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ABSTRAK

Al-Quais, K. 2015. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak n-Heksana dan Identifikasi
Senyawa Steroid Akar Rumput Bambu (Lophaterum gracile Brongn). Skripsi. Jurusan
Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing II: Umaiyatus
Syarifah, M.A; Konsultan: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Kata kunci: akar rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn), uji antioksidan, uji
fitokimia

Rumput bambu (Lophaterum gracile B.) merupakan tanaman gulma yang
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana akar rumput bambu dan untuk
mengetahui eluen terbaik yang dapat digunakan untuk memisahkan senyawa steroid
dalam ekstrak n-heksana akar rumput bambu dengan menggunakan KLT. Akar rumput
bambu diekstraksi maserasi dengan pelarut n-heksana p.a. Ekstraknya diuji aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan diidentifikasi
golongan senyawa aktif dengan uji reagen. Senyawa steroid dalam ekstrak n-heksana
dipisahkan dengan KLT analitik, KLT preparatif dan KLT dua dimensi, serta
diidentifikasi gugus fungsinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.
Aktivitas antioksidan tertinggi pada ekstrak n-heksana sebesar 47,58 % pada konsentrasi
400 ppm. Uji fitokimia menunjukkan ekstrak n-heksana positif mengandung senyawa
steroid dan triterpenoid. Hasil pemisahan senyawa steroid menggunakan KLT analitik
diperoleh eluen terbaik yaitu n-heksana : etil asetat (8 : 2) menghasilkan 7 noda dengan
Rf 0,22; 0,56; 0,69; 0,74; 0,81; 0,86 dan 0,94. Pemisahan dengan KLT preparatif
menghasilkan 11 noda. Isolat ke-11 yang berwarna hijau terang diduga merupakan
senyawa steroid, kemudian dipisahkan dengan KLT dua dimensi menghasilkan dua noda.
Identifikasi menggunakan UV-Vis dan FTIR menunjukkan bahwa isolat ke-11 memiliki
panjang gelombang maksimum 249 dan 255 nm, dengan serapan-serapan spesifik
senyawa steroid seperti regangan asimetri OH pada bilangan gelombang 3435 cm™ dan
rentang —CH alifatik pada 2922 cm™ dan 2852 cm™.

Xii



ABSTRACT

Al-Quais, K. 2015. Antioxidant Activity Assay of n-Hexane Extract and Identify of
Steroid Compound of Bamboo Grass Roots (Lophaterum gracile Brongn). Thesis.
Chemistry Department, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim
State Islamic University of Malang. Supervisor I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Supervisor
I1: Umaiyatus Syarifah, M.A; Consultant: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Keyword: bamboo grass roots (Lophatherum gracile brongn), antioxidant test,
phytochemical test

Bamboo grass (Lophaterumgracile B.) is a weed plant which contains secondary
metabolites. The purpose of this research is to know antioxidant activity of bamboo grass
roots extract and to know which can used to separate steroid compound that contain in
bamboo grass roots of n-hexane extract by using TLC. The roots grass bamboo become
macerate extract by n-hexane p.a. The extract will be test an antioxidant with DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) method and identified the class of active compound by reagen
test. Steroid compound in n-hexane extract separated by analytic of TLC, preparation of
TLC and two dimension of TLC, with identified the group function using
spektrofotometer UV-Vis and FTIR. The highest proportion of antioxidant activity in
extract of n-hexane is about 47,58 % (400 ppm). Photochemical test show that n-heksana
extract contains steroid and triterpenoid compounds. The result of separation steroid
compound using analytic of TLC that gets of n-hexane : ethyl acetat (8 : 2) as the best
eluent which has the result of 7 stain with Rf value 0,22; 0,56; 0,69; 0,74; 0,81; 0,86 and
0,94. The result of separation with preparation TLC is 11 stains. Isolate 11 which has
light green color guess as steroid compound, then separated with two dimensions of TLC
that has two stains as the result. Identify using by UV-Vis and FTIR show that Isolates 11
have a length at a wavelength of 249 and 255 nm, which is specific reinforced of steroid
compound as asymmetry strain OH at wave numeral 3435 cm™ and -CH aliphatic in 2922
cm™ and 2852 cm™.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia sangat kaya akan beragam flora dan fauna yang bermacam-
macam, baik di lautan maupun di daratan. Kekayaan alam ini diciptakan oleh
Allah SWT, semata-mata hanya untuk kepentingan kehidupan manusia.
Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan manfaatnya tanpa ada yang sia-sia
agar manusia selalu bersyukur dan mengingat kekuasaan-Nya, sebagaimana

firman Allah SWT dalam surat Qaaf (50); 7,
o T R P T b R T
() gt o) S e G Ll (o) G Ll Leia e o3y

“Dan Kami hamparkan bumi itu dan Kami letakkan padanya gunung-
gunung yang kokoh dan Kami tumbuhkan padanya segala macam tanaman yang
indah dipandang mata” (QS. Qaaf (50); 7).

Menurut al Mahali dan as Suyuthi (2011) kata “Zawjin Bahij”
menggambarkan mengenai beraneka macam tumbuh-tumbuhan yang indah
dipandang mata, dan dengan keindahan itu memiliki sifat kebaikan. Sebaik-
baiknya tumbuhan adalah yang bermanfaat bagi makhluk lainnya. Semua jenis
tumbuhan dapat dimanfaatkan oleh manusia, mulai dari tumbuhan tingkat rendah
hingga tumbuhan tingkat tinggi. Keberadaannya sebagai makhluk hidup sudah
banyak dikaji dalam beberapa penelitian, misalnya tumbuhan rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn).

Rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) merupakan rumput

menahun, tinggi 40 - 100 cm, tumbuh liar di tempat rindang yang tidak terlalu

kering atau basah dari 200 - 1.500 m di atas permukaan laut. Batang kecil,



panjang, berongga, berambut, berwarna kuning dan beralur memanjang. Daun
bentuk runcing dan pertulangan sejajar. Akar berbentuk serabut dan menyebar
dengan penebalan seperti umbi kecil-kecil berbentuk kerucut serta mempunyai
rimpang yang menyerupai kayu.

Masyarakat luas khususnya di pulau Jawa, tanaman rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn) tidak begitu dikenal sebagai tanaman yang
memiliki potensi untuk dimanfaatkan sebagai obat herbal. Hal ini dikarenakan
pertumbuhannya dianggap sebagai tanaman rumput-rumputan yang tumbuh liar di
berbagai tempat seperti semak-semak yang tidak memiliki manfaat.

Berawal dari asumsi untuk membiarkan tumbuhan ini tetap hidup, maka
untuk penelitian dipilih akar sebagai sampel yang diteliti. Akar rumput bambu ini
memiliki sifat dan khasiat tersendiri yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan
pengobatan dan pencegahan penyakit-penyakit yang mengerikan. Hal ini karena
pada bagian akar rumput bambu merupakan bagian tumbuhan yang berfungsi
sebagai penyerap sari-sari makanan dan berperan sebagai sistem pertahanan tubuh
tumbuhan, sehingga dimungkinkan senyawa metabolit sekunder banyak terdapat
pada bagian ini.

Senyawa metabolit sekunder dalam tumbuhan yang berkaitan dengan
aktivitas antikanker maupun antioksidan antara lain adalah golongan alkaloid,
terpenoid, polifenol, flavonoid, senyawa resin dan steroid. Senyawa steroid
merupakan salah satu kandungan metabolit sekunder yang banyak digunakan
sebagai obat antara lain untuk mengobati gangguan kulit, diabetes, gangguan
menstruasi, malaria dan antiinflamasi. Sedangkan senyawa steroid saponin banyak

digunakan sebagai bahan baku untuk pembuatan hormon steroid, dan sampai



sekarang usaha pencarian tumbuhan penghasil sapogenin semakin banyak
dilakukan (Robinson, 1995).

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa ekstrak n-heksana akar
tanaman ekor naga mengandung senyawa triterpenoid/ steroid. Hasil penelitian
lainnya yang telah dilakukan oleh Hilda (2014) menyatakan bahwa akar tanaman
rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) banyak mengandung senyawa
steroid dengan hasil LCso pada pelarut etanol 80 % sebesar 88,42 ppm, pelarut
kloroform 57,31 ppm dan pada pelarut n-heksana sebesar 81,61 ppm. Ekstrak
etanol 80 %, kloroform dan n-heksana bersifat toksik karena memiliki nilai LCsg
di bawah 100 ppm, sehingga ketiga ekstrak tersebut berpotensi digunakan sebagai
bahan aktif antikanker (Risky, 2014).

Salah satu penyebab kanker adalah radikal bebas yang menyerang sel
tubuh manusia. Radikal bebas dapat dihambat dengan adanya senyawa
antioksidan. Berdasarkan nilai LCsy yang diperoleh pada penelitian Hilda (2014)
dapat diduga bahwa ekstrak akar rumput bambu dengan ketiga pelarut n-heksana,
kloroform dan etanol memiliki aktivitas antioksidan.

Tubuh manusia memiliki antioksidan endogen yang mampu meredam
radikal bebas, tetapi jumlahnya terbatas sehingga dibutuhkan antioksidan eksogen
yang dapat membantu memperkecil dampak dari radikal bebas. Antioksidan
sintetik seperti BHA (Butilated Hydroxyanisole), BHT (Butylated Hydroxytoluen)
dan TBHQ (Terbutylhydroxyquinone) mempunyai aktifitas biologis meredam
radikal bebas. Namun, beberapa studi menyatakan bahwa BHA bersifat
karsinogenik pada lambung tikus dan hamster sehingga menyebabkan kanker

(Masui, dkk., 1986). BHT dapat mengubah stabilitas genomik dari sel



(Tran, 2013). Oleh karena itu, pengembangan serta pemanfaatan antioksidan yang
lebih aman dan efektif yang berasal dari alam sangat penting untuk dilakukan.

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode peredaman DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) dengan mengukur daya optimal reaksi peredaman
terhadap radikal bebas DPPH. Pengukuran dilakukan menggunakan
spektrofotometri dengan mengukur serapan dari masing-masing sampel yang
sudah direaksikan dengan DPPH (Yuhernita, 2011). Metode DPPH dipilih karena
sederhana, mudah, cepat dan peka serta hanya memerlukan sedikit sampel.

Hasil penelitian Wulandari (2013) menyatakan bahwa ekstrak n-heksana
mengandung senyawa steroid serta memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai
ECso sebesar 162,16 pg/ mL. Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Satria (2013)
menyatakan ekstrak n-heksana buah lakum mengandung senyawa triterpenoid
serta memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1Csg sebesar 3.158,928 ug/ mL.

Pemisahan senyawa steroid dari akar rumput bambu pada penelitian ini
menggunakan metode ekstraksi maserasi dengan menggunakan pelarut n-heksana,
dimana metode ini digunakan karena memiliki kelebihan yaitu praktis, efektif,
aman dalam penggunaannya dan bertujuan untuk menghindari rusaknya senyawa
aktif pada sampel yang tidak tahan terhadap suhu panas (Ditjen POM, 1986).
Pemilihan n-heksana sebagai pelarut didasarkan pada sifat nonpolar dengan
ketetapan dielektrik 1,89 sehingga mempunyai kemampuan untuk menarik
senyawa steroid yang bersifat nonpolar dalam sampel. Selain itu, didasarkan pada
tingkat keamanan dan kemudahan saat penguapan (Zahro, 2011).

Penelitian Zahro (2011), melakukan ekstraksi maserasi tanaman anting-

anting (Acalypha indica Linn.) menggunakan pelarut n-heksana yang



menghasilkan warna ekstrak kuning kecoklatan. Ekstrak pekat yang telah
dipekatkan dengan rotary evaporator menghasilkan randemen sebesar 2,51 %.
Hasil uji kandungan senyawa aktif menunjukan positif adanya senyawa
triterpenoid/ steroid. Penelitian lain yang dilakukan oleh Sinulingga (2011),
ekstraksi perkolasi akar tanaman ekor naga (Rhaphidophora pinnata Schott)
dengan menggunakan pelarut n-heksana menghasilkan berat ekstrak sebesar
1,543 g. Hasil uji kandungan senyawa aktif menunjukan positif adanya senyawa
triterpenoid/ steroid.

Uji fitokimia dilakukan dengan uji reagen dan dilanjutkan dengan
pemisahan senyawa steroid menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)
(Mohammad, et, al., 2010). Halimah (2010) menggunakan eluen n-heksana : etil
asetat (7 : 3) pada ekstrak kloroform tanaman anting-anting menghasilkan 4 noda
berwarna hijau terang, hijau terang, hijau kekuningan, dan hijau kecoklatan yang
setelah disemprot reagen Liebermann-Burchard mendapatkan nilai Rf 0,57; 0,76;
0,94; dan 0,96. Sriwahyuni (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan
steroid dari ekstrak petroleum eter tanaman anting-anting menggunakan eluen
sikloheksana : etil asetat (1 : 1) menunjukkan 7 noda di bawah sinar UV 366 nm.
Noda yang menunjukkan adanya steroid adalah noda ke- 3 dan 7 berwarna oranye
kecoklatan dengan nilai Rf 0,47 dan 0,84.

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa pada fase gerak
n-heksana : etil asetat (8 : 2) diperoleh 10 noda, 8 noda merupakan senyawa
steroid/ triterpenoid. Sedangkan pada KLT dua dimensi dengan menggunakan
fase gerak n-heksana : etil asetat (8 : 2) dan benzena : etil asetat (6 : 4), isolat

memberikan satu bercak warna ungu dengan harga Rf 0,44.



Pada penelitian ini akan dilakukan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak
n-heksana dari akar rumput bambu (L. gracile B.) dengan metode DPPH dan
mengidentifikasi senyawa steroid dalam ekstrak n-heksana dengan menggunakan
UV-Vis dan FTIR. Hasil dari penelitian ini nantinya diaplikasikan sebagai sumber

senyawa antioksidan alami.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah:
1. Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana akar rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn)?
2. Apa eluen terbaik yang dapat memisahkan senyawa steroid yang terdapat
dalam ekstrak n-heksana akar tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile

Brongn) dengan menggunakan KLT?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana dari akar rumput
bambu (Lophatherum gracile Brongn).

2. Untuk mengetahui eluen terbaik yang dapat memisahkan senyawa steroid
dalam ekstrak n-heksana akar tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile

Brongn) dengan menggunakan KLT.



