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Nur Rohmawati K.N 

ABSTRAK 
UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN SKRINING POTENSI 

ANTIKANKER EKSTRAK METANOL BUAH KURMA AJWA 

 (Phoenix dactylifera)  

 

Senyawa radikal bebas tidak dapat terlepas dari kehidupan kita dan dapat 

menyebabkan penyakit degeneratif. Radikal bebas dalam tubuh dapat dikurangi 

dengan antioksidan. Buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera) dilaporkan memiliki 

kandungan senyawa aktif yang berpotensi sebagai antioksidan. Potensi ini perlu 

diteliti sehingga pemanfaatannya dapat lebih dikembangkan. Penelitian ini 

dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan toksisitas ekstrak metanol 

buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera). Ekstrak metanol buah kurma ajwa 

diperoleh melalui metode maserasi menggunakan pelarut metanol. Pengujian 

aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH (2,2 Difenil-1 Pikrihidrazil) 

menggunakan variasi konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm. Pengujian 

skrining potensi antikanker menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality 

Test) dengan variasi konsentrasi 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm dan 

1000 ppm. Hasil uji aktivitas antioksidan yang dilakukan menunjukkan nilai IC50 

sebesar 4,650 ppm yang mengindikasikan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak 

metanol buah kurma ajwa sangat kuat. Hasil skrinining potensi antikanker dengan 

metode BSLT menunjukkan bahwa ekstrak tidak memiliki aktivitas antikanker 

dengan nilai LC50 >1000 ppm yaitu sebesar 5.217, 138 ppm. 

 

Kata Kunci: Phoenix dactylifera, antioksidan, BSLT.  
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ABSTRACT 
ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST AND SCREENING ANTICANCER 

POTENTIAL OF METHANOLIC EXTRACT AJWA DATE FRUITS 

(Phoenix dactylifera) 

 

 

 

Free radical compounds cannot be separated from our lives and can cause 

degenerative diseases. Free radicals in the body can be reduced by antioxidants. 

Ajwa date (Phoenix dactylifera)  reposted contain active compounds which known 

have antioxidants activity. Ajwa date potency as antioxidants should be studied so 

the utilization of ajwa date could be developed. This study aimed to find out 

antioxidant activity and toxicity of methanolic extract of ajwa date fruits (Phoenix 

dactylifera). Methanolic extract of ajwa date fruits was obtained by maceration 

method with methanol solvent. Antioxidant activity testing was tested by DPPH (2,2 

Diphenyl- 1 Picrylhydrazyl) method, with the varian concentration of 20 ppm, 40 

ppm, 60 ppm and 80 ppm. Anticancer potential screening testing was tested by 

BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) method. The result of antioxidant activity 

showed that IC50 of methanolic extract was 4,650 , indicated that methanolic extract 

of ajwa date palm have very strong antioxidant activity. The result of screening 

anticancer potential test by BSLT methode show that methanolic extract of ajwa 

date fruits didn’t have potential anticancer activity with LC50 >1000 ppm that was 

5.217, 138 ppm. 

 

Key words: Phoenix dactylifera, antioxidant, BSLT. 
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BAB I

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Senyawa radikal bebas tidak dapat terlepas dari kehidupan kita,

biasanya berasal dari asap rokok, makanan yang digoreng, dibakar, paparan

sinar matahari berlebih, asap kendaraan bermotor, ozone dan polusi udara

(Hayati, 2011). Senyawa radikal bebas dapat menyebabkan terjadinya

penyakit degeneratif seperti jantung dan kanker (Leong & Shui, 2002).

Radikal bebas merupakan molekul yang mempunyai satu atau lebih

elektron tidak berpasangan di orbit luarnya (Aji, 2014). Elektron tidak

berpasangan ini menyebabkan radikal bebas menjadi senyawa yang sangat

reaktif terhadap sel-sel tubuh (Umayah & Amrun, 2007). Sumber radikal

bebas bisa berasal dari faktor internal dan faktor eksternal. Faktor internal

meliputi oksidasi enzimatis pada mitokondria, sel fagosit, reaksi dengan (Fe),

peroksisom dan peradangan. Faktor eksternal berasal dari radiasi sinar X,

ozone, rokok, polusi udara, obat, pestisida dan bahan kimia (Hayati, 2011).

Radikal bebas di dalam tubuh secara alami dapat direduksi oleh enzim

tubuh seperti peroksidase, katalase, glutation, histidin dan peptidin, namun

efektivitasnya masih kurang akibat adanya pengaruh lingkungan, sehingga

diperlukan senyawa antioksidan eksogen (Umayah & Amrun,

2007).Antioksidan eksogen dapat diperoleh dari alam (tumbuh-tumbuhan)

mupun dibuat secara sintetik (Julfitriyani et al., 2016).

Beberapa contoh antioksidan sintetik diantanya adalah senyawa fenolik

seperti utylated hydroxyanisol (BHA), terbutilasi hidroksi-toluena (BHT),

butyl hydroquinone tersier (TBHQ), dan gallate propil (PG). Batas

penggunaan setelah diuji toksisitasnya adalah 0,02 % (Sayuti & Rina, 2015).

Penggunaan terus menerus dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek

karsinogenesis (Kikuzaki et al., 2002). Oleh karena itu saat ini banyak

dikembangkan penggunaan antioksidan alami yang berasal dari tumbuhan.

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi

radikal bebas dengan cara memberikan satu elektronnya kepada senyawa
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radikal bebas (Julfitriyani et al., 2016). Adanya kandungan senyawa fenolik,

asam p-coumaric, ferulic, sinapic, flavonoid dan procyanidins pada tanaman

dapat menghambat adanya paparan radikal bebas. Salah satu tanaman yang

memiliki kandungan senyawa diatas adalah  buah kurma.

Buah kurma (Phoenix dactylifera) memiliki rasa manis dengan kadar

gula lebih dari 50% (Gangwar et al., 2014). Buah kurma tersebar luas di

daerah Timur Tengah, Afrika, India, Pakistan, Eropa Selatan dan Amerika

Selatan (Khan et al., 2016). Buah kurma juga tersebar di Indonesia

diantaranya adalah kurma ajwa, saudi arabia, tunisia, mesir madu, agal

madinah, madinah dan lulu (Satuhu, 2010). Kurma ajwa umumnya yang

paling disukai karena rasanya yang manis dan memiliki tekstur yang lembut

(Khan et al., 2016).Buah kurma mengandung 44-88% karbohidrat, serat

makanan 6,4-11,5%, protein 2,3-5,6%, lemak 0,2-0,5%, garam mineral dan

vitamin (Sani et al., 2015).

