 1 ini adalah 1 atom
Fe mengikat 3 ligan bidentat tanin katekol, sedangkan perbandingan 2 : 1 adalah 1
atom Fe mengikat 2 ligan bidentat tanin katekol. Pada perbandingan 1 : 1 atom Fe

mengikat 1 ligan bidentat tanin katekol (Perronn dan Brumaghim, 2009).
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Harborne (1996) menyatakan bahwa cara klasik untuk mendeteksi fenol
sederhana ialah dengan menambahkan larutan besi (I11) klorida 1 % dalam air atau
etanol kedalam larutan cuplikan, yang menimbulkan warna hijau, merah, ungu,

biru, atau hitam yang kuat.

_ -, _ .
R R R R R
OH 3+ N0 . 34 -0 ©
+Fe » Fe[ + 2H" 2 +Fe > 6, +
©:o | F o/ o | G O/F Yo +4H
Tanin: Fe3* (1:1) Tanin : Fe3* (2:1) )

Y

B 13
I
OH o_= {
3+ AN
3 +Fe +6H"
©: = CLO/ZEVO
R’ t

Tanin : Fe3* (3:1)
Gambar 4.1 Kompleks besi-polifenol (Tanin)
(Perronn dan Brumaghim, 2009)

Gambar 4.1 menunjukkan bahwa terjadi ikatan kovalen koordinasi pada
senyawa kompleks antara ion atau atom Fe dengan 6 atom O dari senyawa tanin
(senyawa fenolik). Secara umum senyawa yang pembentukannya melibatkan
pembentukan ikatan kovalen koordinasi dianggap sebagai senyawa koordinasi,
senyawa koordinasi merupakan senyawa yang melibatkan pembentukan ikatan
kovalen koordinasi antara ion logam atau atom logam dengan atom nonlogam.

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
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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. Ligan O dari
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).
Kestabilan dapat tercapai jika tolakan antara ligan pada 3 tanin minimal. Hal ini
terjadi jika 3 tanin tersebut posisinya dijauhkan (Purwitasari, 2014).

lon Fe** memiliki elektron valensi lebih kecil dari pada Fe?* yakni 3d° 4s°
< 3d° 4s° yang bertindak sebagai asam (kation), sedangkan gugus OH" pada tanin
bersifat basa (anion). Semakin sedikit jumlah elektronnya maka ukuran atomnya
semakin kecil, semakin kecil ukuran suatu atom maka sifatnya semakin keras
(sifat asam atau basanya) karena semakin kuat tarikan antara inti dengan awan
elektron. Ketika membentuk ikatan kompleks dengan suatu basa, ion Fe** akan
lebih cenderung berikatan dengan basa keras seperti atom O pada tanin. Hal ini
sesuai dengan aturan Pearson yang berbunyi bahwa ion logam jenis A, yaitu asam
yang bersifat keras menyukai ligan (basa) yang keras juga, sebaliknya ion logam
jenis B yang bersifat lunak akan menyukai ligan yang bersifat lunak pula
(Mukharromah, 2015).

Pernyataan tersebut menunjukkan bahwa ligan O dari senyawa tanin
cenderung lebih stabil ketika membentuk kompleks dengan ion Fe** dari pada ion
Fe?*, sebab ion Fe** memiliki sifat asam yang lebih keras dibandingkan dengan

ion Fe?".
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4.3.2 Uji Fitokimia Tanin Menggunakan Larutan Gelatin

Uji fitokimia menggunakan larutan gelatin berfungsi untuk memperkuat
dugaan awal adanya tanin dalam sampel daun rumput bambu (Lophatherum
gracile brongn). Tanin merupakan himpunan polihidroksi fenol yang dapat
dibedakan dengan senyawa fenol lainnya karena sifat tanin dapat mengendapkan
protein. Protein yang digunakan pada penelitian ini berupa larutan gelatin. Gelatin
adalah protein yang dapat larut dalam air dan dapat dicernakan, berasal dari
kolagen yang telah dipanaskan dalam air mendidih oleh larutan asam atau basa
encer, terdiri atas 25 % glisin dan 25 % prolin serta hidroksi prolin (Poedjiaji dan
Titin, 1994).

Robinson (1995) menyatakan larutan tanin dalam air menimbulkan
endapan jika ditambahkan dengan gelatin. Berdasarkan Tabel 4.2 tidak
menunjukkan adanya endapan pada sampel, melainkan terbentuk koloid. Hal ini
dimungkinkan karena sifat gelatin yang mudah rusak pada penyimpanan yang
lama, sehingga hasil uji fitokimia tanin menggunakan gelatin kurang maksimal.
4.3.3 Uji Fitokimia Tanin Katekol dan Galat

Pengujian tanin dilanjutkan untuk mengetahui jenis golongannya. Secara
kimia terdapat dua jenis golongan tanin yaitu tanin terkondensasi atau katekol dan
tanin terhidrolisis atau tanin galat. Penambahan formaldehid 3 % : HCI pekat (3:1)
dengan pemanasan pada sampel digunakan untuk mengetahui kandungan tanin
katekol, adanya endapan merah menunjukkan bahwa dalam sampel positif
mengandung tanin katekol atau proantosianidin, sedangkan warna coklat
menunjukkan adanya katekin. Tanin adalah senyawa fenol yang dapat

berkondensasi dengan formaldehid. Nama lain tanin terkondensasi ialah
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proantosianidin, karena bila direaksikan dengan asam panas, beberapa ikatan
karbon-karbon penghubung satuan terputus dan dibebaskanlah monomer
antosianidin.

Penambahan HCI panas pada sampel tumbuhan digunakan untuk
mendeteksi katekin dan leukoantosianidin, terbentuknya warna coklat kuning
menunjukkan adanya katekin sedangkan timbulnya warna merah menunjukkan
adanya leukoantosianidin (Harborne, 1996; Robinson, 1995). Uji fitokimia tanin
galat atau tanin terhidrolisis dilakukan dengan menambahkan natrium asetat
hingga jenuh kemudian ditambahkan FeCl; 1 % dalam sampel, terbentuknya
warna biru tinta atau hitam menunjukkan adanya tanin galat (Sa’adah, 2010;
Ummah, 2010).