1.4 Batasan Masalah
Adapun batasan masalah dalam penelitian ini yaitu:

1. Sampel yang digunakan adalah akar rumput bambu (Lophatherum gracile
Brongn) yang diperoleh dari Kota Malang dan Kota Batu, Jawa Timur.

2. Ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut n-heksana.

3. Uji aktivitas antioksidan pada ekstrak steroid menggunakan metode DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil).

4. Pemisahan senyawa steroid dalam ekstrak n-heksana akar tanaman rumput
bambu (Lophatherum gracile Brongn) menggunakan kromatografi lapis tipis
(KLT).

5. Instrumentasi yang digunakan untuk identifikasi yaitu spektrofotometer

UV-Vis dan spektrotometer FTIR.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat mengenai pemanfaatan akar rumput bambu (Lophatherum gracile
Brongn) yang dikenal sebagai rumput liar yang dapat digunakan untuk alternatif
tanaman obat dalam rangka pemberdayaan atau usaha dalam bidang farmakologi.
Hal ini mempermudah pengkajian lebih lanjut tentang aktivitas dan pemanfaatan

senyawa steroid dalam bidang industri terutama bidang kesehatan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Allah berfirman dalam surat as Syu’ara’ (26); 7 — 9,

P
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Artinya: “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah dan kebanyakan mereka tidak beriman. Dan sesungguhnya
Tuhanmu benar-benar Dialah yang Maha Perkasa lagi Maha Penyayang (QS.
as Syu’ara’ (26); 7 —9).

Kata “Zaujin Karim” pada ayat ini menjelaskan tentang segala macam
tumbuh-tumbuhan yang bersifat baik. Tumbuhan yang paling baik adalah
tumbuhan yang subur dan bermanfaat. Allah SWT memerintahkan kepada
manusia untuk memperhatikan, merenungi dan berfikir sesuai batas kemampuan
atas segala ciptaanNya dengan melakukan penelitian mengenai alam (al Maraghi,
1992). Tumbuhan yang bermanfaat salah satunya rumput bambu (Lophatherum
gracile B.). Rumput bambu (Lophatherum gracile B.) merupakan salah satu

tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai obat karena banyak mengandung

senyawa aktif.



Firman Allah SWT surat an Nahl (16); 13,
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Artinya: “Dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu bumi
ini dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu
benar-benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil
pelajaran” ( QS. an Nahl (16); 13).

Kata “Mukhtalifan Alwanuhu” menunjukkan bahwa Allah SWT
menciptakan segala macam makhluk yang beranekaragam di seluruh penjuru
bumi (al Mahali dan as Suyuthi, 2011), misalnya rumput bambu (Lophatherum
gracile B.). Allah SWT menciptakan rumput bambu agar manusia berfikir dan
mengambil pelajaran pada tanda-tanda kekuasaanNya.

Rumput bambu merupakan rumput menahun yang memiliki tinggi 0,5
sampai 1,2 m, bertangkai banyak dengan rimpang pendek bercabang-cabang,
berakar serabut yang tumbuh menjadi umbi-umbi. Tumbuhan ini berada pada
ketinggian 1500 m di atas permukaan laut di tempat yang senantiasa rindang,
khususnya berada dalam hutan alam. Batang-batangnya tegak, mampat tidak
berbulu. Daun-daunnya bertangkai jelas, berbangun lanset garis, berurat melintang
diantara lidinya yang membujur, lembut, bewarna hijau tua dengan 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
(Kusumawati, 2003).

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 di luar negeri rumput ini

telah dikenal terutama di Inggris dan Tionghoa, di Inggris dengan nama sasagrass
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dan di Tionghoa dengan nama dan zhu ye (Wijayakusuma, 2008). Rumput bambu
(Lopatherum gracile Brongn) dikenal dengan nama daerah rumput rayung (bahasa
Jawa), rumput bulu, rumput jarang, rumput kelurut (bahasa Melayu) dan tangkur

gunung (bahasa Sunda) (Wikipedia, 2013).

Gambar 2.1 Rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Klasifikasi tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn)
menurut Cronquist (1981), sebagai berikut:
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

Super Devisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Ordo : Poales

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

Spesies : Lophaterum gracile Brongn


http://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Jawa
http://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Jawa
http://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Melayu
http://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Sunda
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Tanaman rumput bambu masih banyak tumbuh di hutan tropis di
Indonesia. Salah satunya adalah hutan tropis gunung Arjuno yang masih
berpotensi sebagai habitat tumbuhnya tanaman rumput bambu, tanaman ini
tumbuh liar di semak-semak yang rindang. Dari 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 penyembuhan penyakit tertentu, seperti anti-inflamasi maupun
antikanker (Kusumawati, 2003).

Tanaman rumput bambu (Lophaterum gracile Brongn) dapat digunakan
untuk menurunkan panas, meluruhkan kemih, dan antiradang. Selain itu dapat
juga digunakan untuk mengatasi mimisan, sakit tenggorokan, sariawan, gusi
bengkak, infeksi saluran kemih, air kemih sedikit dan berwarna kuning, air kemih

berdarah, gelisah, dan haus (Wijayakusuma, 2008).

2.2 Kandungan Kimia Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Kandungan pada seluruh bagian tanaman rumput bambu 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, 2008).

Menurut analisis dengan menggunakan HPLC memberikan informasi
bahwa ekstrak metanol rumput bambu jenis Pogonatherum Crinitum mengandung
senyawa flavonoid, diantaranya vyaitu 0,07 % (b/b) senyawa 6-C-p

boivinopyranoside; 0,04 (b/b) senyawa 6-trans-(2”-O-a-rhamnopyranosyl) ethenyl
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-5,7,3”,4’-tetrahydroxylflavone; 0,78 % (b/b) senyawa luteolin dan 0,06 % (b/b)
yang dapat dimanfaatkan sebagai obat herbal anti-inflamasi (Wang, 2008).

Penelitian farmakologi China menyatakan bahwa ekstrak daun
Lophatherum gracile Brongn mengandung senyawa aktif flavonoid dan triterpen
yang dapat dimanfaatkan sebagai antipiretik, diuretik, antibakteri, anti-tumor dan
efek hiperglikemia (Jing, 2009).

Hasil penelitian Kusumawati (2003), eksplorasi keanekaragaman dan
kandungan kimia tanaman obat di hutan tropis gunung Arjuno menyatakan bahwa
tanaman Lophatherum gracile Brongn memiliki kandungan senyawa metabolit
sekunder golongan steroid atau terpenoid yang terdapat pada akar dengan nilai Rf
0,04; 0,12; 0,17; 0,3. Selain itu tanaman ini juga mengandung senyawa metabolit
sekunder golongan flavonoid yang terdapat pada bagian daun dengan nilai Rf
sebesar 0,68.

Hasil penelitian Hilda (2014), menyatakan bahwa akar tanaman
Lophatherum gracile Brongn memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder
golongan steroid dengan nilai LCso pada pelarut etanol 80 % sebesar 88,42 ppm,

pelarut kloroform 57,31 ppm dan pada pelarut n-heksana sebesar 81,61 ppm.

2.3 Antioksidan dan Radikal Bebas

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron. Senyawa antioksidan
memiliki berat molekul kecil, tetapi mampu menginaktivasi berkembangnya
reaksi oksidasi dengan cara mencegah terbentuknya radikal. Antioksidan
merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat

radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Winarsi, 2007).
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Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki satu atau lebih
atom tidak berpasangan. Suatu radikal bebas ditemukan sebagai zat antara yang
tidak dapat diisolasi segera karena sangat reaktif dan berenergi tinggi (Fessenden
dan Fessenden, 1997). Atom atau molekul akan mencapai kestabilan apabila
radikal bebas bereaksi dengan molekul disekitarnya untuk memperoleh pasangan
elektron. Reaksi ini akan berlangsung terus-menerus dalam tubuh dan apabila
tidak dihentikan akan menimbulkan berbagai penyakit seperti kanker, jantung,
katarak, penuaan dini dan penyakit degeneratif lainnya.

Penggunaan senyawa antioksidan saat ini semakin luas seiring dengan
meningkatnya pemahaman masyarakat tentang peranannya dalam menghambat
penyakit degeneratif. Hal ini berkaitan dengan kemampuan antioksidan yang
bekerja sebagai penghambat reaksi oksidasi oleh radikal bebas yang menjadi salah
satu penyebab penyakit-penyakit tersebut (Tahir, dkk., 2003).

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua
kelompok, yaitu antioksidan sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik
adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis reaksi kimia. Contoh
antioksidan jenis ini seperti Butil Hidroksi Toluen (BHT), PG, TBHQ dan
tokoferol. Adapun struktur molekul dari BHT dapat dilihat pada Gambar 2.2

(Cahyadi, 2006).

OH

(H3C)3C C(CH3)3

CHs

Gambar 2.2 Butylated hydroxytoluene (BHT) (Cahyadi, 2006)
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Antioksidan alami adalah hasil ekstraksi bahan alam tumbuhan yang
memiliki kandungan antioksidan. Kandungan antioksidan tersebut berhubungan
erat dengan komposisi senyawa kimia yang terdapat di dalamnya (Kulisic, 2006).
Antioksidan alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan lebih
mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan sintesis (Madhavi, dkk., 1996).
Penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas antioksidatif
lebih tinggi daripada antioksidan sintetik, oleh karena itu antioksidan alami mulai
meningkat penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintetis (Paiva, dkk.,
1999).

Vitamin C merupakan salah satu jenis antioksidan alami yang larut dalam
air. Vitamin C secara efektif menangkap radikal-radikal O,°, OH®, ROOQO°®.
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 (Silalahi, 2006).

OH

HO

HO OH

Gambar 2.3 Vitamin C

2.4 Mekanisme Antioksidatif
Mekanisme kerja antioksidan secara umum adalah menghambat oksidasi
lemak. Oksidasi lemak terdiri dari tiga tahap utama yaitu inisiasi, propagasi, dan

terminasi. Pada tahap inisiasi terjadi pembentukan radikal asam lemak yaitu suatu
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senyawa turunan asam lemak (R®) yang bersifat tidak stabil dan sangat reaktif
akibat hilangnya satu atom hidrogen (H®). Pada tahap selanjutnya, yaitu
propagasi, radikal asam lemak akan bereaksi dengan oksigen membentuk radikal
peroksi (ROO®). Radikal peroksi lebih lanjut akan menyerang asam lemak
menghasilkan hidroperoksida (ROOH) dan radikal asam lemak baru (R®)

(Nugroho, 2009).

Inisiasi :RH—R*+H* (1)
Propagasi :R* + 0, — ROO* (2)
ROO® + RH — ROOH + R*® (3)

Gambar 2.4 Reaksi inisiasi dan propagasi asam lemak (Nugroho, 2009).

Hidroperoksida yang terbentuk bersifat tidak stabil dan akan terdegradasi
lebih lanjut menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai pendek seperti
aldehida dan keton yang bertanggung jawab atas rasa makanan berlemak. Tanpa
adanya antioksidan, reaksi oksidasi lemak akan mengalami terminasi melalui
reaksi antara radikal bebas membentuk kompleks bukan radikal (reaksi 4)

(Nugroho, 2009).

Terminasi : ROO® + ROO® — non radikal (4)
R®* + ROO® — non radikal
R®* + R®* — non radikal

Gambar 2.5 Reaksi terminasi oksidasi lemak (Nugroho, 2009).
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2.5 Uji Aktivitas Antioksidan menggunakan DPPH

Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) digunakan secara luas
untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor elektron
atau hidrogen. Metode DPPH merupakan metode yang dapat mengukur aktivitas
total antioksidan baik dalam pelarut polar maupun nonpolar. Beberapa metode
lain terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang digunakan dalam
analisa. Metode DPPH mengukur semua komponen antioksidan, baik yang larut
dalam lemak ataupun dalam air (Prakash, dkk., 2001).

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 perubahan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur pada panjang
gelombang 517 nm (Hanani, 2005). Pengurangan intensitas warna yang terjadi
berhubungan dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen yang
mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal
bebas. Aktivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung jumlah pengurangan
intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan pengurangan konsentrasi
larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan uji (Prakash, dkk., 2001).

DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk
tereduksi DPPH dan radikal antioksidan (Prakash, dkk., 2001). Reaksi antara

DPPH dengan senyawa peredam radikal bebas dapat dilihat pada Gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Reaksi DPPH dengan senyawa peredam radikal bebas
(Noviana, dkk., 2007)
Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan
persen (%) aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan Persamaan 2.1

(Molyneux, 2003).

o . (absorbansi kontrol - absorbansi sampel)
% Aktivitas antioksidan = x 100% ... (2.1)

Absorbansi kontrol

Nilai 0 % berarti sampel tidak mempunyai aktivitas antioksidan,
sedangkan nilai 100 % berarti pengujian aktivitas antioksidan perlu dilanjutkan
dengan pengenceran sampel untuk mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya.
Suatu bahan dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan apabila presentase aktivitas
antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata, dkk., 2009). 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 aktivitasnya saat dalam stok larutan DPPH, tetapi

nilai absorbansi kontrol tetap dapat memberikan batasan untuk pengukuran saat
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itu. Kontrol juga berfungsi menjaga kekonstanan total konsentrasi DPPH dalam

serangkaian pengukuran (Molyneux, 2003).

2.6 Senyawa Steroid Sebagai Antioksidan

Senyawa steroid terdapat dalam setiap makhluk hidup. Steroid yang
ditemukan dalam jaringan tumbuhan disebut fitosterol, sedangkan yang ditemukan
dalam jaringan hewan disebut kolesterol. Beberapa senyawa ini jika terdapat
dalam tumbuhan akan dapat berperan menjadi pelindung. Senyawa ini tidak hanya
bekerja menolak beberapa serangga tetapi juga menarik beberapa serangga lain
(Robinson, 1995).

Steroid merupakan salah satu kelompok senyawa lipid yang dapat
dianggap sebagai derivat dari senyawa perhidroksiklopentano fenantrena, yang
terdiri dari tiga cincin sikloheksana dan sebuah cincin siklopentana yang terikat

pada ujung salah satu cincin sikloheksana tersebut (Poedjiadi, 1994).

CHg3

Gambar 2.7 Struktur dasar golongan senyawa steroid

Pada umunya steroid berfungsi sebagai hormon. Perbedaan jenis steroid
yang satu dengan steroid yang lain terletak pada gugus fungsional yang diikat oleh
keempat cincin ini dan tahap oksidasi tiap-tiap cincin. Lemak sterol adalah bentuk
khusus dari steroid dengan rumus bangun diturunkan dari kolestana dilengkapi

gugus hidroksil pada atom C-3, banyak ditemukan pada tanaman, hewan dan
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fungi. Semua steroid dibuat di dalam sel dengan bahan baku berupa lemak sterol,
baik berupa lanosterol pada hewan atau fungi, maupun berupa sikloartenol pada
tumbuhan. Kedua jenis lemak sterol di atas terbuat dari siklisasi squalena dari
triterpena (Poedjiadi, 1994).