Berdasarkan penelitian Ahmed et al., 2008 menyatakan bahwa buah

kurma mengandung lebih dari enam vitamin yaitu vitamin C, vitamin B1

(tiamin), B2 (riboflavin), asam nikotin (niacin) dan vitamin A. Selain itu

ekstrak buah kurma juga memiliki kandungan antioksidan. Senyawa aktif

antioksidan dalam buah kurma diantaranya adalah senyawa fenolik termasuk

asam p-coumaric, ferulic, sinapic dan flavonoid (Sani et al., 2015).

Buah kurma memiliki potensi antikanker, antioksidan, antiinflamasi,

antiproliferatif, antimutagenik, antibakteri dan antijamur (Sani et al., 2015).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ragab et al., 2013, menyatakan

bahwa buah kurma ajwa memiliki berbagai manfaat yang luar biasa bagi

tubuh seperti sumber kalium yang baik, membantu dalam memperkaya ASI,

memiliki kandungan zat besi tinggi yang dapat mencegah anemia dan

memiliki kandungan kadar serat alami  tinggi yang efektif dalam membantu

kerja sistem pencernaan. Kandungan serat makanan dari buah kurma ajwa

memiliki aplikasi terapeutik dan efek perlindungan yang penting terhadap

kondisi seperti hipertensi, penyakit jantung koroner, obesitas dan diabetes

(Ragab et al., 2013).
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Sesungguhnya Allah telah menjelaskan dalam Al-Qur’an  yang

tercantum dalam surah As-syu’ara ayat 7  yang berbunyi:

نَا فِيهَا مِنْ كُلِّ زَوْجٍ كَريمٍِ  أولمََْ يَـرَوْا إِلىَ الأَْرْضِ كَمْ أنَْـبَتـْ
Artinya:“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah

banyaknya kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-

tumbuhan yang baik” (QS. As-Syu’ara: 7).

Ayat diatas menjelaskan bahwa telah diciptakan berbagai tumbuh-

tumbuhan yang baik, artinya memiliki banyak kandungan dan manfaat yang

berguna bagi tubuh manusia diantaranya adalah kandungan senyawa

antioksidan seperti yang terdapat dalam buah kurma ajwa.

Kadar antioksidan dalam buah kurma dapat diuji dengan berbagai

macam metode, diantaranya adalah DPPH, ABTS, ORAC dan FRAP

(Wachidah, 2013). Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat

dan mudah untuk skrining aktivitas penangkap radikal dengan cara

mengukur aktivitas transfer hidrogen sekaligus untuk mengukur aktivitas

penghambatan radikal bebas, selain itu metode ini terbukti akurat dan praktis

(Marxen et al., 2007; Pratimasari, 2009).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Arshad et al., 2015 uji

aktivitas antioksidan ekstrak buah kurma ajwa metode DPPH dengan metode

ekstraksi soxhlet menggunakan berbagai macam pelarut seperti metanol,

aceton, n-heksana, klorofom, n-butanol dan aquades diperoleh nilai IC50

kurang dari 50 yang berarti mengindikasikan berpotensi menjadi antioksidan

(Arshad et al., 2015). Metode soxhlet merupakan ekstraksi panas dimana ada

kemungkinan senyawa-senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi

karena ekstrak yang diperoleh terus menerus berada pada titik didih

(Mukhriani, 2014).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Sani et al., 2015) buah

kurma banyak mengandung senyawa termolabil seperti senyawa fenolik dan

flavonoid. Oleh karena itu pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas

antioksidan ekstrak buah kurma ajwa menggunakan pelarut metanol metode
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maserasi (ekstraksi dingin) dengan harapan senyawa yang diinginkan tidak

rusak ketika proses ekstraksi (Sani et al., 2015).

Metode maserasi memiliki beberapa keunggulan dibanding metode lain

seperti mudah dilakukan, praktis dan tidak membutuhkan banyak pelarut

(Mukhriani, 2014). Metode maserasi dapat dilakukan dengan berbagai jenis

pelarut yang disesuaikan dengan sifat kepolaran pelarut dengan senyawa yang

diharapkan oleh peneliti (Akbar, 2010). Penelitian ini menggunakan pelarut

metanol. Metanol merupakan pelarut bersifat polar yang memiliki indeks

polaritas 5,1 (Sholeh, 2009). Selain itu metanol merupakan pelarut universal

yang dapat melarutkan senyawa yang bersifat polar dan semipolar. Metanol

dapat menarik senyawa aktif seperti alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid

dari tanaman (Astarina, 2013).

Senyawa golongan polifenol seperti turunan flavonoid, prenylated

flavonoid (senyawa flavonoid yang mengandung tambahan rantai isoprenoid/

ditambah 5 atom karbon C pada gugus fenol) seperti norartocarpin dan

albanin, pinostrobin diketahui berpotensi sebagai senyawa antitumor atau

antikanker (Arung et al., 2009; Parwata, 2014). Kurma juga diketahui

memiliki kandungan senyawa-senyawa fenolik. Mempertimbangkan hal

tersebut maka perlu dilakukan skrining potensi antikanker dari ekstrak

metanol buah kurma ajwa dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality

Test) terhadap larva udang Artemia salina.

Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu

metode uji ketoksikan yang memiliki korelasi positif terhadap aktivitas

antitumor/antikanker (Sukardiman, 2004). Korelasi positif ditunjukkan antara

uji BSLT dan sitotoksisitas pada sel nasofaring karsinoma (Solis et al., 1993).

Brine Shrimp Lethlity Test (BSLT) merupakan metode yang cepat, sederhana,

mudah, terjangkau, tidak memerlukan tindakan aseptik dan hanya

memerlukan sedikit bahan uji.

Uji BSLT hanya ditentukan  dalam waktu singkat, yakni antara rentang

waktu sekitar  24 jam setelah diberikan perlakuan (Suherman et al., 2006).

Prosedur uji BSLT yaitu dengan menentukan nilai LC50 dari ekstrak atau

senyawa bahan alam. LC50 merupakan konsentrasi dimana suatu ekstrak
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dapat menyebabkan kematian 50% dari hewan uji yang diperoleh dengan

menggunakan persamaan regresi linier Kematian hewan uji akibat ekstrak/

senyawa bahan alam dianalogikan sebagai kematian sel kanker

(Prawirodiharjo, 2014).

Hewan uji yang digunakan dalam uji BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

berupa larva udang Artemia salina, yaitu organisme sederhana dari biota laut

yang sangat kecil dan memiliki kepekaan yang cukup tinggi. Artemia salina

digunakan sebagai hewan uji karena memiliki respon terhadap senyawa kimia

yang mirip dengan mamalia. Kesamaan Artemia salina dengan mamalia

diantaranya memiliki DNA-dependent RNA polymerase dan sebuah oubaine-

sensitive Na+ dan K+ dependent ATPase.

