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ABSTRAK

Rizgiyah, A. H. 2014. Uji Sitotoksik Ekstrak Akar Rumput Bambu
(Lophaterum gracile B) Dengan Variasi Pelarut Melalui Metode
BSLT dan Identifikasi Golongan Senyawa Aktifnya. Skripsi.
Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing 1. Elok
Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing Agama: Dr. H. Munirul Abidin,
M. Ag; Konsultan: Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt

Kata Kunci: Akar rumput bambu (Lophaterum gracile B), sitotoksik, Artemia
salina Leach, uji reagen, KLTA

Rumput bambu (Lophatherum gracile B) merupakan tanaman gulma yang
diduga memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder steroid, sehingga
berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai tanaman obat herbal. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui tingkat sitotoksik ekstrak kasar akar rumput bambu
(Lophatherum gracile B.) terhadap larva udang Artemia salina Leach dengan nilai
LCso dan kandungan golongan senyawa ekstrak akar rumput bambu yang
mempunyai tingkat sitotoksik yang tertinggi. Sehingga penelitian ini dapat
meningkatkan nilai guna dari tanaman gulma.

Metode perolehan ekstrak kasar yang digunakan adalah ekstraksi maserasi
bertingkat dengan pelarut n-heksana, kloroform, dan etanol 80%. Ketiga ekstrak
diuji bioaktivitasnya menggunakan uji sitotoksik dengan metode BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test) terhadap hewan uji larva udang Artemia salina Leach.
Tingkat sitotoksik ditunjukkan dengan nilai LCsy yang diperoleh dari analisis
probit. Ketiga ekstrak kasar dilanjutkan dengan uji golongan senyawa
menggunakan uji fitokimia dengan reagen. Golongan yang positif dalam uji
fitokimia dipisahkan menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT), dengan variasi
pelarut n-heksana:etil asetat (4,5:0,5), n-heksana:etil asetat (7:3), n-heksana:etil
asetat (8:2), n-heksana:etil asetat (6:4) dan n-heksana:aseton (7:3).

Nilai LCso ekstrak n-heksana, kloroform, dan etanol 80% berturut-turut
adalah 81,61 ppm, 57,31 ppm, dan 88,42 ppm, dari ketiga ekstrak tersebut yang
memiliki tingkat sitotoksik tertinggi adalah ekstrak kloroform. Berdasarkan uji
fitokimia dan KLT menunjukkan golongan senyawa yang terkandung dalam
ekstrak kloroform adalah steroid dengan eluen terbaik n-heksana:aseton (7:3)
menghasilkan 7 noda dengan nilai Rf 0,30; 0,45; 0,50; 0,67; 0,72; 0,8; dan 0,96
yang menghasilkan warna noda ungu.



ABSTRACT

Rizgiyah, A.H. 2014. Cytotoxic Test of Bamboo Grass Roots Extract
(Lophaterum gracile B) with Variation of Solvent using BSLT
Method and identification of its active Compound. Thesis.
Department of Chemistry Faculty of science and technology State
Islamic University of Malang Maulana Malik lbrahim. adviser 1:
Elok Kamilah Hayati, M.Si; religion adviser: Dr. H. Munirul Abidin,
M. Ag; consultant: Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt

Keywords: Bamboo grass roots (Lophaterum gracile B), cytotoxic, Artemia
salina Leach, KLTA

Bamboo grass (Lophatherum gracile B) is a weed plant which can live in
Indonesia and has known as plant pest with no benefits. This research is aimed to
find out the level of cytotocity of rough bamboo grass roots (Lophatherum gracile
b.) extract using LCso value of shrimp Artemia salina Leach larvae and to identify
the active compound of the extract that has highest level of cytotoxicity.

Maceration extraction with variation of solvent (n-hexane, chloroform, and
ethanol 80%) was used to obtain the rough extract. The bioactivity of obtained
extracts against Artemia salina L. larvae was carried out using BSLT method.
Cytotoxic levels was determined by LC50 value which was obtained from probit
analysis. Identification of active compound in extracts was performed by using
some reagent. Identified compound were separated using thin-layer
chromatography (TLC) with variation of eluent (n-hexane: ethyl acetate (0.5: 4.5),
n-hexane: ethyl acetate (7: 3), n-hexane: ethyl acetate (8: 2), n-hexane: ethyl
acetate (6: 4) and n-hexane: acetone (7: 3))

The highest LC50 values was rendered by chloroform extract. LC50
values of n-hexane, chloroform, and 80% ethanol extracts of the sample were
81,61 ppm, 57,31 ppm, and 88,42 ppm, respectively. The active compound in
chloroform extract that was identified by reagent and TCL is classified as steroid.
Separation using TLC with eluent n-hexane: acetone (7: 3) as the best eluent
showed 7 stains with Rf 0.30; 0.45; 0.50; 0.67; 0.72; 0,8 and 0,96. The color of
the stains is purple.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Alam dengan segala isinya ini adalah ciptaan Allah SWT. Semua yang
diciptakan di muka bumi ini merupakan tanda-tanda kebesaran dan keagungan
Allah SWT, agar makhluk ciptaan-Nya senantiasa tunduk dan patuh kepada-Nya.
Sesungguhnya Allah tidak akan menciptakan sesuatu tanpa makna dan arti. Akan
tetapi, Allah menciptakan setiap sesuatu dengan hikmah-hikmah tertentu.
Sebagaimana yang terkandung dalam hadits berikut (diriwayatkan oleh Ahmad,
Ibnu Majah, dan Al-Hakim):

ea badleasdale (adale las A1 O3 ) 210 O30 Al
“Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan sebuah penyakit melainkan
menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang bisa
mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa mengetahuinya.”
(HR. Ahmad, Ibnu Majah, dan Al-Hakim) (Fattah, 2010).

Dalam hadist yang diriwayatkan oleh Ahmad, Ibnu Majah, dan Al-Hakim
tersebut menunjukkan bahwa betapa adilnya Allah yang telah memberikan suatu
penyakit beserta obat penawarnya dan penyakit tersebut akan sembuh dengan
seizin Allah. Ungkapan hadist ini memberikan penguatan manusia agar
mengambil pelajaran bahwa sesungguhnya Allah SWT telah menciptakan
berbagai macam tumbuh-tumbuhan agar manusia berfikir dan mengkaji objek
alam natural disekitarnya dan mampu menemukan keajaiban Allah SWT, sebagai

upaya untuk menemukan obat-obatan yang berasal dari tanaman, salah satunya



adalah rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) yang diambil manfaatnya
sebagai obat antikanker. Sehingga ilmu pengetahuan dapat mengantarkan manusia
agar senantiasa tunduk dan patuh kepada-Nya.

Rumput-rumputan dan tumbuhan inilah yang dipandang sangat penting
karena sangat erat kaitannya dengan kesehatan secara umum. Efektivitas rumput-
rumputan dan tumbuhan alami tersebut dikarenakan adanya kumpulan komposisi
yang terdapat pada sel-selnya, seperti pada bagian akar-akar tumbuhan. Akan
tetapi, dalam pengobatan tidak mungkin dihasilkan dari satu komposisi dari
komposisi tunggal saja. Untuk itu, perlu dilakukan penelitian lebih banyak dari
berbagai jenis tumbuhan (Mahmud, 2007).

Salah satu jenis rumput-rumputan yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan
pengobatan adalah rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn). Di masyarakat
luas khususnya di pulau Jawa, tanaman ini 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.
Akan tetapi, akar rumput bambu ini memiliki sifat dan khasiat tersendiri yang
dapat dimanfaatkan sebagai bahan pengobatan dan pencegahan penyakit-penyakit
yang mengerikan, seperti antikanker. Hal ini karena pada bagian akar rumput
bambu merupakan bagian tubuh 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.



Rumput bambu merupakan rumput menahun, tinggi 40-100 cm, tumbuh
liar di tempat rindang yang tidak terlalu kering atau basah dari 200-1.500 m dpl.
Batang kecil, panjang, berongga, berambut, warna kuning 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.

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

Rumput bambu jenis lain seperti Pogonatherum Crinitum merupakan
obat herbal tradisional yang telah lama digunakan dalam mengobati penyakit.
Hasil penelitian menunjukkan ekstrak metanol seluruh bagian tanaman ini
menghasilkan sembilan macam flavonoid. Menurut analisis dengan menggunakan
HPLC memberikan informasi bahawa ekstrak metanol Pogonatherum Crinitum
mengandung 0,07% (b/b) senyawa 6-C-B-boivinopyranoside, 0,04 (b/b) senyawa
6-trans-(2”-O-a-rhamnopyranosyl) ethenyl-5,7,3’,4’-tetrahydroxylflavone, 0,78%
(b/b) senyawa luteolin, dan 0,06% (b/b) (Wang, 2008).

Hasil skrining fitokimia beberapa rumput-rumputan yang satu famili
tanaman poaceae dengan rumput bambu seperti rumput Jeriwit (Paspalaum
conjugatum), Bura-bura (Panicum repens), Banta (Leersia hexandra), dan Keibar

(Biophytum petersianum) menunjukkan adanya senyawa metabolit sekunder



sepeti alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, steroid dan
glikosida yang terkandung di dalamnya (Darwati, 2011).

Indonesia memiliki banyak tanaman yang dikenal berkhasiat sebagai obat
tradisional. Dari berbagai tanaman itu, perlu dilakukan uji khasiat terhadap bahan
aktifnya. Metode BSLT dengan menggunakan larva udang Artemia salina L.
sebagai hewan uji merupakan salah satu metode yang banyak digunakan untuk
pencarian senyawa antikanker baru yang berasal dari tanaman. Hasil uji sitotoksik
dengan metode ini telah terbukti memiliki korelasi dengan daya sitotoksis
senyawa antikanker. Metode uji potensi hayati BSLT memiliki beberapa
keunggulan diantaranya waktu pelaksanaan cepat, biaya relatif murah, cukup
akurat, sederhana, tidak memerlukan teknik aseptis, tidak memerlukan peralatan
khusus, dan hanya membutuhkan sedikit sampel uji (Meyer et al. 1982).

Penelitian Rahmawati, dkk (2010) menunjukkan bahwa tingkat toksisitas
destilat minyak atsiri dari akar tanaman Akar Wangi (Vetiveria zizanoides) famili
poaceae dengan pelarut petroleum eter yang diperoleh dari daerah garut (A) dan
gunung Kidul (B) terhadap Artemia salina L. memiliki nilai LCsy berturut-turut
sebesar 96,82 ppm dan 128,23 ppm.

Salah satu upaya untuk mengoptimalkan pemanfatan bahan metabolit
sekunder dari rumput bambu ini dilakukan penelitian lebih mendalam sebagai
obat antikanker dengan variasi pelarut pada proses ekstraksi. Ekstraksi dengan
pelarut yang berbeda umumnya dapat mengekstrak jenis golongan yang berbeda
pula. Pelarut dipilih berdasarkan tingkat kepolaran dengan tujuan diperoleh

pelarut terbaik untuk mengekstrak senyawa metabolit sekunder yang memiliki



aktifitas paling tinggi. Sehingga pelarut yang digunakan dalam penelitian ini
adalah n-heksana (non polar), kloroform (semi polar) dan etanol 80% (polar).

Metode pemisahan pertama dalam penelitian ini menggunakan ekstraksi
maserasi, dimana keuntungan 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 (Harbone, 1996).

Pengujian fitokimia senyawa metabolit sekunder dilakukan dengan uji
KLT analitik pada masing-masing ekstrak n-heksana, kloroform dan etanol 80%.
Uji fitokimia ini merupakan uji kualitatif kandungan golongan senyawa aktif
pada ekstrak tanaman, sehingga dapat diketahui senyawa yang terkandung
didalamnya. (Halimah,2010).

Uji sitotoksik merupakan metode skrining awal dengan BSLT untuk
memprediksikan keberadaan senyawa sitotoksik yang diduga berkhasiat sebagai
obat anti tumor dan anti kanker. Uji lain seperti uji toksisitas dapat pula dilakukan
untuk memprediksikan senyawa aktif, akan tetapi dalam uji ini cenderung
digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa aktif secara umum, seperti
antimikroba, antidiabetes, antibakteri, antitumor, dan lain-lain.

Uji mortalitas sifat sitotoksik suatu senyawa aktif pada ekstrak sampel
dilakukan dengan Lethal concentration 50% (LCsp). LCso adalah suatu nilai yang
menunjukkan zat toksik yang dapat mengakibatkan kematian organisme sampai
50%. Nilai kematian 50% per hari (LCso dalam unit waktu) ditentukan dengan

menggunakan persamaan regresi antar log konsentrasi dan mortalitas (%). Suatu



zat dikatakan aktif sebagai senyawa antikanker (sitotoksik) bila nilai LCso < 1000
ppm (Meyer, et al., 1982).

Kandungan senyawa aktif dan bioaktivitasnya juga dipengaruhi oleh
jenis tanaman. Tiap bagian tumbuhan mempunyai senyawa aktif yang berbeda,
bahkan preparasi sampel pun mempengaruhi kandungan senyawa yang terbentuk
yang juga akan mempengaruhi bioaktivitasnya.

Golongan senyawa kimia dalam tanaman yang berkaitan dengan aktivitas
antikanker maupun antioksidan antara lain adalah golongan alkaloid, terpenoid,
polifenol, flavonoid, dan senyawa resin, sehingga penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui adanya senyawa metabolit sekunder dan aktifitasnya pada akar
rumput bambu. Pemisahan senyawa aktif dalam akar rumput bambu dilakukan
dengan metode ekstraksi maserasi menggunakan pelarut yang memiliki perbedaan
kepolaran yaitu n-heksan, kloroform, dan etanol 80 %. Hasil ekstrak dari masing-
masing pelarut kemudian dilakukan pengujian senyawa aktif terhadap larva udang
Artemia salina L. dengan metode BSLT. Untuk ekstrak yang memiliki tingkat
sitotoksik paling tinggi (nilai LCso paling rendah), selanjutnya akan dilakukan
pengujian kandungan senyawa aktif metabolit sekunder yang terdapat di dalam
akar rumput bambu dengan uji reagen dan KLT analitik dengan menggunakan
eluen-eluen. Hasil penelitian ini diharapkan akan diketahui ekstrak dan golongan
senyawa yang memiliki potensi sitotoksik paling tinggi dari ekstrak akar rumput
bambu untuk dilakukan pengujian lebih lanjut. Sehingga dapat meningkatkan nilai

guna akar rumput bambu.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah:
1. Berapakah tingkat sitotoksik ekstrak akar rumput bambu terhadap tingkat
mortalitas larva udang Artemia salina L. berdasarkan variasi pelarut?
2. Golongan senyawa metabolit sekunder apakah yang terdapat pada akar
rumput bambu yang memiliki tingkat sitotoksik paling tinggi terhadap larva

udang Artemia salina L. berdasarkan variasi pelarut?

1.3 Tujuan
1. Untuk mengetahui tingkat sitotoksik ekstrak akar rumput bambu terhadap
mortalitas larva udang Artemia salina L. berdasarkan variasi pelarut.
2. Untuk mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder apakah yang
terdapat pada akar rumput bambu yang memiliki tingkat sitotoksik paling

tinggi terhadap larva udang Artemia salina L. berdasarkan variasi pelarut.

1.4 Batasan Masalah
Adapun batasan masalah dalam penelitian ini yaitu:
1. Sampel yang digunakan adalah akar rumput bambu yang diperoleh dari
kota Pasuruan.
2. Maserasi dilakukan dengan ekstraksi akar rumput bambu menggunakan

variasi pelarut n-heksan, kloroform dan etanol 80 %.



3. Uji sitotoksik senyawa metabolit sekunder dilakukan terhadap larva udang
Artemia salina L. dengan metode BSLT. Tingkat sitotoksik ditentukan
dengan nilai LCs.

4. Uji kandungan senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan uji

reagen dan kromatografi lapis tipis (KLT) analitik.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat mengenai pemanfaatan akar rumput bambu terhadap kesehatan
dengan dosis tertentu, sekaligus memberikan informasi tentang tingkat sitotoksik
sediaan herbal akar rumput bambu terhadap larva udang Artemia salina L.
Sehingga dapat dimanfaatkan di bidang farmakologi dan dapat digunakan sebagai
rujukan pada penelitian tahap selanjutnya, serta dapat meningkatkan nilai guna

rumput bambu.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Tanaman dalam Perspektif Islam

Keunggulan manusia dan kemampunnya dibidang medis terus berlangsung
secara berkesinambungan dalam rangka meringankan beban penyakit dan
pengobatannya, sehingga lahirlah para ahli pengobatan di masyarakat sekitarnya.
Yang demikian ini manusia telah mampu berfikir dan mengkaji objek alam
natural disekitarnya dan mampu menemukan keajaiban ciptaan Allah, sebagai
upaya menemukan makanan dan obat-obatan serta pakaian yang digunakan

mereka. Seperti dalam firman Allah SWT berikut (QS. Lugman: 20)
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“Tidakkah kamu perhatikan Sesungguhnya Allah Telah menundukkan untuk
(kepentingan)mu apa yang di langit dan apa yang di bumi dan menyempurnakan
untukmu nikmat-Nya lahir dan batin. dan di antara manusia ada yang membantah
tentang (keesaan) Allah tanpa ilmu pengetahuan atau petunjuk dan tanpa Kitab
yang memberi penerangan’ (QS. Lugman [20]: 20).

Berdasarkan firman Allah dalam surat Lugman ayat 20 tersebut, dapat
diketahui bahwa sesungguhnya Allah SWT telah mengingatkan makhluk-Nya

kepada semua apa yang ada dapat dijadikan sebagai nikmat oleh mereka di dunia

dan di akhirat. Untuk itu Dia menundukkan untuk mereka semua apa yang ada di



10

langit dan apa yang ada di bumi, sebagaimana Dia menurunkan hujan dari langit
yang airnya untuk manusia, hewan, dan pengairan untuk berbagai macam
tumbuhan vyang dapat dimanfaatkan kegunaanya, dan Allah SWT telah
menyempurnakan nikmat-Nya kepada manusia, baik yang tampak maupun yang
tidak tampak.

Sesungguhnya Allah telah menciptakan makhluk-Nya di bumi ini yang
meliputi penduduk seluruh dunia baik manusia, hewan maupun tumbuhan.
Tumbuhan yang memiliki banyak manfaat telah diciptakan Allah SWT cukup
banyak agar manusia dapat berfikir ke-Esaan Allah sebagai penguasa dan pencipta

alam semesta, sebagaimna firman Allah dalam berikut (QS. asy Syu’araa: 7)

0o -
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“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (QS. asy
Syu’araa: 7).

Berdasarkan ayat tersebut kata ~ X antara lain digunakan untuk
menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya.
Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang bermanfaat. Manfaat tumbuhan salah
satunya digunakan sebagai tanaman obat. Sesungguhnya manusia berpotensi
untuk mengetahui rahasia alam raya ini dengan memikirkan, mengkajinya dan
melakukan penelitian ilmiah, sehingga dapat mengantarkan manusia untuk
memanfaatkan tumbuhan di alam ini yang telah ditundukkan oleh Allah (Shibab,

2002).



11

Seruan kepada manusia agar berfikir tentang penciptaan apa yang ada di
bumi dengan berbagai macam manfaatnya, selalu mengharapkan kepada Allah
dengan pujian, doa dan ibtihal semacam ini. Maka sesudah ia melihat bukti-bukti
yang menunjukkan kepada keindahan hikmah, ia pun luas pengetahuannya
tentang alam semesta yang menghubungkan antara manusia dengan Tuhannya.

Sebagaimana dalam firman Allah berikut (Q.S Ali ‘Imran ayat 190-191)

- o0 4. e & < e ) g 2 2 i % "
N 5N =¥ el ST el Ty 23315 ol il gl 3 )
ey

d'\"édb—‘:’-“*’) V.@.:).o- J.C) \J)M)La_ddjd );..\; ;ﬁ,:,\“ 7@
) /L:JTu\v\_c wgwwa_,l,\_m SaE LS u,a,wju/,_m i

N2

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam
dan siang, terdapat tandatanda bagi orang-orang yang berakal. (Yaitu) orang-
orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan
berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata), ‘ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-Sia, Maha

Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka” (Q.S Ali ‘Imran [3]:190-
191).

Firman Allah dalam surat Ali ‘Imran ayat 190-191 tersebut menjelaskan
bahwa Allah mewajibkan kepada umat-Nya (manusia) untuk mempergunakan
akal pikirannya untuk memikirkan tentang kejadian langit dan bumi serta rahasia-
rahasianya dan manfaat-manfaat yang terkandung di dalamnya yang menunjukkan
pada ilmu yang sempurna. Sebagaimana kata N Y (Ulul albab) adalah
orang-orang yang mau menggunakan pikirannya, mengambil faedah darinya,

hidayah darinya, dan menggambarkan keagungan Allah dan mengingat Allah

(bedzikir) dalam setiap keadaan (Shihab, 2002). Sehingga kita sebagai manusia
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dianjurkan untuk selalu memikirkan tentang kejadian di langit dan bumi, dalam
hal ini memalui pengadaan penelitian, sehingga kita dapat mengetahui kekuasaan
Allah SWT.

Penelitian dan eksperimen modern telah membuktikan proses pengobatan
alternatif dengan menggunakan nabati dan rumput-rumputan. llmuwan Eropa
berkesimpulan bahwa nabati dan rumput-rumputan mengandung materi yang
efektif sebagai hikmah, karunia, kekuasaaan dan ketentuan Allah. Mereka
menemukan bahwa obat-obat alternatif besar pengaruhnya yang sangat ampuh
terhadap sebagian besar kebutuhan tubuh, baik dalam kondisi sehat maupun sakit.
Karena itu, diakhir penelitian mereka menyatakan bahwa pengobatan dengan
menggunakan tumbuhan dan rumput-rumputan yang baik setidaknya memiliki
empat manfaat dan orientasi yaitu, pengobatan kekebalan tubuh, pengobatan
penyembuhan, pengobatan keseimbangan dan pengobatan pendukung (Mahmud,
2007).

Umumnya makhluk-makhluk Allah yang tidak berakal diberikan inspirasi
untuk kemaslahatan dirinya, maka manusia sebagai makhluk berakal tentu saja
lebih dari itu (Mahmud, 2007). Kenyataan ini menjadi argumentasi kuat bagi
medis dan pengobatan, tidak lain semata-mata karena inspirasi dan petunjuk dari

pencipta alam beserta isinya.

2.2 Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)
Rumput Bambu merupakan rumput menahun yang memiliki tinggi 0,5

sampai 1,2 m, bertangkai banyak dengan rimpang pendek bercabang-cabang,
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berakar serabut yang tumbuh menjadi umbi-umbi. Tumbuhan ini berada pada
ketinggian 1500 m diatas permukaan laut ditempat 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).