Umumnya, steroid memiliki kelompok metil pada karbon C-10 dan C-13
dan rantai samping alkil pada karbon C-17. Selanjutnya, mereka berbeda-beda
berdasarkan konfigurasi dari rantai samping, jumlah kelompok metil tambahan,
dan kelompok-kelompok fungsional yang melekat pada cincin. Beberapa contoh

steroid antara lain (Poedjiadi, 1994):

(b)

HO

(a) (b) (c)
Gambar 2.9 (a) Struktur umum sterol (b) B-sitosterol, contoh fitosterol
(c) Struktur kompleks asam kolat

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa ekstrak n-heksana akar
tanaman ekor naga mengandung senyawa triterpenoid/ steroid. Hasil penelitian
lainnya yang telah dilakukan oleh Hilda (2014) menyatakan bahwa akar tanaman
rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) banyak mengandung senyawa
steroid dengan hasil LCso pada pelarut etanol 80 % sebesar 88,42 ppm, pelarut

kloroform 57,31 ppm dan pada pelarut n-heksana sebesar 81,61 ppm. Ekstrak
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etanol 80 %, kloroform dan n-heksana bersifat toksik karena memiliki nilai LCsg
di bawah 100 ppm, sehingga ketiga ekstrak tersebut berpotensi digunakan sebagai
bahan aktif antikanker (Risky, 2014). Berdasarkan nilai LCsg yang diperoleh pada
penelitian Hilda (2014) dapat diduga bahwa ekstrak akar rumput bambu dengan
ketiga pelarut n-heksana, kloroform dan etanol memiliki aktivitas antioksidan.
Hasil penelitian Wulandari (2013) menyatakan bahwa ekstrak n-heksana
mengandung senyawa steroid serta memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai
ECso sebesar 162,16 pg/mL. Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Satria (2013)
menyatakan ekstrak n-heksana buah lakum mengandung senyawa triterpenoid

serta memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1Csy sebesar 3.158,928 ug/mL.

2.7 Ekstraksi Maserasi

Harborne (1987) menyatakan ekstraksi adalah proses yang secara selektif
mengambil zat terlarut dari suatu campuran dengan bantuan pelarut. Metode
ekstraksi bergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak. Berdasarkan
fase yang terlibat, terdapat dua jenis ekstraksi, yaitu ekstraksi cair-cair dan
ekstraksi padat-cair. Pemindahan komponen dari padatan ke pelarut pada ekstraksi
padat-cair melalui tiga tahapan, yaitu difusi pelarut ke pori-pori padatan atau
ke dinding sel, di dalam dinding sel terjadi pelarutan padatan oleh pelarut, dan
tahapan terakhir adalah pemindahan larutan dari pori menjadi larutan ekstrak.
Ekstraksi padat-cair dipengaruhi oleh waktu ekstraksi, suhu yang digunakan,
pengadukan, dan banyaknya pelarut yang digunakan (Harborne, 1987).

Prinsip kelarutan adalah “like dissolve like”, yaitu pelarut polar akan

melarutkan senyawa polar, sebaliknya pelarut nonpolar akan melarutkan senyawa
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nonpolar. Pada penelitian ini digunakan pelarut n-heksana. Penggunaan n-heksana
sebagai pelarut organik pengekstrak awal akar rumput bambu ini didasarkan pada
sifat kepolarannya yang bersifat nonpolar dengan tetapan dielektrik 1,890.
Sehingga dengan penggunaan pelarut ini diharapkan dapat melarutkan senyawa
steroid yang cenderung bersifat nonpolar yang terdapat pada ekstrak akar rumput
bambu untuk memperoleh hasil yang optimum, baik jumlah ekstrak maupun
senyawa aktif yang terkandung dalam sampel.

Metode maserasi biasanya digunakan untuk mengekstrak jaringan tanaman
yang belum diketahui kandungan senyawanya yang kemungkinan bersifat tidak
tahan panas sehingga kerusakan komponen tersebut dapat dihindari. Kekurangan
dari metode ini adalah diperlukan waktu yang relatif lama dan membutuhkan
banyak pelarut (Harborne, 1987).

Penelitian Zahro (2011), melakukan ekstraksi maserasi tanaman anting-
anting (Acalypha indica Linn.) menggunakan pelarut n-heksana yang
menghasilkan warna ekstrak kuning kecoklatan. Ekstrak pekat yang telah
dipekatkan dengan rotary evaporator menghasilkan randemen sebesar 2,51 %.
Hasil uji kandungan senyawa aktif menunjukan positif adanya senyawa
triterpenoid/ steroid. Penelitian lain yang dilakukan oleh Sinulingga (2011),
ekstraksi perkolasi akar tanaman ekor naga (Rhaphidophora pinnata Schott)
dengan menggunakan pelarut n-heksana menghasilkan berat ekstrak sebesar 1,543
g. Hasil uji kandungan senyawa aktif menunjukan positif adanya senyawa

triterpenoid/ steroid.
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2.8 Uji Fitokimia Senyawa Steroid

Kandungan senyawa steroid dapat diuji dengan metode Lieberman-
Burchard yaitu menggunakan asam asetat anhidrat dan asam sulfat. Hasil positif
ditunjukkan oleh steroid apabila dalam larutan terjadi perubahan warna hijau biru
(Harbone, 1987).

Reaksi warna yang digunakan untuk uji warna pada steroid adalah dengan
reaksi Lieberman-Burchard yang menghasilkan warna hijau biru. Reaksi warna
yang lain pada steroid dilakukan dengan Brieskorn dan Briner (asam klorosulfonat

dan Sesolvan NK) menghasilkan warna coklat (Robinson, 1995).

/ng\/YHDJAC H.S50., f\‘/"

Cholesterol Carbonium of 3.3
Diene
AC,O
(505)

S0.+

/:,./
S0:0H
Cholestahexaene Sulfonic Acid Pentaenvlic Cation (blue-green-colour)

Gambar 2.10 Reaksi dugaan senyawa steroid (contoh senyawa kolesterol)
dengan reagen Lieberman Burchard (Burke, 1974)

Halimah (2010) melakukan uji fitokimia golongan senyawa steroid dari
ekstrak kloroform tanaman anting-anting (Acalypha indica L.). Ekstrak tanaman
dimasukkan dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambah

dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Selanjutnya, campuran ini ditambahkan
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dengan 1 - 2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil yang
diperoleh warna hijau kebiruan maka ekstrak menunjukkan adanya golongan
senyawa steroid. Hasil dari uji ini menunjukkan bahwa ekstrak kloroform dari

tanaman anting-anting (Acalypha indica L.) positif mengandung senyawa steroid.

2.9 Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan yang pada dasarnya semua
menggunakan dua fase yaitu fase diam dan fase gerak. Pemisahan-pemisahan ini
bergantung pada gerakan relatif dari dua fase ini (Sastrohamidjojo, 2007). Prinsip
dari pemisahan adalah adanya perbedaan sifat fisik dan kimia dari senyawa yaitu
kecenderungan dari molekul untuk melarut dalam cairan (kelarutan),
kecenderungan molekul untuk menguap (keatsirian), kecenderungan molekul
untuk melekat pada permukaan (adsorpsi, penyerapan).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan salah satu kromatografi yang
berdasarkan proses adsorpsi. Pada hakikatnya KLT melibatkan dua peubah yakni
fase diam atau sifat lapisan dan fase gerak atau campuran pelarut pengembang.
Fase diam dapat berupa serbuk halus yang berfungsi sebagai permukaan penyerap
(kromatografi cair-padat). Hampir segala macam serbuk dapat digunakan sebagai
penyerap pada KLT seperti penyerap yang paling umum dipakai yaitu silika gel
(asam silikat), alumina (alumunium oksida), kiselgur (tanah diatome) dan
selulosa. Sedangkan fase gerak dapat berupa hampir segala macam pelarut

organik atau bisa juga campuran pelarut organik-anorganik (Gritter, 1991).
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Kromatografi lapis tipis dalam pelaksanaanya lebih mudah dan lebih
murah dibandingkan dengan kromatografi kolom, peralatan yang digunakan lebih
sederhana. Beberapa keuntungan lain dari KLT adalah (Rohman, 2007):

1. Kromatografi lapis tipis banyak digunakan dengan tujuan analisis.

2. Identifikasi pemisahan komponen dapat dilakukan dengan pereaksi warna,
fluoresensi, atau dengan radiasi menggunakan sinar ultraviolet.

3. Dapat dilakukan elusi secara mekanik (ascending), menurun (descending),
atau dengan cara elusi 2 dimensi.

4. Ketepatan penentuan kadar akan lebih baik karena komponen yang akan
ditentukan merupakan bercak yang tidak bergerak.

Lapisan tipis seperti pada plat silika gel GFzss yang digunakan dalam
penelitian ini mengandung indikator flourosensi yang ditambahkan untuk
membantu penampakan bercak tanpa warna pada lapisan yang telah
dikembangkan. Indikator fluorosensi adalah senyawa yang memancarkan sinar,
seperti dengan lampu UV. Jika senyawa pada bercak yang akan ditampakkan
mengandung ikatan rangkap terkonjugasi atau cincin aromatik berbagai jenis,
sinar UV yang mengeksitasi tidak dapat mencapai indikator fluorosensi dan tidak
ada cahaya yang dipancarkan. Hasilnya ialah bercak gelap dengan latar belakang
yang bersinar. Cara ini sangat peka dan tidak merusak senyawa yang ditampakkan
(Gritter et al, 1991).

Fase gerak merupakan medium angkut yang terdiri atas satu atau beberapa
pelarut. la bergerak di dalam fase diam, yaitu suatu lapisan berpori karena ada
gaya kapiler. Digunakan pelarut bertingkat mutu analitik, sistem pelarut

multikomponen ini harus berupa suatu campuran sesederhana mungkin yang
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terdiri atas maksimal tiga komponen. Pada kromatografi jerat, pelarut dapat
dikelompokkan dalam deret eluotropik berdasarkan efek elusinya seperti yang
ditunjukkan pada Tabel 2.2 berikut:

Tabel 2.1 Deret eluotropik berdasarkan efek elusinya

N Pelarut Td 'C/750 Tetapan dielektrik  Viskositas C,
O pengembang torr € pada 20 C pada 20 C

1 n-Heksana 68,7 1,890 0,326

2 Heptana 98,4 1,924 0,409

3 Sikloheksana 81,4 2,023 1,02

4 Karbontetraklorida 76,8 2,238 0,969

5 Benzena 80,1 2,284 0,652

6 Kloroform 61,3 4,806 0,580

7 Eter (dietil eter) 34,6 4,34 0,233

8  Etil asetat 77,1 6,02° 0,455

9 Piridina 115,1 12,3" 0,974

10  Aseton 56,5 20,7° 0,316"

11  Etanol 78,5 24,30" 1,2

12  Metanol 64,6 33,62 0,597

13  Air 100,0 80,37 1,005

*Untuk pelarut pengembang tambahan dan berbagai sifatnya, lihat Biochemistry Handbook
(Berlin-Gottingen-Heidelberg: Springer Verlag, 1964) dan Handbook of Chemistry and Physics
(40" ed., Cleveland Rubber Co., 1959).

+ Pada 25 C.

Sumber (Stahl, 1985)

Efek elusidasi akan naik dengan naiknya tingkat kepolaran pelarut.
Misalnya, n-heksana nonpolar memiliki efek elusidasi lemah, kloroform cukup
kuat dan metanol yang polar memiliki efek elusidasi yang kuat. Tetapan dielekrik
memberikan informasi tentang tingkat kepolaran suatu senyawa. Laju rambat
tergantung pada viskositas pelarut dan tentu saja kapda stuktur lapisan
(Stahl, 1985).

Bercak pemisahan pada plat KLT umumnya merupakan bercak yang tidak
bewarna. Untuk menentukannya dapat dilakukan secara kimia, fisika, maupun
biologi. Cara kimia yang biasa digunakan adalah dengan mereaksikan bercak

dengan suatu pereaksi melalui cara penyemprotan sehingga bercak menjadi jelas.
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Mengamati lempeng dibawah lampu ultraviolet yang dipasang pada panjang
gelombang emisi 254 nm atau 366 nm untuk menampakkan solut sebagai bercak
yang gelap atau bercak yang berfluoresensi terang pada dasar yang berfluoresensi
berfluoresensi seragam (Rohman, 2007).

Penggunaan KLT ini adalah untuk menentukan banyaknya komponen
dalam campuran, identifikasi senyawa, memantau berjalannya suatu reaksi, dan
menentukan efektifitas pemurnian. Analisis secara kualitatif KLT digunakan
untuk uji identifikasi senyawa baku. Parameter yang digunakan untuk uji
identifikasi adalah nilai R¢ (Rohman, 2007).

Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah dari lapisan tipis
menggunakan harga Rf. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut (Sastrohamidjojo,

2007):

Jarak yang digerakkan senyawa dari titik asal
Harga Rf =

Jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal =~ (22)

Harga-harga Rf untuk senyawa-senyawa murni dapat dibandingkan
dengan harga-harga standart. Harga-harga Rf yang diperoleh hanya berlaku untuk
campuran  tertentu dari pelarut dan penyerap yang digunakan
(Sastrohamidjojo, 2007).

Masroh (2010) menyatakan bahwa hasil pemonitoran dengan metode
KLT pada isolat daun pecut kuda memperlihatkan pemisahan noda yang baik
menggunakan fase gerak n-heksana : etil asetat (7 : 3) dengan lampu UV 366
menunjukkan Rf antara 0,27 - 0,82 dengan 6 noda. Isolat diduga termasuk
golongan steroid karena hasil uji dengan pereaksi Lieberman Burchard berwarna

hijau kebiruan.
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Gunawan, dkk (2008) menyatakan bahwa identifikasi golongan steroid
menggunakan campuran eluen kloroform : metanol (3 : 7) pada ekstrak herbal
meniran dengan menghasilkan 1 noda berwarna ungu muda dengan nilai Rf 0,58.
(Halimah 2010) menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (7 : 3) pada ekstrak
kloroform tanaman anting-anting menghasilkan 4 noda berwarna hijau terang,
hijau terang, hijau kekuningan, dan hijau kecoklatan yang setelah disemprot
reagen Liebermann-Burchard mendapatkan nilai Rf 0,57; 0,76; 0,94; dan 0,96.