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada Tabel 4.2 tidak
menunjukkan adanya proantosianidin, karena setelah penambahan formaldehid 3
%: HCI pekat (3:1) dengan pemanasan tidak membentuk endapan merah,
melainkan terbentuk warna coklat kekuningan pada filtrat maserasi dan fase air
setelah dipartisi. Terbentuknya warna sampel menjadi coklat kekuningan setelah
penambahan HCI panas diduga adanya senyawa katekin dalam sampel tersebut.
Tanin terkondensasi atau flavolan secara biosintesis dapat dianggap terbentuk
dengan cara kondensasi katekin tunggal atau galokatekin yang membentuk
senyawa dimer dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Katekin terbagi menjadi
tiga jenis diantaranya katekin, afzelekin dan galokatekin. Perbedaannya hanya
pada jumlah gugus hidroksi pada cincin B. Senyawa ini mempunyai 2 atom
karbon kiral. Struktur proantosianidin, katekin, afzelekin dan galokatekin dapat

dilihat pada Gambar 4.2.
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(1) 4)
Gambar 4.2 Proantosianidin atau flavolan (1), katekin (2), afzelekin (3) dan
galokatekin (4) (Harborne, 1996; Robinson, 1995)

Filtrat hasil uji tanin katekol ditambahkan natrium asetat hingga jenuh,
kemudian ditambahkan dengan FeCl; 1 % menghasilkan warna hitam kebiruan.
Terbentuknya warna tersebut menunjukkan adanya dugaan tanin galat atau tanin
terhidrolisis dalam sampel daun rumput bambu. Tanin terhidrolisis terbagi
menjadi 2 jenis diantaranya gallotanin dan ellgitanin. Kandungan tanin
terhidrolisis yang dimaksud dalam penelitian ini adalah jenis gallotanin, karena
menurut Manitto (1981) gallotanin memberikan warna biru kehitaman jika
ditambahkan FeCl; 1 % dan larut dalam air. Robinson (1995) juga menyatakan
reaksi sampel dengan larutan besi (I1) klorida membentuk warna hitam-biru
membuktikan adanya 3,4,5-trihidroksifenol.  Gallotanin jika dihidrolisis
menghasilkan asam galat dan glukosa. Struktur gallotanin dan asam galat tertera

dalam Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Struktur(gl];IIotanin (1) dan asam galat (2) (Robinso(n,) 1995)

Berdasarkan Gambar 4.3 menunjukkan struktur gallotanin merupakan
pentagaloil glukosa yang memiliki lima ikatan ester yang mengandung gugus
alifatik hidroksi dengan glukosa sebagai inti. Gallotanin merupakan ester dari
asam galat (asam karboksilat). Jika dilihat dari strukturnya, asam galat memiliki
tiga gugus hidroksi dengan posisi 3,4,5 pada atom C benzen. Semakin banyak
gugus hidroksi maka semakin tinggi sifat kepolarannya yang disebabkan oleh
adanya ikata hidrogen intramolekul.

4.4 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Tanin dengan Metode DPPH
4.4.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pengukuran panjang gelombang maksimum bertujuan untuk mengetahui
panjang gelombang yang memiliki serapan tertinggi. Pengukuran sampel harus
dilakukan pada panjang gelombang maksimum agar kepekaannya lebih maksimal
karena pada panjang gelombang maksimal tersebut, perubahan absorbansi untuk
setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar, selain itu juga meminimalkan

kesalahan (Gandjar dan Rohman, 2007).
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Gambar 4.4 Spektra larutan DPPH 0,2 mM

Berdasarkan Gambar 4.4 menunjukkan bahwa panjang gelombang
maksimal DPPH 0,2 mM adalah 515,0 nm. Sofiandari (2015) juga melakukan
pengukuran antioksidan terhadap senyawaan oryzanol dalam bekatul, dan
didapatkan panjang gelombang maksimal larutan DPPH 0,2 mM dengan nilai
yang sama.
4.4.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Penentuan waktu kestabilan berfungsi untuk mengetahui waktu yang
dibutuhkan sampel untuk mereduksi radikal DPPH dengan sempurna dan
memiliki absorbansi yang stabil. Waktu kestabilan ditentukan dengan mengukur
hubungan antara waktu pengukuran dengan absorbansi larutan. Absorbansi
senyawa yang berwarna meningkat sampai waktu tertentu hingga diperoleh
absorbansi yang stabil. Semakin lama ada kemungkinan senyawa rusak dan terurai
sehingga intensitas warnanya menurut, akibatnya absorbansinya juga turun
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Ekstrak tanin, pembanding BHT dan vitamin C pada konsentrasi 100 ppm
diukur waktu kestabilannya dalam rentang waktu 5 — 120 menit dengan interval 5
menit. Pengukuran waktu kestabilan sampel dan pembanding dapat dilihat pada

Tabel 4.4 dan Gambar 4.5 sebagaimana yang ditunjukkan pada Lampiran 5.
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Tabel 4.4 Waktu kestabilan sampel dan pembanding

No. Sampel Waktu kestabilan (Menit)
1. Ekstrak tanin 50 - 80
2. BHT 60 — 85
3. Asam askorbat 25-75
0,8
07 —#—Ekstrak tanin
0)6 t —W=BHT
¢ \ Vitamin C
w— 0,5 \
= ===
= 04
2 ¥
20,2
201 "Sagpansssssnansnsnseeas
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Waktu (menit)
Gambar 4.5 Grafik pengukuran waktu kestabilan sampel dan pembanding

Masing-masing sampel diinkubasi pada suhu 37 °C selama pengukuran
waktu kestabilan, karena suhu ini merupakan suhu yang telah terkondisikan
sehingga reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa metabolit sekunder akan
berlangsung lebih cepat dan optimal. Hal ini ditunjukkan dengan nilai absorbansi
yang diperoleh stabil. Bariyyah (2013) membandingkan pengukuran waktu
kestabilan DPPH dari sampel yang diinkubasi suhu 37 °C dan suhu ruang,
didapatkan absorbansi stabil pada suhu 37 °C. Berdasarkan Gambar 4.5
menunjukkan masing-masing sampel memiliki absorbansi yang stabil dalam
rentang waktu yang telah disebutkan pada Tabel 4.4, sehingga uji aktivitas
antioksidan selanjutnya diukur dalam waktu kestabilannya.

4.4.3 Uji Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan pada sampel dilakukan pada panjang

gelombang 515 nm selama waktu kestabilan sebagaimana Tabel 4.4. Sampel yang

diuji aktivitas antioksidanya adalah ekstrak tanin. BHT dan Vitamin C digunakan
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sebagai pembanding antioksidan sampel. Penentuan aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-2-pilkihidrazil). DPPH berperan sebagai
radikal bebas akan bereaksi dengan antioksidan membentuk DPPH-H (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazin). Antioksidan akan mendonorkan atom hidrogennya kepada
radikal DPPH untuk melengkapi kekurangan elektron dan membentuk radikal

antioksidan yang lebih stabil.