Gambar 2.1 Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

Klasifikasi tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) adalah

sebagai berikut:

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Sub Kelas : Commelilidae

Bangsa . Cyperales

Suku : Poaceae

Marga : Lopatherum

Jenis : Lophatherum gracile Brongn

Tanaman Rumput Bambu ini, 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


http://www.plantamor.com/index.php?plantsearch=Paederia
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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 penyebuhan penyakit tertentu, seperti anti-inflamasi maupun

antikanker (Kusumawati, 2003).

2.3 Kandungan Kimia Rumput Bambu (Lophatherum gracile Brongn)

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

Menurut analisis dengan menggunakan HPLC memberikan informasi
bahawa ekstrak metanol Rumput Bambu jenis Pogonatherum Crinitum
mengandung senyawa flavonoid, diantaranya yaitu 0,07% (b/b) senyawa 6-C-f-
boivinopyranoside, 0,04 (b/b) senyawa 6-trans-(2”’-O-a-rhamnopyranosyl)ethenyl-
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).

Pada penelitian farmakologi China menyatakan bahwa ekstrak daun
Lophatherum gracile Brongn mengandung senyawa aktif flavonoid dan tritepena
yang dapat dimanfaatkan sebagai antipiretik, diuretik, antibakteri, anti-tumor dan

efek hiperglikemia (Jing, 2009).
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Hasil penelitaian eksplorasi keanekaragaman dan kandungan kimia
tumbuhan 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 (Kusumawati, 2003).

Beberapa kandungan senyawa metabolit sekunder yang bersifat racun bagi
hewan uji dari tanaman satu famili dengan poaceae diantanya adalah saponin,
tanin, kuinon, steroid dan triterpenoid yang terkandung dalam ekstrak daun Sereh
Wangi (Nadlirah, 2013). Selain itu, senyawa metabolit sekunder juga ditunjukkan
pada hasil periksaan fitokimia pada rumput Banta yang mengandung senyawa
golongan alkaloid, saponin, tanin, steroid dan glikosida ini sama banyaknya.
Kemudian pada rumput Bura-bura dan Jeriwit senyawa yang paling banyak adalah
tanin. Sedangkan dalam rumput Keibar selain tanin juga terdapat fenolik,
flavonoid, triterpenoid dan glikosida yang sama banyaknya (Darwati, 2011).
Menurut (Ruwaida, 2010) kandungan senyawa rumput Mutiara adalah alkaloid,
fenolik, terpenoid, ursolic acid (golongan triterpenoid. Senyawa-senyawa tersebut

sebagian besar di daerah Cina telah banyak digunakan sebagai obat antikanker .

2.4 Larva Udang Artemia salina Leach
Menurut Mudjiman (1983), udang renik asin (brine shrimp) atau Artemia

merupakan udang-udang tingkat rendah yang hidup sebagai zooplankton yang
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hidup di perairan-perairan yang berkadar garam tinggi (salina), baik yang dekat

pantai maupun jauh di pedalaman laut. Artemia salina L. diklasifikasikan sebagai

berikut.

Filum : Arthropoda

Kelas : Crustacea

Subklas : Branchipoda

Ordo : Anostraca

Famili . Artemiidae

Genus . Artemia

Species . Artemia salina Leach.

Gambar 2.2 Larva udang Artemia salina Leach (Mudjiman, 1983)

Artemia salina L. ditemukan hampir pada seluruh tempat di permukaan
perairan di bumi yang memiliki kisaran salinitas 10-20 g/L, hal inilah yang dapat
menyebabkannya mudah dibiakkan. Telur Artemia salina L. terlihat seperti
partikel-partikel kecil berwarna coklat dengan diameter kira-kira 0,20 mm. Telur-
telur tersebut memiliki resistensi yang tinggi terhadap kondisi ekstrim dan dapat
disimpan dalam waktu yang lama, jika telur-telur tersebut berada dalam keadaan
bebas air (Mudjiman, 1983),

Penetasan telur dapat dilakukan dalam wadah bening seperti gelas kimia
atau stoples yang diberi bahan plastik, negatif film, atau kaca dengan

menggunakan media air laut (brine = saline), wadah penetasan dibagi menjadi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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dua bagian, yaitu bagian terang dan bagian gelap oleh suatu sekat berlubang.
Bagian gelap digunakan untuk meletakkan telur yang akan ditetaskan. Sekat
berlubang menjadi jalan untuk larva udang telah lahir untuk bergerak secara
alamiah ke arah terang. Selama penetasan, tempat penetaan diberi penerangan
dengan cahaya lampu pijar/neon 40-60 watt agar suhu penetasan 25 'C-30 'C tetap

terjaga (Harmita, 2006).

2.5 Uji Sitotoksik dengan Metode BSLT

Sitotoksik adalah obat yang membunuh ataupun merusakan sel-sel
pengganda. Sitotoksik dipakai sebagai obat kanker serta sebagai penekan
kekebalan. Senyawa sitotoksik sendiri merupakan senyawa yang dapat bersifat
toksik maupun sebagai obat untuk menghambat dan menghentikan pertumbuhan
sel kanker dan sel tumor yang ada di dalam tubuh (Zuhud, 2011).

Uji toksisitas dilakukan untuk mendapatkan data persen kematian. Data
yang diperoleh pada uji toksisistas dapat berupa data kuantitatif yang dinyatakan
dengan LDsp atau LCsp, yaitu data kuantitatif yang diperoleh berupa morfologi
efek toksik senyawa uji. Harga LDsg atau senyawa harus dilaporkan sesuai dengan
lamanya hewan uji diamati, bilamana lama pengamatan dilakukan selama 24 jam
(Loomis, 1978).

BSLT dilakukan dengan dua tahap. Tahap pertama adalah penetasan telur
Artemia salina L. dalam air laut atau air laut buatan (kadar garam laut 3,8 %) dan
tahap kedua adalah membuat suatu Kisaran dosis senyawa atau ekstrak untuk

diberikan pada hewan uji Artemia salina L. yang telah berumur dua hari, karena
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pada umur dua hari larva berada pada keadaan dimana dinding selnya masih
dalam kondisi lunak sehingga dengan konsentrasi yang kecil menimbulkan efek
yang diinginkan (Loomis, 1978).

Beberapa hal penting yang perlu diperhatikan dalam uji sitotoksik adalah
dilakukannya proses aerasi selam 48 jam untuk memberikan oksigen bagi
kelangsungan hidup Artemia salina L. Artemia salina L. yang digunakan sebagai
hewan uji adalah yang telah beumur 48 jam, karena pada keadaan ini Artemia
salina L. berada pada fase naupli yakni fase yang paling aktif membelah secara
mitosis yang identik dengan sel kanker yang juga membelah secara mitosis
(Panjaitan, 2011). Pada pengujian sitotoksik, Artemia salina L. perlu diberikan
tambahan makan berupa larutan ragi roti untuk kelangsungan hidup hewan uji ini
karena setelah menetas larva telah mempunyai mulut, saluran pencernaan dan
dubur. Penggunaan ragi roti sebagai makanan ini karena Artemia salina L. hanya
dapat menelan makanan yang berukuran kecil (kurang dari 50 mikron). Apabila
makanan lebih besar dari ukuran tersebut, makanan tidak akan tertelan oleh hewan
uji karena Artemia salina L. mengambil makanan dengan jalan menelannya bulat-
bulat (Mudjiman, 1983).

Apabila pada uji sitotoksik ekstrak tidak dapat larut dengan air larut, maka
ditambahkan pelarut dimetil sulfoksida (DMSO). DMSO merupakan cairan tak
bewarna, memiliki rumus kimia (CHs),SO, titik lebur 18,5 °C, titik didih 189 °C
dan konstanta dielektrikum 46,68. DMSO termasuk surfaktan yang dapat
mekarutkan senyawa polar maupun nonpolar. Penggunaan DMSO sebagai zat

yang melarutkan ekstrak dalam air laut yang tidak lebih dari batas ambang (50uL
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dalam 5 mL larutan media) tidak bersifat toksik terhadap Artemia salina L.
(Bulbul dkk, 2011).

Penggolongan sitotoksik atas dasar jumlah besarnya zat kimia yang
diperlukan untuk menimbulkan bahaya untuk harga LCsy dibedakan menjadi
(Meyer, dkk., 1982):

a. Sitotoksik (LCsp< 1000 pg/mL).
b. Tidak sitotoksik (LCso> 1000 pg/mL)

Uji toksisitas terhadap larva Artemia salina L. dapat dikaitkan sebagai
metode isolasi senyawa antikanker dari tumbuhan. Uji ini tidak spesifik untuk
antikanker, namun penelitian terdahulu menunjukkan signifikan terhadap
beberapa bahan, baik berupa ekstrak tanaman atas aksinya sebagai antikanker.
Keuntungan metode BSLT adalah peka, cepat, sederhana, dapat diulang-ulang
tanpa terjadi penyimpangan, hal ini memungkinkan penggunaan BSLT sebagai
suatu uji praskrining aktivitas biologi. Artemia salina L. sebelumnya digunakan
dalam bermacam-macam uji hayati, seperti: uji pestisida, polutan, mikotoksin,
anestesi, komponen seperti morfin dan kekarsinogen (Meyer, dkk.,1982).

Uji sitotoksik merupakan salah satu pengembangan metode yang
digunakan untuk memprediksikan keberadaan senyawa yang bersifat toksik pada
sel. Salah satu metode uji sitotoksik adalah Brine Shrimp Test (BST) yang dapat
digunakan untuk praskrining terhadap senyawa-senyawa yang diduga berkhasiat
sebagai antitumor atau antikanker. Nilai LCso rendah justru memiliki kemampuan
sitotoksik yang tinggi karena ekstrak yang digunakan untuk membunuh sel kanker

menjadi toksik jumlahnya sedikit.
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Metode BSLT ini digunakan dalam penelitian karena dapat digunakan
untuk mengetahui adanya efek sitotoksik dan untuk memperoleh hewan uji lebih
mudah, harganya murah, telurnya dapat bertahan beberapa tahun bila disimpan
ditempat yang kering, mengerjakannya lebih cepat dan sederhana. Disamping itu
metode ini telah diuji dan mempunyai korelasi lebih positif dengan metode yang
telah biasa digunakan untuk penampisan senyawa antikanker (Widiyati, 2006).

Aktivitas suatu zat aktif yang berpotensi sebagai senyawa antikanker
ditunjukkan pada hasil penelitian (Ruwaida, 2010) yang menyatakan bahwa hasil
isolasi dari rumput famili poaceae yakni Rumput Mutiara fraksi larut etil asetat
dari ekstrak klorofom yang dilakukan uji toksisitas terhadap Artemia salina L.
selama 24 jam menunjukkan nilai LCsy sebesar 55,78 ppm dan 47,76 ppm pada
konsentrasi sampel 75 ppm dan 50 ppm.

Aktivitas antibakteri paling baik ditunjukkan oleh minyak atsiri akar wangi
(Vetiveria zizanoides) dari famili poaceae yang memiliki nilai LCso < 1000 ppm.
Sampel akar wangi dari daerah Garut (A) dan dari daerah gunung Kidul
Yogyakarta (B) diperoleh nilai LCsodari hewan coba Artemia salina L. berturut-
turut yaitu 88,30 ppm dan 96,82 ppm (Rahmawati, 2009).

Menurut penelitian Bogoriani, dkk, (2007) uji sitotoksik ekstrak kental
metanol dari daun andong dapat dilakukan dengan melarutkannya dalam air dan
dipartisi dengan n-heksana, kloroform, dan n-butanol. Hasil uji sitotoksik dengan
menggunakan metode BSLT menunjukkan ektrak ini memiliki nilai LCsq < 1000
ppm yaitu 61,09 ppm, sehingga dapat dikatakan ekstrak daun andong memiliki

potensi sebagai antitumor.
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Hasil penelitian Diastuti (2009) menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi
kloroform, fraksi etil asetat, dan fraksi kloroform daun Rhizopora mucronata
memiliki tingkat toksisitas terhadap Artemia salina L. ditunjukkan dengan nilai
LCso < 1000 ppm. Nilai LCsy masing-masing ekstrak etanol, fraksi kloroform,
fraksi etil asetat, dan fraksi kloroform adalah 416,01 ppm, 290,92 ppm, 292,46
ppm, dan 339,97 ppm, sehingga keempat ektrak tersebut bersifat toksik terhadap

Artemia salina L.

2.6 Metode Pemisahan
2.6.1 Ekstraksi Senyawa Aktif
2.6.1.1 Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutannya terhadap dua cairan yang tidak saling larut. Prinsip ekstraksi adalah
melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non polar dalam
pelarut non polar (like disolve like). Faktor yang mempengaruhi proses ekstraksi
adalah persiapan bahan, pemilihan pelarut, dan metode ekstraksi yang meliputi
lama ekstraksi, suhu, lama pengadukan, proses penyaringan dan pemekatan. Hal
yang harus diperhatikan dalam pemilihan jenis pelarut adalah daya larut, titik
didih, sifat toksik, mudah tidaknya terbakar dan sifat korosif terhadap peralatan
ekstrasi (Khopkar, 2008).
2.6.1.2 Maserasi (Ekstrak Padat-Cair)

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
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dari metode ini adalah diperlukan waktu yang relatif lama dan membutuhkan
banyak pelarut (Harborne, 1996).

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dalam pelarut oraganik
yang digunakan dalam temperatur ruang. Penekanan utama dalam proses ekstraksi
maserasi adalah tersedianya waktu kontak yang cukup lama antara pelarut dan
jaringan yang diekstraksi. Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi bahan
alam karena dengan perendaman sampel, akan terjadi pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut
organik. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh
cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut
berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan di
dalam sel (Voight, 199).

Penelitian Rita, dkk. (2008) melakukan maserasi menggunakan pelarut
n-heksana, kloroform, dan etanol pada daging buah pare untuk mengindentifikasi
senyawa yang berpotensi sebagai antitumor. Serbuk daging buah Pare sebanyak
1000 g dan diekstraksi secara maserasi berturut-turut menggunakan pelarut
n-heksana 6 L, kloroform 4 L, dan etanol 4 L. Ekstrak pekat yang dihasilkan
sebanyak 4,46 g ekstrak n-heksana, 11,68 g ekstrak kloroform, dan 26,09 ¢
ekstrak etanol.

Halimah (2010) melakukan ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol,
kloroform, dan n-heksana. Ekstraksi dilakukan 3 kali pengulangan pada masing-

masing pelarut. Serbuk tanaman Anting-anting sebanyak 60 g diekstraksi dengan
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300 mL palarut etanol selama 24 jam dan dishaker selam 5 jam, kemudian
disaring dan ampas hasil 3 kali pengulangan tersebut diekstraksi meserasi kembali
dengan pelatut kloroform dan dilanjutkan dengan pelarut n-heksana. Rendemen
yang dihasilkan untuk pelarut etanol adalah 4,397 %, kloroform 0,876 %, dan
n-heksana 0,109 %.

2.6.2 ldentifikasi Senyawa Aktif 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 wuntuk melarut dalam cairan (kelarutan),
kecenderungan molekul untuk menguap (keatsirian), kecenderungan molekul
untuk melekat pada permukaan (adsorpsi, penjerapan).

Fase gerak merupakan medium angkut yang terdiri atas satu atau beberapa
pelarut. la bergerak didalam fase diam, yaitu suatu lapisan berpori karena ada
gaya kapiler yang digunakan hanyalah pelarut bertingkat mutu analitik dan bila
diperlukan, sistem pelarut multikomponen ini harus berupa suatu campuran
sesederhana mungkin yang terdiri atas maksimal tiga komponen. Pada
kromatografi jerat, jenis pelarut dapat dikelompokkan dalam deret eluotropik

berdasarkan efek elusinya. Seperti yang ditunjukkan pada Tabel 2.1 berikut:



Tabel 2.1 Deret eluotropik berdasarkan efek elusinya

24

NO Pelarut Td °C/750 | Tetapan dielektrik ¢ | Viskositas Cp
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 ! 6,02 0,455

9 Piridina LS il 123" 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 eludsidasi akan naik dengan naiknya tingkat kepolaran pelarut.

Misalnya, n-heksana non polar memiliki efek elusidasi lemah, kloroform cukup

kuat dan metanol yang polar memiliki efek elusidasi yang kuat. Tetapan dielekrik

membeikan informasi tentang tingkat kepolaran suatu senyawa. Laju rambat
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tergantung pada viskositas pelarut dan tentu saja pada stuktur lapisan (Stahl,
1985).

Fase diam dapat berupa serbuk halus yang berfungsi sebagai permukaan
penjerap (kromatografi cair-padat). Hampir segala macam serbuk dapat digunakan
sebagai penjerap pada KLT seperti penjerap yang paling umum dipakai yaitu
silika gel (asam silikat) gel Fys4, alumina (alumunium oksida), kiselgur (tanah
diatome) dan selulosa (Gritter, 1991).

Kromatografi lapis tipis dalam pelaksanaanya lebih mudah dan lebih
murah dibandingkan dengan kromatigrafi kolom, peralatan yang digunakan lebih
sederhana. Beberapa keuntungan lain dari KLT adalah (Rohman, 2007):

1. Kromatografi lapis tipis banyak digunakan dengan tujuan analisis.

2. ldentifikasi 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.

e

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

Lapisan tipis seperti pada plat silika gel F;s4 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,
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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).

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.
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 Rf (Rohman, 2007).

Identifikasi dari senyawa-senyawa Yyang terpisah dari lapisan tipis
menggunakan harga Rf. Harga Rf didefinisikan sebagai berikut (Sastrohamidjojo,
2007):

Jarak yang digerakkan senyawa dari titik asal
Harga Rf =

2.1)

Jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal =
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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).

2.7 Senyawa Kimia Metabolit Sekunder pada Tanaman

Uji fitokimia merupakan teknik isolasi dan kostitusi senyawa kimia pada
tumbuhan berdasarkan perbandingan stuktur senyawa kimianya. Tumbuhan
umumnya mengandung senyawa aktif dalam bentuk metabolit sekunder seperti
flavonoid, tanin, alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin, dan lain-lain. Senyawa
metabolit sekunder merupakan senyawa kimia tanaman dengan molekul kecil

yang jumlahnya paling banyak ditemui (Sirait, 2007).

2.7.1 Alkaloid

Alkaloid adalah golongan senyawa organik banyak ditemukan hampir di
seluruh tumbuh-tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom
nitrogen yang biasanya bersifat basa dan dalam sebagian besar atom nitrogen ini

merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Lenny, 2006).

N
H

Gambar 2.3 Struktur senyawa Alkaloid (Robinson, 1995)
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Kebanyakan alkaloid tidak larut dalam petroleum eter, untuk mengetahui
adanya alkaloid dengan menggunakan salah satu pereaksi pengendap alkaloid.
Pereaksi sering didasarkan pada kesanggupan alkaloid untuk bergabung dengan
logam yang memiliki berat atom tinggi seperti merkuri, bismut, tungsten, atau iod.
Pereaksi Mayer mengandung kalium iodida dan merkuri klorida. Pereaksi
Dragendorff mengandung bismut nitrat dan merkuri klorida dalam asam nitrit
berair (Sastrohamidjojo, 1996). Adapun contoh reaksi dugaan yang terjadi pada

uji fitokimia alkaloid adalah:

HgCl, + 2KI —/ Hgl, + 2KCl

Hgl, + 2KI —> K,[Hgl]

Kalium tetraiodomerkurat(II)

i J Kgbiong A LoV At y]
N + K, [Hel, v + K [Hel,]
2 “N .\?VJ&N/ \[ = -‘1-]
p-.
Kalium-Alkaloid
endapan

Gambar 2.4 Contoh perkiraan reaksi Alkaloid uji Meyer (Marliana, 2005)

Bi (NO;); + 3KI — Bil; + 3KNO,
coklat

Bil; + KI —= K [Bily]
Kalium tetraiodobismutat

+ ily] —= + 11
S N/ + N N" [BII-‘J
K oranye

Kalium-Alkaloid
endapan

Gambar 2.5 Contoh perkiraan reaksi Alkaloid uji Dragendroff (Marliana, 2005)
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Menurut Harborne (1987), sekitar 5.500 jenis alkaloid telah diketahui
dan merupakan golongan zat tumbuhan sekunder yang terbesar. Alkaloid sering
bersifat racun yang secara luas banyak digunakan dalam bidang pengobatan.
Alkaloid biasanya tanpa warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan
berbentuk kristal tetapi hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotina) pada
suhu kamar.

Runadi (2007) menyatakan bahwa pada herbal komfrey analisa
kandungan alkaloid dilakukan dengan sistem kromatigrafi lapis tipis hasil
ekstraksi cair-cair dengan menggunakan fase diam silika gel GFys4 dan fase gerak
kloroform:metanol (3:2) memberikan bercak newarna kuning dengan Rf sebesar
0,6 dimana pada bercak tersebut menunjukkan hasil yang positif alkaloid.

Meistiani (2001) menyatakan bahwa isolasi dan identifikasi senyawa
alkaloid dari akar kuning (Arcangelia flava (L) Merr) dilakukan ekstraksi dengan
beberapa pelarut tunggal, yaitu n-heksana, kloroform, aseton etil asetat, metanol
dan asm asetat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak alkaloid dari batang
akar kuning pada fase air diperoleh rendemen sekiatar 2,52%. Ekstrak alkaloid
yang diperoleh menghasilkan 7 fraksi. Fraksi 2 secara kualitatif mengandung
alkaloid yang tinggi.

Hasil identifikasi kualitatif kandungan kimia fraksi kloroform daun pepaya
(Carica papaya L.) yang berpotensi sebagai antikanker pada penelitian
(Sukardiman, 2006) adalah golonga alkaloid. Analisis dilakukan dengan KLT
dengan menggunakan fase diam silika gel 60 F,s, dan fase gerak campuran

kloroform:metanol (5:1) dihasilkan satu noda bewarna merah jingga yang
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memiliki Rf sebesar 0,4, noda 2 dan 3 memiliki noda warna coklat jingga dan
hijau dengan Rf sebesar 0,78 dan 0,95. Sedangkan menurut Susilaningsih (2007)
bahwa eluen terbaik untuk pemisahan alkaloid dari Rimpang Lengkuas Merah
adalah campuran kloroform:n-heksana (2:1) dan diperoleh 1 noda biru dengan Rf
0,75.

Widi (2007) menyatakan bahwa pada identifikasi senyawa alkaloid dalam
batang kayu kuning (Arcangelisia flava Merr) yang diekstrak dengan pelarut
kloroform dan metanol diperoleh bercak dengan Rf 0,78 pada pemisahan KLT
dengan eluen kloroform:metnol (1:4 v/v) dan fasa diam silica gel. Penyemprotan
dengan pereaksi dragendroff terhadap bercak tersebut memberikan orange. warna
merah bata dibawah UV 336. Artinya positif mengandung senyawa alkaloid.