Sriwahyuni (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan steroid dari
ekstrak  petroleum eter tanaman anting-anting menggunakan eluen
sikloheksana : etil asetat (1 : 1) menunjukkan 7 noda di bawah sinar UV 366 nm.
Noda yang menunjukkan adanya steroid adalah noda ke- 3 dan 7 berwarna oranye
kecoklatan dengan nilai Rf 0,47 dan 0,84.

Penelitian Hayati (2012) menyatakan bahwa identifikasi senyawa steroid
pada tanaman anting-antig dapat mengunakan KLT dengan eluen heksana : etil
asetat (7 : 3) dan disemprot dengan pereaksi Lieberman-Burchard menunjukkan
terbentuknya noda bewarna hijau, biru ungu sampai coklat. Pada sinar UV 366 nm
ekstrak etil asetat anting-anting terdapat 9 noda dengan nilai Rf berturut-turut
adalah 0,66; 0,11; 0,38; 0,47; 0,56; 0,68; 0,77; 0,8; dan 0,83 dengan warna noda
berturut-turut hijau kebiruan, hijau kebiruan, merah muda, hijau, merah muda,
ungu tengah biru kehijauan, orange, hijau kebiruan, dan hijau kebiruan muda.

Penelitian Restasari (2002) menunjukkan bahwa identifikasi senyawa
steroid pada ekstrak Kkloroform daun ketapang dapat dilakukan dengan
menggunakan KLT dengan campuran fasa gerak n-heksana : etil asetat :

kloroform (5 : 3 : 1) memiliki daya pisah terbaik.
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2.9.1 Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Dua Dimensi

Adanya variasi prosedur pengembangan KLT dilakukan untuk
meningkatkan resolusi, sensitifitas, kecepatan, reprosudibilitas dan selektifitas.
Beberapa pengembangan ini meliputi KLT 2 dimensi, pengembangan kontinyu
dan pengembangan gradien (Gandjar, 2007).

KLT dua arah biasa disebut juga dengan KLT dua dimensi. Merupakan
salah satu metode yang dapat memungkinkan pemakaian fase diam yang lebih
luas untuk memisahkan campuran yang mengandung banyak komponen. Selain
itu, dua sistem pelarut yang sangat berbeda dapat dipakai secara berurutan pada
campuran tertentu, jadi memungkinkan pemisahan campuran yang mengandung
komponen yang kepolarannya sangat berbeda (Gandjar, 2007).

Multi eluen adalah penggunaan eluen atau fase gerak yang berbeda yang
mungkin pemisahan analit dengan berdasarkan tingkat polaritas yang berbeda
(Wall, 2005). Dalam multi eluen, setelah pengembang tunggal menaik,
kromatografi diangkat dari chamber dan dikeringkan, biasanya selama 5 — 10
menit. Kromatografi tersebut kemudian dielusi lagi dalam eluen baru dari pelarut
yang sama dalam arah yang sama untuk jarak yang sama. Proses ini dapat diulangi
berkali-kali, untuk meningkatkan resolusi komponen dengan nilai Rf di bawah
0,5. Beberapa pengembang dilakukan dengan pelarut yang berbeda dalam arah
yang sama, masing-masing yang menjalankan jarak yang sama atau berbeda,
disebut elusi bertahap. Sebuah fase kurang polar dapat digunakan pertama, diikuti
oleh fase yang lebih polar, atau sebaliknya. Pemindahan material nonpolar
kebagian atas lapisan dapat meninggalkan zat terlarut polar. Setelah kering, zat

terlarut polar dipisahkan oleh pengembang dengan eluen (Fried, 1999).
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KLT dua arah atau dua dimensi ini bertujuan untuk meningkatkan resolusi
sampel ketika komponen-komponen solut mempunyai karakteristik kimia yang
hampir sama, karenanya nilai Rf juga hampir sama sebagaimana dalam asam-
asam amino. Selain itu, dua sistem fase gerak yang sangat berbeda dapat
digunakan secara berurutan sehingga memungkinkan untuk melakukan pemisahan
analit yang mempunyai tingkat polaritas yang berbeda (Gandjar, 2007).

Secara singkat pengerjaan KLT dua dimensi ialah sebagai berikut: sampel
ditotolkan pada lempeng lalu dikembangkan dengan satu sistem fase gerak
sehingga campuran terpisah menurut jalur yang sejajar dengan salah satu sisi.
Lempeng diangkat, dikeringkan dan diputar 90°, kemudian diletakkan dalam
bejana kromatografi yang berisi fase gerak kedua, sehingga bercak yang terpisah
pada pengembang pertama terletak dibagian bawah sepanjang lempeng, lalu
dikromatografi lagi (Gandjar, 2007).

Keberhasilan pemisahan akan tergantung pada kemampuan untuk
memodifikasi selektivitas eluen kedua dibandingkan dengan selektivitas dari
eluen pertama (Wall, 2005). isolat dikatakan murni apabila noda yang

dinampakkan adalah tunggal.
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Gambar 2.11 Pemisahan menggunakan KLT dua dimensi
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Keuntungan dari KLT dua dimensi adalah untuk mendapatkan resolusi
yang baik dari hasil KLT dan memfokuskan zona pemisahan. KLT dua dimensi
memiliki potensi pemisahan 150 - 300 komponen senyawa kimia (Gandjar, 2007).

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa pada fase gerak
n-heksana : etil asetat (8 : 2) diperoleh 10 noda, 8 noda merupakan senyawa
steroid/ triterpenoid. Sedangkan pada KLT dua dimensi dengan menggunakan
fase gerak n-heksana : etil asetat (8 : 2) dan benzena : etil asetat (6 : 4), isolat

memberikan satu bercak warna ungu dengan harga Rf 0,44.

2.10 Identifikasi Senyawa Steroid
2.10.1 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer UV-Vis merupakan salah satu jenis spektroskopi yang
sering digunakan dalam analis kimia dan biologi. Spektrofotometer ini didasarkan
pada interaksi antara materi dengan radiasi elektromagnetik. Apabila seberkas
radiasi (cahaya) dikenakan pada cuplikan (larutan sampel), maka sebagian dari
cahaya diserap molekul tersebut. Setiap senyawa dalam sampel memiliki
tingkatan energi yang spesifik. Cahaya mempunyai perbedaan energi antara
tingkatan dasar dan tingkatan tereksitasi dan sebagian energi cahaya yang sesuai
diserap dengan panjang gelombang ini. Elektron yang tereksitasikan melepaskan
energi melalui proses radiasi panas dan akan kembali pada tingkatan dasar lagi.
Perbedaan energi antara tingkat dasar dengan tingkat tereksitasi yang spesifik
untuk tiap-tiap bahan/ senyawa menyebabkan frekuensi yang diserap juga

berbeda-beda (Sastrohamidjojo, 2007).
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Sinar ultraviolet mempunyai panjang gelombang antara 200 - 400 nm,
sementara sinar tampak mempunyai panjang gelombang 400 - 750
(Gandjar, 2007). Cahaya yang dapat dilihat oleh manusia disebut cahaya tampak/
visibel, yang ditunjukkan pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Tabel warna dan warna komplementer (Sastrohamidjojo, 2007)

Panjang Gelombang (nm) Warna Warna Komplementer
400 — 435 Violet (ungu) Hijau kekuningan

450 — 480 Biru Kuning

480 — 490 Biru kehijauan Jingga

490 — 500 Hijau kebiruan Merah

500 — 560 Hijau Ungu kemerahan

560 — 580 Hijau kekuningan ~ Ungu

580 — 595 Jingga Biru kehijauan

595 - 610 Merah Hijau kebiruan

610 — 750 Ungu kemerahan Hijau

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa pada isolat akar tanaman
ekor naga memberikan panjang gelombang maksimum pada 224 nm yang

menunjukkan adanya gugus kromofor (Sastrohamidjojo, 2007).

2.10.2 Identifikasi Senyawa Steroid menggunakan Spektrofotometer FTIR

Spektroskopi inframerah adalah sebuah metode analisis instrumentasi pada
senyawa kimia yang menggunakan radiasi sinar infra merah. Spektrofotometri
inframerah digunakan untuk mendeteksi gugus fungsi, mengidentifikasi senyawa
dan menganalisa campuran (Underwood, 1986).

Penerapan spektrofotometer inframerah sangat luas, biasanya untuk
analisis kualitatif. Sinar inframerah dilewatkan melalui suatu cuplikan senyawa
organik, sehingga sejumlah frekuensi diserap sedang frekuensi yang lain

diteruskan atau ditransmisikan tanpa diserap. Kegunaan utama dari
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spektrofotometer IR yaitu untuk mengidentifikasi keberadan suatu gugus fungsi
dalam suatu senyawa organik berdasarkan spektrum yang khas pada daerah
inframerah.

Radiasi inframerah menyebabkan terjadinya vibrasi dari gugus fungsi
suatu molekul. Vibrasi terjadi pada panjang gelombang 2,5 - 15 um (4000 cm™ —
650 cm?) vyang merupakan panjang gelombang umum dalam alat
spektrofotometer inframerah. Ikatan-ikatan yang berbeda (C-C, C=C, C=C, C-O,
C=0, O-H, N-H, dst.) mempunyai frekuensi vibrasi yang berbeda dan kita dapat
mendeteksi adanya ikatan-ikatan tersebut dalam molekul organik menyebabkan
senyawa-senyawa organik dapat diidentifikasi melalui frekuensi yang
karakteristik ~ sebagai  pita  serapan  dalam  spektrum inframerah
(Sastrohamidjojo, 2007).

Tabel 2.3 Tabel frekuensi inframerah (Underwood,1986)

No Gugus Frekuensi (cm™) Panjang Gelombang (um)
1. OH Alkohol 3.580-3.650 2,74-2,79
Berikatan H ~ 3.210-3.550 2,82-3,12
Asam 2.500-2.700 3,70-4,00
2. NH Amina 3300-3700 2,70-3,03
3. CH Alkana 2.850-2.960 3,37-3,50
Alkena 3.010-3.095 3,23-3,32
Alkuna 3.300 3,03
Aromatik ~3.030 ~3,30
4. C=C  Alkuna 2.140-2.260 4,42-4,76
5. C=C Alkena 1.620-1.680 5,95-5,81
Aromatik ~1.600 ~6,25
6. C=0  Aldehida 1.720-1.740 5,75-5,81
Keton 1.675-1.725 5,79-5,97
Asam 1.700-1.725 5,79-5,87
Ester 1.720-1.750 5,71-5,86
7. C=N  Nitril 2.000-2.300 4,35-5,00
8. NO; Nitro 1.500-1.650 6,06-6,67

Penelitian Sinulingga (2011) menyatakan bahwa terdapat serapan kuat

pada bilangan gelombang 1712,79 cm™ menunjukkan adanya gugus C=0, serapan
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kuat pada bilangan gelombang 1458,18 cm™ menunjukkan adanya gugus C=C
aromatik, bilangan gelombang 1242,16 cm™ menunjukkan adanya gugus C-O,
bilangan gelombang 2924,06 cm™ menunjukkan adanya gugus C-H alifatis,
bilangan gelombang 3425,58 cm™ menunjukkan adanya OH, dan bilangan
gelombang 1373,32 cm™ menunjukkan adanya gugus C-H metil. Data yang
diperoleh dari spektrofotometer FTIR diduga terdapat senyawa steroid/

triterpenoid pada akar tanaman ekor naga.



BAB I11

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dengan judul “Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak n-Heksana dan
Identifikasi Senyawa Steroid Akar Rumput Bambu (Lophatherum gracile
Brongn)” dilaksanakan pada bulan April sampai bulan Juli 2015 dan bertempat di
Laboratorium Bioteknologi, Laboratorium Kimia Organik dan Laboratorium
Kimia Analitik Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam

Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan diantaranya neraca analitik, kaca arloji, spatula,
erlenmeyer, aluminium foil, shaker, gelas ukur, beaker glass, pipet ukur, pipet
volume, bola hisap, kertas saring, penyaring buchner, rotary evaporator, botol
vial, tabung reaksi, rak tabung reaksi, penjepit kayu, vortex, plat silika gel GFys4,
bejana pengembang, lampu UV, spektronik 20%, spektrofotometer UV-Vis dan

spektrofotometer FTIR.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan diantaranya akar rumput bambu (Lophatherum
gracile Brongn), n-heksana, etanol, DPPH, vitamin C, asam asetat anhidrat,
H,SO, pekat, kloroform, reagen Liebermann-Burchard, metanol, etil asetat,

sikloheksana, benzena dan pelet KBr.
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3.3 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel
2. Ekstraksi maserasi dengan pelarut n-heksana
3. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH
4. Uji fitokimia senyawa steroid menggunakan reagen pereaksi
5. Pemisahan senyawa steroid dengan KLT analitik, KLT preparatif dan KLT dua
dimensi
6. ldentifikasi senyawa steroid dengan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR

7. Analisis data

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Preparasi Sampel

Sampel tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile B.) diambil bagian
akarnya, kemudian dicuci bersin dan dikeringkan dengan angin-angin.
Selanjutnya sampel dihaluskan sampai berbentuk serbuk dengan ukuran 90 mesh.
Selanjutnya hasil serbuk akar rumput bambu yang diperoleh ini digunakan sebagai

sampel proses ekstraksi senyawa steroid dengan metode maserasi.

3.4.2 Ekstraksi Maserasi dengan Pelarut n-Heksana

Ekstraksi dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau perendaman
dengan pelarut n-heksana (Zahro, 2011). Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 Kkali
pengulangan karena dimungkinkan bahwa kandungan senyawa pada tanaman
sudah cukup banyak yang terekstrak pada masing-masing tahapnya. Serbuk akar

tanaman rumput bambu ditimbang sebanyak 60 gr dan diekstraksi secara maserasi
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menggunakan 400 mL pelarut n-heksana selama 24 jam dan perendaman dibantu
shaker selama 3 jam dengan kecepatan 150 rpm, kemudian disaring dan ampas
yang diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut dan perlakuan yang sama.
Selanjutnya filtrat yang diperoleh digabung menjadi satu.

Ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator sampai
diperoleh ekstrak pekat n-heksana. Ekstrak pekat n-heksana yang dihasilkan

ditimbang lalu dihitung rendemennya dengan Persamaan 3.1.