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti ingin melakukan penelitian

mengenai uji aktivitas antioksidan metode DPPH dan skrining potensi

antikanker dari ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera)

terhadap larva udang Artemia salina untuk mengetahui aktivitas antioksidan

dan potensi antikanker ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera).

B. Rumusan Masalah

Bagaimana aktivitas antioksidan dan potensi antikanker dari ekstrak metanol

buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera)?

C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol buah kurma ajwa

(Phoenix dactylifera) dengan menggunakan metode DPPH.

2. Mengetahui potensi antikanker ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera) menggunakan metode BSLT dengan variasi konsentrasi (0

ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm 500 ppm dan 1000 ppm)

terhadap larva udang Artemia salina.
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D. Batasan Masalah

Penelitian ini menggunakan buah kurma ajwa (Poenix dactilyfera) yang

diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol kemudian

diuji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH untuk menentukan nilai

IC50 (Inhibitory concentration). Selain itu juga dilakukan skrining potensi

antikanker menggunakan metode BSLT terhadap larva udang Artemia salina.

Uji BSLT meggunakan variasi konsentrasi (0 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm,

200 ppm 500 ppm dan 1000 ppm). Hasil uji BSLT dinyatakan dengan nilai

LC50 (Lethal Concentration).

E. Manfaat Penelitian

1. Manfaat teoritis: menambah khazanah ilmu pengetahuan dan memberikan

informasi ilmiah mengenai manfaat dari kandungan buah kurma ajwa

(Phoenix dactylifera).

2. Manfaat metodologis: dapat digunakan sebagai referensi untuk penelitian

selanjutnya dan sebagai acuan metodologi khususnya aktivitas antioksidan

dan skrining potensi antikanker dari ekstrak metanol buah kurma ajwa

(Phoenix dactylifera).

3. Manfaat aplikatif: dapat dijadikan sebagai landasan ilmiah penggunaan

dari buah kurma ajwa sebagai bahan antioksidan alami untuk peningkatan

kesehatan dan pemanfaatannya dalam bidang farmasi.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

C. Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)

Kurma (Phoenix dactylifera) merupakan salah satu jenis tanaman palm

yang umumnya tumbuh melimpah di Negara-negara Arab. Buah kurma

(Phoenix dactylifera) memiliki rasa manis dengan kadar gula lebih dari 50%

(Gangwar et al., 2014). Dalam penelitian ini digunakan varietas kurma ajwa.

Kurma ajwa umumnya yang paling disukai karena rasanya yang manis dan

memiliki tekstur yang lembut (Khan et al.,2016). Berikut adalah klasifikasi

ilmiah dari kurma ajwa (Phoenix dactylifera).

1. Klasifikasi kurma ajwa

Klasifikasi  tanaman kurma menurut Linnaeus:

Kingdom: Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Phoenix

Spesies : Phoenix dactylifera

(Shoebahar et al., 2015)

2. Deskripsi buah kurma ajwa

Kurma ajwa disebut juga sebagai kurma Nabi, dikarenakan ditanam oleh

Nabi Mihammad SAW dan disebutkan dalam hadist. Kurma ajwa berasal

dari Kota Ajwa di Saudi Arabia (Satuhu, 2010). Kurma ajwa memiliki

bentuk elips, berat 5,131 g, panjang 2,459 cm, diameter 1,845 cm dan

ketebalan daging buah 0,466 cm (Rahmani et al., 2014). Morfologi kurma

ajwa dapat diamati pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Kurma ajwa
Sumber : Rahmani et al., 2014

3. Ekologi dan Penyebaran

Pohon kurma biasanya tumbuh di daerah yang kering seperti Timur

Tengah (Williams, R. John dan Avin E. Pillay, 2011). Kurma tumbuh pada

rentang suhu yang ekstrim -15°C hingga +51°C, namun paling optimal pada

suhu antara 25°C-35°C (Djamil, 2016). Suhu tinggi dan kelembapan udara

yang rendah adalah kondisi yang sesuai agar tanaman kurma dapat berbunga

dan menghasilkan buah yang matang. Penyerbukan atau polinasi

membutuhkan suhu yang optimal yaitu 35°C. Sedangkan saat pematangan

buah dibutuhkan suhu maksimum yakni 32,33°C dengan syarat tanpa

guyuran air sekalipun atau dengan curah hujan rendah (Adzani, 2015).

Musim berbuah biasanya sekitar 5 bulan yakni pada Bulan Mei hingga

September (Williams, R. John & Avin E. Pillay, 2011).

4. Manfaat dan Kandungan Metabolit Sekunder Kurma Ajwa

Kurma ajwa (Phoenix dactylifera) memiliki manfaat yang luar biasa

bagi tubuh seperti dapat mencegah hipertensi, jantung koroner, obesitas,

hiperlipidemia dan diabetes (Ragab et al., 2013;). Manfaat yang dimiliki

buah kurma ajwa tentunya tidak terlepas dari adanya kandungan senyawa

metabolit sekunder. Kandungan tersebut saling mempengaruhi dalam efek

farmakologi seperti antikanker, antioksidan, antiulseratif, antiinflamasi,

antiproliferatif, antimutagenik, antibakteri dan antijamur (Sani, 2015).
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Kandungan metabolit sekunder dan senyawa aktif dalam buah kurma

ajwa menurut Sani, 2015 diantaranya adalah terdiri dari 44-88%

karbohidrat, serat makanan 6,4-11,5%, protein 2,3-5,6%, lemak 0,2-0,5%,

garam mineral dan vitamin (Sani et al, 2015). Vitamin yang terkandung

dalam buah kurma meliputi vitamin C, vitamin B1 (tiamin), B2 (riboflavin)

dan vitamin A (Ahmed et al, 2008). Buah kurma juga mengandung senyawa

aktif diantaranya senyawa fenolik seperti asam p-coumaric, ferulic, sinapic,

flavonoid, procyanidins, gutathione, asam ascorbic, askorbat dan

tocopherol. Senyawa tersebut berpotensi sebagai antioksidan (Ahmed et al,

2008; Hamad et al., 2015). Berdasarkan sumber yang dikemukakan oleh

Hamad., et al., 2015 buah kurma ajwa memiliki kadar fenolik dan flavonoid

yang cukup tinggi jika dibandingkan dengan varietas kurma lainnya. Berikut

adalah data perbandingan total fenolik dan kadar flavonoid dari kurma ajwa

dengan kurma lain.

