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ABSTRAK

Zerumbon merupakan salah satu kandungan kimia yang ada didalam tanaman alam,
senyawa ini berfungsi sebagai agen kemopreventif melawan kanker usus besar dan kanker
kulit, sebagai anti proliferasi dan menginduksi apoptosis. Zerumbon merupakan konstituen
utama yang terdapat dalam lempuyang emprit. Penelitian ini bertujuan menentukan
aktivitas penangkapan radikal serta penetapan kadar fenolik total pada ekstrak etanol daun
lempuyang emprit dan fraksi-fraksinya. Ekstrak diperoleh dari metode maserasi dengan
pelarut etanol. Ekstrak difraksinasi dengan metode sonikasi menggunakan 3 pelarut yaitu:
n-heksan, etil asetat dan etanol. Ekstrak dan hasil fraksinasi dilakukan uji aktivitas
penangkapan radikal dengan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-pikrilhidrazil) serta penetapan
kadar fenolik total menggunakan metode Folin—Ciocalteu.Hasil penelitian menunjukkan
kadar fenolik total (GAE) yang diperoleh berturut-turut adalah 38,51 mg/g, 17,83 mg/g,
38,51 mg/g, dan 20,78 mg/g. Aktivitas penangkapan radikal dengan nilai ICsy pada ekstrak
sebesar 398,85 ug/mL ,fraksi n-heksan 485,23 ug/mL, fraksi etil asetat 412,45 ug/mL dan
fraksi etanol 494,65 pg/mL. Zerumbon merupakan kandungan kimia yang terbesar dalam
lempuyang emprit dan bukan golongan fenolik, sehingga kandungan fenolik total yang
didapat kecil, dan ini ditunjukkan aktivitas penangkapan radikal semua fraksi sama.

Kata kunci : Lempuyang emprit (Zingiber americans Bl), penangkapan radikal, fenolik,
DPPH.

ABSTRACT

Zerumbon is one of the chemical constituents present in natural plants, these
compounds act as a chemopreventive agent against colon cancer and skin cancer, as an
anti-proliferation and induce apoptosis. Zerumbon is the main constituent contained in
lempuyang emprit. This study aims to the radical scavenging activity and determine total
phenolic content assay on ethanol extract of Zingiber amaricans leaves and fractions. The
extract obtained from the maceration method by ethanol. The extract was fractionated by
sonication method using three solvents, namely: n-hexane, ethyl acetate and ethanol.
Extract and test results of fractionation radical scavenging activity by DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) method and the determination of total phenolic content by
Folin-Ciocalteu method. The results showed the total phenolic content (GAE) obtained are
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respectively 38.51 mg / g, 17.83 mg / g, 3851 mg / g, and 20.78 mg / g. Radical
scavenging activity with IC50 values in the extract of 398.85 mg / mL, n-hexane fraction of
485.23 mg / mL, ethyl acetate fraction of 412.45 mg / mL and fractions of ethanol 494.65
mg / mL. Zerumbon is the largest chemical constituents in lempuyang emprit and not the
phenolic group, so that the total phenolic content were obtained small, and this is
indicated radical scavenging activity of all fractions together.

Keywords: Lempuyang emprit (Zingiber americans Bl), Radical scavenging, phenolic,
DPPH.
PENDAHULUAN

Suatu atom atau gugus atom memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan
sehingga bersifat sangat reaktif dapat disebutkan radikal bebas dinyatakan oleh Fessenden
dan Fressenden (1986). Senyawa kimia ini diduga sebagai penyebab kerusakan sel yang
mendasari timbulnya berbagai penyakit seperti kanker, jantung koroner, rematik artritis,
serta berperan utama pada proses penuaan dini. Senyawa radikal penyebab penyakit
tersebut dapat dicegah oleh adanya senyawa antiradikal. Produk samping proses
metabolism dapat terbentuk dari radikal bebas dalam tubuh, selain itu dapat berasal dari
luar tubuh yang terserap melalui pernafasan atau kulit (Bast et al., 1991).