Pelarut pengembang yang digunakan pada KLT untuk alkaloid pada
penelitian (Marlina, dkk, 2005) adalah etil asetat:metanol:air (100:16,5:13,5).
Setelah plat disemprot pereaksi Dragendorff timbul noda dengan Rf 0,9 berwarna
kuning muda pada pengamatan dengan sinar tampak dan berwarna hijau muda

pada UV 366 nm. Artinya terkandung alkaloid pada ekstrak etanol labu siam.

2.7.2 Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa yang terdiri dari C¢ — C3 — Cg . flavonoid
umumnya terdapat pada tumbuhan sebagai glikosida. Gugusan gula bersenyawa
pada satu cincin atau lebih hidroksil fenolik. Gugus hidroksil tersebut selalu
terdapat pada karbon no. 5 dan no. 7 pada cincin A. pada cincin B hidroksil atau
alkoksil terdapat pada karbon no.3 dan no. 4. Flavonoid terdapat pada seluruh

bagian tanaman, termasuk pada buah, tepung sari dan akar (Sirait, 2007).
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Kerangka karbon flavonoid terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzen
tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga-karbon. Pengelompokan
flavonoid dibedakan berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus
hidroksil yang tersebar menurut pola yang berlainan pada rantai C3, sesuai
struktur kimianya yang termasuk flavonoid yaitu flavonol, flavon, flavanon,

katekin, antosianidin dan kalkon (Robinson, 1995).

Gambar 2.6 Struktur inti senyawa Flavonoid (Robinson, 1995)

Penggolongan flavonoid dalam jaringan tumbuhan didasarkan pada sifat
kelarutannya dan reaksi warna. Mereka dapat diekstraksi dengan etanol 70% dan
tetap ada dalam lapisan air setelah ekstrak ini dikocok dengan eter minyak bumi..
Flavonoid berupa senyawa fenol, karena itu warnanya berubah bila ditambah basa
atau amonia, jadi mereka mudah dideteksi pada kromatogram. Flavonoid
mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi dan karena itu menunjukkan pita
serapan kuat pada daerah spektrum UV dan spektrum tampak. (Harborne, 1987).

Menurut Koirewoa, dkk (2013) menunjukkan bahwa uji fitokimia senyawa
flavonoid pada ekstrak beluntas dengan etanol 96% pa, ketika dipisahakan
menggunakan metode KLT dengan fase diam silika gel GF,s4 dan fase gerak
n-butanol:asam asetat:air (4:1:5) menghasilkan tiga macam noda dengan Rf pada

noda pertama sebesar 0,69. Noda kedua memiliki nilai Rf sebesar 0,78. Dan noda
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ketiga memiliki nilai Rf sebesar 0,89. Warna yang diberikan berturut-turut adalah
hujauh muda, merah muda dan hijau.

Penelitian (Suyoso, 2011) menyatakan identifikasi golongan flavonoid
ekstrak etanol tanaman anting-anting dengan eluen metanol:kloroform (1:39)
menunjukkan 8 noda setelah diuapi amoniak di bawah sinar UV 366 nm. Noda
yang menunjukkan adanya flavonoid adalah semua noda kecuali noda ke- 4. Noda
ke 1, 2, 7 dan 8 berwarna merah ungu dan noda ke-3, 5, dan 6 berwarna merah
muda dengan nilai Rf 0,03-0,79.

Milyasari (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan flavonoid
secara KLT dari ekstrak buah Belimbing Wuluh menggunakan eluen metanol-
kloroform (1:9) di bawah sinar UV 254 nm menunjukkan 1 noda berwarna
lembayung dengan nilai Rf 0,70 selah diuapi dengan amoniak.

Penelitian (Mardisadora, 2010) menunjukkan bahwa isolasi flavonoid
(Kuersetin) pada ekstrak metanol kulit kayu mahoni dengan KLT menggunakan
fase dian silika F,s4 dan fase gerak pelarut metanol dan disinari UV selama 3 kali
pengulangan sampel dihasilkan nilai Rf yang sama yaitu 0,8625 serta dihasilkan
senyawa flavonoid sebesar 16 mg/100gram sampel.

Sukadana (2009) ekstrak kental air buah belimbing manis diuji
kemurniannya secara kromatografi lapis tipis (KLT) pada berbagai fase gerak,
n-butanol:asam asetat:air (4:1:5), kloroform:metanol (2:8), n-butanol:kloroform
(1:1), metanol:asam asetat:air (3:1:5), dan n-heksana:kloroform:metanol (2:2:1).
Hasil uji kemurnian menunjukkan relatif murni secara KLT Kkarena tetap

memberikan noda tunggal.
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2.7.3 Triterpenoid

Triterpenoid adalah senyawa dengan kerangka karbon yang disusun dari 6
unit isoperna dan dibuat secara biosintesis dari skualen, suatu Cso hidrokarbon
asilik. Senyawa tersebut mempunyai stuktur siklik yang relatif kompleks,
kebanyakan merupakan sutau alkohol, aldehid atua asam karboksilat. Untuk
tesnya menggunakan pereaksi Libermann-Burchard yang akan membentuk warna
biru hijau untuk sebagian besar triterpen dan sterol (Sirait, 2007).

Senyawa ini paling umum ditemukan pada tumbuhan berbiji dan sebagai
glikosida. Triterpenoid alkohol monohidroksi dalam tumbuhan tidak bersamaan
dengan pigmen, sedangkan triterpenadiol berada bersama-sama dengan karotenoid

dan triterpenoid asam dengan flavonoid (Robinson, 1995).

Gambar 2.7 Contoh struktur senyawa Triterpenoid (Robinson, 1995)

Pereaksi Lieberman-Burchard secara umum digunakan untuk mendeteksi
triterpenoid menghasilkan warna violet (Harborne, 1987). Pada penelitian (Rita,
2010) uji fitokimia ekstrak n-heksanaa, kloroform rimpang temu putih (Curcuma
zedoaria (Berg.) Roscoe) dengan menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard

menunjukkan bahwa pada ekstrak n-heksana dan kloroform positif mengandung
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senyawa metabolit sekunder golongan triterpenoid. Adapun perkiraan reaksi

pembentukan triterpenoid adalah pada gambar 2.8.

AC,0[H]
E— .

-[OHAC] /i

[HI"
-[OHAC]

-[H

Adisi elektrofilik

Warna merah, cincin kecoklatan

Gambar 2.8 Contoh dugaan reaksi pembentukan Triterpenoid (Nasliyana, 2013)
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Semua tipe triterpenoid dapat dipastikan dengan prosedur yang sangat
mirip, biasanya dengan KLT atau KG. Untuk KLT selalu dilakukan pada lapisan
silika gel. Agrentatif KLT digunakan untuk memisahkan triterpenoid berdasarkan
jumlah ikatan rangkap terisolasi yang ada dalam molekul (Sirait, 2007). Semua
tipe triterpenoid dapat dipastikan dengan prosedur yang sangat mirip, biasanya
dengan KLT atau KG. Untuk KLT selalu dilakukan pada lapisan silika gel.
Agrentatif KLT digunakan untuk memisahkan triterpenoid berdasarkan jumlah
ikatan rangkap terisolasi yang ada dalam molekul (Sirait, 2007).

Santi (2009) menyatakan bahwa dalam penelusuran senyawa sitotoksik
pada kulit biji nyamplung (Calophyllum inophyllum L.) dapat dilakukan Isolasi
dengan maserasi pada kulit biji nyamplung dengan metanol yang disuspensikan ke
dalam campuran metanol:air (7:3). Fraksi terbaik dilakukan pemisahan KLT
dengan menggunakan berbagai fase gerak yaitu: kloroform:etilaseta (1:1),
kloroform:n-heksana (1:2), n-heksana:kloroform (3:7), etilasetat:n-heksana (7:3)
dan metanol:etilasetat (7:3) memberikan satu noda.

Gunawan dkk, (2008) menggunakan eluen kloroform:methanol (3:7)
dengan pereaksi LB untuk memisahkan senyawa triterpenoid dari ekstrak n-
heksana Meniran. Diperoleh 4 noda dengan Rf 0,725 bewarna kuning muda
menjadi merah muda setelah direaksikan dengan LB, Rf 0,58 bewarna kuning
menjadi ungu muda setelah direaksikan dengan LB.

Pada penelitian Halimah (2010) menyatakan bahwa untuk identifikasi
golongan teriterpenoid dalam ekstrak etanol dan n-heksana tanaman anting-anting

menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (2:8) dengan pereaksi penyemprot
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reagen Liebermann Burchard menunjukkan warna merah keunguan, coklat, merah
keunguan dan kecoklatan dengan nilai Rf berurutan 0,39; 0,79; 0,80; dan 0,87
pada ekstrak etanol. Sedangkan noda 2 dan 3 ekstrak n-heksana menunjukkan
warna merah keunguan dan kecoklatan dengan nilai berturut-turut adalah Rf 0,36
dan 0,82.

Sriwahyuni (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan triterpenoid
dari ekstrak diklorometan tanaman anting-anting menggunakan eluen benzena-
kloroform (3:7) setelah disemprot reagen Liebermann Burchard di bawah sinar
UV 366 nm menunjukkan 5 noda. Namun yang diasumsikan sebagai triterpenoid
adalah noda ke-1, 2, 4, dan 5 yang berwarna ungu tua, ungu muda, ungu dan
merah keunguan dengan nilai berturut-turut adalah Rf 0,16; 0,5; 0,7; dan 0,76.
Sedangkan untuk eluen n-heksana-etil asetat (1:1) menunjukkan 7 noda. Noda ke-
1, 2, dan 3 menunjukkan warna ungu tua, noda ke-4 berwarna ungu, noda ke- 5
dan 6 berwarna merah muda keunguan dan noda ke-7 berwarna merah tua
keunguan dengan nilai Rf 0,12 — 0,79.

Penelitian Reveny (2011), menunjukkan bahwa identifikasi triterpenoid
daun Sirih Merah menggunakan fase gerak n-heksana:etil asetat (8:2) diperoleh
harga Rf 0,41 dan 0,29 (ungu merah), dengan perbandingan (6:4) diperoleh harga
Rf 0,84 dan 0,76 (ungu merah) dengan perekasi Liebermann Burchard. Gunawan
(2003) memisahkan senyawa triterpenoid ari ekstrak kloroform daun Jati Belanda
menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (2:1) dengan pereaksi LB menghasilkan

12 noda bewarna merah ungu dibawah sinar UV.
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2.7.4 Steroid

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

cincin sikloheksana tersebut (Poedjiadi, 1994).

Gambar 2.9 Contoh struktur inti Steroid (Poedjiadi, 1994).

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

Reaksi warna yang digunakan untuk uji warna pada steroid adalah dengan

reaksi Lieberman-Burchard yang menghasilkan warna hijau biru. Reaksi warna
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yang lain pada steroid dilakukan dengan Brieskorn dan Briner (asam klorosulfonat
dan Sesolvan NK) menghasilkan warna coklat (Robinson, 1995).

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 adalah hijau kebiruan, hijau kebiruan, merah muda, hijau, merah
muda, ungu tengah biru kehijauan, orange, hijau kebiruan, dan hijau kebiruan
muda.

Panambunan (2013) menyatakan bahwa identifiksai golongan senyawa
steroid ekstrak diklorometana daun bunga matahari dapat dilakukan dengan
menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (4,5:0,5). Noda yang tampat setelah
disemprot dengan pereaksi LB dan dilakukan pengamatan di bawah sinar UV
pada A 366 nm adalah merah (Rf 0,052), biru muda (0,318) dan ungu (Rf 0,529).

Hasil penelitian (Reveny, 2011) skrining fitokimia daun sirih merah (Piper
betle Linn.) menghasilkan senyawa steroid pada pemisahan KLT setelah
disemprot pereaksi LB dengan menggunakan eluen n-heksana:etil asetat (8:2)
menghasilkan warna ungu merah dengan Rf 0,41 dan 0,29. Sedangka pada eluen
n-heksana:etil asetat (6:4) menghasilkan warna noda ungu merah yang

ditunjukkan pada Rf 0,84 dan 0,76 dibawah sinar UV pada A 366 nm.
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Identifikasi kandungan senyawa steroid pada ekstrak n-heksana Kkulit
batang G.parvifolia falciparum Miqg digunakan KLT dengan menggunakan fase
diam silika ge GF,s4 dan fase gerak n-heksana:aseton (7:3). Deteksi menggunakan
sinar ultraviolet 366 nm menghasilkan penampakan noda sebanyak 6 bercak yang
bewarna biru, ungu sampai coklat yang diduga merupakan senyawa steroid

(Syamsudin, 2010).

2.7.5 Saponin

Saponin termasuk dalam golongan senyawa terpenoid dan bagian dari
triterpenoid (diturunkan dari hidrokarbon C30) yang memiliki potensi sebagai
antimikroba, dapat digunakan sebagai bahan baku sintesis hormon steroid. Dua
jenis saponin yang dikenal yaitu glikosida triterpenoid alkohol dan glikosida
struktur steroid. Aglikonnya disebut sapogenin, diperoleh dengan hidrolisis dalam

asam atau menggunakan enzim (Robinson, 1995).

Gambar 2.10 Struktur inti senyawa Saponin (Robinson, 1995)

Pengujian adanya saponin dalam penelitian (Fitriyani, 2011) dapat
dilakukan pada ekstrak metanol daun sirih merah sebanyak 0.3g dalam tabung
reaksi, ditambah air suling 10mL, dikocok kuat-kuat selama 30 detik. Tes buih

mengandung saponin bila terjadi buih yang stabil selama lebih dari 30 menit
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dengan tinggi 3 cm di atas permukaan cairan. Hasil Uji buih menghasilkan buih
stabil yang menunjukkan adanya saponin dalam ekstrak daun sirihmerah.

Adapaun perkiraan reaksi saponin adalah:

> OO, _
' H,0O + I\C‘H / Vi
— [ - -
L | ™o ) CO.H bH
v S T
I 0 b, Ty
4 CH>0H =

1-Arabinopiriosil-3 f-asetil oleanolat Aglikon Glukosa

Gambar 2.11 Contoh reaksi hidrolisi saponin dalam air (Marliana, 2002).

Pemisahan saponin dari ekstrak kasar metanol pada penelitian (Jaya, 2010)
dapat dihasilkan dengan mengamati plat dibawah sinar UV pada panjang 366 nm.
Dari beberapa variasi konsentrasi menunjukkan bahwa pada eluen
klorofom:metanol:akuades dengan konsentrasi (20:60:4) merupakan eluen terbaik
untuk memisahkan saponin triterpenoid dengan hasil nilai Rf noda sebesar 0,75
pada KLT tanpa sinar UV, sedangkan pada penyinaran UV pada panjang
gelombang 256 nm dan 366 nm adalah 0,75 dan 0,812.

Penelitian Wonohadi dkk, (2006) menunjukkan bahwa hasil skrining
kandungan kimia secara KLT fraksi etanol ekstrak etanol daun Rimpang Putih
Giring menunjukkan adanya golongan saponin yang menggunakan campuran
kloroform:metanol:air (64:50:10) dengan penampak noda Lieberman Burchard
(110 °C, 5 — 10 menit) dan menghasilkan noda biru (Rf 0,17). (Suharto dkk, 2009)

mengisolasi senyawa saponin dari ekstrak methanol batang Pisang Ambon
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menggunakan eluen kloroform:metanol:air (13:7:2) yang disemprot dengan
pereaksi LB menghasilkan noda dengan Rf 0,275-0,375 bewarna hiaju pada
pengamatan dibawah sinar UV 254 nm dan 366 nm.

Rahayu dan Astitu (2009) mengisolasi saponin dari fraksi n-butanol Aloe
barbadensis Miller menggunakan eluen butanol:metanol:air (2:4:4) yang
disemprot dengan pereaksi LB menghasilkan warna ungu yang dideteksi dibawah
sinar UV. (Widriyanti dkk, 2005) mengidentifikasi senyawa saponin dari ekstrak
etanol daun sirih merah menggunakan eluen kloroform:metanol (95:5) dengan
penyenprot pereaksi LB mengahasilkan noda dengan Rf 0,65 (biru) dimana Rf

pembanding adalah 0,48, 9,61, dan 0,83 pada sinar UV 254 dan 366.

2.7.6 Tanin

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

(Robinson, 1995).

O OH
OH I 0 OH
OH

Gambar 2.12 Contoh struktur senyawa Tanin (Robinson,1995)
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Secara kimia terdapat dua jenis tannin yang tersebar tidak merata dalam
dunia tumbuhan vyaitu tannin terkondensasi (proantosianidin) dan tanin
terhidrolisis (Hydrolyzable tannin) (Harbone, 1987).
2.7.6.1 Tanin Terkondensasi

Tannin terkondensasi secara biosintesis dapat dianggap terbentuk dengan
cara kondensasi katekin tunggal (galokatekin) yang membentuk senyawa dimer
dan kemudian oligomer yang lebih tinggi. Proantosianidin merupakan nama lain
dari tanin terkondensasi karena jika direaksikan dengan asam panas, beberapa
ikatan karbon penghubung satuan terputus dan dibebaskanlah monomer
antosianidin (Harbone, 1987).

Proantosianidin dapat dideteksi langsung dalam jaringan tumbuhan hijau
dengan mencelupkan ke dalam HCI 2 M mendidih selama setengan jam. Bila
terbentuk warna merah yang dapat diekstraksi dengan amil atau butyl alcohol,
maka ini merupakan bukti adanya senyawa tersebut ((Harbone, 1987).
2.7.6.2 Tanin Terihidrolisis

Sifat kimia dari gallotanin adalah berwarna coklat jika terkena cahaya,
dengan albumin, tepung gelatin, alkaloid dan garam metalik memberikan endapan
yang tidak larut, sedangkan dengan FeCls memberikan warna biru kehitaman,
pada suhu 215 °C akan terdekomposisi menjadi pirogalol dan CO, (Tyler, 1947).

Adapun perkiraan reaksi tanin adalah:
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Gambar 2.13 Contoh pembentukan reaksi tanin dengan gelatin (Sangi, 2012).

Beberapa penelitian terdahulu menggunakan metode kromatografi kertas
untuk deteksi senyawa tanin. Menurut penelitian (Mustikasari dkk, 2010)
Identifikasi kandungan ekstrak metanol tanin pada biji kalangkala dapat dilakukan
dengan pendidihan air dan penambahan ferikloroda 1%. Hasil terbentukknya
warna hijau kebiruan menunjukkan positif mengandung senyawa tanin.

Mangunwardoyo (2009) menyatakan bahwa untuk identifikasi golongan
senyawa tanin dari herba meniran dapat dilakukan dengan menggunkan eluen n-
heksana:etil asetat (6:4) yang menghasilkan 11 noda, akan tetapi yang
menunjukkan positif adanya golongan tanin adalah noda ke- 6 yang berwarna
hijau kekuningan dengan nilai Rf sebesar 0,65 dengan pereaksi FeCls.

Fitriyani (2011) menggunakan campuran eluen kroloform-metanol-air
(7:3:0,4) dari ekstrak metanol daun Sirih Merah menghasilkan 1 noda berwarna
hitam dengan nilai Rf 0,5. (Yulia, 2006) menyatakan bahwa untuk identifikasi
golongan tanin dapat menggunakan camupuran eluen n-butanol-asam asetat-air
(2:0,5:1,1) dari dauh Teh Var. Assamica menunjukkan 8 noda yang berwarna
lembayung dengan nilai Rf 0.6190 — 0,6548.

Sriwahyuni (2010) menyatakan bahwa identifikasi golongan tanin dari

ekstrak etil asetat tanaman anting-anting menggunakan eluen butanol-asam asetat-
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air (14:1:5) menujukkan 2 noda di bawah sinar UV 366 nm yang berwarna ungu
(Rf 0,61) dan ungu kehitaman (Rf 0,8) setelah disemprot dengan FeCls.
Sedangkan untuk eluen asam asetat glasial-air-HCI pekat (30:10:3) menunjukkan
2 noda yang berwarna ungu kehitaman (Rf 0,4) dan ungu (Rf 0,489).

Menurut Widyowati, dkk, (2010) identifikasi tanin ekstrak metanol daun
Garcinia celebica L. dapat dilakukan dengan menggunakan fase gerak kloroform :
etil asetat:asam formiat (0,5:9,0:0,5) dan penampak noda FeCl3 diperoleh noda

berwarna hitam dengan nilai Rf 0,48 yang positif menunjukkan senyawa tannin.

2.8 Analisis Probit

Analisis probit merupakan analisis yang digunakan untuk menghitung nilai
LCso dari data uji toksik dari suatu senyawa dengan metode BSLT. LCsp
merupakan nilai respon objek yang diteliti oleh adanya stimulus dari hewan uji
dengan mengetahui respon berupa mortalitas/kematian. Efek toksik dianalisis dari

pengamatan dengan persen kematian melalui rumus berikut (Sangi, 2012).

Jumlah larva yang mati

% Larva =
% Jumlah larva uji

Dengan mengetahui kematian larva (hewan uji), kemudian dicari angka

probit melalui Tabel dan dibuat persamaan garis:

Dimana, Y= Log konsentrasi dan X= Angka probit. Dari persamaan tersebut

kemudian dihitung nilai LCso dengan memasukkan nilai probit (50% kematian).
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Minitab menyediakan beberapa pengolahan data untuk melakukan analisis
regresi, membuat ANOVA, alat-alat pengendalian statistika design eksperimen,
peramalan dengan analisis reabilitas, analisis multivariate serta menganalisis data
kualitatif menggunakan cross tabulation. Apabila dibandingkan dengan program
statistika lainnya, program minitab telah diakui sebagai program yang akurat
dengan akurasi taksiran statistika yang tinggi (95%). Keuntungan minitab adalah
dapat digunakan dalam pengolahan data statistik untuk tujuan sosial tau teknik

(Iriawan dan Astuti, 2006).



