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ABSTRAK

Reactive Oxygen Spesies (ROS) adalah radikal bebas oksigen atau molekul dengan elektron tidak
berpasangan yang sangat reaktif, ROS ini dapat merusak sel membrane. Keseimbangan antara
antioksidan dan oksidan berguna dalam homeostasis sel tubuh. Keadaan dimana oksidan melebihi
antioksidan akan memicu stres oksidatif sehingga mengakibatkan terjadi kerusakan ke-empat
makromolekul yang merupakan komponen struktur sel. Peran antioksidan diperlukan untuk mencegah
gangguan tersebut salah satunya dari kelompok tanaman herbal yaitu daun sembung (blumea
balsamifera) yang merupakan antioksidan eksogen. Penelitian ini bertujuan untuk melihat kandungan
metabolit sekunder dan kemampuan antioksidan serta toksisitas ekstrak daun sembung (blumea
balsamifera). Daun sembung dikeringkan dan dihaluskan hingga terbentuk simplisia, kemudian
dilakukan ekstraksi dengan metode maserasi dengan methanol, kemudian dievaporasi.Ekstrak yang
terbentuk dilakukan uji kualitatif fitokimia berdasarkan Harborne, kapasitas antioksidan dengan uji
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl) menggunakan metode Blois dan uji toksisitas mengunakan uji
BSLT (Mayer). Uji fitokimia ekstrak daun sembung mengandung alkaloids, anthocyanin dan
betacyanin, cardio glycosides, flavonoids, glycosides, phenolics, quinones, steroids, coumarins,
terpenoids dan tannins dan kapasitas antioksidan daun sembung dengan DPPH dalam ICso sebesar
36,135 pg/mL dan uji toksisitas ekstrak daun sembung dengan BSLT dalam LCso didapatkan sebesar
168,178 pg/mL. Disimpulkan bahwa ekstrak daun sembung memiliki bebepara kandungan metabolit
sekunder serta berpotensi sebagai antioksidan dan antimitosis.

Kata kunci : anitoksidan, metabolit sekunder, spesi oksigen reaktif, stres oksidatif dan toksisitas

ABSTRACT

Reactive Oxygen Species (ROS) are oxygen free radicals or molecules with unpaired electrons that are
highly reactive, these ROS can damage cell membranes. The balance between antioxidants and oxidants
is useful in the body's cell homeostasis. Conditions where oxidants exceed antioxidants will trigger
oxidative stress resulting in damage to the four macromolecules which are components of cell structure.
The role of antioxidants is needed to prevent these disorders, one of which is from the herbal plant
group, namely sembung leaves (blumea balsamifera) which is an exogenous antioxidant. This study
aims to look at the content of secondary metabolites and antioxidant abilities as well as the toxicity of
sembung leaf extract (blumea balsamifera). Sembung leaves were dried and mashed to form simplicia,
then extracted by maceration method with methanol, then evaporated. The extracts formed were
subjected to qualitative phytochemical tests based on Harborne, antioxidant capacity by DPPH test
(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl) using methodBlois and toxicity test using the BSLT test (Mayer).
Phytochemical test of sembung leaf extract containsalkaloids, anthocyanin and betacyanin, cardio
glycosides, flavonoids, glycosides, phenolics, quinones, steroids, coumarins, terpenoids and tannins
and antioxidant capacity of sembung leaves with DPPH resulted in IC50 of 36.135 pg/mL and toxicity
test of sembung leaf extract with BSLT obtained LC50 of 168.178 pg/mL. It was concluded that
sembung leaf extract contains several secondary metabolites as well as potential as antioxidants and
antimitotics.

Keyword . antioxidants, secondary metabolites, reactive oxygen species, oxidative stress and

toxicity
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PENDAHULUAN

Oksigen merupakan salah satu komponen yang sangat penting di dalam kehidupan Kita,
terutama di dalam sistem pernafasan. Oksigen berperan sebagai aseptor akhir dari elektron
dalam proses respirasi seluler di mitokondria, yang menghasilkan energi. Manusia dapat
mengubah oksigen menjadi energi (adenosin triphosphate / ATP ), proses tersebut terjadi di
mitokondria yang ada di sel eukariotik dan metabolism aerob yang paling berperan dalam
pembentukan energi ini dengan cara fosorilasi oksidatif. Dibalik penting nya oksigen dan
rumitnya metabolisme oksigen untuk menghasilkan energi bagi manusia, metabolism oksigen
juga akan membentuk beragam (Reactive Oxygen Spesies) ROS, bisa dikatakan oksigen juga
merupakan zat toksik, namun manusia memiliki mekanisme difensif yaitu antioksidan.