Zerumbon adalah suatu senyawa sesquiterpen yang memiliki struktur yang unik
terdiri dari 11 atom karbon dengan gugus keton, kandungan sesquiterpennya berkhasiat
sebagai antioksidan yang berfungsi mencegah kerusakan gen. Minyak atsiri merupakan
suatu kandungan yang terdapat dalam lempuyang emprit, minyak atsiri yang terdiri dari
senyawa terpenoid berpotensi sebagai antioksidan. Menurut Wahyuni dan Bermawie
(2010) zerumbon merupakan sesquiterpen yang berfungsi sebagai agen kemopreventif
melawan kanker usus besar dan kanker kulit, sebagai anti proliferasi dan menginduksi
apoptosis.

Golongan senyawa monoterpen hidrokarbon memiliki aktivitas yang tinggi karena
dipengaruhi oleh metilen aktif seperti a-pinene dan B-pinene. Sesquiterpen hidrokarbon
seperti transcaryophyllen dan o-humulene mempunyai aktivitas rendah, sesquiterpen
teroksigenasi seperti linalol justru berpotensi sebagai pro-oksidan yang membentuk radikal
baru yang lebih kuat. (Halimah dan Zetra, 2011).

Muklas (2013) menemukan kadar zerumbon ekstrak etanol rimpang lempuyang
emprit sebesar 31,07% b/b. Penelitian Wicaksono (2013) telah menemukan bahwa daun
lempuyang gajah (Zingiber zerumbet Sm.) memiliki aktivitas penangkapan radikal yang
lemah dengan nilai ICsy yang diperoleh menggunakan alat Elisa Reader 255,35 (+£7,30)
ug/mL dan dengan menggunakan spektrofotometri 228,49 (£18,97) ug/mL. Aktivitas



penangkapan radikal daun lempuyang emprit belum dilteliti, oleh karena lempuyang
emprit dan lempuyang gajah mempunyai karakteristik yang hamper sama, beberapa
kandungan kimia yang sama dan kedua tanaman ini termasuk dalam suku yang sama yaitu

Zingiberaceae.

METODE PENELITIAN
Bahan

Daun lempuyang emprit dari Merapi Farma Yogyakarta, DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhidrazyl), etanol p.a, etanol 96%, aquades, Folin Ciocalteu, Na karbonat, asam galat,
Vitamin E, n-heksan, etil asetat.
Alat

Spektrofotometer UV-Vis (UV Mini SHIMADZU), corong bunchner, vaccum
rotary evaporator, waterbath, kuvet, vortex, pipet volume, mikropipet, neraca analitik, dan
oven.
Jalan Penelitian
A. Pembuatan Ekstrak

Sebanyak 1 kg serbuk kering daun lempuyang emprit ditambah 10 L etanol 96%
dicampur homogen sambil sekali diaduk. Campuran didiamkan selama 72 jam dan
selanjutnya filtrat disaring menggunakan corong Buchner dan diuapkan menggunakan
vacuum rotary evaporator dan diuvapkan kembali di waterbath untuk menghilangkan sisa
penyarinya hingga diperoleh ekstrak kental. Setelah maserasi pertama dilakukan
remaserasi kembali dengan pelarut yang sama.
B. Fraksinasi

Timbang 3 g ekstrak etanol daun lempuyang emprit kemudian disonikasi 7 kali
dengan menggunakan pelarut n-heksan selama 10 menit hingga diperoleh fraksi n-heksan.
Ampas disaring kembali dengan 5 kali menggunakan etil asetat hingga diperoleh fraksi etil
asetat. Selanjutnya ampas disaring kembali menggunakan etanol 96% dengan 3 kali hingga
diperoleh fraksi etanol. Masing-masing fraksi dipekatkan menggunakan evaporator.
Fraksinasi diulang sebanyak 3 kali.
C. Penentuan aktivitas antioksidan metode DPPH

Aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun lempuyang emprit ditentukan dengan
metode DPPH. Sebanyak 1,0 mL ekstrak dan fraksi-fraksinya dengan berbagai konsentrasi
(2, 4, 6, 8, dan 10 ppm) ditambah 1,0 mL DPPH 0,4 uM. Kemudian larutan ini diinkubasi

30 menit pada suhu ruang dalam kondisi gelap. Larutan ini selanjutnya diukur



absorbansinya pada panjang gelombang 516 nm. Dilakukan juga pengukuran absorbansi

blanko. Hasil penetapan antioksidan dibandingkan dengan vitamin E.

D. Penetapan kadar fenolik total
1. Kurva baku asam galat

Penentuan kurva baku dilakukan dengan mengambil larutan standar asam galat
0,04% dengan konsentrasi yang berbeda (40,0 ul; 60,0 ul; 80,0 ul; 100,0 pl; 120,0 pl;
140,0 pl dan 160,0 pl) Selanjutnya seri konsentrasi tersebut dibaca absorbansinya pada
Amaks- Penentuan dilakukan dengan 3 kali replikasi.
2. Penetapan kadar fenolik total

Larutan ekstrak 0,2% dengan konsentrasi 100 pg/mL ditambah dengan 7,5 mL
aquades dan 0,5 mL reagen Folin Ciocalteu dicampur dalam labu takar, diamkan pada
suhu ruangan selama 5 menit. Kemudian ditambahkan 1,5 mL Na karbonat 7% ditambah
aduades sampai tanda pada labu takar 10 mL. Jika sudah tercampur semua, didiamkan
selama 84 menit. Absorbansi diukur pada spektrofotometer dengan panjang gelombang
750 nm. Kandungan total fenolat dinyatakan dalam GAE (gallic acid equivalent) per gram
ekstrak. Standar kurva dipersiapkan menggunakan asam galat pada 7 konsentrasi yang
berbeda (1.6 ug/mL; 2.4 pg/mL; 3.2 pg/mL; 4.0 ug/mL; 4.8 ug/mL; 5.6 pg/mL dan 6.4
pg/mL).

HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi diperoleh ekstrak kental sebanyak
30,32 g yang berwarna gelap cenderung hitam sedikit kehijauan dari daun lempuyang
emprit kering sebanyak 256,27 g dengan rendemen 11,83% b/b, ekstrak kental agak susah
dituang. Pelarut yang digunakan pada proses penyarian adalah etanol 96%. Etanol dipilih
sebagai penyari karena dapat melarutkan hampir seluruh dari komponen atau kandungan
senyawa dari tanaman seperti senyawa fenolik, flavonoid, alkaloid, steroid, antrakinon,
damar, dan klorofil, sedangkan lemak, malam, saponin, tannin, hanya sedikit larut dalam
etanol 96%.
B. Fraksinasi

Hasil fraksinasi yang menggunakan metode sonikasi diperoleh 3 fraksi dengann
pelarut yang berbeda. Fraksi n-heksan (non polar) diperoleh larutan warna hijau
kehitaman. Hasil penguapan fraksi ini diperoleh fraksi kental sebanyak 957,43 mg
(rendemen 31,91% b/b.) dari larutan fraksi 55 mL. Fraksi etil asetat (semipolar) didapatkan



larutan 42 mL, berwarna hijau muda dan setelah dipekatkan diperoleh fraksi kental sebesar
39,19 mg dengan rendemen 1,31% b/b. Terakhir fraksi etanol (polar) memiliki volume 38
mL, berwana hijau kecolatan, dengan rendemen yang diperoleh sebesar 26,48% b/b. dan
berat fraksi kental 805,19 mg.