BAB Il1

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dengan judul “Uji Sitotoksik Akar Rumput Bambu
(Lophatherum gracile B.) dengan Variasi Pelarut Melalui Metode BSLT dan
Identifikasi Golongan Senyawa Aktifnya” dilakukan pada bulan Nopember 2013
sampai bulan Maret 2014 dan bertempat di Laboratorium Biokimia dan
Laboratorium Organik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat
3.2.1.1 Preparasi Sampel
Alat-alat yang digunakan proses preparasi sampel diantaranya blender,
gunting, dan ayakan 60 mesh.
3.2.1.2 Analisis Kadar Air
Alat-alat yang digunakan untuk analisis kadar air diantaranya adalah oven,
loyang, cawan penguap, desikator, neraca analitik, dan penjepit kayu.
3.2.1.3 Ekstraksi Senyawa Aktif dengan Maserasi
Alat-alat yang digunakan untuk ekstraksi senyawa aktif dengan maserasi

diantaranya neraca analitik, kaca arloji, erlenmeyer 500 mL, aluminium foil,
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shaker, gelas ukur 100 mL, beaker glass 100 mL, kertas saring, penyaring
buchner, rotary evaporator, erlenmeyer 500 mL, botol vial, dan desikator.
3.2.1.4 Uji Sitotoksik dengan BSLT

Alat-alat yang digunakan untuk uji sitotoksik dengan BSLT diantaranya
botol vial, spatula, tempat penetetasan larva udang, neraca analitik, beaker glass
50 mL, mikropipet ukuran 2-20 pL, pipet tetes, aerator, lampu dan labu ukur 10
mL.
3.2.1.5 Uji Fitokimia

Alat-alat yang digunakan uji fitokimia diantaranya tabung rekasi, bola
hisap, rak tabung reaksi, pipet tetes, penjepit kayu, vortex dan pipet ukur 5 mL.
3.2.1.6 Pemisahan Ekstrak Aktif dengan KLT

Alat-alat untuk pemisahan ekstrak aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis
Analitik (KLTA) menggunakan plat silika gel F2s4, bejana pengembang dan lampu

uv.

3.2.2 Bahan
3.2.2.1 Ekstraksi Senyawa Aktif dengan Maserasi
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah akar rumput bambu,
n-heksana p.a, kloroform p.a, dan etanol 80 %.
3.2.2.2 Uji Sitotoksik dengan BSLT

Bahan-bahan yang digunakan dalam uji sitotoksik dengan BSLT
diantaranya larva udang Larva udang Artemia Salina L., NaCL, larutan ragi roti,

dan aquades.
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3.3.2.3 Uji Fitokimia

Bahan-bahan yang diguankan untuk uji fitokimia diantaranya aquades,
larutan HCI 2 %, larutan metanol 50 %, logam Mg, larutan FeCls, larutan gelatin,
reagen Dragendrofff, reagen Meyer, pereaksi Lieberman Burchard, latutan H,SO4

pekat, larutan formaldehid 3%, dan Na-asetat.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di laboratorium.
Sampel diambil dari bagian akar dari tanaman rumput bambu kemudian tersebut
dicuci bersih untuk menghilangkan kotoran-kotoran yang menempel, ditiriskan
dan dipotong kecil-kecil. Tahapan penelitian yang pertama adalah analisis kadar
air. Sampel akar rumput bambu segar diambil sebanyak 5 g untuk dianalisis kadar
airnya. Kemudian sampel dibuat serbuk menggunakan blender dan diayak dengan
ayakan ukuran 60 mesh.

Tahapan penelitian selanjutnya adalah serbuk sampel diambil 60 g untuk
diekstraksi maserasi dengan menggunakan 3 pelarut yang memiliki tingkat
kepolaran yang berbeda yaitu n-heksana p.a, kloroform p.a, dan etanol 80%.
Ekstraksi pertama dengan merendam 60 g sampel kedalam pelarut n-heksan p.a
300 mL selama 24 jam, kemudian dishaker selama 3 jam. Setelah itu disaring
untuk memisahkan antara filtrat dan ampasnya, selanjutnya ampas dikeringkan
dari pelarut n-heksana p.a serta dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali dengan

perlakuan yang sama. Selanjutnya ampas yang telah kering direndam dan
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diekstraksi kembali dengan pelarut kloroform kemudian etanol 80%, dan masing-
masing pelarut dilakukan 3 kali pengulangan dengan perlakuan yang sama.

Ekstrak yang diperoleh selanjutnya diuapkan pelarutnya menggunakan
rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak pekat pada masing-masing pelarut.
Kemudian masing-masing ekstrak diuji sitotoksiknya untuk mengetahui tingkat
kematian larva udang Artemia salina L. melalui nilai LCsy dan uji ini dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali untuk masing-masing ekstrak. Konsentarsi yang
digunakan untuk uji sitotoksik ini adalah 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12,50 ppm,
6,25 ppm, 3,12 ppm, 1,56 ppm, dan 0,78 ppm, 0,39 ppm, dan 0,20 ppm. Serta 0
ppm untuk kontrol negatifnya (Morshed, dkk., 2012).

Tahap penelitian yang selanjutnya adalah uji fitokimia menggunakan
ekstrak yang mempunyai nilai sitotoksik paling tinggi (nilai LCsy paling rendah),
untuk mengidentifikasi golongan senyawa yang terkandung di dalamnya.
Pengujian dengan reagen ini meliputi golongan senyawa alkaloid dengan reagen
Dragendorff dan Meyer, flavonoid dengan logam Mg dan larutan HCI pekat,
saponin dengan larutan HCI 1 N, triterpenoid/steroid dengan reagen Liebermann
Burcahard, dan tanin dengan larutan gelatin serta FeCls.

Pengujian selanjutnya dilakukan dengan KLT berdasarkan kandungan
golongan senyawa yang positif dari hasil uji reagen, untuk mendukung hasil
identifikasi adanya kandungan golongan senyawanya. Uji KLT ini menggunakan
plat silika gel F2s4 yang disinari di bawah sinar UV pada panjang gelombang 366

nm.
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3.4 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel
2. Analisis kadar air
3. Ekstraksi senyawa aktif dengan maserasi
4. Uji sitotoksik dengan larva udang Artemia salina L.
5. Uji fitokimia senyawa yang aktif dengan uji reagen

6. Pemisahan ekstrak aktif dengan KLTA

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Sampel tanaman rumput bambu diambil bagian akarnya, kemudian dicuci
bersih, dikeringkan dengan angin-angin. Selanjutnya sampel dipotong kecil-kecil
dengan gunting dan dikeringkan dengan metode kering angin. Kemudian sampel
kering dihaluskan dengan blender sampai menjadi serbuk dan diayak dengan
ayakan 60 mesh. Kemudian hasil serbuk akar rumput bambu yang diperoleh ini
digunakan sebagai sampel proses ekstraksi senyawa aktif dengan metode
maserasi.
3.5.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan dengan metode thermografi yaitu dengan
pemanasan dengan metode modifikasi (Modifikasi AOAC 1984, dalam
Mokonginta, 2013). Analisis ini dilakukan untuk akar rumput bambu yang

dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. Cawan yang digunakan dipanaskan
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dalam oven pada suhu 100 — 105 °C selama = 15 menit untuk menghilangkan
kadar airnya, kemudian cawan disimpan dalam desikator selama + 15 menit.
Cawan tersebut selanjutnya ditimbang dan dilakukan perlakuan yang sama sampai
diperoleh berat cawan yang konstan. Sampel akar rumput bambu dipotong kecil-
kecil, sampel ditimbang sebanyak 5 g dan dimasukkan ke dalam cawan yang telah
diketahui beratnya, selanjutnya dikeringkan di dalam oven pada suhu 100 — 105
°C selama sekitar 30 menit. Sampel kering didinginkan dalam desikator selama +
10 menit dan ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven + 30
menit pada suhu yang sama, didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali.
Perlakuan ini diulangi sampai tercapai berat konstan. Kadar air dalam tanaman

dihitung menggunakan rumus berikut:

(b—9)

Kadar air = )

500,70 Al . DR | (3.1)

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

¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

100

Faktor koreksi = —————
100—% kadar air

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
3.5.3 Ekstraksi Senyawa Aktif dengan Maserasi

Serbuk akar rumput bambu yang diperoleh dari preparasi dilakukan tahap
ekstraksi komponen aktif dengan metode modifikasi dari Rita (2008)
menggunakan ekstraksi maserasi/perendaman dengan pelarut yang memiliki
tingkat kepolaran yang berbeda yaitu n-heksana p.a, kloroform p.a, dan etanol

80%. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan pada masing-masing
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pelarut yang dimungkinkan kandungan senyawa dari akar rumput bambu sudah
banyak terekstrak. Serbuk akar rumput bambu ditimbang sebanyak 60 g, lalu
diekstraksi dengan perendaman menggunakan 300 mL pelarut n-heksana p.a
selama 24 jam, kemudian dishaker selama 3 jam, kemudian disaring dan ampas
yang diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama dan dilakukan
sebanyak 3 kali pengulangan sampai filtrathnya berwarna bening. Selanjutnya
disaring dan ampasnya dikeringkan pada suhu ruang hingga terbebas dari pelarut
n-heksana p.a, sedangkan ketiga filtratnya digabung menjadi satu. Ampas yang
tebebas dari pelarut diekstraksi kembali dengan pelarut yang berbeda
menggunakan tahap perlakuan yang sama.

Ketiga ekstrak yang diperoleh masing-masing dipekatkan dengan rotary
evaporator sampai diperoleh ekstrak pekat n-heksana, kloroform, dan etanol 80 %
Ketiga ekstrak pekat yang diperoleh selanjutnya diuji sitotoksiknya dengan
mengunakan larva udang Artemia salina L. Hasil uji ekstrak yang mempunyai
tingkat sitotoksik paling tinggi terhadap larva udang tersebut, maka dilakukan
pengujian lebih lanjut yaitu uji fitokimia dengan uji reagen untuk mengetahui
golongan senyawa yang terdapat di dalamnya dan uji KLT untuk mendukung hasil

identifikasi golongan senyawanya dari uji fitokimia.

3.5.4 Uji Sitotoksik dengan Larva Udang Artemia salina Leach
3.5.4.1 Penetasan Telur (Harmita, 2006)
Air laut sebanyak 250 mL dan dimasukkan dalam botol penetasan dan

diberi penerangan dengan cahaya lampu pijar/neon 40-60 watt agar suhu
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penetasan 25 °C - 30 °C tetap terjaga. Telur Artemia salina L. sebanyak 2,5 mg
dimasukkan dalam air laut tersebut. Kemudian diaerasi dalam waktu + 48 jam.
Sehingoa larva udang yang telah menetas siap digunakan sebagai hewan uji
dalam uji sitotoksik.
3.5.4.2 Uji Sitotoksik

Perlakuan uji sitotoksik dilakukan 3 kali ulangan pada masing-masing
ekstrak sampel. Botol disiapkan untuk pengujian, masing-masing ekstrak
membutuhkan 30 botol dan 3 botol sebagai kontrol. Ekstrak kental n-heksana p.a,
kloroform p.a, dan etanol 80%, ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan
menggunakan pelarutnya sebanyak 10 mL untuk membuat larutan stok 1000 ppm.
Kemudian dipipet larutan masing-masing sebanyak larutan yang diperoleh
selanjutnya dipipet masing-masing dari larutan stok sebanyak 1 mL; 0,5 mL; 0,25
mL; 0,12 mL; 0,062 mL; 0,0312 mL; 0,0156 mL; 0,0078 mL; 0,0039 mL; dan
0,0019 mL (Morshed, 2012). Kemudian dimasukkan kedalam gelas vial dan
pelarutnya diuapkan hingga terbebas dari pelarut. Ekstrak dipindahkan kedalam
labu ukur 10 mL dan ditambahkan dimetil sulfoksida sebanyak 100 ulL, setetes
larutan ragi roti, dan ditambahkan air laut sampai mencapai tanda batas 10 mL.
Kemudian dikocok sampai ekstrak larut dalam air laut. Larutan dipindahkan ke
alam botol vial dan dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia Salina L. masing-
masing ekstrak.

Kontrol yang digunakan sebagai pembanding dalam penelitian ini adalah
Kontrol negatif . Kontrol negatif dibuat dengan dimasukkan 2 mL air laut, 100 pL

dimetil sulfoksida, dan 1 tetes larutan ragi roti ke dalam gelas vial, kemudian
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diaduk hingga larut. Selanjutnya larutan dipindahkan ke dalam labu ukur 10 mL
dan ditanda bataskan dengan penambahan air laut sampai volume 10 mL.
Selanjutnya larutan dipindahkan ke dalam botol vial dan dimasukkan larva udang
Artemia salina L. sebanyak 10 ekor.

Pengamatan dilakukan selama 24 jam terhadap kematian larva udang
Artemia salina L. Parameter pada penelitian ini adalah larva udang yang tidak
menunjukkan pergerakan selama 10 menit, tenggealam di dasar botol vial,
mengalami gerakan tidak teratur yakni Artemia salina L. tetap aktif bergerak
tetapi tetap berputar-putar pada satu titik/mati (Nurhayati dkk, 2006). Kemudian

dihitung larva udang yang mati dengan rumus berikut (Sangi, 2012):

jumlah artemia yang mati

% mortalitas=

jumlah artemia yang diuji

Selanjutnya angka kematian untuk mencari LCsy dicari dengan
menggunakan grafik persamaan regresi linier dan mensubtitusikan dengan angka
probit. Ekstrak yang memiliki tingkat sitotoksik yang paling tinggi (nilai LCsg
paling rendah), kemudian dilakukan fitokimia untuk mengetahui golongan
senyawa yang terdapat dalam ekstrak. Sehingga dapat dipisahkan menggunakan

metode KLT Analitik.

3.5.5 Uji Fitokimia dengan Uji Reagen
Uji fitokimia kandungan golongan senyawa aktif dengan uji reagen dari

ekstrak pekat n-heksana p.a, kloroform p.a, dan etanol 80% dari akar rumput
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bambu dilakukan pada ekstrak yang memiliki tingkat sitotoksik paling tinggi
(memiliki nilai LCso paling rendah) dilarutkan dengan sedikit masing-masing
pelarutnya. Kemudian dilakukan terhadap uji alkaloid, flavonoid, triterpenoid,
steroid, saponin, dan tanin.

3.5.5.1 Uji Alkaloid (Mustarichie dkk, 2011)

Sampel diambil sedikit, ditambah dengan HCI 2 M dan dipanaskan diatas
penangas air sambil diaduk, kemudian didinginkan hingga suhu kamar. NaCl
serbuk ditambahkan, diaduk dan disaring, kemudian filtrat ditambah HCI 2 M
hingga volume tertentu. Filtrat dibagi ke dalam dua tabung reaksi, tabung 1
ditambahkan reagen wagner dan tabung 2 sebagai blangko. Tabung 1 diamati
terbentuknya endapan dan dibandingkan dengan tabung 2. Jika tidak terbentuk
endapan, bahan tidak mengandung alkaloid dan jika terbentuk endapan bahan

mengandung alkaloid.

3.5.5.2 Uji Flavonoid (Indrayani, 2006)

Ekstrak akar rumput bambu yang memilki tingkat sitotoksik yang paling
tinggi diambil sebanyak 2 mg dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian
dilarutkan dalam 1 — 2 mL metanol panas 50 %. Setelah itu ditambah logam Mg
dan 0,5 mL HCI pekat. Larutan berwarna merah atau jingga yang terbentuk,
menunjukkan adanya flavonoid. Hasil uji reagen ini selanjutnya digunakan pada
tahap uji fitokimia dengan KLT analitik untuk mengidentifikasi golongan

flavonoid.
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3.5.5.3 Uji Triterpenoid dan Steroid (Indrayani, 2006)

Ekstrak akar rumput bambu yang memilki tingkat sitotoksik yang paling
tingai diambil sebanyak 2 ma dimasukkan dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam
0,5 mL kloroform lalu 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 berupa cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan jika
terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid. Hasil uji reagen ini
selanjutnya digunakan pada tahap uji fitokimia dengan KLT analitik untuk
mengidentifikasi golongan triterpenoid maupun steroid.
3.5.5.4 Uji Saponin (Halimah, 2010)

Ekstrak akar rumput bambu yang memilki tingkat sitotoksik yang paling
tinggi diambil sebanyak 2 mg dimasukkan dalam tabung reaksi ditambah air (1:1)
sambil dikocok selama 1 menit, apabila menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes
HCI 1 N dan dibiarkan selama 10 menit, bila busa yang terbentuk bisa tetap stabil
maka ekstrak positif mengandung saponin. saponi Hasil uji reagen ini selanjutnya
digunakan pada tahap uji fitokimia dengan KLT analitik untuk mengidentifikasi
golongan saponin.
3.5.5.5 Uji Tanin
3.5.5.5.1 Uji dengan FeCl; (Indrayani, 2006)

Ekstrak akar rumput bambu sebanyak 2 mg dimasukkan kedalam tabung

reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2-3 tetes larutan FeCls 1 %. Jika larutan
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menghasilkan warna hijau kehitaman atau biru tinta, maka bahan tersebut
mengandung tanin.
3.5.5.5.2 Uji dengan Larutan Gelatin (Halimah, 2010)

Ekstrak akar rumput bambu sebanyak 2 mg dimasukkan dalam tabung
reaksi ditambah dengan larutan gelatin. Jika terbentuk endapan putih,

menunjukkan adanya tanin.

3.5.6 Uji Senyawa Aktif dengan KLTA (Rohman, 2007)

Hasil uji reagen golongan senyawa yang positif pada masing-masing
ekstrak selanjutnya dilakukan identifikasi masing-masing golongan metabolit
sekunder dengan uji fitokimia dan menggunakan KLT analitik. Metode
modifikasi Sriwahyuni (2010) dilakukan terhadap hasil uji fitokimia dengan uji
reagen.

a. Persiapan Plat KLT

Identifikasi dengan KLT digunakan plat silika gel 60 Fys4 dengan ukuran
60 mesh yang mampu berfluoresensi dibawah lampu UV pada panjang gelombang
minimum 254 nm. Plat KLT disiapkan dengan dibuat ukuran 1 cm x 10 cm
dengan menggunakan pensil, penggaris dan cutter. Selanjutnya garis digambar
dengan pensil pada bagian bawah plat ( 1cm dari tepi bawah dan 0,5 cm dari tepi
atas plat), lalu diberi penandaan pada garis di bagian bawah untuk menunjukkan
posisi awal totolan. Plat KLT silica gel GFs4 diaktivasi terlebih dahulu di dalam
oven pada suhu 80 °C selama 30 menit untuk menghilangkan air yang terdapat

pada plat KLT.
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b. Persiapan Fase Gerak (Eluen)

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

c. Penotolan Sampel

Ekstrak pekat akar rumput bambu diambil 0,02 g dan dilarutkan dengan
1,5 mL pelarutnya. Kemudian ditotolkan ekstrak sebanyak 1pL (1-10 totolan)
pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan menggunakan pipa kapiler.
Kemudian dikeringkan dengan hair dryer.

d. Pengembangan

Ekstrak yang telah ditotolkan pada plat KLT selanjutnya di elusi dengan
masing-masing fase gerak golongan senyawanya. Plat KLT dimasukkan ke dalam
great chamber yang berisi fase gerak yang telah jenuh, kemudian diletakkan pada
jarak setinggi + 0,5 cm dari dasar plat KLT, selanjutnya great chamber ditutup
rapat selama 10 menit hingga fase geraknya mencapai jarak = 0,5 cm dari tepi atas
plat. Kemudian plat diangkat dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan.

e. ldentifikasi Noda
Noda atau bercak yang terbentuk pada plat KLT silika gel Fs4 diamati

dibawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm, kemudian disemprot dengan
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penampak noda, dipanaskan di oven pada suhu 60 °C selama 10 menit,
selanjutnya diamati masing-masing noda yang terbentuk. Pengamatan noda
meliputi jumlah noda, warna noda dan jarak migrasi noda dari tempat asalnya atau
perhitungan nilai Rf.

Adapun eluen pengembang dan reagen penyemprot masing-masing
golongan senyawa adalah sebagai berikut:

1) Golongan Senyawa Alkaloid:

Pada penentuan senyawa ini digunakan  pengembang fase gerak
kloroform:metanol (3:2) (Runadi,2007), fase gerak kloroform:n-heksana (2:1)
(Susilaningsih, 2007), eluen kloroform:metanol (9:1) dan (9,5:0,5) dan disemprot
reagen Dragendorff, (Sriwahyuni, 2010), eluen kloroform-metanol (1:4) dan
disemprot reagen Dragendorff (Widi, 2007), eluen etil asetat:metanol:air
(100:16,5:13,5) dan dan disemprot reagen Dragendorff (Marlina, dkk, 2005) dan
menggunakan eluen kloroform:metanol (5:1) dan disemprot reagen dragendroff
(Sukardiman, 2006).

2) Golongan Senyawa Flavonoid:

Pada penentuan senyawa ini digunakan eluen n-butanol:asam asetat:air
(4:1:5) (Koirewoa, 2013), metanol:kloroform (1:39) dengan disemprot amoniak
(Suyoso, 2011), metanol:kloroform (1:9) dengan disemprot amoniak (Milyasari,
2010), eluen metanol (Mardisadora, 2010), n-butanol:asam asetat:air (4:1:5),
kloroform:metanol (2:8), n-butanol:kloroform (1:1), metanol:asam asetat:air
(3:1:5), dan n-heksana:kloroform:metanol (2:2:1) (Sukadana, 2009).

3) Golongan Senyawa Triterpenoid:
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Pada penentuan senyawa ini digunakan campuran eluen n-heksana:etil
asetat (2:8) disemprot reagen LB (Halimah, 2010), benzena:kloroform (3:7) dan
n-heksana:etil asetat (1:1) disemprot reagen LB (Sriwahyuni, 2010),
kloroform:metanol (3:7) disemprot reagen LB (Gunawan dkk, 2008), dan eluen n-
heksana:etil asetat (2:1) dengan disemprot menggunakan reagen LB (Gunawan,
2003), fase gerak n-heksana:etil asetat (8:2) (Reveny (2011), kloroform:etilaseta
(1:1), kloroform:n-heksana (1:2), n-heksana:kloroform (3:7) (Santi (2009).

4) Senyawa Steroid:

Pada penentuan senyawa ini digunakan eluen campuran eluen heksana:etil
asetat (4,5:0,5) dengan disemprot reagen LB (Panambunan, 2013), fase gerak
heksana:etil asetat (7:3) dengan disemprot dengan pereaksi Lieberman-Burchard
(Hayati, 2012), eluen heksana:etil asetat (8:2) dan (6:4) dengan disemprot
pereaksi LB (Reveny, 2011), dan dilakukan KLT dengan cairan elusi n-
heksana:aseton (7:3) deteksi dengan sinar UV 366 nm (Syamsudin, 2010).

5) Golongan Senyawa Saponin:

Pada penentuan senywa ini digunakan eluen kloroform:metanol:air
(64:50:10) (Wonohadi, dkk 2006), eluen butanol:etanol:air (2:4:4) (Rahayu,
2009), kloroform:metanol:air (13:7:2) dengan disemprot menggunakan reagen LB
(Suharto dkk, 2009), dan menggunakan eluen kloroform:metanol (95:5) dengan
disemprot menggunakan reagen LB (Widriyati dkk, 2005) dan fase gerak
klorofom:metanol:akuades (20:60:4) (Jaya, 2010).