Tabel 2.1. Perbandingan kandungan senyawa fenolik kurma ajwa dengan

kurma lain

Kultivar Total fenolik

Nabot saif 22       ± 5.35

Rashodia 16.58  ± 1.05

Ajwa 22.11  ± 1.10

Khodry 20.13  ± 4.21

Khlas al absa 14.92  ± 3.75

Sokary 17.10  ± 2.84

Saffawy 21.99  ± 1.27

Khlas al kharj 14.97  ± 1.28

Mabroom 13.80  ± 3.50

Khlas al qassim 10.47 ± 0.63

Nabtit ali 15.80  ± 2.69

Khals el shiokh 20.37 ± 1.17

Sumber: Hamad., et al., 2015.
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Tabel 2.2. Perbandingan kandungan senyawa flavonoid kurma ajwa dengan

kurma lain

Kultivar Quercetin Luteolin Apigenin Isoquercetin Total

Flavonoid

Nabot saif 0.170±0.020 0.045±0.010 0.291±0.064 0.726±0.160 2.175±0.461

Rashodia 1.001±0.063 0.033±0.002 0.216±0.014 0.540±0.034 2.491±0.158

Ajwa 1.219±0.071 0.041±0.002 0.263±0.015 0.411±0.001 2.787±0.138

Khodry 1.112±0.247 0.026±0.007 0.240±0.053 0.360±0.080 2.284±0.219

Khlas al

ahsa

0.536±0.597 0.028±0.006 0.179±0.039 0.268±0.059 1.591±0.366

Sokary 0.838±0.025 0.028±0.001 0.181±0.005 0.271±0.008 1.983±0.104

Saffawy 1.270±0.002 0.041±0.002 0.263±0.015 0.394±0.023 2.821±0.088

Khlas al

kharj

1.112±0.247 0.026±0.007 0.081±0.023 0.173±0.039 1.939±0.102

Mabroom 0.536±0.597 0.028±0.006 0.086±0.019 0.129±0.028 1.359±0.778

Khla al

qassim

0.616±0.039 0.020±0.001 0.064±0.004 0.096±0.006 1.228±0.078

Nabtit ali 0.950±0.133 0.028±0.001 0.087±0.003 0.346±0.049 2.076±0.272

Khals el

shiokh

1.219±0.071 0.041±0.002 0.127±0.007 0.443±0.026 2.683±0.155

Sumber: Hamad., et al., 2015.

Berdasarkan tabel di atas dapat diketahui bahwa kurma ajwa memiliki

kadar flavonoid dan fenolik cukup tinggi dibandingkan varietas lain yakni

sebesar 2.787±0.138 dan 22.11±1.10, sehingga dalam penelitian ini diharapkan

kurma ajwa memiliki aktivitas antioksidan yang baik. Untuk mengetahui

aktivitas antioksidan buah kurma ajwa maka perlu dilakukan ekstraksi untuk

mendapatkan ekstrak kental kurma ajwa.

B. Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan bahan kimia dengan campurannya

menggunakan pelarut sehingga bahan yang terlarut akan berpisah dengan

bahan yang tidak terlarut. Sedangkan ekstrak adalah suatu bahan atau zat yang

diperoleh dari ekstraksi zat aktif dari bahan alam. Kualitas ekstrak dipengaruhi
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oleh bagian tumbuhan yang digunakan, pelarut yang digunakan dan prosedur

ekstraksi (Prawirodiharjo, 2014).

1. Metode ekstraksi.

Metode ekstraksi dibagi menjadi dua yaitu ekstraksi cara dingin dan

ekstraksi panas:

a. Cara dingin

Ekstraksi cara dingin memiliki beberapa kelebihan seperti dapat

memperkecil kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa

termolabil yang terdapat pada sampel. Ekstraksi cara dingin dapat

dibedakan sebagai berikut:

1). Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan prinsip

mendaptkan ekstrak menggunakan pelarut dengan beberapa kali

pengadukan pada suhu kamar (Prawirodiharjo,2014). Senyawa

dipisahkan dari pelarut melalui penyaringan (Mukhriani., 2014).

Kekurangan dari metode ini adalah memerlukan banyak waktu,

pelarut yang digunakan cukup banyak, dan besar kemungkinan

beberapa senyawa sulit diekstraksi pada suhu kamar. Namun di sisi

lain, metode maserasi dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa

yang bersifat termolabil (Mukhriani., 2014).

2). Perkolasi

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru

hingga mendapatkan ekstrak yang sempurna dan dilakukan pada

suhu kamar (Prawirodiharjo,2014). Metode perkolasi memiliki

beberapa kelebihan seperti sampel selalu dialiri oleh pelarut baru.

Sedangkan kerugiannya adalah jika sampel dalam perkolator tidak

homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area,

membutuhkan banyak pelarut dan memerlukan banyak waktu

(Mukhriani, 2014).
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b. Cara panas

1). Refluks

Refluks adalah metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut

pada temperatur titik didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah

pelarut terbatas dengan adanya pendingin balik (Prawirodiharjo,

2014). Kerugian dari metode ini adalah senyawa yang bersifat termolabil

dapat terdegradasi (Mukhrini, 2014).

2). Soxhlet

Soxhletasi adalah metode ekstraksi menggunakan pelarut yang

selalu baru, dengan menggunakan alat soxhlet sehingga terjadi

ekstraksi kontinyu dimana jumlah pelarut konstan dengan pendingin

balik (Prawirodiharjo, 2014).

Keuntungan dari metode ini adalah proses ektraksi kontinyu,

sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil kondensasi sehingga

tidak membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan banyak

waktu. Metode ini juga memiliki kekurangan seperti senyawa yang

bersifat termolabil dapat terdegradasi karena ekstrak yang diperoleh

terus-menerus berada pada titik didih (Mukhriani., 2014).

3). Digesti

Teknik ekstraksi secara maserasi kinetik (dengan pengadukan

kontinyu) pada temperatur 40-50o C (Prawirodiharjo, 2014).

2. Pemilihan pelarut

Pelarut adalah suatu zat tertentu yang digunakan sebagai media untuk

melarutkan zat lain. Penentuan senyawa aktif dari bahan tumbuhan sangat

bergantung pada jenis pelarut yang digunakan (Prawirodiharjo, 2014).

Pelarut yang baik memiliki toksisitas rendah, mudah menguap pada suhu

rendah, dapat mengekstraksi komponen senyawa dengan cepat serta dapat

mengawetkan (Prawirodiharjo, 2014).

Pemilihan pelarut harus menyesuaikan dengan kepolaran senyawa

yang diinginkan. Senyawa nonpolar dapat dilarutkan dengan pelarut

nonpolar sedangkan senyawa polar akan larut dalam pelarut polar. Faktor-
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faktor yang dapat mempengaruhi pemilihan jenis pelarut adalah jumlah

senyawa yang akan diekstraksi, laju ekstraksi, keragaman senyawa yang

akan diekstraksi, toksisitas pelarut, dan potensial bahaya kesehatan dari

pelarut. Beberapa pelarut yang biasa digunakan dalam prosedur ekstraksi

antara lain:

a. Air

Air adalah pelarut universal, biasanya digunakan untuk

mengekstraksi tumbuhan dengan aktivitas antimikroba. Air juga

melarutkan senyawa fenolik yang memiliki aktivitas penting sebagai

antioksidan (Prawirodiharjo, 2014).

b. Aseton

Aseton melarutakan beberapa komponen senyawa hidrofilik dan

llipofilik dari tumbuhan. Keuntungan pelarut aseton yaitu dapat

bercampur dengan air, mudah menguap dan memiliki toksisitas rendah.