Reactive Oxygen Spesies (ROS) adalah radikal bebas oksigen atau molekul dengan
elekrtron tidak berpasangan yang sangat reaktif, ROS ini dapat merusak sel membrane. Radikal
bebas ini diketahui berperan pada 100 penyakit manusia termasuk kanker, serangan jantung ,
stroke , dan arthritis. ROS dapat dibagi menjadi dua yaitu oxygen centered non-radicals dan
oxygen centered radicals. Oxygen-centered nonradicals adalah hydrogen peroksida (H203),
dan singlet oxygen ( 'Oz ),Sedangkan Oxygen-Centered Radicals meliputi anion superoksida
(O2*-), radikal hidroksil (OH*), radikal alkoksil (RO*), dan radikal peroksil (RO2* dan ROO*®)2.
ROS terbentuk dari reaksi reduksi dari metabolisme aerobik oksigen diatomik di mitokondria
sehingga menghasilkan O.-radikal.

Stress oksidatif adalah ketidakseimbangan antara radikal bebar dengan ROS (Reactive
Oxygen Spesies ) dengan antioksidan. Ketidakseimbangan ini akan mengakibatkan kerusakan
pada sel, jaringan, hingga organ. Keadaan stress oksidatif yang terus menerus akan berakibat
pada kerusakan dan disfungsi organ sehingga dapat menimbulkan gangguan seperti penyakit
degenerative, diantaranya: penyakit jantung dan pembuluh darah (hipertensi, jantung, stroke),
endokrin (diabetes melitus, tiroid, kekurangan nutrisi, hiperkolesterol), neoplasma (tumor
jinak, tumor ganas), osteoporosis, gangguan pencernaan (konstipasi, wasir, kanker usus), dan
kegemukan.

Tanaman sembung atau (Blumea balsamifera) dari suku Astreaceae merupakan salah satu
tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional, tanaman ini tumbuh di tempat
terbuka dan tanah yang agak basah, bagian tanaman ini yang sering digunakan sebagai obat
adalah daunnya. Dilakukannya penelitian ini untuk mengetahui peranan daun sembung
(Blumea Balsamifera) sebagai antioksidan maka dilakukanlah uji antioksidan, uji metabolit
sekunder dan uji toksisitas.

METODE

Penelitian ini termasuk ke dalam penelitian eksperimental in vitro dan bioassay. Penelitian
yang dilakukan secara uji in vitro terdiri dari uji fitokimia, uji kapasitas antioksidan, analisis
sidik jari HPTLC dan penelitian bioassay dalam bentuk uji toksisitas. Penelitian ini dilakukan
di Laboratorium BBM, Fakultas Kedokteran, Universitas Tarumanagara, JI. S. Parman no. 1,
Grogol, Jakarta Barat. Mulai dari oktober 2021 hingga mei 2022 dan sempel penelitiannya
adalah daun sembung yang didapatkan dari toko tanaman herbal.

Uji Fitokimia

Fitokimia adalah zat kimia yang berasal dari tumbuhan dan merupakan zat yang diproduksi
melalui metabolisme primer atau sekunder. Zat ini umumnya memiliki aktivitas biologis dalam
tumbuhan untuk melindungi dari patogen, atau predator dan berperan dalam pertumbuhan
tanaman itu sendiri. Fokus utama penelitian pada daun sembung ini adalah untuk melakukan
uji pada metabolit sekundernya seperti flavonoid, alkaloid, tannin, terpenoid, fenolik, saponin,
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glikosida dan lainnya, yang memiliki fungsi utama untuk menjaga kelangsungan hidup
tanaman.

Uji Kapasitas Antikosidan

Uji kapasitas Antioksidan dilakukan dengan DPPH Free Radical Scavenging Assay, yaitu
metoda yang menggunakan 1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) adalah uji untuk menilai
suatu senyawa atau ekstrak atau sumber biologis lain terhadap potensi antioksidan. Uji ini
sederhana dimana satu ekstrak atau senyawa yang akan diuji dilarutkan dengan larutan DPPH
dan dinilai absorbansinya pada periode tertentu dan dengan suhu ruangan. Uji DPPH bisa
digunakan pada pelarut organik polar dan nonpolar serta dapat digunakan juga untuk
memeriksa antioksidan hidrofilik dan lipofilik.