6) Golongan Senyawa Tanin:
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Pada penentuan ini digunakan eluen campuaran fase gerak kloroform:etil
asetat:asam formiat (0,5:9,0:0,5) dan penampak noda FeCl; (Widyowati, dkk,
2010), kloroform:metanol:air (7:3:0,4) (Fitrivani, 2011), eluen butanol:asam
asetat:air (14:1:5) dan eluen asam asetat glasial:air:HCl pekat (30:10:3)
(Sriwahyuni, 2010), n-butanol:asam asetat:air (2:0,5:1,1) (Yulia, 2006),

n-heksana:etil asetat (6:4) (Mangunwardoyo, 2009) dengan perekasi FeCls.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dibuat dalam bentuk tabel dan grafik, kemudian
dideskripsikan hasilnya. Tingkat kematian larva udang Artemia salina Leach
dapat diketahui dengan melakukan uji LCso dengan analisa probit dengan tingkat
kepercayaan 95 % untuk masing-masing konsentrasi menjadi 100 ppm, 50 ppm,
25 ppm, 12,5 ppm, 6,25 ppm, 3, 12 ppm, 1,56 ppm, 0,78 ppm, 039 ppm, 0,20 ppm
dan O ppm menggunakan program MINITAB 16.

Penggolongan senyawa aktif dapat dilakukan dengan identifikasi hasil uji
warna dengan kepekatan warna yang dihasilkan pada masing-masing ekstrak
dengan tanda berikut:

1. ++:terkandung senyawa lebih banyak/warna pekat.
2. + :terkandung senyawa /warna muda.
3. - :tidak terkandung senyawa/tidak terbentuk warna.

Identifikasi kemurnian senyawa aktif dapat diketahui dengan melakukan
analisa hasil uji KLT dari pengukuran jarak migrasi dan bentuk bercak noda

senyawa pada dua fasa yang berbeda menggunakan parameter harga Rf.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman rumput bambu (Lophatherum gracile Brongn) dilakukan
di UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi Lembaga IImu
Pengetahuan Indonesia (LIPI), Pasuruan. Hal ini dilakukan untuk memastikan bahwa
sampel yang digunakan dalam penelitian ini benar-benar tumbuhan yang dimaksud,
sebagai usaha untuk menghindari terjadinya kesalahan pengumpulan bahan atau
sampel yang akan berpengaruh pada hasil analisis dan mencegah tercampurnya
sampel yang dikoleksi dengan tumbuhan lain. Berdasarkan hasil determinasi tersebut
diperoleh bahwa tanaman yang dikoleksi untuk kemudian dijadikan sampel penelitian
berupakan bagian dari tanaman rumput rambu (Lophatherum gracile Brongn).

Sebagaimana pada Gambar 4.1 berikut.

Gambar 4.1 Rumput rambu (Lophatherum gracile Brongn).
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4.2 Preparasi Sampel

Sampel akar rumput rambu dicuci pada air mengalir agar terbebas dari tanah,
debu atau pengotor yang menempel pada permukaan sampel. Selanjutnya dikeringkan
dengan metode kering angin untuk mengurangi kadar air agar sampel terhindar dari
pembusukan mikroba. Tanda sampel benar-benar kering adalah dapat dipatahkan
dengan mudah dan tidak dapat digigit (Endrasari, 2013). Sehingga proses pembuatan
serbuk sampel mudah untuk dilakukan.

Pembuatan serbuk sampel dilakukan dengan menggunakan ayakan 60 mesh.
Ukuran partikel 60 mesh merupakan ukuran yang optimal untuk jenis sampel akar
atau rimpang dalam proses ekstraksi (Sembing, 2005). Pembuatan simpliasa ini
digunakan 500 gram sampel akar rumput bambu basah bewarna coklat kehitaman,
dan diperoleh 60 gram serbuk kering akar rumput bambu bewarna coklat muda

berukuran 60 mesh dengan rendemen 12 % (b/b).

4.3 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan sebagai usaha untuk mengetahui prosentase
kandungan air yang terdapat di dalam sampel dengan cara pengeringan. Prinsipnya
adalah menguapkan air yang ada dalam sampel dengan jalan pemanasan
menggunakan oven pada suhu 105 ‘C hingga diperoleh berat konstan (Modifikasi
AOAC 1984, dalam Mokonginta 2013). Pemanasan pada suhu di atas titik didih air
bertujuan untuk memaksimalkan penguapan air yang ada dalam sampel. Hal ini

terkait dengan kemampuan sampel untuk melepaskan air dari permukaannya akan
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semakin maksimal dengan suhu udara pengeringan yang tinggi (Histifarina, 2004).
Selisih berat sampel sebelum dan sesudah pengeringan menunjukkan banyaknya air

yang telah diuapkan. Hasil prosentase kadar air akar rumput bambu pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Kadar air akar rumput rambu (Lophaterum gracile Brongn)

Akar rumput bambu Warna Kadar air %
(Lophaterum gracile B.)
Sampel basah Coklat kehitaman 55,96 %
Sampel kering Coklat muda 7,49 %

Berdasarkan hasil analisis kadar air sampel kering yakni sebesar 7,49 % dapat
diketahui bahwa sampel yang dianalisis memiliki kadar air yang cukup baik untuk
dilakukan proses ekstraksi secara maksimal. Apabila keberadaan air cukup tinggi
akan mempersulit proses ekstraksi. Karena sifat dari senyawa-senyawa metabolit
sekunder adalah polar, semipolar dan nonpolar (Farichah, 2010). Disamping itu,
keberadaan air juga berpengaruh pada proses pemekatan sampel (ekstrak pekat).
Apabila kadar air tinggi maka penguapan pelarut sulit tercapai dengan adanya faktor
titik didih pelarut.

Kandungan air dalam sampel mempengaruhi daya sampel tersebut terhadap
pertumbuhan mikroba (Terupun, 2011). Mikroorganisme dapat tumbuh pada sampel
berkadar air > 10 % (Cahyono dkk, 2011). Kemudian mempercepat pembusukan
dengan reaksi enzimatis yang dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder.
Sehingga dimungkinkan senyawa toksik yang dihasilkan bukan dari sampel yang

diinginkan melainkan dari hasil penguraian mikroba.
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4.4 Ekstraksi Maserasi

Proses ekstraksi akar rumput bambu menggunakan metode maserasi dengan
pengadukan (Said, 20010). Prinsipnya adalah mengekstrak senyawa aktif yang dapat
larut dalam pelarut berdasarkan tingkat kepolaran masing-masing pelarutnya (like
disolve like) (Khopkar, 2008). Metode ini didasarkan pada perendaman sampel
didalam pelarut sehingga pelarut akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam
rongga sel yang mengandung senyawa aktif. Senyawa aktif akan larut dalam pelarut
yang sesuai karena adanya perbedaan konsentrasi antara zat aktif di dalam sel dan di
luar sel, sehingga larutan yang berdekatan terdesak keluar. Peristiwa tersebut akan
berlangsung terus-menerus sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan
yang di luar dengan larutan yang ada dalam sel (Efendi 1986, dalam Nurfadilah
2013).

Proses ekstraksi maserasi dilakukan secara bertingkat dengan menggunakan
variasi pelarut (n-heksana, kloroform dan etanol 80%) ( Rita, 2008). Pemilihan
variasi pelarut tersebut agar didapatkan rendemen yang besar dengan kandungan
senyawa metabolit sekunder yang banyak berdasarkan sifat kepolarannya. Sedangkan
pengadukan dalam ekstraksi maserasi sebagai upaya untuk meratakan konsentrasi
larutan di luar sel sampel, sehingga dengan pengadukan tersebut tetap terjaga derajat
perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam dan di luar sel. Proses filtrasi dilakukan
untuk mendapatkan hasil yang maksimal, cepat dan akurat melalui medium berpori.

Proses ekstraksi dilakukan dengan pergatian pelarut setiap harinya hingga diperoleh
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filtrat yang bewarna bening (Vogel, 1978). Volume masing-masing pelarut yang

digunakan pada ekstrasi maserasi ini dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Penggunaan pelarut pada ekstraksi maserasi akar rumput bambu

Ekstrak sampel Volume Pelarut (mL) PerubahanWarna Filtrat
n-heksana 900 mL Kuning menjadi kuning pucat
Kloroform 1200 mL Hijau tua menjadi hijau pucat
Etanol 80 % 900 mL Coklat menjadi coklat pucat

Berdasarkan Tabel 4.2 warna bening atau pucat dari filtrat yang diperoleh
menunjukkan senyawa aktif terekstrak secara maksimal (Voight, 1995) oleh masing-
masing pelarutnya. Dari ketiga ekstrak tersebut, ekstrak kloroform membutuhkan
pelarut yang lebih banyak dari pelarut n-heksana ataupun etanol 80 %. Hal ini
menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder lebih banyak terekstrak pada
pelarut kloroform. Filtrat yang diperoleh hasil maserasi kemudian diuapkan secara
vacum menggunakan penguap putar (rotary evaporator) untuk menghilangkan
pelarutnya sehingga diperoleh ekstrak pekat kental dengan berat konstan (Harbone,
J.B., 1987). Prinsip kerjanya adalah adanya penurunan tekanan dan dipercepatnya
putaran labu alas bulat sehingga pelarut akan menguap 5 — 10 'C pada suhu di bawah
titik didih pelarut (Vogel, 1978). Proses ini dihentikan ketika pelarut sudah tidak
menetes lagi pada labu alas bulat. Ekstrak yang diperoleh berupa padatan bewarna
pekat pada masing-masing ekstrak, sebagaimana yang ditunjukkan pada Tabel 4.3.

berikut.
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Tabel 4.3 Hasil maserasi ekstrak pekat akar rumput bambu

Ekstrak Warna Ekstrak Berat ekstrak Rendemen (%)
Pekat Pekat (g)
n-heksana Kuning 0,17 0,28
Kloroform Hijau kehitaman 6,64 11,06
Etanol 80% Coklat Tua 2,77 4,61

Rendemen ekstrak akar rumput bambu merupakan persen zat ekstrak yang
dikandung akar rumput bambu. Dari ketiga pelarut tersebut, nilai rendemen ekstrak
kloroform lebih besar dibandingkan dengan n-heksana maupun etanol 80%.
sebagaimana (Djajanegara dan Wahyundi, 2009) yang menyatakan bahwa pelarut
kloroform dapat melarutkan senyawa-senyawa metabolit sekunder, seperti alkaloid,
saponin, triterpenoid, steroid dan glikosida yang berpotensi sebagai antikanker.

Penelitian ini membuktikan bahwa penggunaan pelarut kloroform sebagai
pelarut dalam memperoleh zat hasil ekstraksi adalah salah satu pemilihan yang tepat.
Keberhasilan pelarut kloroform dalam menghasilkan zat hasil ekstraksi terbanyak dari
akar rumput rambu menunjukkan senyawa-senyawa metabolit sekunder yang
terkandung lebih banyak bersifat semipolar. Selanjutnya ketiga ekstrak pekat tersebut

dilakukan uji sitotoksik terhadap hewan uji Artemia salina L. melalui metode BSLT.

4.5 Uji Sitotoksik Terhadap Hewan Uji Artemia salina Leach
Uji sitotoksik merupakan metode skrining awal melalui metode BSLT untuk
memprediksikan keberadaan senyawa sitotoksik yang diduga berkhasiat sebagai obat

antitumor dan antikanker. Prinsipnya adalah penggunaan hewan uji Artemia salina L.
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dalam menentukan senyawa bioaktif yang terkandung dalam tanaman dengan
menentukan nilai LCsy setelah pemaparan Artemia salina L. dalam mediumnya
selam 24 jam (Meyer et. al., 1982). Zuhud (2011) menyatakan bahwa nilai LCsy yang
rendah justru memiliki kemampuan sitotoksik yang tinggi. Hal ini disebabkan oleh
penggunaan ekstrak untuk membunuh sel kanker menjadi toksik dengan jumlah yang
sedikit.

Pada penelitian ini, masing-masing larutan ekstrak akar rumput rambu dibuat
larutan media dengan variasi konsentrasi 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12,50 ppm, 6,25
ppm, 3,12 ppm, 1,56 ppm, dan 0,78 ppm, 0,39 ppm, dan 0,20 ppm. Serta 0 ppm untuk
kontrol negatifnya (Morshed, dkk., 2012). Pemilihan variasi konsentrasi yang tidak
terlalu tinggi ini didasarkan pada penelitian (Jefry, 1998) yang menyatakan bahwa
senyawa bioaktif hampir selalu bersifat toksik pada dosis atau konsentrasi yang
tinggi. Larutan pengontrol yang digunakan yakni 0* ppm yang terdiri dari DMSO dan
pelarutnya tanpa penambahan ekstrak, 0** ppm yaitu hanya media air laut. Larutan
kontrol berfungsi untuk menghilangkan pengaruh lain diluar ekstrak uji.

Fase Artemia salina L. yang digunakan dalam penelitian ini adalah fase
nauplius, yakni fase yang paling aktif membelah secara mitosis yang identik dengan
sel kanker yang juga membelah secara mitosis (Ropigo, 2009). Pengamatan
dilakukan dengan melihat tanda-tanda kematian Artemia salina L., yakni tidak
menunjukkan perubahan selama 10 detik, tenggelam di dasar botol vial dan gerakan

yang tidak teratur, aktif bergerak akan tetapi hanya berputar-putar pada satu titik.
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Setelah diketahui adanya larva yang mati, maka dapat dihitung jumlah Artemia salina
L. yang hidup.

Perhitungan mortalitas masing-masing ekstrak ditunjukkan pada Lampiran 6.
Hasil mortalitas ketiga ekstrak kemudian dianalisis menggunakan program Minitab
16 dengan tingkat kepercayaan 95 %. Untuk kurva mortalitas larva udang Artemia
salina L. terhadap masing-masing ekstrak akar rumput bambu ditunjukkan pada
Gambar 4.2, 4.3 dan 4.4. Selanjutnya ekstrak yang bersifat sitotoksik paling tinggi
(LCso terendah), akan dilanjutkan uji reagen untuk mengetahui golongan senyawa

metabolit sekunder yang terkandung dalam akar rumput rambu.

Probability Plot for mortalitas n-Heksane
Logistic - 95% CI
Probit Data - ML Estimates
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Gambar 4.2 Kurva mortalitas larva undang Artemia salina L. ekstrak kasar n-heksana
dengan nilai LCso= 81,61 ppm.
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Gambar 4.3 Kurva mortalitas larva undang Artemia salina L. ekstrak kasar kloroform

dengan nilai LCso =57, 31 ppm.
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Gambar 4.4 Kurva mortalitas larva undang Artemia salina L. ekstrak kasar etanol

80% dengan nilai LCsy=88,42 ppm.
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Analisis probit dengan program Minitab 16 dilakukan untuk mengkalkulasi
rataan pola mortalitas dan konsentrasi untuk mendapatkan nilai LCs, secara statistika
dengan tingkat kesalahan (a) = 0,05. Kurva mortalitas yang dihasilkan pada Gambar
4.2, 4.3 dan 4.4 menunjukkan hubungan antara konsentrasi larutan uji (sumbu X) dan
persen mortalitas (sumbu Y). Menurut (Nasliyana, 2010) pada masing-masing kurva
terdapat tiga garis yakni garis Lower line atau garis atas merupakan batas bawah yang
menunjukkan konsentrasi terendah pada setiap persen mortalitas. Percentile line atau
garis tengah menunjukkan konsentrasi pada setiap mortalitas yang memiliki
hubungan linier antara konsentrasi dengan persen mortalitas. Sedangkan upper line
atau garis bawah menunjukkan batas atas konsentrasi pada setiap persen mortalitas.

Berdasarkan ketiga kurva di atas, plot yang berada pada garis Percentile line
dan tepat pada garis 50 % menunjukkan bahwa dengan konsentrasi tertentu telah
mampu menyebabkan persen kematian sebesar 50 % dari jumlah populasi hewan uji
Artemia salina L. Sehingga ekstrak dengan konsentrasi tersebut memiliki potensi
sebagai obat antikanker. Sedangkan plot yang berada di atas garis lower line
menunjukkan bahwa konsentrasi tersebut terlalu rendah untuk menyebabkan persen
kematian yang seharusnya. Begitu pula, plot yang berada di bawah garis upper line
menunjukkan bahwa konsentrasi tersebut terlalu tinggi untuk menyebabkan persen
kematian yang seharusnya.

Adapun beberapa plot konsentrasi yang tidak muncul pada kurva disebabkan
oleh data yang dimasukkan pada program ini diharapkan memiliki hubungan regresi

linier. Penurunan mortalitas dengan semakin tingginya konsentrasi ekstrak kasar ini
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diduga karena ekstrak kasar masih banyak mengandung senyawa-senyawa yang
bekerja saling kontraproduktif satu sama lain (Fahri, 2010). Berdasarkan kurva
mortalitas masing-masing ekstrak pelarut, diperoleh nilai LCsy sebagaimana pada

Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Nilai LCsy masing-masing ekstrak akar rumput bambu

Ekstrak Nilai LCsp (ppm)
n-heksana 81,61 ppm
Kloroform 57, 31 ppm
Etanol 80% 88,42 ppm

Berdasarkan nilai LCsy dari masing-masing ekstrak akar rumput bambu, dapat
diketahui bahwa semua ekstrak bersifat sitotoksik. Sebagaimana penelitian (Meyer,
dkk., 1982) menyatakan bahwa senyawa dari ekstrak kasar yang memiliki nilai LCsg
< 1000 pg/mL terhadap Artemia salina L. bersifat sitotoksik. Ketiga hasil uji ekstrak
akar rumput bambu yang memiliki potensi tertinggi sebagai obat antikanker adalah
ekstrak pelarut kloroform dengan nilai LCsy paling rendah. Tingkat sitotoksik
tersebut memberikan makna terhadap potensi aktivitasnya sebagai senyawa
antikanker. Sebagaimana (Zuhud, 2011) menyatakan Nilai LCsy rendah memiliki
kemampuan sitotoksik yang semakin tinggi karena ekstrak yang digunakan untuk
membunuh sel kanker menjadi toksik jumlahnya sedikit.

Persentase mortalitas Artemia salina L. oleh efek sitotoksik ekstrak kloroform
(semipolar) memperlihatkan nilai LCsy paling sitotok sebesar 57,31 ppm. Hal ini

disebabkan senyawa-senyawa nonpolar yang terlarut dalam ekstrak kloroform
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memiliki ukuran partikel yang lebih kecil sehingga lebih mudah untuk masuk dalam
membran sel melalui daerah ekor (tail) yang bersifat hidrofobik (Fahri, 2010). Begitu
pula, senyawa-senyawa polar yang terlarut dalam ekstrak kloroform yang memiliki
ukuran lebih kecil akan lebih mudah untuk masuk ke dalam membran sel melalui
daerah kepala (head) yang bersifat hidrofilik. Sehingga senyawa yang bersifat polar
maupun nonpolar dari ekstrak kloroform dapat mengakibatkan sel lebih mudah
mengalami kerusakan atau kematian pada proses difusi.

Mekanisme proses difusi terjadi akibat kecenderungan suatu substansi yang
bergerak dari konsentrasi tinggi menuju konsentrasi yang lebih rendah. Molekul-
molekul kecil ekstrak akan diselubungi oleh air disekitar sel, sehingga dapat berdifusi
ke dalam hidrokarbon membran. kemudian masuk ke dalam sel dan selubung air akan
dilepas kembali. Hal ini mengakibatkan senyawa aktif dari ketiga ekstrak tersebut
menyebabkan kerusakan atau kematian Artemia salina L. lebih cepat.

Pelarut nonpolar hanya dapat melarutkan senyawa nonpolar sehingga pelarut
polar tidak dapat bercampur dengan pelarut nonpolar di dalam phospolipid bilayer.
Sedangkan pelarut polar tidak dapat masuk ke dalam membran sel lipid tanpa bantuan
dari protein pembawa (carrier) (prashant, et al., 2009, dalam fahri 2010). Sehingga
tidak semua molekul dapat berdifusi memasuki membran sel. Hal ini dipengaruhi
oleh ukuran dan sifat kepolaran molekul zat aktif dari ekstrak.

Penggunaan pelarut kontrol baik penambahan DMSO, pelarut masing-masing
ekstrak maupun air laut tidak menunjukkan adanya kematian Artemia salina L.

sebagaimana pada Lampiran 6. Penggunaan DMSO sebagai zat yang melarutkan
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ekstrak dalam air laut yang tidak lebih dari batas ambang (50 uL dalam 5 mL larutan
media) tidak bersifat toksik terhadap Artemia salina L. (Bulbul dkk, 2011). Hal ini
menunjukkan bahwa kematian Artemia salina L. ini disebabkan oleh senyawa aktif
pada masing-masing esktrak akar rumput bambu.

Nilai LCso yang diperoleh dari ketiga ekstrak tersebut tidak jauh berbeda
dengan penelitian Rahmawati, dkk (2010) yang menunjukkan nilai LCsy destilat
minyak atsiri dari akar tanaman Akar Wangi (Vetiveria zizanoides) famili poaceae
dengan pelarut petroleum eter yang diperoleh dari daerah garut (A) dan gunung
Kidul (B) terhadap Artemia salina L. adalah 96,82 ppm dan 128,23 ppm. Sehingga
penelitian ini menunjukkan bahwa ketiga ekstrak akar rumput bambu dapat
berpotensi sebagai obat antikanker yang dapat memberikan efek sitotoksik terhadap
sel kanker. Selanjutnya dilakukan uji fitokimia menggunakan reagen terhadap ekstrak
yang memiliki nlai LCso terendah untuk mengetahui golongan senyawa metabolit

sekunder yang aktif pada ekstrak kloroform.