Aseton digunakan terutama untuk studi antimikroba dimana banyak

senyawa fenolik yang terekstraki dengan aseton (Prawirodiharjo, 2014).

c. Alkohol

Ekstrak etanol memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi

dibandingkan dengan ekstrak air, hal ini dikarenakan etanol dapat

menarik senyawa polifenol lebih tinggi daripada air. Etanol lebih mudah

menembus membran sel untuk mengekstrak bahan intraseluler dari bahan

tumbuhan (Prawirodiharjo, 2014). Metanol merupakan pelarut bersifat

polar yang memiliki indeks polaritas 5,1 (Sholeh, 2009).

Selain itu metanol merupakan pelarut universal yang dapat melarutkan

senyawa yang bersifat polar dan semipolar. Metanol dapat menarik

senyawa aktif seperti alkaloid, steroid, saponin, flavonoid dari tanaman

(Astarina, 2013).

d. Eter

Eter umumnya digunakan secara slektif untuk ekstraksi kumarin dan asa

lemak (Prawirodiharjo, 2014).
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e. n-Heksan

n-Heksan mempunyai karakteristik sangat tidak polar, biasanya

digunakan untuk ekstraksi minyak nabati (Prawirodiharjo, 2014).

f. Etil asetat

Etil asetat merupakan pelarut dengan karakteristik semipolar. Etil asetat

secara selektif akan menarik senyawa yang bersifat semipolar seperti

fenol dan terpenoid (Prawirodiharjo, 2014).

Berdasarkan penjelasan di atas, proses pemilihan metode ekstraksi dan

jenis pelarut sangat mempengaruhi kandungan senyawa metabolit

sekunder yang dihasilkan.

A. Radikal Bebas dan Antioksidan

1. Radikal bebas

Radikal bebas merupakan suatu atom, molekul atau senyawa yang

memiliki elektron tidak berpasangan di orbit luarnya (Aji, 2014). Elektron

tidak berpasangan ini mempunyai kecenderungan untuk mendapatkan

pasangannya dengan menyerang dan berikatan dengan elektron di

sekitarnya. Jika radikal bebas telah berikatan maka akan menyebabkan

kerusakan pada senyawa yang diserangnya dan akan terbentuk senyawa

radikal bebas baru dari molekul yang elektronnya diambil.

Senyawa radikal bebas dalam kadar rendah diperlukan oleh tubuh

untuk melawan radang, membunuh bakteri, sintesis DNA dan perangsangan

kapasitasi spermatozoa termasuk reaksi akrosom dan penggabungan dengan

oosit, namun dalam kadar berlebihan dapat menyebabkan terjadinya

penyakit degeneratif seperti jantung koroner dan kanker (Sayuti & Rina,

2015; Hayati, 2011; Leong & Shui, 2001).

2. Sumber radikal bebas

Sumber radikal bebas bisa berasal dari dalam tubuh (internal) dan dari

luar tubuh (eksternal).
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a. Sumber internal

Sumber internal merupakan respon normal dari rantai peristiwa

biokimia dalam tubuh yang terbentuk sebagai sisa proses metabolisme

(proses pembakaran) protein, karbohidrat dan lemak (Sayuti dan Rina,

2015). Faktor internal meliputi oksidasi enzimatis pada mitokondria, sel

fagosit, reaksi dengan logam Fe, peroksisom dan peradangan (Hayati,

2011)

b. Sumber eksternal

Sumber eksternal berasal dari faktor luar tubuh seperti pencemaran

lingkungan, asap kendaraan, bahan makanan tambahan, cara pengolahan

makanan, rokok, polutan, radiasi ozon, sinar X, kemoterapi dan pestisida

(Khaira, 2010; Hayati, 2011).

3. Efek negatif radikal bebas

Radikal bebas dapat merusak, sangat reaktif dan mampu bereaksi

dengan makromolekul sel, seperti protein, lipid, karbohidrat, atau DNA

(Langseth, 1995).

a. Kerusakan DNA pada inti sel

Senyawa radikal bebas dapat menyebabkana kerusakan DNA dengan

cara mengoksidasi DNA (Reynertson, 2007). DNA yang rusak akibat

radikal bebas akan mengakibatkan perubahan genetik secara permanen

(Langseth, 1995). Oksidasi DNA oleh senyawa radikal bebas juga dapat

menginisiasi terjadinya kanker (Reynertson, 2007).

b. Kerusakan protein

Perubahan LDL (low density lipoprotein) menjadi LDL teroksidasi

yang diperantarai oleh radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan

dinding arteri dan kerusakan bagian arteri lainnya (Langseth, 1995).

c. Kerusakan lipid peroksida

Radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan oksidatif pada ikatan

lemak tak jenuh di dalam membran fosfolipid (peroksidasi lipid).

Peroksidasi lipid pada membran dapat merusak struktur membran dan

menyebabkan hilangnya fungsi dari organel sel (Sayuti & Rina, 2015).
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4. Kanker

Kanker adalah pertumbuhan jaringan yang baru sebagai akibat dari

proliferasi (perumbuhan berlebihan) sel abnormal secara terus menerus yang

memiliki kemampuan untuk menyerang dan merusak sel lainnya. Kanker

dapat disebabkan oleh radikal hidroksil dan stres oksidatif dalam

mekanisme biokimia yang terjadi di dalam tubuh. Pada keadaan stres

oksidatif terjadi ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan

antioksidan.

Radikal bebas sebenarnya diproduksi oleh tubuh sebagai hasil

sampingan dari reaksi biokimia dalam kehidupan aerobik khususnya

pemberi sinyal untuk melakukan apoptosis (kematian sel yang terprogram)

untuk menjaga keseimbangan suatu organisme (Dewiani, 2015). Namun jika

radikal bebas berlebihan maka radikal bebas dapat merusak regulasi dan

aktivitas sel, serta dapat menimbulkan kerusakan DNA (Pawarta, 2014).

Radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan DNA dengan cara

mengoksidasi DNA (Reynertson, 2007). DNA yang rusak akibat radikal

bebas akan mengakibatkan perubahan genetik secara permanen (Langseth,

1995). Oksidasi DNA oleh senyawa radikal bebas juga dapat menginisiasi

terjadinya kanker (Reynertson, 2007). Radikal bebas berlebih dapat dicegah

dengan antioksidan. Antioksidan alami dari senyawa flavonoid golongan

flavanon yaitu pinostrobin memiliki bioaktivitas sebagai zat antimutagenik

dan antikanker (Pawarta, 2014)

Mekanisme terjadinya kanker akibat dari radikal bebas dibagi menjadi

tiga tahap yaitu tahap inisiasi (permulaan), promosi dan perkembangan.

Tahap inisiasi dalah terjadinya perubahan permanen di dalam genom sel

akibat kerusakan DNA yang berakhir pada mutagenesis. Tahap promosi

berlangsung hingga 10 tahun dengan cara sel –sel mutan melakukan

ekspansi dan berproliferasi. Pada tahap perkembangan sel mutan akan

berproliferasi yang tak terkendali dan invasiv (menyerang) serta menyebar

ke bagian sel lainnya (Dewiani,2015).
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5. Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menangkal radikal bebas

dengan cara memberikan satu elektronnya kepada senyawa radikal bebas,

sehingga aktifitas radikal bebas dapat dihambat (Julfitriyani et al., 2016).

Antioksidan berfungsi untuk mencegah terjadinya stress oksidatif

(Wherdhasari, 2014). Pada bidang kesehatan dan kecantikan, antioksidan

juga berfungsi untuk mencegah terjadinya penyakit degeneratif seperti

kanker, tumor, penyempitan pembuluh darah, penuaan dini, dan lain-lain

(Tamat et al. 2007).

Berdasarkan sumbernya antioksidan dibagi dalam dua kelompok yaitu

antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan alami bisa didapat

dari alam atau tumbuh-tumbuhan, sedangkan antioksidan sintetik

merupakan antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesa reaksi kimia

(Julfitriyani et al., 2016). Beberapa antioksidan sintetik yang sering

digunakan adalah senyawa fenolik adalah utylated hydroxyanisol (BHA),

terbutilasi hidroksi-toluena (BHT), butyl hydroquinone tersier (TBHQ), dan

gallate propil (PG) (Sayuti dan Rina, 2015).

Berdasarkan mekanisme kerjanya antioksidan digolongkan menjadi tiga

yaitu antioksidan primer, skunder dan tersier (Purba & Martanto, 2009).

a. Antioksidan primer berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal

bebas baru dengan merubah radikal bebas yang ada menjadi molekul

yang stabil. Contohnya adalah enzim SOD (Superoxide dismutase) yang

berfungsi sebagai pelindung hancurnya sel-sel dalam tubuh serta

mencegah proses peradangan karena radikal bebas. Enzim SOD

sebenarnya sudah ada dalam tubuh, namun membutuhkan bantuan

mineral seperti mangan, seng dan tembaga untuk proses aktivasi (Purba

& Martanto, 2009).

b. Antioksidan skunder berfungsi sebagai senyawa penangkap radikal

bebas serta mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga tidak terjadi

kerusakan yang lebih besar. Contohnya vitamin E, vitamin C, beta

karoten dan likopen (Purba & Martanto, 2009).
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c. Antioksidan tersier merupakan senyawa yang dapat memperbaiki sel-

sel dan jaringan yang rusak karena adanya serangan radikal bebas.

Contohnya enzim reduktase yang memperbaiki DNA untuk mencegah

terjadinya penyakit degeneratif (Purba & Martanto, 2009).

Berdasarkan kelarutannya, antioksidan dibagi menjadi dua yaitu

larut dalam air (hidrofilik) dan larut dalam lipid/lemak (hidrofobik).

Antioksidan larut air dapat bereaksi dengan radikal bebas yang ada di

dalam sitoplasma dan plasma darah. Sedangkan antioksidan larut lemak

menjaga membran sel dari peroksidase lipid yang disintesis dalam

tubuh (Hayati, 2011).

6. Metode uji antioksidan

Untuk menentukan aiktivitas antioksidan secara invitro terdapat

beberapa metode menurut (Wachidah, 2013) yaitu:

a. DPPH (1,1–diphenyl-2-picylhydrazyl)

Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat dan

mudah untuk skrining aktivitas penangkap radikal beberapa senyawa,

selain itu metode ini terbukti akurat dan praktis (Marxen et al., 2007).

Metode DPPH merupakan analisis untuk mengetahui aktivitas

antioksidan menggunakan DPPH (1,1–diphenyl-2-picylhydrazyl).

DPPH merupakan radikal bebas berwarna ungu. Prinsip dari metode ini

adalah mengukur terjadinya pemudaran warna dari radikal DPPH akibat

adanya antioksidan. Antioksidan akan mentransfer elektron atau atom

hidrogen ke radikal bebas sehingga menyebabkan karakter radikal

bebas tereduksi. Intensitas warna dari larutan uji diukur melalui

spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang sekitar 517 nm,

dimana radikal berwarna ungu tua menjadi tidak berwarna ketika

tereduksi oleh antioksidan (Wachidah, 2013). Reaksi yang terjadi antara

DPPH dan senyawa antioksidan disajikan pada gambar
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Gambar 2.2 Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan
Sumber : Sayuti & Rina, 2015

Larutan DPPH yang berisi ekstrak sampel diukur serapan

cahayanya dan dihitung aktivitas antioksidannya dengan menghitung

presentase inhibisi. Persentase inhibisi yaitu banyaknya aktivitas

senyawa antioksidan yang menangkap radikal bebas DPPH. Parameter

yang juga digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan dari

sampel formulasi ekstrak adalah IC50. IC50 merupakan bilangan yang

menunjukkan konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat aktivitas

suatu radikal bebas sebesar 50%. Semakin kecil nilai IC50 artinya suatu

ekstrak memiliki aktivitas antioksidan semakin tinggi. Suatu senyawa

dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat apabila nilai IC50 kurang dari

50 μg/ml, kuat apabila nilai IC50 antara 50-100 μg/ml, sedang apabila

nilai IC50 berkisar antara 100-150 μg/ml, dan lemah apabila nilai IC50

berkisar antara 150-200 μg/ml (Syaifuddin, 2015).

b. Metode ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin-6sulfonikasid)

diamonium)

Metode perendaman radikal kation ABTS merupakan metode

uji untuk mengukur kapasitas antioksidan yang secara langsung

bereaksi dengan kation ABTS. ABTS merupakan radikal dengan pusat

nitrogen memiliki karakteristik warna biru kehijauan yang ketika

tereduksi oleh antioksidan menjadi bentuk nonradikal yang tidak

berwarna. Metode ini berdasarkan penghambatan pembentukan kation

radikal ABTS dengan absorbsi maksimum pada panjang gelombang

734 nm (Wachidah, 2013).
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c. Kapasitas serapan radikal oksigen (ORAC)