High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC)

High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) merupakan metode analisis
kualitatif yang sangat berguna. Metode perkembangan di dalam lapisan tipis (planar)
kromatografi adalah salah satu langkah paling penting untuk analisis kualitatif. Selama
menetapkan prosedur analitis baru, selalu dimulai dengan survei literatur yang luas, yaitu
informasi utama tentang karakteristik fisikokimia sampel dan sifat sampel (struktur, polaritas,
volatilitas, stabilitas dan kelarutan). HPTLC menghasilkan komplek kromatogram yang terlihat
informasi tentang keseluruhan sampel tersedia sekilas Pelat HPTLC memberikan resolusi yang
lebih baik dan sensitivitas pendeteksian yang lebih tinggi.

Uji Toksisitas (BSLT)

Uji toksisitas merupakan pengujian untuk mendeteksi efek toksik suatu zat sehingga
didapatkan dosis-respon dari zat tersebut untuk memberikan informasi derajat bahaya dari
sediaan uji guna keamanan saat pengunaan ke manusia. Kemudian didapatkan konsentrasi
kematian (LCso) larva udang terhadap logaritma konsentrasi sampel.

HASIL

Hasil daun kering kemudian diblender hingga menjadi bubuk sebanyak 52 gr serta
dilakukan maserasi dan evaporasi sehingga didapatkan ekstrak buah hingga berbentuk pasta
sebanyak 11 gr. Dengan demikian perolehan/ rendemen/ yield sebesar 21.5% dengan rumus
berat ekstrak akhir dibagi berat sampel setengah padat/bubuk dikali 100%.

Kandungan Fitokimia Ekstrak Daun Sembung

Tabel 1. Hasil Uji Analisis Kualitatif Fitokimia Daun Sembung
Fitokimia Metode/Reagen Ekstrak Bunga Chamomile
Alkaloid Mayer +
Antosianin NaOH -
Betasianin NaOH +
Kardioglikosida Keller-Kiliani +
Koumarin NaOH +
Flavonoid NaOH +
Glikosida Modified Borntrager +
Fenolik Folin Ciocalteau +
Kuinon H2S04 +
Saponin Uji Busa -
Steroid Liebermann-Burchard +
Tepenoid Liebermann-Burchard +
Tanin Ferric-Chloride +

.
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Uji Kapasitas Antioksidan Metode DPPH Ekstrak Daun Sembung

Dari kurva hasil data, didapatkan persamaan linier yaitu Y = 0,4313x + 34.42 dengan R?
= 0,9613 (Gambar 1) dan didapatkan juga ICso daun sembung dari persamaan linier tersebut
(Tabel 2) sebesar 36.123 pg/mL.

Tabel 1. Hasil Hitung Persentase Inhibisi dan 1C50 Berdasarkan Konsentrasi Sampel
Konsentrasi
(hg/mL) Persentase
Inhibisi (%) ICs0 (Hg/mL)
25 47.160
50 51.721
s 67.040 .
100 81.928
125 85.972

Uji Pembanding Vitamin C

Kurva standar vitamin C menunjukkan persamaan garis linear Y = 6,934*X + 12,52
dengan R?=0,9988, dari persamaan linear tersebut didapatkan 1Cso standar vitamin C adalah
5,4 ng/mL.

Tabel 3. Konsentrasi, %lnhibisi, dan 1C50 Standar Vitamin C
Konsentrasi %Inhibisi(%) IC50(pg/mL)
2 26,85
4 39,11
6 54,97 54
8 67,87
10 81,81

Dari kurva hasil data, didapatkan persamaan linier yaitu Y = 0,4313x + 34.42 dengan R?
=0,9613 dan didapatkan juga ICso daun sembung dari persamaan linier tersebut sebesar 36.123
pg/mL (Tabel 2). Hasil perhitungan kadar alkaloid total ekstrak daun sembung adalah 36.123
ug/mL. Hasil ini bermakna bahwa daun sembung mengandung senyawa antioksidan. Alkaloid
bersama-sama dengan fenolik dapat berfungsi sebagai antioksidan. Selain antioksidan, alkaloid
juga berperan dalam tubuh sebagai anti hipertensi, anti kanker, anti inflamasi, dan antimalaria.