4.6 Uji Kandungan Golongan Senyawa Aktif dengan Reagen

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif untuk mengetahui jenis golongan
senyawa metabolit sekunder yang dikandung oleh ekstrak kasar suatu tanaman.
Prinsipnya adalah reaksi pengujian warna dengan beberapa pereaksi pendeteksi
golongan senyawa aktif (Rita, 2008). Hasil kandungan senyawa metabolit sekunder

pada ekstrak kloroform akar rumput bambu yang ditunjukkan pada Tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Hasil uji kandungan senyawa metabolit sekunder ekstrak loroform akar
rumput bambu

Golongan Keterangan hasil uji reagen pada masing-masing ekstrak

senyawa aktif n-heksana Kloroform Etanol 80%
Alkaloid - - +
Flavonoid - - -
Saponin - - -
Tanin - - -
Streroid + ++ +
Triterpenoid - - -

Keterangan: +++ = kandungan senyawa lebih banyak (warna sangat pekat)
++ =mengandung senyawa (warna cukup pekat)
+ = mengandung senyawa sedikit (bewarna)
- =tidak mengandung senyawa

Berdasarkan hasil uji fitokimia, dapat diketahui bahwa ekstrak kloroform
mengandung senyawa metabolit sekunder yang dipastikan sebagai senyawa golongan
steroid dengan nilai LCsy 57,31 ppm yang menunjukkan bahwa pada ekstrak ini
terdapat senyawa yang bersifat sitotoksik. Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian (Kusumawati, 2003) yang menyatakan bahwa kandungan senyawa
metabolit sekunder ekstrak alkohol dari akar rumput bambu adalah steroid.
Kandungan senyawa steroid banyak dijumpai pada tanaman suku rumput-rumputan
(poaceae) yang menghasilkan biji. Sebagaimana tanaman rumput-rumputan yang satu
famili dengan tanaman rumput bambu seperti rumput banta (Leerisia hexandra),
rumput bura-bura (Panicum repends), rumput Jeriwit (Paspalum conjugatum) dan
rumput keibar (Biophytum petersianum) yang menunjukkan bahwa keempat rumput

tersebut positif mengandung senyawa steroid Darwati dkk (2011).
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Penelitian ini membuktikan bahwa senyawa steroid dalam akar rumput bambu
juga memiliki bioaktivitas sebagai senyawa antikanker. Hal ini ditunjukkan dengan
nilai LCso vang diperoleh dan didukung oleh Marliana dan Saleh (2011) yang
menyatakan bahwa salah satu golongan senyawa metabolit sekunder dalam tanaman
yang berkaitan dengan aktivitas antikanker adalah steroid.

Tingginya aktivitas ekstrak kloroform akar rumput bambu terhadap Artemia
salina L. dipengaruhi oleh kandungan senyawa aktif dalam ekstrak tersebut. Pada
ekstrak kloroform akar rumput bambu, senyawa metabolit sekunder steroid yang
tersusun dari isopren-isopren rantai panjang hidrokarbon yang menyebabkan sifatnya
nonpolar. Senyawa steroid yang mengandung gugus —OH sering disebut dengan
sterol, sehingga dengan adanya substituen gugus hidroksil yang terikat pada
hidrokarbon maka sifatnya menjadi cenderung semipolar (Halimah, 2010). Sifat
semipolar ini yang menyebabkan steroid dapat terekstrak lebih banyak dalam pelarut
kloroform dibandingkan n-heksana dan etanol 80%.

Menurut (Kartikasari, 2010 dan Nasliyana, 2013) adanya gugus —OH yang
terikat dengan metabolit sekunder steroid akan bersifat racun terhadap Artemia salina
L. Gugus —OH ini dapat menembus dan merusak permeabilitas membran sel Artemia
salina L. dengan membentuk ikatan hidrogen pada sisi aktif membran sel. Sedangkan
senyawa steroid yang memiliki struktur lipofilik (larut dalam lemak) dan bersifat non
polar juga akan mudah menembus membran sel dengan membentuk misel pada sisi
hidrofobik. Terbentuknya ikatan antara senyawa non polar dari steroid dengan bagian

non polar dari membran sel menyebabkan permeabilitas sel dan proses biokimiawi
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Artemia salina L terganggu. Akibatnya membran sel Artemia salina L. tidak selektif
lagi, sehingga segala sesuatu yang ada disekelilingnya akan dianggap sebagai
makanan. Masuknya senyawa sitotoksik ke dalam saluran pencernaan mempengaruhi
mekanisme tubuh yang akhirnya menyebabkan terjadinya kematian Artemia salina L.

Salah satu jenis senyawa steroid adalah kolestrol. Kolesterol dapat terlarut
dalam pelarut lemak, seperti kloroform, eter, benzena dan alkohol panas. Sehingga
rendahnya nilai LCsq ekstrak kloroform dari akar bumput bambu ini, kemungkinan
dipengaruhi oleh kecenderungan sifat semipolar steroid yang menyamai sifat
semipolarnya ekstrak kloroform. Akibatnya dengan rendahnya nilai LCsy ekstrak
kloroform akar rumput bambu menunjukkan bahwa ekstrak ini dapat dimanfaatkan
sebagai obat antikanker.
4.6.1 Steroid

Adanya golongan senyawa steroid ditunjukkan dengan reaksi terbentuknya
warna hijau sampai biru ketika ekstrak ditambahkan dengan pereaksi Liemberman-
Burcard (Burke, 1974). Pengujian senyawaan golongan steroid ini diawali dengan
penambahan pelarut kloroform terhadap ekstrak yang memiliki nilai LCsy terendah
(ekstrak Kloroform). Penambahan pelarut koloroform ini dimaksudkan untuk
melarutkan senyawaan steroid karena senyawaan ini dapat larut baik dalam kloroform
dan tidak mengandung molekul air (Halimah, 2010).

Penambahan anhidrida asetat berfungsi untuk membentuk turunan asetil
setelah didalam kloroform. Sedangkan penambahan H,SO, pekat akan menyebabkan

senyawa steroid mengalami dehidrasi (kehilangan H,O) sehingga menghasilkan
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produk ion karbonium 3,5 diena atau (cholestadiene) sebagaimana pada Gambar 4.5.

lon karbonium 3,5 diena merupakan produk pertama yang terbentuk dalam

serangkaian reaksi pembentukan warna (Robinson, 1995).

+H*
i3 ACzo/HQSO4 : o
4 +H"
Fitosterol l H

lon Karbonium dari 3,5 diena
(Cholestadiene)

Kation pentaenylic (warna biru-hijau)

Gambar 4.5 Dugaan reaksi senyawa steroid dengan reagen Liebermenn-Burchard
(Burke, 1974).

Adapun reaksi pembentukan warna terbentuk dari serangkaian reaksi oksidasi
dari ion karbonium 3,5 diena oleh SO3 dari asam sulfat yang menghasilkan senyawa
kation pentoenylic sebagaimana yang ditunjukkan pada mekanisme reaksi pada

Gambar 4.5. Terbentuknya senyawa kation pentoenylic pada pengujian reagen
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senyawa steroid ini ditunjukkan adanya perubahan warna pada ekstrak yang menjadi
bewarna hijau kebiruan. Hal ini membuktikan bahwa dalam ekstrak kasar kloroform

akar rumput bambu mengandung golongan senyawa metabolit sekunder steroid.

4.7 Pemisahan Golongan Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis
Analitik (KLTA)

Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) digunakan untuk identifikasi
senyawa dan untuk mengetahui eluen terbaik dalam memisahkan senyawa aktif.
Prinsip dari pemisahannya 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 silika. Pemisahan dikatakan baik apabila menghasilkan
komponen senyawa berupa noda yang banyak, berbentuk bulat dan tidak berekor, dan
jarak pemisahan nodanya jelas atau tidak tumpang tindih (Rohman, 2007). Pada
penelitian ini, KLTA dilakukan terhadap ekstrak yang memiliki nilai LCs, terendah
dan positif memiliki senyawa aktif yang ditunjukkan pada uji reagen, yakni ekstrak
kloroform akar rumput bambu yang positif mengandung senyawa steroid.

Pengamatan noda senyawa pada plat dilakukan di bawah sinar UV dengan
menggunakan panjang gelombang 366 nm baik sebelum dan sesudah disemprot
dengan reagen Liembermenn-Burchard. Pengamatan ini akan menghasilkan noda
bercak yang berpendar dengan latar belakang yang gelap, sehingga noda yang dapat

berpendar dapat terlihat secara visual oleh kasat mata. Menurut Sulandi (2013) hal ini
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disebabkan oleh adanya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang
terikat oleh auksokrom pada noda. Kromofor merupakan senyawa organik yang
memiliki ikatan rangkap dua atau tiga, terutama ikatan rangkap terkonjugasi yang
dapat menyerap warna, sedangkan auksokrom merupakan gugus fungsional yang
memiliki elektron bebas yang apabila terikat pada kromofor menyebabkan terjadinya
pergeseran panjang gelombang (Cairns, 2004).

Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan hasil emisi cahaya yang
dipancarkan oleh komponen tersebut ketika elektron tereksitasi dari tingkat dasar ke
tingkat energi yang lebih tinggi dan kemudian kembali pada keadaan semula sambil
melepaskan energi. Hasil pemisahan golongan senyawa aktif steroid dari ekstrak

kloroform akar rumput bambu ditunjukkan pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Data penampakan noda senyawa steroid dari KLTA ekatrak kloroform akar
rumput bambu pada variasi eluen dengan lampu UV 366 nm.

No. Fase gerak Jumlah noda dengan Rf
pereaksi Lieberman Burchad
1 n-heksana:etil asetat 2 0,05: 0,73
(4,5:0,5)
2 n-heksana:etil asetat 2 0,15; 0,92
(6:4)
3 n-heksana:etil asetat 5 0,26;0,4;0,78; 0,87;
(7:3) 0,88
4 n-heksana:aseton 7 0,30; 0,45; 0,50;
(7:3)*** 0,67;0,72; 0,8; 0,96
5 n-heksana:etil asetat 2 0,22; 0,82
(8:2)

Keterangan: ***= Eluen terbaik




81

Berdasarkan pemisahan senyawa aktif steroid meannggunakan campuran 5
variasi eluen tersebut, terdapat satu eluen yang menunjukkan pemisahan terbaik
dibawah sinar UV pada panjang gelombang 366 nm. Yakni dengana menggunakan
campuran eluen n-heksana:aseton (7:3) sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 4.6.

berikut

(@) (b)

Gambar 4.6 Hasil penampakan noda senyawa steroid dari KLTA ekatrak kloroform
akar rumput bambu dengan eluen n-heksana:aseton (7:3):
(a) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Aszss Sebelum disemprot
reagen Liebermann-Burchad
(b) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Ases Setelah disemprot
setelah Liebermann-Burchad

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Tabel 4.7 Data penampakan noda senyawa steroid dari KLTA ekatrak kloroform akar
rumput bambu pada eluen terbaik n-heksana:aseton (7:3) dengan lampu

UV 366 nm

No. | Rf tiap noda | Warna noda dibawah sinar UV pada % 366 nm Dugaan
Sebelum disemprot LB | Setelah disemprot LB | senyawa

1 0,223 Merah muda Merah muda -

2 0,235 Orange Hijau muda -

3 0,305 Merah muda Ungu Steroid

4 0,411 - Hijau -

5 0,458 Merah muda Ungu Steroid

6 0,529 Merah muda Ungu Steroid

7 0,588 Merah muda Merah muda -

8 0,623 - Hijau muda -

9 0,670 Merah muda Ungu Steroid

10 |0,729 Ungu Ungu Steroid

11 |08 Merah muda Ungu Steroid

12 | 0,905 Merah muda tengah Merah muda -

merah
13 | 0,964 hijau Ungu Steroid

Pemisahan senyawa dengan menggunakan fase diam polar seperti silika gel,

polaritas fase gerak akan menentukan kecepatan migrasi solut yang berarti juga

menentukan nilai Rf (Rohman, 2007). Dari kelima campuran eluen di atas campuran

eluen n-heksana:aseton lebih baik dalam memisahkan senyawa dibandingkan dengan

campuran eluen n-heksana:etil asetat. Hal ini dipengaruhi oleh sifat polaritas aseton

(er = 20,7") yang lebih polar dibandingkan etil asetat (s, = 6,02") sebagaimana pada

Tabel 2.1. Sehingga kombinasi campuran eluen n-heksana:aseton dapat memisahkan

senyawa dengan baik. Apabila noda yang diperoleh terlalu cepat bermigrasi, maka
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kecepatannya dapat dikurangi dengan mengurangi kepolarannya dengan adanya
pelarut yang bersifat lebih polar, begitu pula sebaliknya.

Nilai Rf (Retardation Factor) atau waktu retensi merupakan nilai antara 0-1
yang menunjukkan kecepatan elusi dari suatu senyawa dalam noda. Nilai Rf dihitung
dengan membagi jarak titik tengah noda dari titik awal penotolan dengan jarak
tempuh eluen. Menurut Rohman (2007) pemisahan senyawa dikatakan maksimal jika
noda berada pada nilai Rf antara 0,2-0,8. Hasil nilai Rf dari eluen n-heksana:aseton
(7:3) pada Tabel 4.7 menunjukkan terdapat 7 senyawa steroid yang terpisahkan
dengan warna noda ungu pada Rf yang berbeda-beda. Perbedaan nilai Rf ini
dipengaruhi oleh sifat kepolaran masing-masing noda. Noda yang memiliki nilai Rf
terkecil (0,30) menunjukkan adanya senyawaan yang bersifat lebih polar
dibandingkan noda yang terletak pada Rf di atasnya. Noda ini berarti bersifat polar
karena lebih tertahan pada fase diam (Csasioner>Cmobite). Sedangkan noda yang
memiliki nilai Rf tertinggi (0,96) menunjukkan adanya senyawaan yang bersifat lebih
nonpolar dibandingkan noda yang terletak pada Rf di bawahnya. Noda ini bersifat
nonpolar karena lebih terikat kuat dengan fase geraknya yang bersifat nonpolar
(Cstasioner<Copile)-

Pada penelitian ini terdapat 7 noda yang diduga positif menunjukkan steroid
dari 13 noda yang terpisahkan dengan eluen terbaik yakni n-heksana:aseton (7:3).
Noda-noda yang positif steroid ditunjukkan dengan warna ungu setelah disemprot
dengan reagen Liembermann-Burchad dibawah sinar UV Asg. Senyawa golongan

steroid yang dihasilkan dari ekstrak kloroform ini diduga bersifat semipolar dan
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nonpolar. Dugaan tersebut didukung dari hasil penelitian (Syamsudin, 2007) yang
menyatakan bahwa eluen n-heksana:aseton (7:3) merupakan eluen yang baik dalam
memisahkan senyawa steroid dari ekstrak fraksi metanol Kulit Batang G. parvifolia
Miqg dengan terpisahnya 6 noda yang bewarna biru, ungu sampai coklat setelah
disemprot dengan reagen LB dan diamati pada sinar UV Asgs yang diduga merupakan

senyawa golongan steroid.

4.9 Pemanfaatan Akar Rumput Bambu dalam Perspektif Agama Islam
Tumbuhan merupakan salah satu makhluk hidup ciptaan Allah yang

memiliki banyak manfaat. Tumbuh-tumbuhan dapat memunculkan zat-zat untuk

dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainnya, seperti vitamin, lemak, obat dan masih

banyak lainnya. Sebagaimana dalam firman Allah SWT berikut (QS. asy Syu’araa: 7)

o=
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“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tfumbuhan yang baik?” (QS. asy
Syu’araa: 7).

Berdasarkan ayat tersebut kata oS z3> antara lain digunakan untuk
menggambarkan berbagai macam tumbuhan yang baik yang telah ditumbuhkan oleh

Allah di bumi ini. Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang bermanfaat. Manfaat

tumbuhan salah satunya digunakan sebagai tanaman obat penyembuh penyakit yang
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mengerikan seperti tumor atau kanker. Sebagaimana dalam penelitian ini yang
memanfaatkan tanaman gulma yang dianggap masyarakat sebagai tanaman
pengagangau untuk dimanfaatkan sebagai tanaman obat yang berpotensi sebagai
antikanker. Sehingga dapat meningkatkan nilai guna dari tanaman gulma tersebut.

Kalaulah makhluk-makhluk yang tidak berakal diberikan inspirasi untuk
kemaslahatan dirinya, maka manusia sebagai makhluk berakal tentu saja lebih dari
itu. Kenyataan ini menjadi argumentasi kuat bahwa medis dan pengobatan, tidak lain
semata-mata karena inspirasi dan petunjuk dari Allah pencipta alam dan isinya.
Sebagaimana yang terkandung dalam hadits berikut (diriwayatkan oleh

Ahmad, Ibnu Majah, dan Al-Hakim):
Aea (a dlea s Adle (e dale (2las A1 O3 ) 51 Ok A ab

“Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan sebuah penyakit melainkan menurunkan
pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang bisa mengetahuinya dan tidak
diketahui oleh orang yang tidak bisa mengetahuinya.” (HR. Ahmad, Ibnu Majah, dan
Al-Hakim).

Ungkapan hadist ini memberikan penguatan manusia agar mengambil
pelajaran bahwa sesungguhnya Allah SWT telah menciptakan berbagai macam
tumbuh-tumbuhan agar manusia berfikir dan mengkaji objek alam natural
disekitarnya dan mampu menemukan keajaiban Allah SWT, sebagai upaya untuk

menemukan obat-obatan yang berasal dari tanaman. Sebagaimana upaya peneliti

dalam mengetahui senyawa-senyawa metabolit sekunder yang tekandung di dalam
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tanaman, seperti steroid, flavonoid, alkaloid dan lain-lain. Senyawa tersebut yang
kemudian dimanfaatkan sebagai zat aktif dalam obat alami yang berkhasiat sebagai
obat antikanker. Dengan demikian ilmu pengetahuan dapat mengantarkan manusia
dalam menemukan keajaiban Allah SWT, sehingga manusia senantiasa tunduk dan
patuh kepada-Nya.

Salah satu pemanfaatan tumbuhan adalah penggunaannya sebagai obat.
Bahwa pengobatan yang dibutuhkan adalah pengobatan yang sesuai dengan jenis
penyakit dan kesungguhan mengawasi efektivitas kandungan obat untuk masa
pengobatan tertentu. Adapun pengobatan penyakit yang lebih baik adalah dengan
bahan-bahan alami (Mahmud, 2007).

Salah satu jenis tanaman yang dapat dimanfaatkan oleh manusia adalah
tanaman gulma atau rumput-rumputan. Di dalam al Qur’an, terdapat beberapa ayat
yang menjelaskan tentang rumput-rumputan dan manfaatnya. Sebagaimana dalam

firman Allah berikut (Q.S Abasa ayat 31-32)

“dan buah-buahan serta rumput-rumputan, untuk kesenangan dan untuk
binatang-binatang ternakmu” (Q.S ‘Abasa [80]:31-32).

Didalam surat ‘Abasa ayat 31 tersebut terdapat kata U yang berarti rumput-

rumputan. Yang kemudian dilanjutkan dengan kata eﬂbua yang berarti untuk

kesenanganmu. Makna kesenangan secara ilmiah pada penelitian ini adalah suatu
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penciptaan rumput-rumputan yang dapat dimanfaatkan sebagi obat alami yang
memiliki potensi sebagai obat antikanker, mengingat kanker merupakan termasuk
penyakit yang mematikan yang sampai saat ini masih diperlukan obat yang mampu
mencegah atau menghentikan pertumbuhan sel-sel kanker yang terdapat dalam tubu.

Mengingat rumput-rumputan dan tumbuhan obat merupakan bahan untuk
memelihara kesehatan dan pengobatan sebagai penyakit tubuh, semestinya diketahui
substansinya, efeknya, dan kebenaran metode dan penelitiannya (Mahmud, 2007).
Maka dalam penelitian ini mencoba untuk mengetahui dan mengkaji kandungan
senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam akar rumput bambu
(Lophatherum gracile Brongn), untuk mencari potensi pemanfaatannya sebagai
tanaman obat antikanker.

Sesungguhnya Allah SWT menciptakan segala sesuatu untuk kebutuhan
hamba-Nya dengan manfaat dan menurut ukuran tertentu. Sebagaimana dalam firman

Allah berikut (Q.S al Hijr ayat 21)

= = . &
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“Dan tidak ada sesuatu pun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahnya, dan kami
tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang tertentu” (Q.S al Hijr
[15]: 21).

Firman Allah dalam surat al Hijr ayat 21 tersebut menjelasakan bahwa sesuatu

apapun yang dimanfaatkan oleh hamba-Nya itu tidak diberikan, kecuali menurut

ukuran yang telah ditentukan dan di dalamnya terdapat kecukupan bagi orang yang
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membutuhkan dan rahmat bagi hamba-hamba-Ku (Al-Maragy, 1970). Sebagaimana
kata e)b-wm dalam potongan ayat tersebut secara ilmiah memberikan makna bahwa
sesungguhnya Allah memberikan nikmat dengan ukuran tertentu. Ukuran dalam
penelitian ini merupakan kadar dalam bentuk konsentrasi (ppm) yang digunakan
sebagai ukuran seberapa besar tingkat sitotoksik dari suatu senyawa yang terkandung
di dalam tanaman rumput bambu yang telah ditumbuhkan Allah sebagai tanaman
gulma yang berpotensi sebagai obat antikanker.

Al Quran memerintahkan atau menganjurkan kepada manusia untuk
memperhatikan dan mempelajarinya dalam rangka meyakini ke-Esaan dan kekuasaan
Allah (Shihab, 2002). Dari perintah ini tersirat bahwa manusia memiliki potensi
untuk mengetahui dan memanfaatkan hukum-hukum yang mengatutur fenomena
alam tersebut melalui suatu eksperimen, namun pengetahuan dan pemanfaatan ini
bukan merupakan tujuan puncak (ultimate gool). Sebagaimana penelitian pada
tanaman rumput bambu sebagai upaya untuk mencari potensi pemanfaatannya
sebagai obat. Hal ini dibuktikan dalam hasil penelitian uji sitotoksik akar rumput
bambu (Lophatherum gracile B.) dengan variasi pelarut melalui metode BSLT dan
identifikasi golongan senyawa aktifnya ini. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak akar rumput bambu mempunyai potensi senyawa aktif sebagai tanaman obat
alami yang ditunjukkan dengan nilai LCsy pada ekstrak kasar n-heksana, kloroform
dan etanol 80% secara berturut-turut adalah 81,6083 ppm, 57, 3126 ppm dan 88,4241
ppm dengan kandungan golongan senyawa aktif berupa steroid. Potensi senyawa

aktif yang dimiliki akar rumput bambu ini dapat digunakan sebagai acuan bahwa akar
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rumput bambu dapat dimanfaatkan sebagai obat antikanker. Sehingga dengan adanya
penelitian ini dapat menunjukkan tentang kebesaran Allah SWT sebagaimana

yang terkandung dalam firman Allah berikut (Q.S Ali Imran ayat 191)
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“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.”

Firman Allah di atas menegaskan tentang penciptaan-Nya atas alam raya ini
serta memerintahkan agar manusia memikirkannya untuk membuktikan keesaan dan
kekuasaan Allah SWT (Shihab, 2006). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak akar rumput bambu memiliki potensi sebagai tanaman obat herbal,
sebagaimana makna dari ayat S CAlAES yang menggambarkan tentang bukti
bahwa Allah menciptakan segala sesuatu di alam raya ini tidaklah sia-sia, salah
satunya adalah tanaman rumput bambu.