Berat ekstrak
% Rendemen= —— X100 %0.cccooiiiiiiiiiiiie e (3.2)
Berat sampel

Selanjutnya ekstrak yang diperoleh dilakukan uji aktivitas antioksidan, uji
fitokimia senyawa steroid menggunakan reagen pereaksi, pemisahan senyawa
steroid dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) analitik dan

preparatif.

3.4.3 Uji Aktivitas Antioksidan menggunakan Metode DPPH
3.4.3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, lalu ditambah etanol 4,5 mL dan didiamkam selama + 10 menit. Kemudian
dimasukkan ke dalam kuvet dan diamati Amaks larutan untuk digunakan pada tahap

selanjutnya (Rahayu, dkk., 2010).

3.4.3.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan
Larutan ekstrak 100 ppm sebanyak 25 mL dibuat, kemudian diambil
sebanyak 4,5 mL. larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL ditambahkan, lalu

diinkubasi pada suhu 37°C. Larutan yang diperoleh dipipet ke dalam kuvet,
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kemudian dicari waktu kestabilan pada rentangan waktu 5 - 120 menit dengan
interval 5 menit. Sampel diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada

Amaks Yang telah diketahui pada tahap sebelumnya (Rahayu, dkk., 2010).

3.4.3.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

a) Absorbansi kontrol: 1,5 mL larutan DPPH 0,2 mM dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambahkan pelarut etanol sebanyak 4,5 ml, kemudian ditutup
tabung reaksi dengan tissu agar tidak terkontaminasi dengan udara luar, lalu
diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah didapatkan
pada tahap sebelumnya, setelah itu diukur absorbansinya.

b) Sampel dilarutkan dalam n-heksana dengan konsentrasi 10, 25, 50, 100, 200,
400 dan 800 ppm. Tabung reaksi disiapkan untuk masing-masing konsentrasi,
kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5 mL ekstrak dan ditambahkan
DPPH sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH-ekstrak yang dilarutkan
dengan konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan tersebut diulangi sebanyak tiga
kali. Setelah itu diinkubasi dengan suhu 37 °C pada waktu kestabilan yang
didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian diukur absorbansinya pada Amaks.
Data absorbansi yang diperoleh dari tiap konsentrasi masing-masing ekstrak
dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh

dengan persamaan 3.2 (Arindah, 2010).

o ~ (absorbansi kontrol - absorbansi sampel)
% Aktivitas antioksidan = x100% ... (3.2)
Absorbansi kontrol

c) Pembanding Vitamin C: diperlakukan seperti sampel akan tetapi sampel

diganti dengan larutan vitamin C.
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3.4.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid menggunakan Reagen Pereaksi

Ekstrak akar rumput bambu diambil 1 mg, dimasukkan dalam tabung
reaksi, dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan ditambah dengan 0,5 mL asam
asetat anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan 1 - 2 mL H,SO, pekat
melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil yang diperoleh terbentuk warna hijau

kebiruan maka ekstrak tersebut menunjukkan adanya steroid (Auterhoff, 1987).

3.4.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
3.4.5.1 KLT Analitik

Pemisahan senyawa steroid dengan KLT analitik menggunakan Metode
modifikasi Sriwahyuni (2010). Identifikasi dengan KLT digunakan plat silika gel
GF,s4 yang diaktivasi terlebih dahulu di dalam oven pada suhu 100 °C selama
30 menit untuk menghilangkan air yang terdapat pada plat. Selanjutnya
masing-masing plat diberi ukuran 1 x 10 cm.

Ekstrak akar rumput bambu diperoleh dengan melarutkan ekstrak kasar
akar sebanyak 10 mg akar rumput bambu dengan 1 mL pelarut n-heksana. Ekstrak
akar rumput bambu ini kemudian ditotolkan pada jarak + 1 cm dari tepi bawah
plat dengan pipa kapiler dan dalam 1 plat KLT diberi 1 totolan, dan dalam
1 tempat totolan diberikan 3 — 5 kali penotolan. Plat yang sudah berisi totolan
tersebut, kemudian dikeringkan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak
(eluen). Eluen untuk pengembangan ini dilakukan penjenuhan terlebih dahulu
dalam suatu bejana tertutup selama 20 - 30 menit. Penjenuhan ini dilakukan untuk
menyamakan tekanan uap pada seluruh bagian bejana. Setelah gerakan fase gerak

sampai pada garis batas, elusi dihentikan. Noda-noda pada permukaan plat
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diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm,
kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya.

Pengembang dan reagen penguji pada penentuan senyawa steroid
digunakan eluen campuran kloroform : metanol (3 : 7) dengan disemprot reagen
Liebermann-Burchard (Gunawan dkk, 2008), campuran fasa gerak n-heksana :
etil asetat : kloroform (5 : 3 : 1) dengan disemprot reagen Liebermann-Burchard
(Restasari, 2002), eluen heksana : etil asetat (7 : 3) dengan disemprot dengan
pereaksi Lieberman-Burchard (Hayati, 2012), eluen sikloheksana : etil asetat
(1 : 1) dengan disemprot reagen Liebermann-Burchard (Sriwahyuni, 2010) dan
campuran eluen n-heksana : etil asetat (8 : 2) dengan disemprot reagen

Liebermann-Burchard (Sinulingga, 2011).

3.4.5.2 KLT Preparatif

Pemisahan dengan KLT preparatif digunakan plat silika gel GF,s4 dengan
ukuran 10 x 20 cm. Ekstrak pekat hasil ekstraksi ditotolkan sepanjang plat pada
jarak 1 cm dari garis bawah dan 1 cm dari garis tepi. Selanjutnya dielusi dengan
menggunakan eluen yang memberikan pemisahan terbaik pada KLT analitik.
Noda-noda pada permukaan plat diperiksa dibawah sinar UV pada panjang
gelombang 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya.

Noda yang diduga merupakan senyawa steroid dikerok kemudian
dilarutkan dalam pelarut n-heksana 5 mL, selanjutnya disentrifuge untuk

mengendapkan silikanya.
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3.4.5.3 Kromatografi Dua Dimensi

Isolat yang diperoleh dari hasil KLT perparatif yang diduga senyawa
steroid dipisahkan dengan KLT dua dimensi. Isolat ditotolkan pada plat silika gel
GF2s4 ukuran 10 x 10 lalu dielusi menggunakan fase gerak yang memberikan
pemisahan terbaik pada KLT analitik hingga mencapai batas pengembang,
kemudian plat dikeluarkan dari dalam chamber dan dikeringkan. Setelah plat
kering dielusi kembali dengan arah yang berbeda 90° memakai fase gerak benzena
. etil asetat (6 : 4), kemudian disemprot dengan Liebermann-Burchard dan
dipanaskan pada suhu 110 °C selama 10 menit lalu diamati warna yang terbentuk

(Sinulingga, 2011).

3.4.6 Ildentifikasi Senyawa Steroid
3.4.6.1 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis

Isolat yang diperoleh dari hasil KLT preparatif yang diduga senyawa
steroid dianalisis dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Isolat
dimasukkan dalam kuvet hingga sepertiganya. Kemudian dianalisis pada rentang
panjang gelombang 200 - 800 nm. Pada blanko, pelarut n-heksana dimasukkan
dalam kuvet setengahnya dan dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis pada
rentang panjang gelombang 200 - 800 nm, data disimpan. Spektra yang terbentuk
diamati dan dicatat panjang gelombang serta absorbansi pada puncak yang

terbentuk.

3.4.6.2 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer FTIR
Isolat hasil KLT preparatif yang diduga senyawa steroid kemudian

diidentifikasi dengan spektrofotometer FTIR. 0,2 gr pelet KBr ditambahkan
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dengan 1 tetes isolat yang diduga senyawa steroid, dikeringkan kemudian
diidentifikasi dengan spektrofotometer FTIR merk IR Buck M500 Scientific
dengan panjang gelombang 4000-400 cm™ dengan spesifikasi kondisi alat sebagai
berikut :

e Scan : 32 det/scan

e Resolusi :4

e Tekanan :80Torr

3.4.7 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung persen (%)
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi ekstrak n-heksana dan
pembanding asam askorbat pada konsentrasi 10, 25, 50, 100, 200, 400 dan
800 ppm. Uji senyawa steroid ekstrak akar rumput bambu (L. gracile B.)
dilakukan secara kualitatif melalui uji reagen, pemisahan senyawa aktif dengan
Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA), kromatografi lapis tipis preparatif
(KLTP) serta kromatografi dua dimensi dan Identifikasi senyawa steroid

dilakukan dengan UV-Vis dan FTIR.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian “Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak n-Heksana dan ldentifikasi
Senyawa Steroid Akar Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)” dilakukan
dalam tujuh tahap, meliputi preparasi sampel, ekstraksi maserasi dengan pelarut
n-heksana, uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH, uji fitokimia
senyawa steroid menggunakan reagen pereaksi, pemisahan senyawa steroid
dengan KLT analitik, KLT preparatif dan KLT dua dimensi, identifikasi senyawa

steroid dengan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR serta analisis data.

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah akar tanaman rumput
bambu (Lophatherum gracile Brongn) segar semua ukuran yang di peroleh dari
Kota Malang dan Kota Batu. Tahap pertama sampel dipisahkan dari bagian batang
dan daun, kemudian dicuci untuk menghilangkan kotoran berupa tanah yang
menempel, kemudian dikering anginkan sampai kering.

Pengeringan dimaksudkan untuk mengurangi kadar air, menghentikan
aktivitas mikroba dan mencegah timbulnya jamur. Sampel yang telah kering
dihaluskan di Materia Medica Kota Batu dan diperoleh serbuk sampel yang
berwarna coklat dengan ukuran < 90 mesh. Semakin kecil ukuran serbuk semakin
besar luas permukaan sampel yang terkena pelarut, sehingga ekstraksi lebih
efektif. Proses penyerbukan sampel bertujuan untuk memperkecil dan

menyeragamkan ukuran sampel. Ukuran yang kecil dan seragam juga dapat

42
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menyebabkan pemecahan dinding sel oleh pelarut semakin cepat dan serentak,

sehingga dapat mengoptimalkan proses ekstraksi.

4.2 Ekstraksi Maserasi dengan Pelarut n-Heksana

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa campuran dengan
menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi didasarkan pada kelarutan
komponen tergantung pada derajat kepolarannya. Hukum “like dissolved like”
menyatakan bahwa senyawa yang bersifat polar hanya dapat larut dalam pelarut
polar dan semipolar, dan sebaliknya. Senyawa yang bersifat nonpolar hanya dapat
larut dalam pelarut nonpolar dan semi polar (Khopkar, 2003).

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi
maserasi menggunakan pelarut n-heksana p.a. Maserasi dipilih karena prosesnya
mudah, sederhana, dan tidak menggunakan suhu tinggi yang dimungkinkan dapat
merusak senyawa aktif. Pemilihan pelarut yang tepat untuk proses maserasi akan
memberikan efektivitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa
bahan alam dalam pelarut tersebut (Lenny, 2006).

N-heksana memiliki kecenderungan bersifat nonpolar dengan tetapan
dielektrikum 1,89. Pemilihan n-heksana sebagai pelarut didasarkan pada tingkat
kemudahan saat penguapan. Selain itu, n-heksana juga mempunyai kemampuan
untuk menarik metabolit sekunder dalam sampel, sehingga digunakan untuk
mengestrak senyawa steroid yang bersifat nonpolar dalam sampel.

Serbuk akar tanaman rumput bambu sebanyak 60 gr direndam selama
24 jam. Proses pengadukannya dibantu shaker selama 3 jam dengan kecepatan

150 rpm (rotation per minutes). Proses pengadukan ini bertujuan untuk meratakan
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konsentrasi larutan di luar serbuk sampel (Braja, 2008). Penggunaan shaker
bertujuan untuk mempercepat proses ekstraksi karena kecepatan pengadukannya
dapat dilakukan secara konstan (Bernasconi,1995). Selama proses perendaman
sampel, terjadi proses pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan
tekanan antara di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada
dalam sitoplasma akan terlarut dalam n-heksana dan senyawanya akan terekstrak
sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan (Lenny, 2006).
Filtrat dipisahkan dengan cara disaring menggunakan corong butchner untuk
memisahkan filtrat dan residu. Residu yang diperoleh dilakukan penggantian
pelarut pada setiap harinya sampai 3 kali proses ekstraksi. Perubahan warna filtrat
yang terjadi yaitu mulai berwarna hijau kecoklatan hingga menjadi lebih pucat.

Filtrat yang diperoleh ditampung dan diuapkan pelarutnya dengan rotary
evaporator vaccum untuk mendapatkan ekstrak pekat dari akar tumbuhan rumput
bambu. Prinsip utama alat ini terletak pada penurunan tekanan pada labu alas
bulat dan pemutaran labu alas bulat sehingga pelarut dapat menguap lebih cepat di
bawah titik didihnya. Proses penguapan pelarut diatur pada suhu 65 °C yaitu
dibawah titik didih pelarut n-heksana.

Penguapan dapat terjadi karena adanya pemanasan labu alas bulat pada
temperatur tertentu di atas waterbath yang dipercepat oleh putaran dari labu alas
bulat dibantu dengan penurunan tekanan. Uap pelarut dari sampel akan naik ke
kondensor dan mengalami kondensasi menjadi molekul-molekul cairan pelarut
murni yang ditampung di dalam labu alas bulat penampung pelarut (Vogel, 1978).
Penguapan pelarut dihentikan setelah diperoleh ekstrak pekat berwarna hijau

dengan randemen sebasar 0,511 %.
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Ekstrak pekat n-heksana yang diperoleh digunakan untuk pengujian
selanjutnya. Uji yang dilakukan adalah uji aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH, uji fitokimia senyawa steroid, pemisahan senyawa steroid dengan

KLT analitik dan KLT preparatif.

4.3 Uji Aktivitas Antioksidan menggunakan Metode DPPH
4.3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan untuk mengetahui A
yang memiliki serapan paling tinggi (Lailah, 2014). Radikal DPPH memiliki
warna komplementer ungu dan memberikan absorbansi maksimum pada panjang
gelombang 515 - 520 nm (Prakash, 2001). Hasil penentuan panjang gelombang
DPPH 0,2 mM diperoleh A maks sebesar 515,0 nm. Hasil spektra UV-Vis larutan

DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Spektra UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM

4.3.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan
Penentuan waktu kestabilan dilakukan untuk mengetahui waktu dimana
sampel sudah tidak bisa meredam atau tidak bisa bereaksi dengan DPPH lagi.