C. Penetapan Kadar Fenolik Total

Kandungan fenolik total ditentukan dengan menggunakan pereaksi Folin-
Ciocalteu. Mekanisme dari metode ini berdasarkan kekuatan mereduksi dari gugus
hidroksi fenolik. Adanya inti aromatis pada senyawa fenol (gugus hidroksi fenolik) dapat
mereduksi fosfomolibdat fosfotungstat menjadi molibdenum yang berwarna biru (Sudjadi
dan Rohman, 2004).

Semua fenolik termasuk fenol sederhana dapat bereaksi dengan reagen Folin—
Ciocalteu (Huang et al., 2005). Kandungan fenolik total ditetapkan dengan kurva baku
asam galat. Kandungan fenolik dalam tumbuhan dinyatakan dalam GAE (gallic acid
equivalent) yaitu jumlah kesetaraan milligram asam galat dalam 1 gram sampel (Lee et al.,
2003).

Hasil penetapan kadar fenolik total berdasarkan kurva baku diperoleh dari
pembacaan absorbansi asam galat pada konsentrasi 1,6 pg/mL — 6,4 ug/mL, sehingga
terdapat persamaan regresi kurva baku asam galat Y = 0,0982X + 0,0584 dengan R’
sebesar 0,9945 melalui persamaan tersebut dapat ditentukan kandungan senyawa fenolik

dari nilai absorbansi yang diperoleh dari pembacaan spektrofotometer.

Kurva Baku Asam galat
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Gambar 1. Kurva baku asam galat
Hasil penelitian kandungan fenolik total yang ditentukan dengan menggunakan
pereaksi Folin-Ciocalteu hasil yang diperoleh sebagai berikut pada tabel 1 :
Tabel 1. Kadar fenolik total (GAE) tiap 10 mg sampel

Sampel Rerata GAE(mg/g) + SD
Ekstrak 38,516 + 1,956
Fraksi n- heksan 17,835 £1,728
Fraksi etil asetat 52,721 £ 1,467
Fraksi etanol 21,782 +0,417




Hasil penetapan kadar fenolik (tabel 1) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
memiliki senyawa fenolik lebih besar dibandingkan sampel ekstrak dan fraksi lain, hal ini
dikarenakan senyawa yang terkandung dalam daun lempuyang emprit memiliki sifat
semipolar yang efektif tertarik pada fraksi etil asetat yang memiliki sifat semipolar.

D. Penentuan Aktivitas Penangkapan Radikal Dengan Metode DPPH

Aktivitas penangkapan radilkal ditentukan dari kemampuan senyawa yang terdapat
dalam ekstrak untuk menurunkan intensitas warna ungu senyawa radikal DPPH pada
panjang gelombang maksimum (Rohman dan Riyanto, 2006). Penurunan intensitas warna
ungu DPPH disebabkan oleh berkurangnya kromofor atau ikatan rangkap terkonjugasi
pada senyawa DPPH, yang disebabkan oleh adanya ekstrak sebagai penangkapan radikal
akan mendonorkan atom H pada DPPH menjadi tereduksi yang menjadi berwarna kuning
(Huang et al., 2005). Parameter yang digunakan untuk menentukan aktivitas penangkap
radikal adalah ICs, (Inhibitory Concentration).

Inhibitory Concentration adalah konsentrasi substrat yang memberikan % aktivitas
penangkapan radikal sebesar 50% dibanding kontrol melalui suatu persamaan garis regresi
linier antara kadar terhadap % penangkapan radikal (Rohman dan Riyanto, 2006).
Aktivitas penangkapan radikal pada daun lempuyang emprit diperoleh nilai ICsy yang
dapat terlihat pada tabel 2:

Tabel 2. Nilai ICsydari Ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi n-heksan, fraksi etanol, dan vitamin E
(pembanding)

Sampel 1Csp (ug/mL) Persamaan (y = bx+a) R’

Ekstrak 389,83 Y =0,1647X - 15,69 0,965
Fraksi n- heksan 485,23 Y =0,0810X + 9,543 0,991
Fraksi etil asctat 412,45 Y =0,1120X + 4,086 0,988
Fraksi etanol 494,51 Y =0,0682X +15,68 0,974
Vitamin E 6,488 Y =8,1100X - 2,621 0,985