Pemanfaatan akar rumput bambu sebagai obat merupakan salah satu faktor
alat penyembuhan. Sesungguhya tidak ada yang dapat memberikan kesembuhan dari
suatu penyakit kecuali Allah SWT. Sebagiamana dalam firman Allah berikut (Q.S asy

Syu’ara’ ayat 80)
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E;‘(gan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku”. (Q.S asy Syu’ara’[26]:
Ayat tersebut menjelaskan bahwa sebagai seorang muslim dalam mencari
kesembuhan dari suatu penyakit melalui pengobatan harus didasarkan kepada agidah
yang benar yakni meyakini bahwa penyembuhan hanya dari Allah, sedangkan obat
hanya sebagai perantaranya saja (Muhadi dan Muadzin, 2010). Hal ini menunjukkakn
bahwa keseimbangan antara usaha dengan ketentuan Allah merupakan ciri islam.
Oleh karena itu, Rasulullah memerintahkan untuk berobat dan senantiasa bertwakal

kepada Allah ketika sedang sakit.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak akar rumput bambu (Lophaterum gracile Brongn) berdasarkan variasi
pelarut n-heksana, kloroform dan etanol 80 % memiliki nilai LCsy berturut-
turut 81,6083 ppm, 57,3126 ppm dan 88,4241 ppm.

2. Golongan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak kloroforrm
akar rumput bambu adalah steroid. Pemisahan ekstrak kloroforrm akar rumput
bambu menggunakan KLTA menghasilkan eluen terbaik steroid adalah n-
heksana:aseton (7:3) dengan deteksi reagen Liembermann-Burchard

mengasilkan warna ungu.

5.2 Saran

1. Diperlukan pemisahan lebih lanjut untuk memisahkan senyawa aktif dengan
Kromatografi Lapis Tipis Preparatif. Isolat dari pelarut terbaik diidentifikasi
dengan instrumen UV-VIS, HPLC, FTIR ataupun GC-MS.

2. Dari ketiga ekstrak n-heksana, kloroform dan etanol 80% dapat diketahui
mempunyai potensi sitotoksik terhadap larva udang Artemia salina L. dengan
nilai LCsp < 1000 ppm. Sehingga perlu dilakukan uji lebih lanjut secara spesifik

baik secara in vitro maupun in vivo.
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LAMPIRAN

L.1 Diagram Alir Penelitian

Akar rumput bambu

— preparasi sampel
+— dianalisa kadarnya

Serbuk sampel

L dilakukan maserasi dengan pelarut n-heksana

\4

ekstrak n-heksana

v
ampas
li Dikeringkan dari pelarut n-heksana

Diekstraksi maserasi dengan pelrut kloroform

ampas

A 4

ekstrak kloroform

— Dikeringkan dari pelarut kloroform
J_ Diekstraksi maserasi dengan pelrut etanol 80%

y

ampas

A 4

ekstrak etanol 80%

A 4
rotary evaporator

\ 4
ekstraksi masing-masing pelarut

pelarut

— diuji sitotoksik dengan Artemia Salina L.
— diuji fitokimia dengan uji reagen

— diuji fitokimia dengan KLT terhadap

— golongan senyawa yang positif dari uji

data

— dianalisis

hasil
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Lampiran 2. Skema kerja
L.2.1 Preparasi Sampel

Sampel

- diambil akar rumput bambu

- dicuci, dipotong kecil-kecil dan dikering anginkan sampai kering

- dihaluskan dengan blender sampai serbuk dan diayak dengan ayakan
60 mesh

Hasil

L.2.2 Analisis Kadar Air

Sampel

- dipotong kecil-kecil

- ditimbang sekitar 5 g

- dikeringkan cawan di dalam oven pada suhu 100 — 105 °C sekitar 15
menit, didinginkan dalam desikator, dan ditimbang sampai beratnya
konstan

- dikeringkan sampel dalam oven pada suhu 30 — 37 °C selama sekitar £
30 menit

- didinginkan dalam desikator selama + 10 menit

- ditimbang

- dipanaskan kembali dalam oven £ 30 menit

- didinginkan dalam desikator dan ditimbang kembali

- diulangi perlakuan ini sampai tercapai berat konstan

- dihitung kadar airnya menngunakan rumus berikut:

Kadar air = b_J X 100 %
(b—a)
Keterangan: a = berat konstan cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

100

Faktor koreksi = ——
100—% kadar air

% kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
- dilakukan 3 kali pengulangan

v

Hasil
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L.2.3 Ekstraksi Komponen Aktif

103

Sampel

!

Ekstrak n-heksana

y

- ditimbang 60 g

- direndam dengan 300 mL pelarut
n-heksan selama 24 jam dan dishaker
selama 3 jam

- disaring, dikeringkan dan ampasnya
direndam kembali dengan pelarut
yang sama sampai filtratnya bening

- disaring dan filtratnya digabung

Am

pas

v

A

y

- dikeringkan anginkan

- direndam dengan 300 mL pelarut
kloroform selama 24 jam dan
dishaker selama 3 jam

- disaring, dikeringkan dan ampasnya
direndam kembali dengan pelarut
yang sama sampai filtratnya bening

- disaring dan filtratnya digabung

Ekstrak klorform

Ampas

A

y

- Dikeringkan anginkan

- direndam dengan 300 mL pelarut
etanol 80 % selama 24 jam dan
dishaker selama 3 jam

- disaring, dikeringkan dan ampasnya
direndam kembali dengan pelarut
yang sama sampai filtratnya bening

- disaring dan filtratnya digabung

Ekstrak etanol 80%

[

v

Pelarut

A

y

- dirotary evaporator

Ekstrak pekat masing-masing
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L.2.4 Uji Sititoksik Larva Udang Artemia salina Leach
L.2.4.1 Penetasan Telur

Air laut 250 mL

- ditempatkan pada botol penetasan
- dimasukkan 2,5 mg telur Artemia salina Leach
- diaerasi selama £ 48 jam

A 4

Larva udang dalam air

L.2.4.2 Uji Sitotoksik

10 mg ekstrak pekat, n-heksana, kloroform dan etanol 80%

- dilarutkan dengan menggunakan 10 mL pelarutnya masing-
masing

- dipipet masing-masing larutan sebanyak 1 mL, 0,5 L, 0,25 mL,
0,125 mL, 0,0625 mL, 0,0312 mL, 0,156 mL, 0,0078 mL,
0,0039 mL, dan 0,0019 mL. sehingga terbentuk larutan ekstrak
dengan konsentrasi 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12,50 ppm, 6,25
ppm, 3,12 ppm, 1,56 ppm, 0,78 ppm, 0,39 ppm, dan 0,2
ppm.dan larutan kontrol

- dimasukkan dalam bekaer glass 100 mL

- diuapkan pelarutnya sampai kering

- dimasukkan 100 pL dimetil sulfoksida, setetes larutan ragi roti,
dan 2 mL air laut

- dikocok hingga ekstraknya larut dalam air laut

- dipindahkan larutan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditanda
bataskan dengan air laut sampai volume 10 mL

- dipindahkan ke dalam botol vial

- dimasukkan 10 ekor larva udangnya

- diamati kematian larva udang setelah 24 jam

- perlakuan dilakukan pengulangan masing-masing sampel
sebanyak 3 kali

- dianalisis datanya untuk mencari LCs

\ 4
Hasil
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L.2.5 Uji Fitokimia dengan Uji Reagen

Uji fitokimia kandungan senyawa aktif dengan uji reagen dari ekstrak
pekat, n-heksana, kloroform dan etanol 80 % dari akar tanaman rumput bambu
dilarutkan dengan sedikit masing-masing pelarutnya, kemudian dilakukan untuk

uji alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid, steroid dan tanin.

L.2.5.1 Uji alkaloid

2 mg ekstrak sampel

- dimasukkan dalam tabung reaksi
- ditambahkan 0,5 mL HCI 2 M

- dipanaskan diatas penangas air

- didinginkan pada suhu kamar

- ditambahkan serbuk NaCl
vy - diaduk dan disaring
v v
Filtrat Endapan
v

v v

Larutan pada tabung | Larutan pada tabung I1
- ditambah 0,5 mL reagen 1 didiamkan beberapa menit
Wagner

Y A 4

Terbentuk endapan Tidak terbentuk endapan

L.2.5.2 Uji Flavonoid

2 mg ekstrak sampel

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

A 4

Merah/jingga
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L.2.5.3 Uji Triterpenoid/Steroid

2 mg ekstrak sampel

- dimasukkan dalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu dipanaskan dan
didinginkan

- diambil 1 mL dan dimasukkan dalam tabung reaksi

1 ditetesi pereaksi Liebermann Burchard

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

L.2.5.4 Uji Saponin

2 mg ekstrak sampel

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

- apabila menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes HCI 1 N dan

dibiarkan selama 10 menit

Timbul busa dengan ketinggian 1-3 cm

L.2.5.5 Uji Tanin
L.2.5.5.1 Uji dengan FeCl;

2 mg ekstrak sampel

- ditambah 2-3 tetes FeCls 1%

A 4
Hijau kehitaman/ biru tinta

L.2.5.5.2 Ujidengan Larutan Gelatin

2 mg ekstrak sampel

- ditambah larutan gelati

A

Endapan putih




107

L.2.6 Uji Fitokimia dengan KLT
Uji fitokimia dengan KLT dilakukan terhadap golongan senyawa yang

positif dari hasil uji fitokimia dengan uji reagen.

10 mg ekstrak sampel
- ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat silika gel F2s4

yang telah diaktivasi 1 x 10 cm? dengan pipa kapiler

- dikeringakan dan dielusi dengan masing-masing fase gerak
golongan senyawa alkaloid, flavonid, saponin, terpenoid, dan
steroid

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

- diamati masing-masing hasil nodanya dengan masing-masing

reagen pada setiap golongan senyawa

\ 4
Hasil




Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Reagen dan Larutan
L.3.1 Pembuatan larutan HCI 1 N

BJ HCI pekat =1,19 ¢g/mL = 1190 g/L
Konsentrasi =37%

BM HCI =36, 42 g/mol

n = 1 (jumlah mol ion H")
Normalitas HCI =n x Molaritas HCI

37 % x B] HCI
BM HCI pekat

_ 37 % x 1190 g/L
36,42 g/mol

=12,09 N
N; x Vi =Ny X V>
12,09 NxV; =1Nx100 mL
V; =8,27mL=83mL
Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCI pekat 37 % sebanyak 8,3 mL,
kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 mL yang berisi £ 15 mL aquades.

Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.2 Pembuatan HCI 2 %
My X V1 =My XV,
37 % xV; =2%x10 mL
V:; =05mL
Cara pembuatannya adalah dipipet larutan HCI pekat 37 % sebanyak 0,5 mL,

kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10 mL yang berisi £ 5 mL aquades.

108



109

Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.3 Pembuatan Reagen Dragendorff

Larutan I. 0,6 g Bi(NH3)3.5H,0 dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL H,0.

Larutan I1. 6 g KI dalam 10 mL H,O.

Cara pembuatannya adalah larutan | dibuat dengan 0,6 g Bi(NH3)3.5H,0 yang
dilarutkan ke dalam 2 mL HCI pekat dan 10 mL aquades dan larutan Il dibuat
dengan 6 g KI yang dilarutkan ke dalam 10 mL aquades. Kedua larutan tersebut

dicampur dengan 7 mL HCI pekat dan 15 mL H,O (Wagner, 2001).

L.3.4 Pembuatan Reagen Mayer

Larutan 1. HgCl, 1,358 g dalam aquades 60 mL

Larutan 1. KI 5 g dalam aquades 10 mL

Cara pembuatannya adalah larutan | dibuat dengan HgCl, 1,358 g yang dilarutkan
dengan aquades 60 mL dan larutan Il dibuat dengan KI 5 g yang dilarutkan
dengan aquades 10 mL. Larutan | dituangkan ke dalam larutan Il, diencerkan

dengan aquades sampai tanda batas pada labu ukur 100 mL (Manan, 2006).

L.3.5 Pembuatan reagen Lieberman-Burchard

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

Cara pembuatannya adalah asam sulfat pekat 5 mL dananhidrida asetat 5 mL

dicampur ke dalam etanol absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari
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pendingin. Penggunaan reagen ini digunakan langsung setelah pembuatan

(Wagner, 2001).

L.3.6 Pembuatan metanol 50%

M; x V1 =My x V;,

99,8% xV1 =50% x 10 mL

V1 =5mL

Cara pembuatannya adalah diambil larutan metanol 99,8 % sebanyak 5 mL
kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10 mL yang berisi £ 5 mL aquades.
Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga

homogen.

L.3.7 Pembuatan FeCl;

g terlarut

% konsentrasi = x 100 %

g terlarut+g pelarut

g terlarut

g terlarut + g pelarut = x 100 %

% konsentrasi
1g+gpelarut:11—§ x 100 %
gpelarut=100g-19g=99¢

gpelarut _ 99g 900 rols

volume pelarut = =
BJ pelarut 1g/ml

Cara pembuatannya adalah ditimbang serbuk FeCl;.6H,0 sebanyak 1 g kemudian

dilarutkan dengan 99 mL aquades.
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L.3.8 Pembuatan NH3 10%

M x V1 =My xV;
50 % x V, =10% x 10 mL
V1 =2mL

Cara pembuatannya adalah diambil larutan NH3 50 % sebanyak 2 mL, kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 10 mL yang berisi £ 5 mL aquades. Ditambahkan

aquades sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L.3.9 Pembuatan Larutan Gelatin

Cara pembuatannya adalah 2,5 g serbuk gelatin dicampur dengan 50 mL larutan
garam NaCl jenuh, kemudian dipanaskan sampai gelatin larut seluruhnya. Setelah
dingin, ditambah larutan garam NaCl jenuh dalam labu ukur 100 mL sampai tanda

batas dan dikocok hingga homogen (Sudarmadji, 2007).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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L.4 Perhitungan Konsentrasi Larutan Ekstrak Untuk Uji Sititoksik
a. Pembuatan larutan stok 1000 ppm ekstrak akar Rumput Bambu

ppm = mg/L
larutan stok 1000 ppm = mg/L dalam 10 mL pelarutnya
1000 ppm = mg
10.10” L
mg = 1000 mg/L. 0,01 L
mg = 10 mg

Jadi, larutan stok 1000 ppm pada masing-masing ekstrak dibuat dengan dilarutkan

10 mg sampel ke dalam 10 mL pelarutnya.

b. Pembuatan larutan ekstrak 100 ppm

Vi X M =V XM,

V1 x 1000 ppm =0,01 L x100 ppm
Vi =1 L.ppm/ 1000 ppm
Vi =1.10°L=1mL

Jadi, larutan ekstrak 100 ppm dibuat dengan 1 mL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.

c. Pembuatan larutan ekstrak 50 ppm

Vi X My =V, X M;

V1 x 1000 ppm =0,01 L x50 ppm

Vi =0,5 L.ppm/ 1000 ppm
Vi =5.10"L=0,5mL

Jadi, larutan ekstrak 50 ppm dibuat dengan 0,5 mL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.
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d. Pembuatan larutan ekstrak 25 ppm

Vi x M =V X My

V1 x 1000 ppm =0,01 L x 25 ppm

\i = 0,25 L.ppm/ 1000 ppm

Vi =25.10" L =0,25 mL = 250 pL

Jadi, larutan ekstrak 25 ppm dibuat dengan 250uL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.

e. Pembuatan larutan ekstrak 12,50 ppm

Vi X My =V X M,

V1 x 1000 ppm =0,01 Lx12,5ppm

\1 = 0,125 L.ppm/ 1000 ppm

\A =1,25.10* L =0,125 mL = 125 pL

Jadi, larutan ekstrak 12,5 ppm dibuat dengan 125 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.

f. Pembuatan larutan ekstrak 6,25 ppm

Vi X M =V X M,

V1 x 1000 ppm =0,01 L x6,25 ppm

Vi =0,0625 L.ppm/ 1000 ppm

Vi =6,25.10° L = 0,0625 mL = 62.5 puL

Jadi, larutan ekstrak 6 ppm dibuat dengan 62.5 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.
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g. Pembuatan larutan ekstrak 3,13 ppm

Vi X My =V X My

V1 x 1000 ppm =0,01 L x 3,125 ppm

\i =0,03125 L.ppm/ 1000 ppm

Vi =3,125. 10° L = 0,03125 mL = 31,25 L

Jadi, larutan ekstrak 3 ppm dibuat dengan 31,25 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.

h. Pembuatan larutan ekstrak 1,56 ppm

Vi X My =V X M,

V1 x 1000 ppm =0,01 L x1,5625 ppm

Vi =0,015625 L.ppm/ 1000 ppm

\A =1,5625. 10° L = 0,015625 mL = 15, 63 pL

Jadi, larutan ekstrak 1,5 ppm dibuat dengan 15, 63 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut.

i. Pembuatan larutan ekstrak 0,78 ppm

Vi X M =V X M,

V1 x 1000 ppm =0,01 Lx0,78 ppm

Vi =0,0078 L.ppm/ 1000 ppm

Vi =78.10°L=0,0078 mL = 7,8 pL

Jadi, larutan ekstrak 0,78 ppm dibuat dengan 7,8 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut
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J. Pembuatan larutan ekstrak 0,39 ppm

Vi x M, =V2 XMy

V1 x 1000 ppm =0,01 Lx0,39 ppm

Vi =0,0039 L.ppm/ 1000 ppm

Vi =3,9.10° L =0,0039 mL = 3,90 pL

Jadi, larutan ekstrak 0,3906 ppm dibuat dengan 3,90 pL larutan stok yang

dilarutkan dalam 10 mL air laut

k. Pembuatan larutan ekstrak 0,20 ppm

Vi X M =V X My

V1 x 1000 ppm =0,01 Lx0,2 ppm

Vi = 0,002 L.ppm/ 1000 ppm

\A =210°L=0,002mL =2 pL

Jadi, larutan ekstrak 0,193 ppm dibuat dengan 2 pL larutan stok yang dilarutkan

dalam 10 mL air laut

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 5 Akumulasi Waktu Penelitian

SITY OF MALANG

No. | Rencana Bulan
Penelitian Oktober November Desember Januari Februﬁi Maret April
112 |3 (4 |12 (34|12 |3 4|12 3|4]|1|2 %4 112|134 ]1]|2|3
1 | Proposal =
2 | Persiapan O
sampel =
<
3 | Uji kadar air -
4 | Preparasi -
LU
sampel -
5 | Ekstraksi =
7p
sampel =
6 | Uji toksisitas 1]
|
7 | Uji Fitokimia E
8 | Analisis Data
9 | Pembuatan
Laporan
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Lampiran 6 Perhitungan Kadar Air
1. Data Pengukuran Kadar Air Sampel Basah Akar Rumput Bambu

Ulangan Berat Cawan Kosong (gr)
cawan | Sebelum P1 P2 P3 Rata-rata berat
dioven konstan
Al 54,527 54,526 54,526 54,52 54,526
A2 75,066 75,065 75,066 75,067 75,066
A3 65,382 65,381 65,382 65,383 65,382
Ulangan Berat Cawan + Sampel (gr)
cawan | Sebelum P1 P2 P3 P4 P5 Rata-rata
dioven Berat konstan
Al 59,5628 | 57,589 | 56,851 | 56,661 | 56,645 | 56,645 56,645
A2 80,091 | 78,339 | 77,142 | 77,125 | 77,119 | 77,118 77,118
A3 70,392 | 68,306 | 67,579 | 67,474 | 64,471 | 64,471 67,471

Keterangan: *P= perlakuan
*Tanda merah menunjukkan angka yang sudah konstan (2 angka dibelakang
koma sama).

1.1 Perhitungan Kadar Air Sampel Basah
Adapun rumus perhitungan kadar air adalah:

Kadar air = M x100%
(b—-a)
100
100—-% kadar air

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi

Faktor koreksi=

Keterangan:

a = berat cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat cawan konstan + sampel setelah dikeringkan
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A. Ulangan ke 1 (A1)
Kadar air =2=% x100%
(b-a)
~ (59,5283 — 56,6451)
(59,5283 — 54,5261)

2,8832
= x 100%
5,0022

= 57,638 %

x 100%

100

100 %—57,638 %
100

- 42,362 %
= 2,360 %
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
=57,638 % - 2,360 %

Faktor koreksi =

=55277%
B. Ulangan ke 2 (A2)
b-c
Kadar air =( ) x100%
(b-a)
_ (80,091 — 77,118) ol
GRS ook » 4
e 57
=50z % 100%
=59,164 %

100

100 %—59,164 %
100

- 40,836 %
= 2,448 %
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
=59,164 % - 2,448 %
=56,716 %

Faktor koreksi =
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C. Ulangan ke 3 (A3)

Kadar air =

Faktor koreksi =

(b—c)
(b—a)
(70,392 — 67,471)

x100%

(70,392 — 65,382)
2,921

== x100%

5,010

= 58,303 %

100

100

- 41,696 %

= 2,398 %
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
= 58,303 % - 2,398 %
= 55,900 %

100 %—58,303%

x100%

» Hasil rata-rata kadar air dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:

Rata-rata kadar air =

57,638 % + 59,164 % + 58,303 %

3

= 58,368 %

» Hasil rata-rata faktor koreksi dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:

Rata-rata faktor koreksi =

rata-rata kadar air terkoreksi =

2,360 %+ 2,448 %+ 2,398 %

3

= 2,402 %
> Hasil rata-rata kadar air terkoreksi dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:

55,277 %+ 56,716 %+ 55,900 %

= 55,966 %

3

2. Data Pengukuran Kadar Air Sampel Kering Akar Rumput Bambu

Ulangan Berat Cawan Kosong (gr)
cawan | Sebelum P1 P2 P3 Rata-rata
dioven berat konstan
Bl 57,432 57,429 57,429 57,429 57,429
B2 75,076 75,071 75,070 75,070 75,074
B3 65,392 65,388 65,387 65,388 65,388
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Ulangan Berat Cawan + Sampel (gr)
cawan | Sebelum P1 P2 P3 P4 P5 Rata-rata
dioven Berat konstan
B1 62,433 | 62,020 | 62,000 | 61,997 | 61,993 | 61,994 61,993
B2 80,064 79,664 79,644 79,617 79,616 79,615 79,615
B3 70,386 | 69,999 | 69,987 | 69,972 | 69,975 | 69.975 69,975

Keterangan: *P= perlakuan
*Tanda merah menunjukkan angka yang sudah konstan (2 angka dibelakang
koma sama).