Penentuan Kadar Fenolik Total Ekstrak Daun Sembung
Penentuan Standar Tanin

Hasil dari pembuatan kurva didapatkan persamaan garis linear Y = 0,0007300*X - 0,1568
dengan R? = 0,9727

Tabel 4. Nilai Absorbansi dan Kadar Standar Tanin
Kadar Standar Tanin (ug/mL) Absorbansi (765 nm)
300 0,084
400 0,122
500 0,189
600 0,272
700 0,374
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Uji fenolik Ekstrak Daun Sembung

Ekstrak daun sembung yang telah dilakukan pengujian fenolik diukur pada
spektrofotometer genesys 30-Vis pada panjang gelombang 765 nm (Tabel 5) untuk menilai
absorbansi. Persamaan garis linear Y = 0,0007300*X - 0,1568 dan absorbansi digunakan untuk
mendapatkan kadar fenolik ekstrak daun sembung. Pada pemeriksaan dilakukan pengenceran
1:2, sehingga didapatkan kadar fenolik ekstrak daun sembung sebesar 962.47 ug/mL

Tabel 2. Kadar Fenolik Ekstrak Daun Sembung

Sampel Absorbansi Kadar Rerata Kadar
P (765nm) (ug/mL) (ng/mL)

| 0.197 484.66

I 0.192 477.81 481.235

Penentuan Kadar Alkaloid Total Ekstrak Daun Sembung

Berberine chloride dengan konsentrasi berbeda-beda dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan spektrofotometer genesis 30-Vis pada panjang gelombang 420 nm (Tabel 6).
Hasil yang didapatkan kemudian dibuat kurva persamaan garis linear dengan sumbu Y sebagai
absorbansi dan sumbu X sebagai konsentrasi berberine chloride. Hasil dari pembuatan kurva
didapatkan persamaan garis linear Y = 0,09105*X — 0,09590 dengan R? = 0,9857

Tabel 3. Nilai Absorbansi dan Kadar Standar Berberine Chloride
Kadar Standar Berberine Absorbansi (A =420 nm)

Chloride (ng/mL)

2 0.129
4 0.222
6 0.428
8 0.645
10 0.828

Ekstrak daun sembung yang telah dilakukan pengujian alkaloid diukur dengan
spektrofotometer genesys 30-Vis pada panjang gelombang 420 nm untuk menilai absorbansi.
Persamaan garis linear Y = 0,09105*X - 0,09590 dan absorbansi digunakan untuk
mendapatkan kadar alkaloid ekstrak daun sembung. pada pemeriksaan dilakukan pengenceran
1:4 , sehingga didapatkan kadar alkaloid ekstrak daun sembung sebesar 33.842 pug/mL (Tabel
7).

Tabel 4. Nilai Absorbansi dan Kadar Alkaloid Ekstrak Daun Sembung

Tabung Absorbansi Kadar Alkaloid Rerata Kadar
(ug/mL) Alkaloid (pg/mL)
| 0.680 8.522
8.456
1 0.668 8.390

Uji Toksisitas Daun Sembung

Penelitian ini dilakukan dengan menghitung jumlah kematian dari larva Artemia Salina
yang sebelumnya dimasukan ke larutan homogenisasi air laut dan ekstrak daun sembung yang

.
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memiliki konsentrasi berbeda. Kemudian angka mortalitas larva Artemia Salina dibuat kurva
dengan konsentrasi ekstak daun sembung untuk mendapatkan persamaan sehingga didapatkan
Lethality Concentration 50 (LCso) dan logaritma Lethality Concentration 50 (logLCso).
ogaritma Lethality Concentration 50 (logLCso). Log konsentrasi dinyatakan dengan sumbu X
dan persentase kematian dinyatakan dengan sumbu Y.

Tabel 5. Angka Mortalitas (%) Larva Artemia salina pada Konsentrasi Ekstrak Daun
Sembung
Konsentrasi (pug/mL) Angka Mortalitas (%) LCso (pMg/mL)
100 16,33
150 38,30
200 59,57
250 81,25 168,178

Hasil penelitian ini dalam bentuk LCsp yang bermakna suatu nilai konsentrasi yang dapat
mengakibatkan kematian 50% larva Artemia Salina. LCso yang diperoleh daun sembung adalah
168.178 pg/mL.