Hasil uji aktivitas penangkapan radikal daun lempuyang emprit ekstrak dan semua
fraksi (tabel 2) menunjukkan nilai ICsy atas dari 200 pg/mL. sehingga dapat disimpulkan
bahwa daun lempuyang emprit memiliki aktivitas penangkapan radikal tidak aktif (lebih
dari 200 pg/mL). Kandungan utama lempuyang emprit adalah zerumbon (yaitu suatu
sesquiterpen). Zerumbon yang terdapat dalam ekstrak dan fraksi daun lempuyang emprit
tidak bersifat penangkapan radikal, selain itu hasil fenolik yang terdapat kecil, sehingga
tidak berkolerasi dengan nilai ICsy.

E. Hubungan Antara Aktivitas Pengakapan Radikal dengan Kadar Fenolik Total

Senyawa fenolik telah diketahui mempunyai aktivitas antioksidan, maka dari itu
perlu dilakukan penetapan kadar fenolik total untuk mengetahui kolerasi antara aktivitas

antioksidan dan kadar fenolik total. Korelasi kadar fenolik dengan aktivitas antioksidan
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yang terdapat dalam sampel, diketahui dari koefisien korelasi (R*) persamaan regresi linier

antara aktivitas antioksidan dengan kadar fenolik totalnya.

Tabel 3. Kolerasi antara aktivitas antioksidan (1Cs) dengan kadar fenolik total (GAE)

No. Sampel Rerata ICs, Rerata GAE
(ng/mL) (mg/g)
1 Ekstrak 398,85 38,51 A=-2,6421
2 Fraksi n-heksan 485,23 17,83 B =1533,56
3 Fraksi etil asetat 412,45 52,72 R?=0,7688
4 Fraksi etanol 494,65 20,78

Hubungan 1C;, dengan Kadar Fenolik Total

600 -

g
= 500 7 M\i\\‘
=
& A00 * e
=
F 300 | V—-Z.?421x+ 533.56
= R? =0.7688
= 200 -
=
g
& 100 -
0 T . . ‘ . .
0 10 20 30 a0 50 60

Rerata GAE (mg/g)

Gambar 2. . Kurva hubungan 1Cs, dan kadra fenolik total

Berdasarkan hubungan antara aktivitas penangkapan radikal (ICsp) dengan kadar
fenolik total (GAE) menggunakan regresi linier didapatkan R? = 0,7688 (Gambar 2) yang
dapat diartikan tidak ada kolerasi antara kadar fenolik total dengan nilai ICsy. Hasil
tersebut dimungkinkan terdapat dari senyawa selain fenolik yang terdapat dalam daun

lempuyang emprit.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak
etanol daun lempuyang emprit (Z. amaricans Bl.)untuk ekstrak memiliki nilai ICsy 398,85
pug/mL, fraksi n-heksan 485,23 pg/mL, fraksi etil asetat 412,45 pg/mL, dan fraksi etanol
494,65 pg/mL. Dan nilai rerata kadar fenolik total (GAE) yang terdapat pada daun Z.
amaricans Bl untuk ekstrak 38,51 mg/g, fraksi n-heksan 17,83 mg/g, fraksi etil asetat
52,72 mg/g, dan fraksi etanol 20,78 mg/g. Kadar fenolik total dalam ekstrak dan fraksi
daun lempuyang emprit (Zingiber amaricans Bl.) kecil, sehingga tidak berkolerasi dengan
aktivitas penangkapan radikal.
Saran

Dari penelitian ini, disarankan agar dilakukan penelitian lebih lanjut dengan

menggunakan bagian lain dari tanaman lempuyang emprit dan menggunakan metode lain
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yang lebih efektif agar mendapatkan senyawa yang lebih poten yang berperan sebagai

aktivitas penangkapan radikal serta aktivitas selain penangkapan radikal
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