2.1 Perhitungan Kadar Air Sampel Kering
Adapun rumus perhitungan kadar air adalah:

Kadar air =2~ x100%
b-a)

100
100—%kadar air

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
Keterangan:

Faktor koreksi =

a = berat cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
C = berat cawan konstan + sampel setelah dikeringkan

A. Ulangan ke 1 (B1)

b-c
Kadar air =ux100%
(b—-a)
_ (62,4330 — 61,9939) 1000t
= (62,4330 —57,4292) 0
0,4391
" 5,0038 x 100%
=8,775%
Faktor koreksi = 100

100 %—-8,775 %
100

91,224 %

= 1,096 %




121

% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
=8,775% - 1,096 %
=7,679 %

B. Ulangan ke 2 (B2)

Kadar air = % x100%

_ (80,0643 — 79,6159)
(80,0643 — 75,0748)

0,4484
= - x 1009
4,989 %

=8,987 %

x 100%

100

100 %—8,987 %
100

= 91,012 %
= 1,098 %
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
=8,775 % - 1,098 %
=7,677 %

Faktor koreksi =

C. Ulangan ke 3 (B3)

Kadar air =% x100%

_ (70,3869 — 69,9752)
(70,3869 — 65,3881)

04117
= x 1009
4,9988 0

=8,235%

x100%

100

100 %—8,235 %
100

= 91,7640 %
= 1,098 %
% Kadar air terkoreksi = Kadar air — Faktor koreksi
= 8,235 %- 1,098 %
=7,137%

Faktor koreksi =
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» Hasil rata-rata kadar air dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:
8,775 % + 8,987 % + 8,235 %
3

Rata-rata kadar air =

=8,665%

» Hasil rata-rata faktor koreksi dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:
1,096 % + 1,098 % + 1,098 %
3

Rata-rata faktor koreksi =

=1,097 %
» Hasil rata-rata kadar air terkoreksi dari ulangan ke 1 sampai ke 3 adalah:
7,679 % + 7,677 % + 7,137 %
3

rata-rata kadar air terkoreksi =
=7,497 %

Kadar Air yang Terkandung pada Sampel Basah dan Kering Akar Rumput Bambu
(Lopathetum gracile Brongn) pada Setiap Pengulangannya Adalah:

Sampel Akar Kadar Air yang Terkandung pada Sampel

Rumput Bambu Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-rata

Basah 55,277 % 56,726 % 55,900 % 55,966 %

Kering 7,697 % 7,677 % 7,137 % 7,497 %
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Lampiran 5. Perhitungan Rendemen
1. Ekstrak n-Heksana
Berat gelas vial kosong =71,2499 g
Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat =71,4175¢
Berat ekstrak pekat = (Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat) — Berat gelas
vial kosong
=71,41759-71,2499 g =0,1676 g

__ berat ekstrak pekat

Rendemen x 100%

berat sampel

_0,1676

x 100 % = 0,279 gram

2. Ekstrak Kloroform
Berat gelas vial kosong = 80,1546 g
Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat = 86,7946 ¢
Berat ekstrak pekat = (Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat) — Berat gelas
vial kosong
= 86,7946 g - 80,1546 g = 6,6382

__ berat ekstrak pekat

Rendemen x 100%

berat sampel

_ 6,6382

x 100 % = 11,063 gram

3. Ekstrak Etanol

Berat gelas vial kosong =92,2837¢g

Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat = 95,0518 g

Berat ekstrak pekat = (Berat gelas vial kosong + ekstrak pekat) — Berat gelas
vial kosong
= 95,0518 g — 92,2837 g = 2,7681 g

Rendemen = ber;:::z:::pp:lkatx 100%
=27%%19 x100% = 4,6135g
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Lampiran 8 Perhitungan Nilai LCso Ekstrak Akar Rumput Bambu Secara Manual

1. Ekstrak n-Heksana Akar Rumput Bambu

Konsentrasi Log Jumlah| Jumlah larva/% Mortalitas| Mortalitas| Probit %
(ppm) Konsentrasi| Larva Yang mati Mortalitas (¥)*
(x) (ekor) (ekor)”

0* - 30 0 0 0 -
0** - 30 0 0 0 -
0,1953 -0,7092 30 1 10 3 3,72
0,390 -0,4082 30 2 20 6 4,16
0,78 -0,1079 30 2 20 6 4,16
1,5625 0,1938 30 2 20 6 4,16
26 0,4948 30 4 40 12 4,75
6,25 0,7958 30 3 30 9 4,48
12,5 1,0969 30 4 40 12 4,75
25 1,3979 30 4 40 12 4,75
50 1,6989 30 4 40 12 4.75
100 2 30 5 50 15 5,00

Keterangan : *Kontrol air laut
* Kontrol Pelerut dan DMSO
*Diambil dari data modus (angka yang sering muncul) pada kematian larva

(y)" Diambil dari data terlampir

Grafik Hubungan antara Log Konsentrasi (x) dan Probit (y) pada Ekstrak n-Heksana

% Probit

Grafik Ekstrak n-heksana

[EEN

(en]

0 1
Log Konsentrasi

y =0.2343x + 4.3129

R?=0.2258

== %probit

——Linear (%probit)
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e Dicari nilai X dari persamaan pada grafik

y = 0,4046x + 4,207
5=0,4046x + 4,207

0,4046x =5 — 4,207
0,4046x = 0,793
0,793

X =
0,4046

x=1,95

¢ Nilai LCso= Antilog x
= antilog (1,95)
= 89,12 ppm

2.Ekstrak Kloroform Akar Rumput Bambu

125

Konsentrasi Log Jumlah| Jumlah larva[% Mortalitas| Mortalitas| Probit %
(ppm) Konsentrasi| Larva Yang mati Mortalitas (y)*
(x) (ekor) (ekor)”

0* - 30 0 0 0 -
0** - 30 0 0 0 -
0,1953 -0,7092 30 2 20 6 4,16
0,390 -0,4082 30 3 30 9 4,48
0,78 -0,1079 30 3 30 9 4,48
1,5625 0,1938 30 4 40 12 4,75
3,125 0,4948 30 B 50 15 5,00
6,25 0,7958 30 5 50 15 5,00
12,5 1,0969 30 5 50 15 5,00
25 1,3979 30 4 40 12 4,75
50 1,6989 30 5 50 15 5,00
100 2 30 6 60 18 5,25

Keterangan : *Kontrol air laut
* Kontrol Pelerut dan DMSO
*Diambil dari data modus (angka yang sering muncul) pada kematian larva

()" Diambil dari data terlampir
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Grafik Hubungan antara Log Konsentrasi (x) dan Probit (y) pada Ekstrak Kloroform

Grafik Ekstrak Kloroform

6

5 R

W y =0.2343x + 4.3129

_ﬁf R?=0.2258

2

o]

1

0

R
=0—%probit

% Probit

—— Linear (%probit)

-1 0 1 2 3
Log Konsentrasi

e Dicari nilai X dari persamaan pada grafik
y =0,313x + 4,5851
5=0,313x + 4,5851
0,313x =5—4,5851
0,313x =0,4149
0,4149

X =
0.313
x=1,325

e Nilai LCsp= Antilog x
= antilog (1,325)
= 21,159 ppm
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1. Ekstrak Etanol 80 % Akar Rumput Bambu

127

Konsentrasi Log Jumlah| Jumlah larva/% Mortalitas| Mortalitas| Probit %
(ppm) | Konsentrasi| Larva Yang mati Mortalitas (y)*
(x) (ekor) (ekor)?

0* - 30 0 0 0 -
0** - 30 0 0 0 -
0,1953 -0,7092 30 2 20 6 4,16
0,390 -0,4082 30 2 20 6 4,16
0,78 -0,1079 30 3 30 9 4,48
1,5625 0,1938 30 3 30 9 4,48
3,125 0,4948 30 3 30 9 4,48
6,25 0,7958 30 1 10 3 3,72
1246 1,0969 30 6 60 18 5,25
25 1,3979 30 2 20 6 4,16
50 1,6989 30 4 40 12 4,75
100 2 30 g 50 15 5

Keterangan : *Kontrol air laut
* Kontrol Pelerut dan DMSO
*Diambil dari data modus (angka yang sering muncul) pada kematian larva

(y)* Diambil dari data terlampir

Grafik Hubungan antara Log Konsentrasi (x) dan Probit (y) pada Ekstrak Etanol 80 %

ot

Grafik Ekstrak Etanol 80%

5 -

Log Konsentrasi

y=0.2343x + 4.3129

R?=0.2258

== %probit

Linear (%probit)




e Dicari nilai X dari persamaan pada grafik
y =0,2343x + 4,3129
5=10,2343x + 4,3129
0,2343x =5 —4,3129
0,2343x =
_0.6872

7 0.2343
X =2.932

e Nilai LCso= Antilog x
= antilog (2.932)
= 855,066 ppm

Tabel Probit (devisi normal +5) sesuai dengan persentase dalam margin

(Harmita, 2008)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 2,67 12,95 312 |325 [3,36 |345 |352 | 359 |3,66
10 3,72 | 3,77 3,82 | 387 392 |39 |[4,01 | 4,05 |4,08 |412
20 4,16 | 4,19 1423 [4,26 |429 |433 | 436 439 [442 | 445
30 448 1450 453 [456 [4,59 | 4,61 4,64 |4,67 |469 |472
40 4,75 | 4,77 1480 | 4,82 [485 [487 [490 [4,92 |495 |4,97
50 5,00 | 503 [505 |508 |510 |513 |515 |5,18 |520 |5,23
60 5,25 | 528 [531 |533 |536 |539 |541 | 544 |547 |550
70 5,52 | 555 [558 |561 |564 |567 |571 |574 |577 |581
80 5,84 558 [592 595 |599 /604 [608 |6,13 |6,18 | 6,23
90 6,28 | 634 641 [ 648 |65 |6,64 |675 |6,88 |7,05 |733

0 |01 |02 |03 |04 |O5 |O6 |O7 |08 |09
99 733 | 737 | 741 | 746 | 751 | 758 |7,65 |7,75 | 7,88 |8,09
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Lampiran 9 Analisis Probit LCs

9.1 Analisis LCsy Ekstrak n-Heksana

Probability Plot for mortalitas n-Heksane
Logistic - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

99

Percentile Line

Upper Line

w
=1
L

Percent
HyEsdgza e

=
v o
L L

81,6083 ppm

-500 -250 0 250 500
konsentrasi

750

Table of Statistics
Loc 81.6083
Scale 59.0477
Mean B81.6083
StDev 107.101
Median 81.6083
1QR 120.741

2/13/2014 5:35:43 PM

Probit Analysis: mortalitas, jumlah hewan uji versus konsentrasi

Distribution: Logistic

Response Information

Variable Value Count
mortalitas Event 93

Non-event 267
jumlah hewan uji Total 360

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Standard
Variable Coef Error Z P
Constant -1.38207 0.148340 -9.32 0.000

konsentrasi 0.0169355 0.0038643 4.38 0.000
Natural
Response 0

Log-Likelihood = -196.019
Goodness-of-Fit Tests

Method Chi-Square DF P
Pearson 32.2888 9 0.000
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Deviance 42.6969 9 0.000

Tolerance Distribution

Parameter Estimates

Standard

Parameter Estimate Error

Location 81.6083 15.6544

Scale 59.0477 13.4733
Table of Percentiles

Standard

Percent Percentile Error

1l -189.723 48.6366

2 -148.195 39.2952

3 -123.647 33.8086

4 -106.048 29.9012

5 -92.2540 26.8609

6 -80.8635 24.3709

7 =7 287 22.2629

8 -62.6066 20.4367

9 -55.0065 18.8283

10 -48.1327 17883 9144

20 -0.249179 8.79035

30 31.5773 7.72046

40 57.6665 11.1262

50 81.6083 15.6544

60 105.550 20.6402

70 131.639 26o%2899

80 163.466 33.3254

90 211.349 44.0491

91 218.223 45.5964

92 22558831208 47.3088

93 234.346 49.2310

94 244.080 51.4283

956 255.470 54.0020

96 269.265 57 o 12200

97 286.864 61.1066

98 311.411 66.6706

99 352.939 76.0960

Probability Plot for mortalitas

95.

50.9
37.7

95 o
L

=361 .
-286.
-242.
=2ZjN0)
=115
=1L[d5 4
-148.
=il 82 .
il O
=10 -

=238
178,
40.
9 4
i/ 648
95 .

1y
ISPl
JaSIGP
168
167.
174.
182.
191.
20)She
220.
249.

0% Normal CI
Lower

262
554

Upp
112.2
92.34

er
90
78

0% Fiducial CI
Upper

ower
290
428
247
625
882
493
109
927
430
266
5413
0995
7869
2603
7641
3947
835
320
jL% 1.
405
339
111
032
618
30
874
668

=23
-94.
=77
-64.
555 o
-47.
-40.
-34.
AT
— 5P
14.
511 §
72

134.
1ge..
22,5%
280.
366.
W8 .

392

408.
425.
446.
471.
5072
547.
622.

o BILG
5568

SSIEICN

9946
2506
1636
2129
0870
51885
5633
4210
3466
8825
264
615
207
334
558
951
.657
031
593
149
050
825
159
186
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9.2 Analisis LCsy Ekstrak Kloroform

Probability Plot for mortalitas Choloroform
Logistic - 95% CI
Probit Data - ML Estimates

99

Percent

573126 ppm

T T T T
-500 -250 0 250 500 750
konsentrasi

Table of Safistic
Loc 57.3126
Sale 63.9852
Mean 57.3126
StDev  116.056
Median 57.3126
IQR 140.590

131

2/13/2014 5:35:43 PM

Probit Analysis: mortalitas, jumlah hewan uji versus konsentrasi

Distribution: Logistic

Response Information

Variable Value Count
mortalitas Event 126

Non-event 234
jumlah hewan uji Total 360

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Standard
Variable Coef Error Z P
Constant -0.895716 0.132546 -6.76 0.000

konsentrasi 0.0156286 0.0038605 4.05 0.000
Natural
Response 0

Log-Likelihood = -224.429

Goodness-of-Fit Tests

Method Chi-Square DF P
Pearson 42.5435 9 0.000
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Deviance 58.0323 9 0.000

Tolerance Distribution

Parameter Estimates

Standard

Parameter Estimate Error

Location 57.3126 12.1644

Scale 63.9852 15.8054
Table of Percentiles

Standard

Percent Percentile Error

1l —236 . 707 63.2806

2 =19, 706 52.2535

3 -165.106 45.7556

4 -146.036 41.1112

5 -131.088 37.4825

6 -118.745 34.4962

7 -108.197 31.9537

8 -98.9616 29.7364

9 -90.7259 27.7680

10 -83.2774 25.9964

20 -31.3898 14.1481

30 3.09803 8.11108

40 31.3688 7.99327

50 57.3126 12.1644

60 83.25604 W . 7255

70 111.527 24572661

80 146.015 32.4955

90 197.903 45.0800

91 205.351 46.8969

92 213, 57 48.9077

93 222.823 51.1650

94 288838V 53.7454

956 245.713 56.7679

96 260.661 60.4319

97 279.732 69 1110

98 306.332 71.6444

99 351.332 82.7109

Probability Plot for mortalitas

95.

33.4
39.4

95 o
L

-476.
=389
=387 .
=3Ol .
=202 4
-248.
=248 .
=200 .
L
-180.

=
=208,
17
39r
588
48 .

1OA
"3 7
143.
148.
154.
162.
170.
180.
19
2l

241

0% Normal CI
Lower

707
293

Upp
81.15
103.8

er
45
34

0% Fiducial CI
Upper

ower
371
311
889
051
200
8 96
074
297
462
859
5301
1147
1465
5998
8235
7599
572
992
056
652
922
078
447
575
486
482
.900

=52
=272,
-104
=91 ,
L
— T2
- GO
94
- O34
-48.
=Ll
L7/ §
SEp
9 .
147

20,1
267.
368.
SIS12 .

398

416.
436.
460.
489.
526.
577 o
665.

RSV
5 VG
5 L0
3295
1323
6920
4606
1108
4310
2765
85818
3188
9097
2296
/7
695
976
102
496
.415
271
669
544
465
371
863
001
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9.3 Analisis LCsy Ekstrak Etanol 80%

Probability Plot for mortalitas ethanol 80%
Logistic - 95% CI
Probit Data - ML Estimates
j=ie]

Lowef Line

LowerLi
ower Ling Uesliers

Percent
2

88,4241 ppm

Table of Statistics

Loc
Scale
Mean
Sthev
Median
IQR

88.4241
65,6809
88,4241
119.132
88,4241
144.316

T T T T T T
-500 -250 0 250 500 750
konsentrasi

2/13/2014 5:35:43 PM
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Probit Analysis: mortalitas, jumlah hewan uji versus konsentrasi

Distribution: Logistic

Response Information

Variable Value Count
mortalitas Event 93

Non-event 267
jumlah hewan uji Total 360

Estimation Method: Maximum Likelihood

Regression Table

Standard
Variable Coef Error Z P
Constant -1.34627 0.147097 -9.15 0.000

konsentrasi 0.0152251 0.0038364 3.97 0.000
Natural
Response 0

Log-Likelihood = -197.875

Goodness-of-Fit Tests

Method Chi-Square DF P
Pearson 45.3060 9 0.000
Deviance 53.8665 9 0.000
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Tolerance Distribution

Parameter Estimates

Standard

Parameter Estimate Error

Location 88.4241 18.8554

Scale 65.6809 16.5501
Table of Percentiles

Standard

Percent Percentile Error

1 -213.388 59.5798

2 -167.194 48.0744

8 =139, geIC) 41.3090

4 =120 33 36.4850

5 -104.969 32.7266

6 -92.2992 29.6441

7 -81.4720 27 8301

8 -71.9914 24.7616

9 =52 .95375 22.7594

10 -55.8916 20.9704

20 -2.62893 10.0373

30 32.7728 8" 164 338K

40 61.7928 13.1178

50 88.4241 18.8554

60 1115 Rejs,'3) 25.0806

70 144.075 32.0876

80 179.477 40.7811

90 232.740 54.0002

91 240.386 . Q057

92 248.840 58.0142

93 258.320 60.3806

94 269.147 63.0852

9§ 281.818 66.2526

96 297.162 70.0915

9% LG o 737 74.9932

98 344.042 81.8365

99 390.236 93.4261

Probability Plot for mortalitas

95.

0% Normal CI

Lower

51.4
40.0

93 o
L

-443.
=352
=298 .
=259
=289
-204.
=1L183
=1L[d5 4
-148.
-134.

8§
i85 3
42.
G 3
Shl

101.
15 .
146 198
166.
™7 28
176
186.
194.
204.
218.
236.
26 lho

683
826

Upp
125.3
107.6

er
80
27

0% Fiducial CI
Upper

ower
048
045
323
861
758
943
w°
288
841
011
0667
7563
6143
4556
258
294
441
493
653
355
745
039
570
896
061
411
432

-134
=103
=5 o
=74l 5
=Gl
=52,
-45.
— 35
W2
W27 4
34
56.

07
15§/
(0,
266.
385
440.
455.
472.
491.
5> 128
537 o
567.
606.
660.
VISHE

.858
672
1674
8483
3633
6635
1883
6018
6861
2912
6528
4735
378
981
621
350
847
683
748
409
096
441
425
687
304
179
348
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Lampiran 10 Dokumentasi Penelitian

L.9.1 Pengambilan Sampel

Pecabutan Rumput Bambu

L.9.2 Analisis Kadar Air

Sampel Basah Akar Rumput Bambu

Pengovenan Cawan

L.9.3 Preparasi Sampel

Pencucian Sampel

135

Akar Rumput Bambu

Sampel Kering Akar Rumput Bambu

DeS|kator (Cawan + Sampel)

-
Pengeringan Sampel

dengan diangin anginkan
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Pemplenderan Sampel

L.9.4 Ekstraksi Maserasi

g

Penguapan Pelarut dengan
Rotay Evaporator

 Pengayakan dengan
Ayakan Ukuran 60 mesh

Hasil Ekstrak Pekat Etanol 80%,
n-Heksana dan Klorofom
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L.9.5 Uji Sitotoksik

Penetasan Larva Udang Pembuatan Variasi Konsentrasi
Artemia salina L.

L.9.6 Uji Fitokimia dengan Reagen
L.9.6.1 Hasil Uji Fitokimia dengan Reagen Ekstrak n-Heksana

Alkaloid Alkaloid

Tanin
Meyer (-)  Dragendrof (-) FeCl; (-) Gelatin (-) ) ) (+)

Tanin Flavonoid ~ Saponin  Steroid

L.9.6.2 Hasil Uji Fitokimia dengan Reagen Ekstrak Kloroform

v/
}
¥ "!IE oK m

AIkaI0|d Alkaloid Tanin Tanin Flavonoid Saponin  Steroid
Meyer (-) Dragendrof (-) FeCl; (-) Gelatin (-) O] () (++)
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L.9.6.3 Hasil Uji Fitokimia dengan Reagen Ekstrak Etanol 80%

HA | I ‘
- A - po
}M &% .'

Alkaloid  Alkaloid Tanin Tanin Flavonoid  Saponin
Meyer (-) Dragendrof (+) FeCl; (-) Gelatin (-) ) ©)

L.9.7 Uji Fitokimia dengan KLTA menggunakan eluen terbaik
n-Heksana:Aseton (7:3)

Steroid
(+4)

(a) sebelum disemprot reagen (b) setelah disemprot reagen

Liebermann-Burchad Liebermann-Burchad
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> ®

(@) (b)

Gambar 9.7.1 Hasil penampakan noda senyawa steroid dari KLTA ekatrak
kloroform akar rumput bambu dengan eluen n-Heksana:Aseton
(7:3):
(b) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Agzss Sebelum
disemprot reagen Liebermann-Burchad
(c) Hasil pengamatan dibawah sinar UV pada Azss Sebelum
disemprot setelah Liebermann-Burchad
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Tabel 9.7.1 Data penampakan noda senyawa steroid dari KLTA ekatrak
kloroform akar Rumput Bambu pada eluen terbaik yakni
n-heksana:Aseton (7:3) dengan lampu UV 366 nm.
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No. | Rf tiap noda | Warna noda dibawah sinar UV pada % 366 nm Dugaan
Sebekum disemprot LB | Setelah disemprot LB | senyawa

1 0,223 Merah muda Merah muda -

2 0,235 Orange Hijau muda -

3 0,305 Merah muda Ungu Steroid

4 0,411 - Hijau -

5 0,458 Merah muda Ungu Steroid

6 0,529 Merah muda Ungu Steroid

7 0,588 Merah muda Merah muda -

8 0,623 - Hijau muda -

9 0,670 Merah muda Ungu Steroid

10 |0,729 Ungu Ungu Steroid

11 |08 Merah muda Ungu Steroid

12 | 0,905 Merah muda tengah Merah muda -

merah
13 | 0,964 hijau Ungu Steroid
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