Profil Sidik Jari Daun Sembung Menggunakan HPTLC

Dokumentasi menggunakan alat CAMAG TLC Visualizer dan dilakukan pengambilan
gambar pada panjang gelombang 256 nm (Gambar A), 366nm (Gambar B), serta cahaya
tampak sebelum derivatisasi, serta pengambilan gambar pada cahaya tampak setelah
derivatisasi. High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) dilakukan untuk
isolasi dan identifikasi yang lebih baik dari berbagai komponen ekstrak daun sembung. Hasil
penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak daun sembung mengandung senyawa terpenoid,
namun berbeda jenis dengan standar yang digunakan. Terpenoid terditeksi di posisi puncak
0,78 Rf.

PEMBAHASAN

Dari hasil kualitatif penelitian uji fitokimia dengan ekstrak daun sembung menggunakan
metode Harborne menunjukkan bahwa daun sembung mengandung senyawa antioksidan
seperti alkaloids, anthocyanin dan betacyanin, cardio glycosides, flavonoids, glycosides,
phenolics, quinones, steroids, coumarins, terpenoids dan tannins (Tabel 1) yang berguna untuk
menurunkan senyawa reaktif di dalam tubuh.

Hasil dari kapasitas antioksidan pada daun sembung mendapatkan hasil ICso daun
sembung yaitu 36.135ug/mL dan ICso asam askorbat yaitu 5.4 pg/mL, dimana asam askorbat
digunakan sebagai standar antioksidan. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa asam askorbat
lebih efektif dari daun sembung untuk menghambat radikal bebas. Berbanding terbalik dari
penelitian yang dilakukan oleh Yuxin Pang ICso pada daun sembung memiliki kapasitas
antioksidan 72 pg /ml, namun penelitian lain yang dilakukan Marshal et al memperoleh hasil
yang lebih tinggi pada rebusan daun sembung dengan nilai 1Cso 293.80 pug /ml.

Dari hasil kadar fenoliknya Kadar fenolik total pada ekstrak daun sembung yang
didapatkan pada penelitian ini adalah 962.47 ug/mL. Penelitian yang dilakukan oleh Azimatur
et al, didapatkan kadar fenolik total ekstrak daun sembung adalah 161.101 mg GAE/qg. fenolik
I ———
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total pada penelitian ini lebih tinggi dari penelitian yang telah dilakukan oleh Halim et al yaitu
4.39 mg GAE/g dengan metode dan pelarut yang sama. Kandungan fenolik total pada
penelitian ini jika dibandingkan dengan penelitian lainnya dengan sampel dan pelarut yang
sama termasuk cukup tinggi.

Kadar alkaloid pada perhitungan kadar alkaloid total ekstrak daun sembung adalah 33.842
ug/mL, hasil ini bermakna bahwa daun sembung mengandung senyawa antioksidan. Penelitian
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Eris Septiana et al. High-Performance Thin-
Layer Chromatography (HPTLC) dilakukan untuk isolasi dan identifikasi yang lebih baik dari
berbagai komponen ekstrak daun sembung. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak
daun sembung mengandung senyawa terpenoid, namun berbeda jenis dengan standar yang
digunakan. Terpenoid terditeksi di posisi puncak 0,78 Rf .Penelitian yang dilakukan Eri
Septiana et al juga mendapatkan hasil positif terpenoid yang menguatkan penelitian ini.

Sedangkan untuk uji toksisitas nya dalam bentuk LCso diperoleh daun sembung adalah
168.178 pg/mL, yang berarti daun sembung tergolong toksik menurut Meyet et al.

KESIMPULAN

Pada pemeriksaan kuantitatif fitokimia menunjukan hasil yang positif semua kecuali
saponin. Pemeriksaan antioksidan total didapatkan kadar 36.135 pg/mL sehingga dapat
berfungsi sebagai antioksidan tinggi. Kadar fenolik total daun sembung adalah 962.47ug/mL
sedangkan kadar alkaloid total daun sembung adalah 33.842 pg/mL. Tingkat toksisitas daun
sembung adalah 168.178 pg/mL sehingga dapat berfungsi sebgai senyawa antimitotik. Pada
pemeriksaan HPTLC didapatkan kandungan terpenoid dengan nilai Rf 0,78. Diperlukan
penelitian in vivo, menggunakan pelarut lain, reagen lain, serta bagian lain seperti akar dan
batang agar mengetahui potensi lebih lanjut dari tumbuhan sembung.
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