Reaksi ini ditandai dengan tidak adanya lagi penurunan absorbansi (Lu, dkk.,
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2000). Pengukuran waktu kestabilan dilakukan dengan menggunakan inkubasi
dengan suhu 37 °C. Hasil penentuan waktu kestabilan ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Penentuan waktu kestabilan
Waktu kestabilan (menit)

Sampel Inkubasi 37 °C
Ekstrak n-heksana 70-95
Vitamin C 25-50

Pengujian antioksidan sangat baik jika diinkubasi pada suhu 37 °C karena
suhu ini merupakan suhu optimum sehingga reaksi antara radikal DPPH dengan
senyawa metabolit sekunder akan berlangsung lebih cepat dan optimal. Hal ini
ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang diperoleh stabil. Selain itu, senyawa
radikal DPPH akan tereduksi menjadi DPPH-H yang ditandai dengan penurunan

intensitas warna dari warna ungu menjadi jingga sampai kuning.

4.3.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

Pengukuran potensi antioksidan dilakukan pada ekstrak n-heksana dan
vitamin C sebagai pembanding dengan variasi konsentrasi 10, 25, 50, 100, 200,
400 dan 800 ppm. Potensi antioksidan diukur dengan metode DPPH
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada serapan panjang gelombang
515,0 nm dengan waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya.

Aktivitas antioksidan diuji dengan metode penangkapan radikal bebas
DPPH. DPPH berperan sebagai radikal bebas akan bereaksi dengan antioksidan
membentuk DPPH-H dan radikal antioksidan. Sedangkan antioksidan akan
mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal DPPH untuk melengkapi

kekurangan elektron dan membentuk radikal antioksidan yang lebih stabil.



47

Warna sampel akan berubah menjadi kuning ketika ditambahkan dengan
DPPH. Hal ini terjadi karena berpasangannya elektron radikal bebas dengan
senyawa antioksidan. Alasan lain juga disebabkan oleh atom N yang memiliki
elektron tidak berpasangan menyebabkan terjadinya transisi n — c*. Keadaan
dasar pada transisi ini lebih bersifat polar dibandingkan keadaan tereksitasi.
DPPH yang direaksikan dengan senyawa antioksidan akan membentuk ikatan
hidrogen antara atom N dan atom H dari antioksidan. Ikatan hidrogen pada
transisi n — o* akan mempunyai energi yang lebih besar sehingga menyebabkan
pergeseran ke arah panjang gelombang yang lebih pendek (pergeseran
hipsokromik). Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan dengan
jumlah elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen (Fasya, 2010).

Penggunaan kontrol 0,2 mM pada pengukuran potensi antioksidan sangat
diperlukan karena larutan kontrol berguna sebagai pembanding dalam
menentukan potensi antioksidan (Arindah, 2010). Selisih antara absorbansi DPPH
yang telah direduksi sampel dengan absorbansi kontrol merupakan sisa radikal
DPPH yang terbaca pada spektrofotometer UV-Vis. Persen (%) aktivitas
antioksidan merupakan parameter yang menunjukkan kemampuan dari
antioksidan dalam menghambat radikal bebas. Rahayu, dkk (2010) menyatakan
bahwa semakin tinggi persen (%) aktivitas antioksidan menunjukkan semakin
banyak atom hidrogen yang diberikan oleh senyawa aktif kepada radikal DPPH.
Data persen (%) aktivitas antioksidan dari sampel dan pembanding diunjukkan

pada Tabel dan Gambar 4.2.
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Tabel 4.2 Persen (%) aktivitas antioksidan

Konsentrasi (ppm) % Aktivitas Antioksidan
PP Ekstrak n-heksana Vitamin C
10 2,48 95,45
25 4,61 97,85
S0 10,63 97,86
100 18,23 97,62
200 24,40 97.89
200 47,58 97,95
800 39,76 97,18
120
g
3 190 ma——a————n
S 80
T 60
'g /\ —&— Ekstrak n-heksana
= 40 - -
x = Vit.C
©
O\o 20
0

0 200 400 600 800 1000

Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.2 Grafik persen (%) aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana dan
pembanding vitamin C

Berdasarkan Tabel dan Gambar 4.2 diketahui bahwa persen (%) aktivitas
antioksidan tertinggi pada ekstrak n-heksana sebesar 47,58 % (400 ppm).
Aktivitas antioksidan pada ekstrak n-heksana mengalami kenaikan seiring dengan
bertambahnya konsentrasi yang menandakan ekstrak tersebut semakin besar
kemampuan aktivitasnya dalam menangkal radikal bebas DPPH. Ekstrak
n-heksana pun mengalami penurunan pada konsentrasi 800 ppm. Pada konsentrasi
tinggi, aktivitas antioksidan sering lenyap bahkan menjadi senyawa prooksidan

(Gordon,1990).
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Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana akar rumput bambu
(Lophaterum gracile B.) perlu dibandingkan dengan antioksidan sintesis yaitu
vitamin C. Perbandingan ini bertujuan untuk mengetahui seberapa kuat potensi
antioksidan yang ada pada ekstrak n-heksana akar rumput bambu. Persen (%)
aktivitas antioksidan vitamin C yaitu 97,95 %, sedangkan pada ekstrak n-heksana
sebesar 47,58 %. Persen (%) aktivitas tersebut menunjukkan bahwa sampel
mempunyai aktivitas antioksidan yang lemah, namun masih berpotensi sebagai

antioksidan.

4.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid menggunakan Reagen Pereaksi

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif kandungan senyawa aktif pada
sampel. Uji fitokimia senyawa steroid dilakukan dengan penambahan kloroform,
asam asetat anhidrat dan H,SO, pada dinding tabung reaksi. Penambahan
kloroform digunakan untuk melarutkan senyawa steroid pada sampel. Senyawa
steroid akan mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat H,SO, dan
membentuk ion yang memberikan sejumlah reaksi warna. Perubahan warna ini
disebabkan terjadinya reaksi oksidasi pada golongan steroid melalui pembentukan
ikatan rangkap terkonjugasi (senyawa pentaenilik) (Zamroni, 2011).

Hasil uji fitokimia menunjukan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak
n-heksana adalah steroid dan triterpenoid. Senyawa steroid ditandai dengan
terbentuknya warna hijau kebiruan, sedangkan senyawa triterpenoid ditandai

dengan cincin kecoklatan.
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Gambar 4.3 Reaksi dugaan senyawa steroid (contoh senyawa fukosterol)
dengan reagen Lieberman-Burchard (Burke, 1974)
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Gambar 4.4 Hasil uji fitokimia steroid
4.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Analitik, Preparatif dan Dua Dimensi

4.5.1 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLT Analitik

Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) digunakan untuk menentukan
eluen terbaik dari beberapa eluen yang baik dalam pemisahan senyawa steroid.
Plat yang digunakan pada KLTA berukuran 1 x 10 cm. Mula-mula plat diaktivasi
terlebih dahulu dengan cara dioven pada suhu 100 °C selama 30 menit. Aktivasi
plat bertujuan untuk menghilangkan air agar tidak mengganggu pada proses elusi

(Sastrohamidjojo, 2007). Sampel ditotolkan pada jarak 1 cm dari batas bawah
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plat. Ukuran bercak penotolan dibuat sekecil dan sesempit mungkin agar
pemisahan optimal.

Pemisahan senyawa steroid dengan KLTA dilakukan menggunakan
beberapa variasi eluen yaitu kloroform : metanol (3 : 7); n-heksana : etil asetat :
kloroform (5: 3 : 1); n-heksana : etil asetat (7 : 3); sikloheksana : etil asetat (1 : 1)
dan n-heksana : etil asetat (8 : 2). Campuran 2 pelarut organik lebih banyak dipilih
karena daya elusi campuran kedua pelarut ini dapat mudah diatur sedemikian rupa
sehingga pemisahan dapat terjadi secara optimal (Gandjar dan Rohman, 2007).
Pemisahan yang baik ditandai dengan banyaknya noda yang dihasilkan, noda
yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara noda satu dengan yang lainnya jelas
(Harbone, 1987).

Noda yang dihasilkan dideteksi di bawah sinar UV dan disemprot dengan
reagen Lieberman-Burchard. Reagen Lieberman-Burchard ini digunakan untuk
menambah kepekaan deteksi dan menghasilkan perubahan warna yang ada
kaitannya dengan struktur senyawa steroid (Markham, 1988). Noda dideteksi di
bawah sinar UV 254 nm dan 366 nm dengan tujuan untuk menampakkan
komponen senyawanya sebagai bercak yang gelap atau bercak yang
berfluorosensi terang pada dasar yang berfluorosensi seragam (Gritter, 1991).
Pengamatan lampu UV dengan A 254 nm tidak terdapat noda yang dapat diamati,
hal tersebut disebabkan noda yang tampak pada lampu UV A 254 nm merupakan
golongan khas dari aromatik, o dan B karbonil tak jenuh dan juga sistem konjugasi
(Kvangarsnes, 2009), sedangkan senyawa steroid bukan merupakan hidrokarbon
aromatik dan juga bukan sistem yang terkonjugasi. Pada A 366 nm terlihat

beberapa pemisahan komponen senyawa aktif sebagai bercak yang berfluorosensi
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terang dengan warna spot berbeda di atas background gelap yang dapat diamati.

Hal ini dikarenakan terdapat interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor

yang terikat oleh ausokrom yang terdapat pada noda tersebut (Gandjar dan

Rohman, 2007). Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa steroid berwarna

hijau dibawah sinar UV 366 nm, hal ini sesuai dengan penelitian Hayati (2012),

noda steroid pada plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ditunjukkan dengan warna

hijau dibawah sinar UV 366 nm.

Hasil uji KLTA ekstrak n-heksana pada panjang gelombang 366 nm

dengan reagen penyemprot Lieberman Burchard ditunjukkan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil uji KLTA ekstrak n-heksana dibawah sinar UV 366 dengan
reagen penyemprot Lieberman Burchard

No Eluen AR Warna  Nilai Rf Dugaan
noda senyawa
1  Kloroform : metanol 5 Hijau 0,84 Steroid
3:7) Jingga 0,9 -
2 N-heksana: etil asetat
: kloroform - - - -
5:3:1)
3 N-heksana : etil asetat
(7:3) ) ) ) )
4 Sikloheksana : etil
asetat (1: 1) ) ) ) )
5 Ungu 0,22 -
Jingga 0,56 -
. Ungu 0,69 -
?éheg)sana . etil asetat 5 Jingga 0.74 i
' Jingga 0,81 -
Ungu 0,86 -
Hijau 0,94 Steroid

Hasil pemisahan terbaik terdapat pada eluen n-heksana : etil asetat (8 : 2)

yang ditunjukkan dengan jumlah noda yang dihasilkan paling banyak yaitu

7 noda, noda yang terbentuk tidak berekor dan jarak antara satu noda dengan noda

yang lainnya jelas. Hasil KLTA ditunjukkan pada Gambar 4.5 dan Tabel 4.4.
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Gambar 4.5 Hasil KLTA eluen terbaik n-heksana : etil asetat (8 : 2)

(a) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada A 366 nm sebelum
disemprot reagen LB

(b) Tustrasi hasil pengamatan dibawah sinar UV pada A 366 nm
sebelum disemprot reagen LB

(c) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada pada A 366 nm
setelah disemprot reagen LB

(d) Tustrasi hasil pengamatan dibawah sinar UV pada pada A 366
nm setelah disemprot reagen LB

Tabel 4.4 Hasil KLTA eluen terbaik n-heksana : etil asetat (8 : 2)

- Warna sebelum Warna setelah disemprot ~ Dugaan
Nilai Rf .

disemprot reagen LB reagen LB senyawa
0,22 Biru Ungu -
0,56 Jingga Jingga -
0,69 Ungu Ungu -
0,74 Jingga Jingga -
0,81 Coklat Jingga -
0,86 Ungu Ungu -
0,94 Hijau Hijau Steroid

Berdasarkan Gambar 4.5 dan Tabel 4.4 diketahui bahwa eluen n-heksana :
etil asetat (8 : 2) dapat memisahkan senyawa steroid dalam ekstrak n-heksana.
Sifat eluen yang digunakan pada pemisahan senyawa steroid ini bersifat nonpolar
sedangkan fase diamnya bersifat polar. Senyawa dengan nilai Rf > 0,60

cenderung mempunyai sifat yang sama dengan fase geraknya (nonpolar),
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sedangkan senyawa dengan Rf 0,31 - 0,59 memiliki sifat semi polar karena berada
diantara fase diam dan fase geraknya dan senyawa dengan nilai Rf < 0,30 lebih
tertahan pada fase diamnya sehingga bersifat lebih polar (Auwaliyah, 2015). Pada
proses elusi ini dihasilkan 7 noda dengan nilai Rf berkisar antara 0,22 — 0,94.
Senyawa steroid diduga terdapat pada noda ketujuh dengan Rf 0,94 yang berifat
nonpolar.

Senyawa yang dipisahkan akan terpisah berdasarkan distribusi senyawa
tersebut terhadap fase diam atau fase geraknya yang ditunjukkan dengan nilai
koefisien distribusi (D) yang merupakan perbandingan konsentrasi solut dalam
fase diam (Cs) dan dalam fase gerak (Cm). D = Cs/ Cm, sehingga ketika nilai
koefisien distribusi besar maka noda akan lebih terdistribusi pada fase diam dan
ketika koefisien distribusinya kecil menunjukkan noda tersebut lebih terdistribusi
pada fase geraknya Noda ketujuh memiliki nilai koefisien distribusi (D) kecil. Hal
ini sesuai dengan persamaan koefisien distribusi (D) bahwa nilai D berbanding
terbalik dengan konsentrasi senyawa pada fase gerak.

Berdasarkan Gambar 4.5 dan Tabel 4.4 senyawa steroid terdapat pada
noda ketujuh dengan Rf 0,94. Hasil uji fitokimia ekstrak n-heksana mengandung
senyawa steroid dan senyawa triterpenoid sehingga noda yang lainnya diduga

merupakan senyawa triterpeniod.

4.5.2 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLT Preparatif

Kromatografi lapis tipis preparatif merupakan suatu metode pemisahan
senyawa dalam jumlah besar (Townshend, 1995). Teknik pemisahan dengan KLT
preparatif hampir sama dengan KLT analitik hanya saja berbeda pada jumlah

ekstrak yang ditotolkan pada plat dan ukuran plat KLT yang digunakan. Plat yang
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digunakan pada KLT preparatif adalah plat KLT silika gel Ggo F254 dengan ukuran
yang lebih besar yaitu 10 x 20 cm. Ekstrak n-heksana ditotolkan sepanjang plat
pada jarak 1 cm dari batas bawah. Ekstrak yang ditotolkan dielusi dengan
menggunakan eluen terbaik hasil pemisahan pada KLT analitik yaitu n-heksana :
etil asetat dengan perbandingan (8 : 2).