NO, N—N + RH —> o N—N +
Nbe o

1,1-difenil-2-pilkihidrazil 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin
Gambar 4.6 Reduksi DPPH oleh senyawa peredam radikal bebas
(Prakash, et al., 2001)

Larutan kontrol digunakan pada pengukuran aktivitas antioksidan
berfungsi untuk mengetahui absorbansi radikal DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazin) sebelum direduksi oleh sampel. Selisih antara absorbansi DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazin) yang telah direduksi sampel dan absorbansi kontrol
merupakan sisa radikal DPPH yang terbaca pada spektrofotometer UV-Vis.
Semakin besar selisihnya maka semakin besar efektivitas antioksidan sampel.
Persentase aktivitas antioksidan dalam berbagai konsentrasi dapat dilihat pada

Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Hasil persentase aktivitas antioksidan

No. Konsentrasi % Aktivitas antioksidan
sampel (ppm) Ekstrak tanin BHT Vitamin C
1. 10 09,12 51,90 95,44
2. 25 23,62 76,17 97,85
3. 50 44,45 86,19 97,86
4. 100 77,70 87,29 97,62
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Semakin besar persentase aktivitas antioksidan maka semakin berpotensi
sebagai antioksidan. Data pada Tabel 4.5 menunjukkan persentase aktivitas
antioksidan tertinggi adalah vitamin C diikuti BHT, kemudian ekstrak tanin.
Konsentrasi 100 ppm merupakan konsentrasi maksimum ekstrak tanin dan BHT
dalam meredam radikal bebas DPPH, karena pada konsentrasi tersebut ekstrak
tanin dan BHT memiliki nilai persen aktivitas antioksidan tertinggi yakni 77,70 %
dan 87,29 %. Nilai persen aktivitas antioksidan vitamin C tidak mengalami
perubahan yang signifikan dengan naiknya konsentrasi, hal ini disebabkan oleh
sifatnya yang sangat stabil.

Berdasarkan Tabel 4.5 persen aktivitas antioksidan mengalami kenaikan
dengan semakin naiknya konsentrasi ekstrak tanin, hal ini dikarenakan semakin
tinggi konsentrasinya maka semakin banyak senyawa tanin yang mendonorkan
atom H pada radikal DPPH dan membentuk senyawa DPPH-H yang stabil.
Semakin banyak senyawa DPPH yang terstabilkan oleh tanin maka semakin
rendah intensitas warnanya atau memudar sehingga nilai absorbansinya juga
semakin kecil, jika absorbansi sampel rendah maka nilai persen aktivitas
antioksidannya semakin tinggi.

Secara kualitatif efektivitas antioksidan sampel dapat dilihat dari
perubahan warnanya dari ungu menjadi kuning. Hasil penelitian menunjukkan
perubahan warna dari ungu menjadi kuning muda pada estrak tanin, BHT dan
vitamin C. Radikal DPPH memiliki warna ungu dan berubah menjadi kuning
setelah radikal DPPH berpasangan dengan atom H dari sampel uji. Ekstrak tanin
mengalami pengurangan intensitas warna maksimal menjadi kuning muda pada

konsentrasi 100 ppm, sedangkan BHT pada konsentrasi 100 ppm, untuk senyawa
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asam askorbat atau vitamin C mengalami pengurangan intensitas warna secara
maksimal mulai dari 10 ppm hingga 100 ppm. Pengurangan intensitas warna
mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan dalam menangkap radikal
bebas (Prakash, et al., 2001). Perubahan warna yang terjadi pada ekstrak tanin,
BHT dan vitamin C menunjukkan tingginya kemampuan ketiga antioksidan
tersebut dalam menangkap radikal bebas DPPH.

Hasil persen aktivitas antioksidan dapat digunakan untuk mengetahui
potensi antioksidan dalam sampel yang ditunjukkan dengan nilai ECso (Efficient
concentration 50 Value). ECsp merupakan parameter yang menunjukkan
konsentrasi ekstrak uji yang mampu menangkap radikal bebas DPPH sebanyak 50
%. Semakin kecil nilai ECs; maka aktivitas antioksidannya semakin tinggi
(Molyneux, 2004). Nilai ECs, diperoleh dengan mengolah data persen aktivitas
antioksidan dan dianalisis menggunakan persamaan regresi non linear “GraphPad

prism5 software, Regression for analyzing dose-response data” .

Tabel 4.6 Nilai ECsp sampel dan pembanding

No. Sampel Nilai ECso (mg/L)
1. Ekstrak tanin 51,56

2. BHT 8,713

3. Vitamin C 0,003

Semakin kecil nilai ECsy menandakan semakin besar efektivitas
antioksidan sehingga konsentrasi yang dibutuhkan untuk meredam radikal DPPH
sebesar 50 % semakin kecil. Vitamin C merupakan antioksidan alami sedangkan
BHT adalah antioksidan sintetik. Berdasarkan nilai ECsy dari Tabel 4.6
menunjukkan bahwa BHT dan vitamin C memiliki aktivitas antioksidan sangat

kuat (ECsp < 50 mg/L) dengan nilai ECs, 8,713 mg/L dan 0,003 mg/L, sedangkan
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aktivitas antioksidan ekstrak tanin termasuk dalam kategori kuat karena nilai ECsg
nya berada dalam rentang 50 — 100 mg/L (ppm) yakni 51,56. Kekuatan
antioksidan BHT dan vitamin C didukung oleh hasil penelitian Rizkia (2014)
yang melakukan pengujian efektivitas antioksidan BHT dan vitamin C,
didapatkan nilai efektivitas antioksidan sangat kuat (ECso < 50 mg/L) dengan nilai
ECso sebesar 14,10 mg/L dan 4,58 mg/L.

Kekuatan aktivitas antioksidan vitamin C lebih besar dari pada BHT
karena struktur vitamin C yang lebih stabil dan mampu mendonorkan dua atom
hidrogen kepada radikal DPPH dan membentuk radikal L-askorbil yang stabil

sedangkan BHT mendonorkan satu atom hidrogen.