ORAC merupakan metode analisis baru yang dapat digunakan

untuk menguji aktivitas antioksidan makanan dan senyawa kimia

lainnya. Uji ini dilakukan menggunakan trolox (analog vitamin E)

sebagai standar untuk menentukan trolox ekuivalen (TE). Nilai ORAC

dihitung dari TE (Trolox ekuivalen) dan dinyatakan sebagai satuan atau

nilai ORAC. Semakin tinggi nilai ORAC, semakin kuat aktivitas

antioksidannya. Pengukuran ini berdasarkan pembentukan radikal bebas

menggunakan AAPH (2,2-azobis-2-amido propane dihydrochloride)

dan pengukuran penurunan dari fluorosensi dengan adanya

penghambatan radikal (Wachidah, 2013).

d. Metode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) merupakan salah

satu uji tercepat dan sangat berguna untuk analisis rutin. Aktivitas

antioksidan diukur dengan mengukur peningkatan serapan yang

disebabkan oleh pembentukan ion Fe2+ dari pereaksi FRAP yang berisi

TPTZ (2,4,6-tri-(2-pyridyl-s-triazine) FeCL3.6H2O) serapannya diukur

pada 595 nm (Wachidah, 2013).

D. BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu metode

uji ketoksikan yang memiliki korelasi positif terhadap aktivitas

antitumor/antikanker (Sukardiman, 2004). Korelasi positif ditunjukkan antara

uji BSLT dan sitotoksisitas pada sel nasofaring karsinoma (Solis et al., 1993).

Brine Shrimp Lethlity Test (BSLT) merupakan metode yang cepat, sederhana,

mudah, terjangkau, tidak memerlukan tindakan aseptik dan hanya

memerlukan sedikit bahan uji. Prosedur uji BSLT adalah dengan menentukan

nilai LC50 dari aktivitas bahan uji terhadap larva Artemia salina selama 24

jam. LC50 merupakan konsentrasi dimana suatu ekstrak dapat menyebabkan

kematian 50% hewan uji yang diperoleh dengan menggunakan persamaan

regresi linier (Prawirodiharjo, 2014). Data tersebut dianalisis menggunakan
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probit analisis untuk mengetahui nilai LC50. Senyawa dengan nilai

LC50<100ppm dianggap sangat toksik, sedangkan nilai LC50<1000 ppm

dianggap toksik dan nilai LC50>1000 ppm dinyatakan tidak toksik

(Meyer,1982). Jika nilai LC50 masing-masing ekstrak atau senyawa yang diuji

kurang dari 1000 ppm maka dianggap menunjukkan adanya aktivitas

biologik, sehingga pengujian ini dapat digunakan sebagai skrining aawal

terhadap senyawa bioaktif yang diduga berkhasiat sebagai antikanker

(Ramdhini, 2010).

1. Larva Udang Artemia sp.

a. Deskripsi dan klasifikasi

Artemia salina adalah termasuk dalam Genus Crustacea tingkat

rendah dari Filum Arthropoda yang banyak mengandung protein.

Artemia salina hidup sebagai makroplankton di perairan yang berkadar

garam tinggi (antara 15-300 per mil). Suhu berkisar antara 25-30oC,

oksigen terlarut sekitar 3 mg/L, dan pH antara 7,3–8,4 (Ramdhini,

2010).

Klasifikasi taksonomi dari Genus Artemia menurut Linnaeus,

1758 dalam jurnal Asem et al., 2010 adalah:

Kingdom : Animalia

Filum : Arthropoda

Kelas : Branchiopoda

Ordo : Anostraca

Famili : Artemiidae

Genus : Artemia

Spesie : Artemia salina

Secara umum Artemia dewasa berukuran sekitar 10 mm

dengan bobot kurang lebih 1 mg. Tubuh dibagi menjadi tiga bagian

yakni bagian kepala, thorax dan abdomen (Gambar 2.3). Pada kepala

terdapat sepasang antennules, antena, dan stockes eyes (Gambar 2.3

A,B dan C). Thorax memiliki sebelas pasang pelengkap tubuh yang

dikenal sebagai torakopoda (Gambar 2.3 D). Bagian perut ditutupi duri,



 

    digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

22

berakhir di furca (Gambar 2.3 H). Antennules dan antena memiliki

fungsi sensorik pada betina. Namun pada jantan antena dikembangkan

menjadi sepasang clasper. Pada jantan terdapat penis sedangkan pada

betina terdapat ovisac (Road and Puram, 2003).

Gambar 2.3 Siklus hidup SArtemia salina
Keterangan: (A Antennule; B. Antenna; C.Compound eye; D. Thoracopods;

E. Uterus; F. Eggs; G. Abdomen; H. Caudal furca; I. Mandible;
J. Median eye; K. Developing thoracopods).

Sumber : Road and Puram, 2003
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b. Cara berkembangbiak

Artemia salina memiliki dua cara reproduksi yaitu secara ovipar

dan ovovivipar. Ovum berkembang di dalam ovarium yang terletak di

kedua sisi dekat sistem pencernaan yang selanjutnya oosit ditransfer

melalui saluran telur ke ovisac. Kopulasi dilakukan saat berenang

dengan posisi berkuda. Selama kopulasi Artemia jantan mentransfer sel

sperma ke rahim betina. Perkembangan embrio lebih lanjut terjadi di

dalam rahim. Di dalam rahim, embrio berkembang menjadi nauplius.

Naupli akan dilepaskan jika keadaan menguntungkan (ovipar), namun

jika keadaan tidak menguntungkan maka nauplius akan dilapisi dengan

shell dan membentuk kista. Sistem reproduksi ini disebut ovovivipar.

Kista yang dilepaskan berukuran sekitar 200-300 mikron (Road and

Puram, 2003).

d. Siklus hidup

Siklus hidup udang Artemia salina secara umum dapat dilihat dalam

tiga fase yakni kista (telur), larva (nauplii) dan Artemia dewasa (Ajrina,

2013).

a. Kista

Kista berukuran sekitar 200-300 mikron. Kista memperoleh

makanan dari cadangan yolk (Road & Puram, 2003). Kista ini

mampu hidup di padang pasir selama 10 tahun dalam kondisi tidak

aktif. Kista akan aktif kembali ketika berada pada tempat yang

memiliki kadar air garam tinggi.

b. Naupli (instar)

Nauplii berukuran 300-400 mikron dengan satu mata. Gerakan

tersentak-sentak dan tidak merata, terkadang gerakan melingkar.

Untuk menjadi dewasa membutuhkan waktu sekitar 3-6 minggu

(Shipley and Oregon., 2012).