Sebanyak 30 mL eluen dijenuhkan dalam chamber KLTP selama = 1 jam.
Tepi bagian bawah yang telah ditotoli ekstrak dicelupkan dalam eluen kurang
lebih 0,5 — 1 cm. Tinggi eluen dalam chamber tidak boleh mengenai plat yang
telah ditotoli ekstrak (Gandjar dan Rohman, 2007). Proses elusi dihentikan ketika
elusi sudah mencapai batas atas yakni 1 cm dari tepi plat. Hasil pemisahan dengan

KLTP diperoleh 11 noda sebagaimana Gambar 4.6 dan Tabel 4.5.

Steroid

Gambar 4.6 Hasil KLTP ekstrak n-heksana dengan eluen n-heksana : etil asetat
(8:2)
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Tabel 4.5 Hasil KLTP ekstrak n-heksana dengan eluen n-heksana : etil asetat
(8:2)
Noda Warna dibawah sinar Dugaan senyawa
UV 366 nm
Ungu -
Merah muda -
Ungu -
Ungu -
Ungu -
Merah -
Coklat -
Ungu -
Merah muda -
Ungu -
Hijau Steroid

ol
RPBowovouorwnr

Berdasarkan Tabel 4.5 senyawa steroid diduga terdapat pada noda
kesebelas. Noda yang diduga senyawa steroid selanjutnya dikerok dan dilarutkan
dalam pelarut n-heksana untuk memisahkan silika gel. Isolat yang diperoleh
selanjutnya ditampung dalam gelas vial, kemudian dilanjutkan dengan pemisahan
menggunakan KLT dua dimensi dan diidentifikasi menggunakan UV-Vis dan

FTIR.

4.5.3 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KL T Dua Dimensi

Pemisahan senyawa steroid ketiga dilakukan dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis dua dimensi. Plat yang digunakan dalam KLT dua
dimensi yaitu plat silika gel Ggo F2s4 berukuran 10 x 10 cm. Isolat hasil KLTP
ditotolkan pada plat berjarak 1 cm dari batas bawah. Sampel dielusi dengan fase

gerak pertama sehingga senyawa terpisah pada satu jalur saja. Plat diangkat,
dikeringkan dan diamati noda dengan sinar UV 366. Plat diputar 90 °C dan dielusi

dengan fase gerak kedua, noda yang dihasilkan pada saat elusi pertama diletakkan

dibagian bawah. Noda diamati kembali pada lampu UV 366.
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Pada KLT dua dimensi digunakan 2 eluen yang berbeda kepolarannya.
Dua eluen yang berbeda kepolaran tersebut digunakan secara berurutan sehingga
dapat memisahkan analit yang mempunyai tingkat polaritas yang berbeda
(Gandjar dan Rohman, 2007). Sinulingga (2011) telah melakukan penelitian KLT
dua dimensi senyawa steroid/ triterpenoid pada akar tanaman ekor naga
(Rhaphidophora pinnata Schoot) dengan eluen pertama yaitu n-heksana : etil
asetat (8 : 2) dan eluen kedua yaitu benzena : etil asetat (6 : 4). Mengacu pada
penelitian tersebut, maka penelitian ini juga digunakan eluen yang sama. Hasil

KLT dua dimensi ditunjukkan pada Gambar 4.7 dan Tabel 4.6.

(a) (b)
Gambar 4.7 Hasil KLT dua dimensi (a) Eluen n-heksana : etil asetat (8 : 2)
(b) Eluen benzena : etil asetat (6 : 4)
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Tabel 4.6 Hasil KLT dua dimensi isolat steroid dengan eluen pertama yaitu
n-heksana : etil asetat (8 : 2) dan eluen kedua yaitu benzena : etil asetat

(6:4)
Eluen pertama Eluen kedua
Jumlah noda  Warna Rf Jumlah noda Warna Rf
5 Hijau 0,36 5 Hijau 0,33
Biru 0,50 Hijau 0,52

Hasil pemisahan isolat steroid dengan KLT dua dimensi menunjukkan
bahwa pada elusi pertama menghasilkan dua noda yang berwarna hijau dan biru
dengan nilai Rf 0,36 dan 0,50. Elusi kedua juga menghasilkan dua noda berwarna
hijau dengan Rf 0,33 dan 0,52. Spot berubah warna dari warna biru menjadi
warna hijau setelah disemprot reagen Lieberman-Burchard. Hal tersebut
menunjukkan bahwa Reagen Lieberman-Burchard berfungsi untuk menambah
kepekaan deteksi dan menghasilkan perubahan warna yang ada kaitannya dengan

struktur senyawa steroid (Markham, 1988).

4.6 ldentifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR
4.6.1 Identifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer UV-Vis

Data yang diperoleh dari spektra UV-Vis tidak menunjukkan adanya
serapan maksimum dari suatu cincin aromatik, dimana serapan pada cincin
aromatik biasanya muncul pada A 270 — 300 nm (Dian, 2011). Serapan maksimum
pada A 249 dan 255 nm menunjukkan adanya gugus kromofor yang khas untuk
sistem ikatan rangkap dari cincin alifatik. Berdasarkan data UV-Vis, maka
senyawa hasil isolasi tersebut berasal dari golongan non aromatik yaitu terpenoid
atau steroid yang memiliki ikatan rangkap pada cincin alifatiknya. Hasil serapan
UV-Vis yang dihasilkan dari isolat KLT preparatif eluen n-heksana : etil asetat

(8 : 2) ditunjukkan pada gambar 4.8.
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Gambar 4.8 Hasil serapan UV-Vis isolat KLTP eluen n-heksana : etil asetat

(8:2)

Menurut Roman dan Gandjar (2007) menyatakan jenis transisi pada
panjang gelombang 200 — 700 nm yang sesuai adalah transisi dari n - = dan
n—m . Adanya serapan maksimum pada panjang gelombang 249 nm dan 255 nm
diduga diakibatkan oleh adanya transisi elektron dari =1 — =n* yang disebabkan

oleh adanya suatu kromofor C=C.

4.6.2 ldentifikasi Senyawa Steroid dengan Spektrofotometer FTIR

Prinsip kerja dari FTIR vyaitu interaksi senyawa dengan radiasi
elektromagnetik berdasarkan vibrasi atom terhadap molekul pada bilangan
gelombang 4000-400 nm™. Pelet yang digunakan yaitu pelet KBr. KBr digunakan
sebagai pelarut karena memiliki ikatan ionik serta tidak teramati pada FTIR. Hasil
FTIR isolat steroid ditunjukkan dalam Gambar 4.9 dan interpretasinya disajikan

pada Tabel 4.7.
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Gambar 4.9 Hasil spektra FTIR

Tabel 4.7 Interpretasi hasil spektra FTIR

Bilangan Range pustaka ra : Intensitas
gelombang (cm™) (Socrates,1994 ) el e referensi
Rentang O-H dari
3435,517 3550-3230 ikatan hidrogen m-s
intermolekuler
2922,723 dan Rentang —-CH
2852,808 SFt alifatik (|
Rentangan ekso
1733,596 1780-1730 siklik C=C m
1646,890 1690-1620 Rentangan C=C m
1462,826 1480-1440 Bengkokan —CH, w
1074,094 1125-1000 Rentang C-O s-W
alkohol sekunder
669,037 995 — 650 Bengkokan =C-H w

siklik

Ket: s = strong, m = medium, w = weak

Hasil spektra FTIR isolat 11 menunjukkan adanya rentang O-H dari ikatan
hidrogen intermolekuler dengan intensitas sedang pada bilangan gelombang
3435,517 cm™. Adanya gugus OH ini didukung dengan munculnya serapan lemah
pada bilangan gelombang 1074,094 cm™ dari rentangan C-O alkohol sekunder
(Socrates, 1994). Keberadaan rentang —CH alifatik ditunjukkan dengan adanya
serapan pada bilangan gelombang 2922,723 cm™ dan 2852,808 cm™. Adanya
rentangan —CH Sp*® alifatik ini, maka dimungkinkan adanya gugus metil (CHs)

dan metilena (CH;) (Socrates, 1994). Dugaan ini diperkuat oleh adanya serapan
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pada panjang gelombang 1462,826 cm™ yang menunjukkan adanya bengkokan
—CH, dan serapan pada bilangan gelombang 1733,596 cm™ dan 1646,890 cm™
menunjukkan adanya rentang C=C. Adanya vibrasi C-H tekuk pada spektra
inframerah mengindikasikan adanya gugus dimetil yang lazim ditemukan pada
senyawa terpenoid dan steroid (Astuti, dkk., 2014). Serapan ini diperkuat oleh
adanya gugus tekukan =C-H siklik pada panjang gelombang 669,037 cm™ dengan
intensitas lemah. Pita serapan ini dimungkinkan bahwa isolat merupakan senyawa

siklik (senyawa steroid).

4.7 Pemanfaatan Rumput Bambu dalam Perspektif Islam

Allah SWT menciptakan berbagai jenis tumbuhan, mulai dari tumbuhan
tingkat tinggi sampai tingkat rendah dan semua yang diciptakanNya memiliki
banyak manfaat bagi kelangsungan hidup manusia. Sebagaimana yang telah

dijelaskan pada ayat al Quran dalam surat Lugman (31); 10,

€ 2 P A A AP AN :"//E/”: L =% A (A
D13 8 e G E55 355 2es 0l Gois Lon YT G B0 605 P ko o LT Gl
- z oo BRSSO CUE AP S S 3

“ Dia menciptakan langit dan bumi tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakan 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 (31); 10).
Dari ayat tersebut, Qarni (2007) menafsirkan bahwa Allah SWT
menciptakan langit dan meninggikannya dari bumi tanpa tiang, seperti yang
dilihat oleh manusia, lalu menciptakan gunung-gunung agar bumi seimbang tidak

mudah terguncang. Allah SWT menurunkan air hujan dari awan yang rasanya

tawar untuk menyuburkan tanah. Ash Shiddieqy (2000) menafsirkan bahwa dari
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tanah yang subur itulah tumbuh beraneka tumbuhan yang memiliki banyak
manfaat. Tanaman yang mudah menyesuaikan diri pada kondisi ini adalah rumput
pakan ternak, salah satunya adalah rumput bambu.

Berbagai jenis tumbuhan yang diciptakan Allah SWT semuanya untuk
kemaslahatan manusia. Sebagaimana Firman Allah SWT dalam surat Abasa (80);

27 - 32,

“Lalu Kami tumbuhkan biji-bijian di bumi itu (27), Anggur dan sayur-sayuran
(28), zaitun dan kurma (29), kebun-kebun (yang) lebat (30), dan buah-buahan
serta rumput-rumputan (31), (semua itu) untuk kesenanganmu dan untuk hewan-
hewan ternakmu(32)” (Qs. Abasa (80); 27 - 32).

Jazairi (2009) menafsirkan kalimat Wa Faakihatan Wa Abban sebagai
segala bentuk buah-buahan dan rumput-rumputan yang dimakan binatang,
sementara Muhammad (2010) menafsirkan rumput tersebut sebagai rumput yang
dimakan binatang ternak dan Qarni (2007) menafsirkan Abbaa sebagai rumput
pakan ternak yang indah warnanya dan menyenangkan bagi setiap orang yang
melihatanya, seperti halnya rumput hijau yang segar. Rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn) yang menjadi objek kajian dalam penelitian ini
merupakan tumbuhan hijau segar, perdu, dan merupakan rumput pakan ternak.

Ayat Mataa’al lakum wa li an’aamikum menurut ash Shiddieqy (2000)
dalam Tafsir Al Quranul Majid An-Nuur adalah kebesaran kekuasaan Allah SWT
yang telah menumbuhkan rumput-rumputan supaya manusia dapat menikmati
keindahan dan manfaatNya. Dari tafsir tersebut menjelaskan bahwa manusia

diperintahkan Allah SWT untuk memanfaatkan rumput-rumputan, salah satunya
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sebagai bahan obat alami. Maka dalam penelitian ini mencoba untuk mengetahui
dan mengkaji kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam daun rumput bambu (L. gracile B.), untuk mencari potensi pemanfaatannya
sebagai sumber antioksidan alami.

Firman Allah SWT dalam Qs. al Furgon (25); 2,
Gy AT S8 K5 105 sk 2T oWy a2 AL A (ol

P PR

P R AP U
@lﬁ@;ojwiwdb

“Yang kepunyaanNya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak mempunyai
anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan (Nya), dan Dia telah
menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan
serapi-rapinya” (Qs. al Furgon (25); 2).

Berdasarkan ayat tersebut dapat diketahui bahwa segala sesuatu yang
diciptakan Allah memiliki kapasitas/ ukuran masing-masing begitu pula dengan
aktivitas yang dihasilnya dari ekstrak daun rumput bambu. Hasil penelitian ini

menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana akar rumput bambu memiliki % aktivitas

antioksidan dengan nilai 47,58 % pada konsentrasi 400 ppm.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Aktivitas antioksidan ekstrak n-heksana akar rumput bambu (Lophatherum
gracile Brongn) terhadap DPPH sebesar 47,58 % pada konsentrasi 400 ppm.

2. Eluen terbaik untuk pemisahan senyawa steroid dalam ekstrak n-heksana akar
tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) dengan menggunakan
KLT yaitu n-heksana : etil asetat (8 : 2), identifikasi menggunakan UV-Vis dan
FTIR isolat 11 yang diduga senyawa steroid memiliki panjang gelombang
maksimum 249 dan 255 nm, dengan serapan-serapan spesifik senyawa steroid
seperti regangan asimetri OH pada bilangan gelombang 3435 cm™ dan rentang

—CH alifatik pada 2922 cm™ dan 2852 cm™.