NO,
o
O,N NO, HO
NH
SR
DPPH L-Asam Askorbat DPPH-H  Radikal L-Asam Askorbat
NO, NO,
OH
NO, HO O0__0
NH
N +
SRe ¢ b
DPPH-H Radikal L-Asam Askorbat DPPH-H Dehidro L-Asam Askorbat

Gambar 4.7 Reaksi DPPH dengan asam askorbat (Nishizawa, dkk., 2005)

Radikal dari senyawa tanin, BHT dan vitamin C merupakan radikal yang
stabil karena memiliki bentuk siklik dengan ikatan rangkap sehingga dapat
mendelokalisasikan elektronnya. Mekanisme reaksi antara DPPH dengan senyawa
tanin dapat diilustrasikan sebagaimana mekanisme reaksi antara DPPH dengan

vitamin C.
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Gambar 4.8 Dugaan reaksi tanin dengan DPPH

Gambar diilustrasikan dari reaksi DPPH dengan asam askorbat

Ekstrak tanin memiliki aktifitas antioksidan yang kuat karena dipengaruhi
oleh kestabilan strukturnya, sebagaimana pada Gambar 4.14 menunjukkan ketiga
isolat merupakan golongan flavonol yang memiliki gugus hidroksi (OH) lebih dari
satu. Tanin termasuk dalam golongan flavonoid yang merupakan senyawa
pereduksi yang baik dan menghambat banyak reaksi oksidasi. Adanya senyawa
flavonoid dalam ekstrak senyawa flavonoid diperkuat dari pengujian kualitatif
secara fitokimia reagen. Hasil pengujian fitokimia ekstrak senyawa flavonoid
menunjukkan perubahan warna kuning yang tajam disertai timbulnya gelembung.
Tanin mendonorkan atom H sebagai peredam radikal DPPH, sehingga terjadi
penstabilan radikal tanin dengan adanya resonansi sebagaimana ilustrasi reaksi
DPPH dengan tanin yang ditunjukkan pada Gambar 4.8. Kestabilan struktur tanin
juga disebabkan oleh kedudukan gugus hidroksi pada posisi orto, yakni gugus OH
yang terikat pada C nomor 3’ dan 4’ dalam cincin B. Struktur ortohidroksil
meningkatkan aktifitas antioksidatif tanin (Yokozawa, et al., 1998 dalam

Hernawan dan Setyawan, 2003).
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4.5 Pemisahan Senyawa Tanin dengan Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis adalah metode pemisahan suatu senyawa
berdasarkan perbedaan distribusi dua fasa, yaitu fasa diam berupa adsorben dan
fasa gerak berupa eluen. Adsorben kromatografi lapis tipis yang digunakan pada
penelitian ini terbuat dari siliki gel G60 Fzs4 (Merck) dengan ukuran 1 x 10 cm
untuk kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) dan 10 x 20 cm untuk
kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP). Penggunaan bahan silica karena pada
umumnya silica digunakan untuk memisahkan senyawa asam-asam amino, fenol,
alkaloid, asam lemak, sterol dan terpenoid. Plat KLT silica G60 F,s4 diaktifasi
pada suhu 100 °C selama 30 menit untuk menghilangkan air yang terdapat pada
plat KLT.

Plat silika diamati di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm
dan 366 nm, sebelum dan sesudah penyemprotan dengan pereaksi FeCl; 1 %.
Timbulnya warna pada plat disebabkan karena adanya interaksi antara sinar UV
dengan gugus kromofor pada noda. Kromofor adalah senyawa organik yang
memiliki ikatan rangkap terkonjugasi yang dapat menyerap warna, sedangkan
auksokrom adalah gugus fungsional yang memiliki elektron bebas yang apabila
terikat pada kromofor menyebabkan terjadinya pergeseran panjang gelombang.
Fluorosensi cahaya yang nampak merupakan emisi cahaya yang dipancarkan oleh
komponen tersebut ketika elektron tereksitasi dari tingkat energi dasar ke tingkat
energi yang lebih tinggi kemudian kembali ke keadaan semula dengan
melepaskan energi (Gandjar dan Rohman, 2007; Purwitasari, 2014). Pemisahan
dengan menggunakan KLT menghasilkan nilai Rf (retardation factor),

merupakan nilai antara 0 — 1 yang menunjukkan kecepatan elusi dari suatu



64

senyawa dalam spot/noda. Nilai Rf dihitung dengan membagi jarak titik tengah
noda dari titik awal dengan jarak tempuh eluen. Nilai Rf berbeda-beda terkait
dengan sifat eluen yang digunakan dan senyawa yang dipisahkan.

4.5.1 Pemisahan Senyawa Tanin dengan KLTA

Pemisahan pada KLTA digunakan untuk mencari eluen terbaik dari
beberapa eluen yang baik dalam pemisahan sanyawa tanin. Eluen yang baik
adalah eluen yang dapat memisahkan senyawa dalam bentuk noda dengan jumlah
yang banyak. Noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda satu
dengan yang lainnya jelas. Pemilihan eluen terbaik diharapkan mampu
memisahkan komponen tanin yang terkandung dalam daun rumput bambu dengan
baik. Pemisahan tanin menggunakan beberapa variasi eluen terbaik dari berbagai
penelitian yang sudah dilakukan sebelumnya, diantaranya asam asetat glasial :
H.O : HCI pekat (forestal) (30:10:3) (Nuraini, 2002), n-butanol : asam asetat : air
(BAA) (2:0,5:1,1) (Nahari, 2015), n-butanol : asam asetat : air (4:1:5) (Ummah,
2010); n-heksana : etil asetat (6:4) (Mangunwardoyo, dkk., 2009) dan kloroform:
metanol: air (7:3:0,4).

Penjenuhan dilakukan dengan menutup rapat masing-masing bejana yang
terisi 5 mL eluen diatas. Penjenuhan berfungsi untuk mempermudah proses elusi
dengan adanya tekanan dari uap pelarut. Penjenuhan tiap eluen dilakukan selama
1 jam sebelum dilakukan proses elusi, kecuali penjenuhan BAA dilakukan 1 hari
sebelum proses elusi, karena eluen tersebut mengandung air dan bersifat polar
sehingga proses elusi berlangsung lama jika penjenuhannya kurang maksimal.

Penelitian ini menggunakan tehnik elusi ascending atau pengembangan

menaik. Aplikasi penotolan sampel dilakukan dengan menotolkan larutan ekstrak
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tanin dengan konsentrasi 15.000 ppm pada 5 plat silica, dilakukan 10 x penotolan
pada setiap platnya. Penotolan dilakukan dengan ukuran bercak sekecil dan
sesempit mungkin secara bertahap disertai pengeringan antar totolan untuk
menghindari penurunan resolusi dan timbulnya bercak yang menyebar dan puncak
ganda (Gandjar dan Rohman, 2007). Pemisahan ini terjadi karena adanya
perbedaan kepolaran senyawa dengan fase diam berupa plat silica dan fase gerak
berupa eluennya yakni n-butanol : asam asetat : air (4:1:5). Proses elusi dihentikan
bila eluen telah mencapai tanda batas atas. Noda yang dihasilkan dideteksi dengan
pereaksi FeCl; 1 %, kemudian diamati dibawah lampu UV dengan panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm. Penampakan spot atau noda hasil pemisahan

senyawa tanin dengan KLTA dari berbagai eluen dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Penampakan noda hasil KLTA ekstrak tanin dari berbagai eluen

No. Eluen Jumlah Nilai Rf Keterangan
noda
1. n-butanol : asam asetat : 2 0,68; 0,77 Terpisah
air (BAA) (2:0,5:1,1)
2. n-butanol : asam asetat : 5 0,37; 0,57; 0,62; Terpisah
air (4:1:5) 0,75; 0,80
3. asam asetat glasial : H,O : Tidak terpisah
HCI pekat (30:10:3) - -
4.  n-heksana : etil asetat (6:4) - - Tidak terpisah
5. kloroform: metanol: air 1 0,91 Terpisah
(7:3:0,4)

Tabel 4.7 menunjukkan variasi pelarut BAA (4:1:5) merupakan eluen
terbaik yang mampu memberikan pemisahan terbaik dibandingkan dengan eluen
lainnya. Eluen ini mampu memisah 5 noda dan menunjukkan adanya tanin setelah
diamati di bawah lampu UV 254 dan 366 nm dengan pereaksi FeCl; 1 %.
Penampakan noda hasil pemisahan dengan eluen BAA ini dapat dilihat pada

Gambar 4.9.
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=4

(d)
Gambar 4.9 Hasil KLTA tanin dengan eluen BAA (4:1:5)

(@) ()

Keterangan: (a) Hasil pengamatan di bawah sinar UV pada Azsq nm Sebelum
disemprot reagen FeCls (b) pada Azgs nm Sebelum disemprot FeCl; (c)
pada Azss nm Setelah disemprot reagen FeCls (d) pada Ases nm Setelah
disemprot reagen FeCls.

Tabel 4.8 Hasil KLTA ekstrak tanin daun rumput bambu dengan eluen n-butanol:
asam asetat: air (BAA) (4:1:5)

Warna noda dibawah

lampu UV pada A 254 Warna noda dibawah

lampu UV pada A 366 nm Dugaan

Rf nm o
No. noda Sebelum  Sesudah Sebelum Sesudah fOS't.'f
: : . X annin
disemprot disemprot disemprot disemprot
FBC|3 FEC|3 FEC|3 FeCI3
1. 037 Hitam Hitam Hijau Hijau tua Tanin
pudar pudar keunguan keunguan
Hitam Hitam " Ungu :
2. 057 pudar pudar Hijau kecoklatan Tanin
3. 0,62 - - Ungu Ungu Tanin
4. 0,75 - - Ungu Ungu pudar Tanin
Ungu
5. 0,80 - - kemerahan Ungu tua Tanin
(lembayung)

Pemisahan menggunakan KLTA pada campuran eluen ini menghasilkan 5

noda dengan Rf yang berbeda. Gambar 4.9 menunjukkan noda pertama memiliki
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bentuk ekor atau disebut tailing, hal ini dimungkinkan karena aplikasi
penotolannya kurang sempurna sehingga proses elusi senyawa kurang maksimal,
bentuk tailing bisa dimungkinkan adanya 2 noda yang menumpuk atau tidak
terpisah. Semua noda diasumsikan sebagai senyawa tanin. Dugaan tersebut
berdasarkan warna ungu yang dihasilkan dibawah sinar UV pada A 366 nm,
Sa’adah (2010) melakukan identifikasi senyawa tanin dari belimbing wuluh
dengan menggunakan eluen yang sama, didapatkan penampak noda berwarna
ungu atau lembayung saat disinari UV pada A 366 nm menggunakan pereaksi
FeCl; 1 %. Harborne (1996) juga menyatakan tanin dapat dideteksi dengan sinar
UV pendek berupa bercak lembayung. Selain itu juga diperkuat dari hasil uji
fitokimia ekstrak pekat yakni tidak menunjukkan adanya kandungan steroid,
alkaloid, saponin dan triterpenoid, akan tetapi positif mengandung tanin.

Data pada Tabel 4.8 menunjukkan adanya 5 noda yang berhasil
dipisahkan, kelima noda tersebut diasumsikan sebagai senyawa tanin. Perbedaan
antara noda satu dengan lainnya diperkirakan karena dalam sampel terdapat
berbagai golongan tanin atau golongan flavonoid lain yang memiliki struktur dan
kepolaran yang berbeda. Sebagaimana Tabel 4.2 menunjukkan adanya kandungan
tanin terhidrolisis atau tanin galat dan katekin dalam sampel daun rumput bambu,
tanin terhidrolisis terbagi menjadi dua yakni gallotanin dan ellagitanin. Hasil
identifikasi isolat 3, 5 dan 6 dari pemisahan KLTP juga diduga golongan flavonol
yang memiliki struktur dengan posisi gugus hidroksi yang berbeda seperti pada
Gambar 4.13. Pernyataan tersebut memperkuat dugaan bahwa perbedaan Rf
masing-masing noda terjadi karena terdapat golongan tanin yang berbeda pula.

Nilai Rf masing-masing noda adalah 0,37; 0,57; 0,62; 0,75 dan 0,80. Rf yang
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lebih besar menunjukkan senyawa cenderung lebih terdistribusi pada fase
geraknya (BAA) yang bersifat lebih polar dari pada fase diamnya (silika),
sehingga proses migrasi solut berlangsung lebih cepat. Distribusi zat terlarut
dalam kedua fase disebut sebagai koefisien distribusi (K) sebagaimana persamaan:

K=Cs
Cm

Adapun Cs adalah konsentrasi analit dalam fase diam, sedangkan Cm
adalah konsentrasi analit dalam fase gerak. Noda dengan Rf rendah seperti noda
pertama memiliki harga K yang tinggi, karena K berbanding lurus dengan Cs,
jumlah molekulnya berada pada fase diam dan menghabiskan waktu relatif lama
dari pada di dalam fase gerak.

4.5.2 Pemisahan Senyawa Tanin dengan KLTP

Kromatografi lapis tipis preparatif merupakan pemisahan senyawa dalam
jumlah yang lebih besar. Menggunakan plat silica G 60 F,s4 dengan ukuran yang
lebih besar yaitu 10 x 20 cm. Aplikasi penotolannya sama dengan KLTA hanya
jumlah ekstrak yang ditotolkan lebih banyak dan konsentrasi ektrak tanin yang
digunakan adalah 15.000 ppm. Eluen yang digunakan pada KLTP ini merupakan

eluen terbaik pada pemisahan KLTA yakni n-butanol: asam asetat: air (4:1:5).