1.2 Saran

1. Perlu dilakukan ekstraksi dengan menggunakan pelarut dan metode lain
misalnya menggunakan metode ekstraksi sokhlet.

2. Perlu dilakukan pemisahan senyawa aktif dengan metode kromatografi kolom
untuk mendapatkan fraksi dan isolat yang spesifik dan identifikasi dengan

menggunakan C dan H-NMR dan GC-MS.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Preparasi

\ 4

Ekstraksi maserasi
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Uji fitomikia
senyawa steroid
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Lampiran 2. Skema Kerja

L.2.1 Preparasi Sampel

Sampel

- diambil akar rumput bambu

- dicuci, dikering anginkan

- dihaluskan sampai serbuk

- diayak dengan ayakan 90 mesh

v

Hasil

L.2.2 Ekstraksi Senyawa Steroid

Sampel

- ditimbang 60 g

- direndam dengan 400 mL pelarut n-
heksana selama 24 jam dan dishaker
kecepatan 150 rpm selama 3 jam

- disaring, dikeringkan dan ampasnya
direndam kembali dengan pelarut n-
heksana 300 mL sampai filtratnya
bening

v - disaring dan filtratnya digabung

| !

Ekstrak seluruhnya Ampas

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator vacuum
A 4

Ekstrak pekat n-heksana
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L.2.3 Uji Antioksidan dengan DPPH

» Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM

- diambil sebanyak 1,5 mL

- ditambah etanol 4,5 mL

- didiamkan selama +10 menit
- dimasukkan ke dalam kuvet
- diamati Amaks

\ 4
Hasil

» Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak

- dibuat larutan ekstrak 800 ppm sebanyak 4,5 mL

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

- diinkubasi pada suhu 37 °C

- dimasukkan campuran ke dalam kuvet

- diukur absorbansi pada Amaks

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

A 4

Hasil

» Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Konsentrasi 10, 25, 50, 100, 200,
400 dan 800 ppm
a. Absorbansi Kontrol

DPPH 0,2 mM

- diambil sebanyak 1,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambahkan pelarut etanol sebanyak 4,5 mL

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu
kestabilan

- dipindahkan ke dalam kuvet

ik diukur absorbansinya pada Amaks

Hasil
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b. Absorbansi Sampel Variasi Konsentrasi

Ekstrak kasar steroid

- dilarutkan ke dalam etanol dengan konsentrasi 10,
25, 50, 100, 200, 400 dan 800 ppm

- diambil masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL

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

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu
kestabilan

- dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansi
pada Amaks

\ 4
Hasil

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

L.2.4 Uji Fitokimia Senyawa Steroid dengan Reagen Pereaksi

1 mg ekstrak sampel

- dimasukkan dalam tabung reaksi
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform
ditambah dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat
ditambah dengan 1 — 2 mL H,SO,4 pekat melalui dinding
tabung

warna hijau kebiruan

L.2.5 Pemisahan Senyawa Steroid dengan KLT
1. KLT Analitik

10 mg ekstrak steroid

- dilarutkan dalam n-heksana 1 mL

- ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat silika gel Fys4
yang telah diaktivasi 1 x 10 cm dengan pipa kapiler

- dikeringakan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak

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

V- diamati hasil nodanya

Hasil
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2. KLT Preparatif

200 mg ekstrak steroid

- dilarutkan dalam n-heksana 1 mL

- ditotolkan sepanjang plat pada jarak 1 cm dari tepi bawah dan 1
cm dari garis tepi plat dengan pipa kapiler

- dikeringkan

- dielusi dengan eluen yang memberikan pemisahan terbaik pada
KLT Analitik

- dihentikan elusi ketika larutan pengembang sampai pada garis
batas

- dikeringkan dan diamati noda yang terbentuk dibawah sinar UV

- dikerok noda yang diduga merupakan senyawa golongan steroid

- dilarutkan dalam pelarut n-heksana

- disentrifugasi untuk mengendapkan silikanya

- dipisahkan silika dari supernatannya dan diuapkan pelarutnya

Hasil

3. KLT Dua Dimensi

Isolat KLTP

- diambil sedikit dan dilarutkan dalam n-heksana

- ditotolkan pada plat silika gel ukuran 10 x 10

- dielusi menggunakan fase gerak terbaik pada KLTP

- dikeluarkan plat dari bejana dan dikeringkan

- dielusi kembali dengan arah yang berbeda 90° menggunakan
eluen benzena : etil asetat (60 : 40)

- disemprot dengan Liebermann-burchard dan dipanaskan pada
suhu 110 °C

- diamati warna yang terbentuk

Hasil
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L.2.6 Analisis Spektroskopi

1. Spektrofotometer UV-Vis

Isolat KLTP

- diambil sedikit dan dilarutkan dalam n-heksana

- dimasukkan ke dalam kuvet hingga sepertiganya

- dianalisis pada rentang panjang gelombang 200 - 800 nm, data
disimpan

- diamati dan dicatat panjang gelombang serta absorbansi pada
puncak yang terbentuk

Hasil

2. Spektroskopi inframerah

Isolat KLTP

- digerus isolat dan dicampur dengan KBr menggunakan mortar
batu agata

- dipress selama 10 menit

- dianalisis dengan spektrofotomrter FTIR A 4000-400 cm™

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan, Pembuatan Reagen dan Larutan

L.3.1 Pembuatan Reagen Lieberman-Burchard

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

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

(Wagner, dkk., 2001).

L.3.2 Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 50 mL etanol
Mr DPPH = 394,33 g/mol
Mol DPPH = 50 mL x 0,2 mM = 50 mL x-2:2M
1000
= 0,01 mmol

Mg DPPH = 0,01 mmol x Mr DPPH

= 0,01 mmol x 394,33 g/mol =3,9433 mg
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L.3.3 Perhitungan Konsentrasi Larutan Ekstrak Untuk Antioksidan

a

. Pembuatan Larutan Stok 800 ppm Ekstrak Akar Rumput Bambu

40 mg
0,05L

Jadi, larutan stok 800 ppm dibuat dengan melarutkan 40 mg ekstrak ke

800 ppm ekstrak kasar atau pembanding =

=800 ppm

dalam 50 mL n-heksana.
Pembuatan Larutan Ekstrak 25 ppm

vy = 2 MLX25ppM - 15605 mL_
800 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 25 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 0,15625 mL.

Pembuatan Larutan Ekstrak 50 ppm

v, =2 ML XS0 ppm  _ 3105 mL
800 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 50 ppm diperlukan larutan

stok 800 ppm sebanyak 0,3125 mL.

. Pembuatan Larutan Ekstrak 100 ppm

5 mL x 100 ppm

Vi= 800 ppm

= 0,625 mL

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 100 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 0,625 mL.

Pembuatan Larutan Ekstrak 200 ppm

5 mL x 200 ppm
800 ppm

1= =1,25mL
Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 200 ppm diperlukan larutan

stok 800 ppm sebanyak 1,25 mL.
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f. Pembuatan Larutan Ekstrak 400 ppm

Vy = 5 mL x 400 ppm — 25mL
800 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 400 ppm diperlukan larutan

stok 800 ppm sebanyak 2,5 mL.

g. Pembuatan Larutan Ekstrak 800 ppm

Vi = 5 mL x800 ppm = 5y
800 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan ekstrak 800 ppm diperlukan larutan

stok 800 ppm sebanyak 5 mL.
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Lampiran 4. Data Perhitungan Randemen

Randemen = berat ekstrak . 10 oy

berat sampel

= 9397 % 100 %

)

=0,511%
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Lampiran 5. Uji Aktivitas Antioksidan

L.5.1 Penentuan Waktu Kestabilan Antioksidan Sampel dan Pembanding
Inkubasi 37 °C

Wakt(uml<eensitt§1bllan Ekstrak n-heksana Vitamin C
5 0,60 0,012
10 0,60 0,01
15 0,58 0,012
20 0,54 0,013
25 0,77 0,01
30 0,54 0,01
35 0,49 0,01
40 0,52 0,01
45 0,49 0,01
50 0,48 0,01
55 0,47 0,011
60 0,47 0,011
65 0,47 0,011
70 0,45 0,11
75 0,45 0,01
80 0,45 0,01
85 0,45 0,01
90 0,45 0,01
95 0,45 0,01
100 0,44 0,01
105 0,43 0,011
110 0,43 0,011
115 0,43 0,011
120 0,42 0,011

L.5.2 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan

» Ekstrak n-heksana

Konsentrasi A A A A A %
(ppm) Kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | Rata-rata | Antioksidan
10 0,6523 | 0,6371 | 0,6363 | 0,6349 | 0,6361 2,48
25 0,6501 | 0,6200 | 0,6195 | 0,6209 | 0,6201 4,61
50 0,6642 | 0,5936 | 0,5929 | 0,5943 | 0,5936 10,63
100 0,6478 | 0,5288 | 0,5300 | 0,5302 | 0,5297 18,23
200 0,6491 | 0,4914 | 0,4912 | 0,4896 | 0,4907 24,40
400 0,6486 | 0,3394 | 0,3396 | 0,3410 | 0,3400 47,58
800 0,6486 | 0,3928 | 0,3865 | 0,3928 | 0,3907 39,76
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> Vitamin C

Konsentrasi A A A A A %
(ppm) Kontrol | Pertama | Kedua | Ketiga | Rata-rata | Antioksidan
10 0,6589 | 0,0315 | 0,0287 | 0,0298 | 0,0300 95,45
25 0,6569 | 0,0145 | 0,0141 | 0,0138 | 0,0141 97,85
50 0,6597 | 0,0143 | 0,0140 | 0,0139 | 0,0141 97,86
100 0,6569 | 0,0156 | 0,0155 | 0,0156 | 0,0156 97,62
200 0,6558 | 0,0138 | 0,0138 | 0,0138 | 0,0138 97,89
400 0,6599 | 0,0142 | 0,0133|0,0129 | 0,0135 97,95
800 0,6551 | 0,0180 | 0,0189 | 0,0187 | 0,0185 97,18
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Lampiran 6. Perhitungan Nilai Rf (Retardation Factor) Hasil KLT Ekstrak
Akar Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

— jarak yang ditempu h noda
Harga Rf jarak yang ditempu h eluen

L.6.1 Nilai Rf KLTA Ekstrak N-heksana
e Eluen 1 — kloroform : metanol (3: 7)

anodal—””” =0,84 cm

Rfnoda 2 =22 = 0,9 cm

e Eluen 5 — n-heksana : etil asetat (8 : 2)

Rfnodal = 158;;” =0,22 cm

Rf noda 2 =4§Cj;” = 0,56 cm

Rf noda 3 =25 = 0,69 cm

8¢

Rfnoda 4 =2 = (0,74 cm

8 cm

anoda5—65"” =0,81cm

8¢

Rf noda 6 = %2 = (0,86 cm

8 cm

Rfnoda 7 = 75;;” =0,94 cm

L.6.2 Nilai Rf KLT 2 dimensi

e Eluen1l — n-heksana : etil asetat (8 : 2)

Rfnodal= zégcj;" =0,36 cm

Rfnoda 2 = ;ZZ =0,5¢cm

e Eluen 2 — benzena : etil asetat (6 : 4)

Rfnodal= 2% =(0,33 cm

8 cm

Rfnoda 2 = 21¢m = (0,52 cm

8 cm
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

L.7.1 Preparasi Sampel

/ /:
Sampel basah

L.7.2 Ekstraksi Maserasi

Perendaman sampel Proses shaker  Penyaringan Pemekatan sampel

Uji aktivitas antioksidan Uji aktivitas antioksidan
ekstrak sebelum inkubasi ekstrak setelah inkubasi
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Uji aktivitas antioksidan vitamin C

L.7.4 KLT Analitik, KLT Preparatif dan KLT Dua Dimensi

KLT Analitik KLT Preparatif KLT 2 dimensi eluen 1

KLT 2 dimensi eluen 2
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Tanggal Analisa : 30 Juni 2015

Advanced Reads Report

Report time 6/30/2015 1:12:09 PM

Method

Batch name D:\Khumairoh A\Absorbansi Ekstrak Steroid
(30-06-2015) .BAB

Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) 515.0
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.1090) 515.0
Analysis
Collection time 6/30/2015 1:12:09 PM
Sample F Mean SD %RSD Readings
Kontrol 0.6532

o

.6532
0.6523 0.0015 0) 823 0.6506

10 ppm 0.6371
0.6363
0.6361 0.0011 0.18 0.6349

Kontrol 0.6500
0.6502
0.6501 0.0001 0.02 0.6500

25 ppm 0.6200
0.6195
0.6201 0.0007 0.11 0.6209

Kontrol 0.6664
0.6638
0.6642 0.0021 0.31 0.6624

50 ppm 0.5936
0.5929
0.5936 0.0007 0.12 0.5943

Kontrol 0.6476
0.6480
0.6478 0.0002 0.03 0.6479

100 ppm 0.5288
0.5300
0.5297 0.0007 0.14 0.5302

Kontrol 0.6486
0.6489
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200 ppm

Kontrol

400 ppm

Kontrol

800 ppm

Results Flags Legend

R = Repeat reading

. 6491

.4907

. 6486

.3400

.6486

.3907

.0006

.0010

.0003

.0009

.0003

.0036
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.09

.20

.04

.26

.04

.92

. 6497

.4914
.4912
.4896

. 6487
. 6483
. 6488

.3394
.3396
.3410

. 6484
.6486
.6489

.3928
.3865
.3928



Tanggal Analisa : 22 Juni 2015

Advanced Reads Report

Report time 6/22/2015 12:46:52 PM

Method

Batch name D:\Asasu I\Absorbansi Vitamin C (22-06-2015) .BAB
Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) 515.0
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.0993) 515.0
Analysis
Collection time 6/22/2015 12:46:52 PM
Sample F Mean SD %RSD Readings
Kontrol 0.6609
0.6576
0.6589 0.0017 0.26 0.6582
10 ppm 0.0315
0.0287

0.0300 0.0014 4.59 0.0298

Kontrol 0.6573
0.6568

0.6569 0.0005 0.07 0.6564

25 ppm 0.0145
0.0141

0.0141 0.0004 2.48 0.0138

o

.6586
.6597
0.6597 0.0010 0.16 0.6607

Kontrol

o

50 ppm 0.0143
0.0140
0.0141 0.0002 1.37 0.0139

Kontrol 0.6571
.6569
0.6569 0.0002 0.04 0.6566

o

o

.0156
.0155
0.0156 0.0000 0.32 0.0156

100 ppm

o

Kontrol 0.6553
.6560
0.6558 0.0004 0.06 0.6560

o
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200 ppm

Kontrol

400 ppm

Kontrol

800 ppm

Results Flags Legend

R = Repeat reading

.0138

.6599

.0135

. 6551

.0185

.0000

.0002

.0006

.0006

.0005

89

.22

.03

.77

.10

.47

.0138
.0138
.0138

.6598
.6601
.6598

.0142
.0133
.0129

.6544
.6553
.6557

.0180
.0189
.0185
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