Tabel 4.9 Hasil KLTP ekstrak tanin daun rumput bambu dengan eluen n-butanol:
asam asetat: air (BAA) (4:1:5)

Nilai WarnanodapadaA Warna noda padaa Dugaan
Noda Rf 254 nm 366 nm senyawa
1 0,17 Hitam pudar Coklat kehijauan Tanin
2 0,34 - Ungu pudar Tanin
3 0,44 - Ungu Tanin
4 0,62 Hitam Biru pudar Tanin
5 0,68 - Ungu tua Tanin
6 0,78 - Ungu kemerahan Tanin

(lembayung)
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Pemisahan senyawa menggunakan KLT preparatif berdasarkan Tabel 4.9
menghasilkan 6 spot atau noda. Perbedaan jumlah noda pada pemisahan KLT
analitik dan KLT preparatif dimungkinkan karena pemisahan senyawa pada KLT
analitik kurang maksimal, sebab terdapat noda yang berekor atau tailing
sebagaimana yang telah dijelaskan sebelumnya. Hasil pengamatan semua noda
diperkirakan adalah senyawa tanin sebagaimana yang telah dijelaskan pada
pemisahan menggunakan KLT Analitik sebelumnya.

Noda ke-3, 5 dan 6 dikerok. Noda yang dikerok dilarutkan dalam etanol
p.a, kemudian disentrifugasi untuk memisahkan silika gel dengan senyawa aktif
yang terlarut dalam etanol p.a. Filtrat yang diperoleh diidentifikasi dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan penambahan pereaksi geser.

4.6 ldentifikasi Tanin dengan Spektrofotometer UV-Vis dan Pereaksi Geser

Spektrofotometer UV-Vis merupakan metode yang berguna untuk
menganalisis dugaan awal struktur tanin. Metode ini membantu mengidentifikasi
jenis senyawa polifenol dan pola oksigenasinya. Kedudukan gugus hidroksi fenol
pada inti senyawa tanin atau flavonoid dapat ditentukan dengan menambahkan
beberapa pereaksi geser (Markham, 1988).

Terbentuknya pita spektrum UV-Vis disebabkan oleh terjadinya eksitasi
elektronik lebih dari satu macam pada gugus molekul yang sangat kompleks.
Isolat yang diidentifikasi pada penelitian ini dari hasil pemisahan dengan
menggunakan kromatografi lapis tipis peparatif (KLTP) adalah isolat nomor 3, 5
dan 6 dan dilarutkan dalam pelarut etanol p.a. Data spektrum isolat 3, 5 dan 6
sebelum dan sesudah ditambahkan beberapa pereaksi geser dapat dilihat pada

Tabel 4.10.
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Tabel 4.10 Data spektrum isolat sebelum dan sesudah ditambahkan pereaksi geser

Pereaksi Penjang Pergeseran panjang Dugaaan distribusi
geser gelombang gelombang
Isolat Isolat Isolat
3 5 6 3 5 6 3 5 6

337,7 364,0 338,4

- Flavon atau flavonol: 330-375

NaOH 426,2 341,8 416,9 +885 -222 +785 4’-OH 6-OH dengan 4’-OH

3-OH oksigenasi

3-OH

pada 4’
NaOH + 417,7 336,7 292,0 +80 -27,3 -46,6 3,3°.4-OH 3,3°.4’-OH 3,3°,4’-
5 menit OH
AICI; 301,3 360,3 3544 -36,4 -3,7 +16 5-OH 5-OH 5-OH
AICl; + 3426 3325 3316 +49 -315 -6,8 5-OH 0-diOH: o-
HCI diOH:
NaOAc 347,7 335,00 326,6 +10 -29 -11,8 - 7-OH 7-OH
NaOAc 423,6 498,7 - +85,9 +134,7 - orto- orto- -
+ H3BO;3 dihidroksil  dihidroksil

Spektrum tanin dari isolat 3, 5 dan 6 memiliki panjang gelombang dalam
rentang 300 — 500 nm. Dimungkinkan sebagai hasil transisi T — 1~ dan ikatan n —
. Transisi w— 1~ diperkirakan berasal dari ikatan C=C terkonjugasi, sedangkan
transisi n — m berasal dari kromofor tunggal seperti ikatan C=O atau adanya
auksokrom vyaitu gugus fungsional yang memiliki elektron bebas seperti gugus
OH (Sastrohamidjojo, 2007; Gandjar dan Rohman, 2007). Tanin adalah senyawa
polifenol dan termasuk dalam golongan flavonoid, karena dilihat dari strukturnya

memiliki 2 cincin aromatik yang diikat oleh 3 atom karbon.

Gambar 4.10 Struktur dasar flavonoid
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Gugus OH bebas yang terikat pada inti flavonoid dapat menentukan jenis
dari golongannya. Berdasarkan Tabel 4.2 yang telah dijelaskan sebelumnya bahwa
dalam ekstrak daun rumput bambu diduga positif terkandung katekin dan tanin
galat. Katekin merupakan struktur pembentuk tanin terhidrolisis atau
proantosianidin dan termasuk golongan flavonoid. Auksokrom berupa gugus OH
pada katekin dan tanin galat memiliki elektron bebas yang berdekatan dengan
lingkar benzen. Gugus OH tersebut dapat menyebabkan pergeseran pita serapan
ke panjang gelombang yang lebih besar atau pergeseran batokromik. Intensitas
spektrum ketiga isolat tersebut hampir sama, hal tersebut dimungkinkan karena
adanya glukosa, sebab tidak dilakukan hidrolisis pada sampel yang akan dianalisis
(Sa’adah, 2010). Dugaan adanya glikosida yang terikat pada metabolit sekunder
tanin didasarkan pada ekstrak tanin yang sangat larut dalam air, tetapi tidak larut
dalam etanol, sebagaimana Robinson (1995) menyatakan glikosida sudah tentu
kurang larut dalam pelarut organik dan lebih mudah larut dalam air dari pada
aglikonnya.

Berdasarkan Tabel 4.10 penambahan basa NaOH pada isolat 3 dan 6
menyebabkan pergeseran panjang gelombang yang lebih besar atau pergeseran
merah dengan disertai penurunan intensitas serapannya, hal ini dimungkinkan
karena adanya gugus OH bebas pada C 3 dan 4’ yang terurai oleh basa atau
mengalami ionisasi (Robinson, 1995). Sehingga memperpanjang sistem
delokalisasi elektron dari struktur inti tanin. Akibatnya energi yang digunakan
untuk transisi elektron akan lebih rendah dan akan menyerap pada panjang
gelombang yang lebih besar atau mengalami efek batokromik. Sedangkan

penambahan basa NaOH pada isolat 5 menyebabkan pergeseran yang lebih kecil
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dan diduga adanya gugus OH yang terikat pada C 6. Penurunan spektrum secara
cepat pada ketiga isolat setelah 5 menit dari penambahan basa NaOH disebabkan
oleh sistem 3, 3 dan 4’-OH yang peka terhadap basa (Markham, 1988).
Penambahan AICI3 5 % dan AICI3 5 %/ HCI berfungsi untuk mendeteksi
gugus fungsi dengan cara membentuk kompleks dengan senyawa tanin yang tahan
asam antara gugus hidroksi dan keton yang bertetangga dan membentuk kompleks
tak tahan asam dengan gugus orto-dihidroksi. Tabel 4.10 menunjukkan bahwa

pada ketiga isolat terdapat dugaan gugus hidroksida pada C 5 yakni cincin A.

Gambar 4.11 Reaksi tanin dengan AICl; dan AICls/ HCI
(Kristanti, dkk., 2008; Markham, 1988)

Penambahan asam klorida (HCI) pada sampel isolat menyebabkan
terputusnya Al" pada gugus orto cincin B sehingga membentuk orto hidroksi
dengan kembalinya atom H yang berasal dari HCI.

Natrium asetat (NaOAc) menyebabkan pengionan pada gugus hidroksi
flavonoid yang paling asam. NaOAc digunakan untuk mendeteksi adanya gugus
7-hidroksi bebas atau yang setara. Sedangkan NaOAc/H3;BO3 dapat menjembatani
kedua gugus hidroksi pada gugus o-dihidroksi. Berdasarkan Tabel 4.10 setelah
ditambahkan NaOAc isolat 5 dan 6 menunjukkan adanya gugus 7-hidroksi bebas,
ditandai dengan pergeseran ke panjang gelombang yang lebih rendah.

Penambahan asam borat tidak memberikan puncak serapan pada isolat 3, hal ini
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dimungkinkan karena sampel isolat terlalu sedikit sehingga tidak dapat terdeteksi
oleh spektrofotometer UV-Vis. Isolat 5 dan 6 mengalami pergeseran batokromik,
yang diduga terdapat gugus orto-dihidroksi pada cincin B dari struktur tanin,
sebagaimana menurut Robinson (1995) menyatakan borat dapat membentuk
kompleks dengan gugus orto-dihidroksi dan menimbulkan pergeseran khas pada
pita panjang gelombang tinggi.

Hasil identifikasi senyawa menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
penambahan pereaksi geser, diduga struktur ketiga isolat tersebut adalah golongan
flavonol yang merupakan turunan dari flavonoid. Hal ini didasarkan pada panjang
gelombang sebelum ditambahkan pereaksi geser yakni isolat 3, 5 dan 6 memiliki
panjang gelombang maksimum 337,7; 364, 0 dan 338,4. Menurut Robinson
(1995) golongan flavon dan flavonol memiliki panjang gelombang 330-375.
Selain itu juga diperkuat penelitian Jing dkk (2009) yang menemukan adanya 14

senyawa golongan flavonoid dalam daun rumput bambu.

(@)
Gambar 4.12 Struktur dasar flavonol (Harborne, 1996)

Flavonol merupakan flavonoid utama karena termasuk jenis flavonoid
yang banyak dijumpai di alam (Kristanti, 2008). Terdapat 300 aglikon flavonol,
tetapi secara umum terbagi menjadi tiga diantarnya kemferol, kuersetin dan
mirisetin. Terdapat turunan o-metil dari kuersetin diantaranya eter 3’-metil

(isoramnetin) dan eter 5-metil (azaleatin). Pemisahan golongan flavonol
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menggunakan eluen n-butanol: asam asetat: air (BAA) (4:1:5) dengan nilai Rf
0,43; 0,64 dan 0,74 menunjukkan adanya golongan mirisetin, kuersetin dan
isoramnetin (Harborne, 1996). Ketiga Rf tersebut hampir sama dengan hasil
pemisahan pada penelitian ini menggunakan eluen dengan perbandingan yang
sama. Nilai Rf dari isolat 3, 5 dan 6 adalah 0,44; 0,68 dan 0,78. Pernyataan
tersebut memperkuat dugaan senyawa yang terkandung dalam ekstrak daun
rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) dari ketiga isolat merupakan
golongan flavonol. Hasil interpretasi data pada Tabel 4.10 diduga struktur
senyawa isolat ke-3 adalah 2,3,5,3’.4’-pentahidroksiflavanon, sedangkan isolat
ke-5 dan 6 adalah 3,5,7,3’,4’-pentahidroksiflavon atau mirisetin dan 2,3,5,7,3°,4’-

heksahidroksiflavanon. Dugaan struktur ketiga isolat tertera pada Gambar 4.13.

OH o OH o
2,3,5,3',4'-pentahidroksiflavanon 3,5,7,3',4'-pentahidroksiflavon 2,3,5,7,3',4'-heksahidroksiflavanon
(Isolat 3) (mirisetin) (Isolat 5) (Isolat 6)

Gambar 4.13 Dugaan struktur isolat 3, 5 dan 6
Berdasarkan Gambar 4.13 menunjukkan isolat 3 dan 5 memiliki 5 gugus
hidroksi, sedangkan isolat 6 memiliki 6 gugus hidroksi. Semakin banyak gugus
hidroksi maka sifat kepolarannya semakin tinggi, semakin polar senyawanya
maka semakin tinggi harga Rfnya, karena lebih terdistribusi ke fasa gerak dan
memiliki nilai K rendah, sebagaimana yang ditunjukkan pada Tabel 4.9 bahwa Rf
isolat 6 lebih besar dari pada isolat 3 dan 5 yakni 0,78 > 0,44 dan 0,68 karena

isolat 6 bersifat lebih polar.
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4.7 Pemanfaatan Daun Rumput Bambu sebagai Obat dalam Perspektif Islam

Penelitian ini mengkaji tentang ekstrak tanin yang terkandung dalam daun
rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) sebagai antioksidan. Penelitian
merupakan salah satu cara dalam mencari ilmu, dengan melakukan penelitian kita
dapat berfikir tentang ciptaan dan kekuasaan Allah SWT. Menurut imam al
Ghazali jalan untuk mengenal Allah dan mengagungkanNya adalah memikirkan
hikmah yang terkandung dalam setiap ciptaanNya. Memikirkan dan merenungkan
keajaiban serta memahami hikmah yang terkandung dalam setiap segala yang ada.
Allah memberikan gelar Ulul Albab pada orang yang berfikir melalui aspek mata
akal (fikir dan nadzar), jalan observasi (pengamatan), mata hati (dzikir) dan
intropeksi (muhasabah, penghayatan dan perenungan). Sebagaimana firman Allah

surat ali Imran ayat 190:

TR 5};»4 & /1"/ i . 1 2 ‘/ . ai 5"/ ] 7 9./ .7
eI oY N G Sl i1y 20V e Ll gl 3 )
Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya

malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang
berakal” (QS. ali Imran: 190).

Menurut al-Jazairi (2007) maksud lafadz li ulil albab yakni bagi orang-
orang yang berakal, yang dengan akalnya mereka mampu menangkap dan
memahami tanda-tanda dan bukti-bukti pada ciptaan-Nya. Kebesaran Allah di
alam semesta merupakan bukti rububiyah-Nya atas semua makhluk dan yang
maha mengawasi mereka. Akan tetapi hal ini kurang difahami kecuali oleh orang
yang memiliki mata hati dan berakal. Orang yang berakal selalu berfikir tentang
kebesaran penciptaan bumi dan langit, sehingga mendapatkan jalan petunjuk
untuk mengenal Allah. Allah menjelaskan sifat-sifat orang yang berakal dalam

surat ali Imran ayat 191.
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Artinya: “Orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan

langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau
menciptakan ini dengan sia-sia, maha suci Engkau, maka peliharalah

Kami dari siksa neraka” (QS. ali Imran: 191).

Al Quran QS. ali Imran ayat 191 menjelaskan ciri-ciri orang yang berakal
adalah memikirkan kekuasan Allah dalam berbagai keadaan, termasuk melakukan
pengkajian ilmu pengetahuan melalui penelitian. Rumput bambu memiliki
berbagai manfaat, salah satunya sebagai antioksidan, sebagaimana yang telah
dijelaskan dalam surat tersebut bahwa Allah tidak menciptakan apapun dengan
sia-sia. Seperti halnya rumput bambu yang kebanyakan orang menganggapnya
sebagai tanaman pengganggu, akan tetapi dengan adanya penelitian tanaman ini,
dapat memberikan informasi mengenai potensinya sebagai obat.

Seseorang yang disebut Ulul albab tidak hanya berfikir dan menganalisis
manfaat dari tanaman tersebut, akan tetapi juga memanfaatkannya baik bagi
dirinya sendiri maupun orang lain, dengan cara memberikan informasi atau
mengeksplorasi tentang manfaatnya sehingga dapat diaplikasikan kegunaannya
dengan maksimal. Dari Ibnu Mas’ud bahwa Nabi Muhammad bersabda:

alax oa dlax 5 aalz ya aalz L2lis Al P55LHLELS Yad al At Gl

Artinya: Sesungguhnya Allah tidak menurunkan sebuah penyakit melainkan
menurunkan pula obatnya, obat itu diketahui oleh orang yang
mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak mengetahuinya”

(HR. Ahmad, Ibnu Majah, dan Al-Hakim, beliau menshahihkannya dan

disepakati oleh Adz-Dzahabi. Al-Bushiri menshahihkan hadits ini dalam
Zawa'id-nya. Lihat takhrij Al-Arnauth atas Zadul Ma’ad, 4/12-13)
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Maksud dari hadits tersebut dapat dikaitkan dengan sifat ulul albab yakni
mencari informasi mengenai aktivitas sampel sehingga dapat mengetahui
khasiatnya dalam pengobatan penyakit tertentu, sebagaimana yang telah penulis
aplikasikan dalam bentuk penelitian dengan tujuan mengetahui aktivitas ekstrak
tanin dari daun rumput bambu sebagai antioksidan. Allah menciptakan tanaman
ini sebagai tanaman yang berpotensi sebagai obat penyakit yang disebabkan oleh
radikal-radikal bebas. Potensi tersebut dibuktikan dengan kuatnya aktivitas
antioksidan daun rumput bambu dengan nilai 77,70 % dan ECsy 51,56 mg/L.
Hasil penelitian ini memberikan hikmah berupa informasi mengenai potensi
pemanfaatan daun rumput bambu sebagai antioksidan.

Sebagai ilmuwan muslim kita diwajibkan mengeksplorasi manfaat dari
tanaman ini sebagai bentuk kepedulian dan berbuat baik terhadap sesama
sebagaimana yang telah dijelaskan dalam surat al Qashash ayat 77 pada kajian

teori sebelumnya. Al Quran menyebutkan dalam surat al Anam 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 Anam: 99).
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Surat al Anam ayat 99 telah menggambarkan segala sesuatu yang baik
bagi setiap obyek yang disifati-Nya. Tumbuhan yang baik merupakan tumbuhan
yang bermanfaat bagi makhluk hidup termasuk tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai pengobatan. Menurut Shihab (2002: 318) dalam tafsir al Mishbah bahwa
aneka tumbuhan dengan bermacam-macam jenis bentuk dan rasanya itu
merupakan hal-hal yang sungguh menakjubkan lagi membuktikan betapa agung
penciptanya. Setiap macam tumbuhan diciptakan Allah untuk kemaslahatan umat
manusia, diantaranya sebagai salah satu sumber pangan bagi manusia dan dapat
diambil hasilnya untuk memenuhi kebutuhan manusia. Allah SWT berfirman

dalam surat al Syuaraa ayat 80.
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Artinya: “ Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku” (QS. al
Syuaraa: 80).

Surat al Syuaraa ayat 80 menjelaskan bahwa betapa adilnya Allah SWT
yang memberikan suatu penyakit beserta penawarnya yaitu obat. Pengetahuan
yang akan menuntun manusia untuk menemukan obat-obatan yang telah tersedia
di alam. Allah menciptakan sesuatu ukuran yang sesuai dengan ketentuan-Nya,
dan disertai dengan hikmah yaitu memberikan manfaat bagi kehidupan manusia.
Ayat tersebut juga menjelaskan sebagai seorang muslim harus didasarkan kepada
agidah yakni meyakini bahwa penyembuhan hanya dari Allah sedangkan obat

hanya sebagai perantara (Muhadi dan Muadzin, 2010 dalam A’ilah, 2015).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Ekstrak tanin pada daun rumput bambu memiliki aktivitas antioksidan yang
kuat dengan nilai ECsy 51,56 mg/L dan persen tertinggi 77,70 %. Pembanding
BHT dan vitamin C memiliki nilai ECs 8,713 mg/L dan 0,003 mg/L.

Hasil identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan diperkuat
dengan penambahan pereaksi geser menunjukkan bahwa tiga isolat (3, 5 dan 6)

diduga merupakan golongan flavonol.

5.2 Saran

1.

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode
selain DPPH misalnya metode CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant
Activity).

Perlu dilakukan pengukuran pH campuran sampel dengan FeCl; yang
dilanjutkan dengan penegasan spektra UV-Vis untuk memperkuat dugaan
golongannya yakni galat (A 542 — 561) atau katekol (A 561 — 586).

Perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut mengenai struktur golongan flavonol

menggunakan FTIR, LC-MS dan NMR.
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