Pada tahap ini nauplii akan mengalami 15 kali perubahan bentuk

(metamorfosis). Larva tingkat I dinamakan instar, tingkat II (instar
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II), tingkat III (instar III), demikian seterusnya hingga instar XV.

Setelah itu, baru berubah menjadi artemia dewasa.

Gambar 2.4  Larva Artemia salina setelah penetasan.
Keterangan: A(instar I) 24 jam; B(instar II) 48 jam; C(instar III) 72

jam.
Sumber : Obrigon & Alvaro, 2010.
1). Instar I

Pada tahap ini berbentuk bulat lonjong, panjang sekitar 400

mikron terdapat mata nauplium, sepasang antena pertama, dan

mandibula. Warna kecoklatan (Obrigon & Alvaro, 2010).

2). Instar II

Pada tahap ini panjang tubuh sekitar 600 mikron, terdapat

mata nauplium, sepasang antena pertama, dan mandibula.

Warna kecoklatan dan anal terbuka (Obrigon & Alvaro, 2010).

Larva mulai memiliki mulut dan saluran pencernaan sehingga

mulai mencari makan untuk memenuhi cadangan makanan yang

berkurang.

3). Instar III

Pada tahap ini panjang tubuh sekitar 700 mikron. Terjadi

pertumbuhan mata nauplium menjadi mata majemuk, sepasang

antena pertama, dan mandibula. Warna kecoklatan dan

ditemukan sistem pencernaan lineal (Obrigon & Alvaro. 2010).

Mulai tumbuh tunas kaki di bagian samping kanan kiri tubuhnya

yang disebut torakopoda (Ajrina, 2013)

c. Dewasa

Artemia salina yang sudah dewasa dapat hidup sampai enam

bulan. Sementara induk-induk betinanya akan beranak atau bertelur

setiap 4-5 hari sekali, dihasilkan 50-300 telur atau nauplius. Nauplius
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akan dewasa setelah berumur 14 hari, dan siap untuk berkembang

biak (Mudjiman, 1995).

2. Alasan Penggunaan Artemia salina sebagai hewan uji

Artemia salina sangat rentan terhadap zat toksik pada fase awal

pertumbuhannya, terutama pada fase instar I dan II. Artemia salina

digunakan sebagai hewan uji karena memiliki respon terhadap senyawa

kimia yang mirip dengan mamalia. Artemia salina memiliki DNA-

dependent RNA polymerase dan sebuah oubaine-sensitive Na+ dan K+

dependent ATPase. DNA-dependent RNA polymerase berguna dalam

pemisahan kedua untai DNA dan menggabungkan nukleotida-nukleotida

RNA saat membentuk pasangan basa di sepanjang rantai DNA. Jika

suatu senyawa menghambat proses ini maka DNA tidak dapat

mensintesis RNA sehingga sintesis protein terganggu. Jika protein tidak

terbentuk maka metabolisme sel tidak berlangsung. Hal tersebut dapat

menyebabkan kematian pada Artemia salina.

Sedangkan Na+ dan K+ dependent ATPase merupakan enzim yang

menghidrolisis ATP menjadi ADP dan menggunakan energi untuk

mengeluarkan 3 Na+ ke luar sel dan mengambil K+ dependent ATPase ke

dalam sel. Oubaine memiliki fungsi menginhibisi Na+ dan K+ dependent

ATPase dan berperan dalam proliferasi sel. Apabila ada senyawa yang

mempengaruhi oubaine maka dapat menyebabkan proliferasi sel

terganggu sehingga dapat menyebabkan kematian sel dari Artemia salina.

Artemia salina juga memiliki fisiologi yang sama dengan manusia,

seperti sistem syaraf pusat, sistem pencernaan, mata dan sistem vaskular.

Artemia juga memiliki mebran kulit yang tipis sehingga kematian akibat

zat toksik dari senyawa bioaktif dianalogikan dengan kematian sel pada

organisme. Artemia digunakan secara luas untuk uji toksisitas karena

telur dorman (kista) dapat hidup dalam kondisi kering selama bertahun-

tahun dan mudah menetas dalam 48 jam (Hanifah, 2015).
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BAB III

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

A. Kerangka Konsep

Ekstrak metanol buah
kurma jenis ajwa

(Phoenix dactylifera)

Mengandung senyawa aktif yang berpotensi memiliki
bioaktifitas

Uji antioksidan metode
DPPH

IC50

Skrining potensi antikanker dengan
metode BSLT

Hewan coba larva
Artemia salina

Kematian larva Artemia salina

LC50

Antioksidan
rendah

Antioksidan
tinggi
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B.. Hipotesis Penelitian

1. H0 (Hipotesis nol) :Ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera) tidak mengandung antioksidan dan

tidak berpotensi sebagai antikanker (LC50>1000

ppm) pada larva udang Artemia salina.

2. H1 (Hipotesis alternatif):Ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera) mengandung antioksidan tinggi dan

berpotensi sebagai antikanker (LC50<1000 ppm)

pada larva udang Artemia salina.
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BAB IV

METODOLOGI PENELITIAN

A. Bahan dan Alat Penelitian

Dalam penelitian ini diperlukan beberapa bahan dan alat yang digunakan

selama berlangsungnya proses penelitian diantaranya adalah:

1. Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah kurma ajwa

(Phoenix dactylifera), alumunium foil, metanol pro analisa (Emsure Merk,

Jerman), aquades, klorofom (SAP Chemical, Melonesi), asam sulfat pekat

(HCl) (Emsure Merk, Jerman), reagen wgner (Yodium-Kalium iodida)

FeCl3 (Emsure Merk, Jerman), reagen molisch, H2SO4 pekat (Emsure Merk,

Jerman), air laut dari kenjeran, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

(Sigma-Aldrich), Plat KBr dan kista udang Artemia salina.

2. Alat penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pisau, nampan, gelas

beaker IWAKI, erlenmeyer IWAKI CTE33, tabung reaksi, rak tabung

reaksi, spatula, kaca arloji, cawan petri, neraca analitk METTLER

TOLEDO ML204T, corong kaca HERMA 75 mm, kertas saring whatmann

41, pipet tetes, botol flakon, oven HERATERM, rotary evaporator, lup,

seperangkat alat penetas telur, pipet tetes, spektrofotomer UV-VIS dan

FTIR.

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di laboratorium intergrasi Universitas Islam Negeri

Sunan Ampel Surabaya pada bulan September 2017 hingga Desember 2018.

C. Variabel Penelitian

Variabel bebas : konsentrasi ekstrak metanol buah kurma ajwa

Variabel terikat : aktivitas antioksidan, toksisitas buah kurma ajwa

Variabel kontrol : metanol, suhu maserasi, waktu maserasi
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D. Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan penelitian acak lengkap (RAL)

dimana uji antioksidan dilakukan menggunakan variasi konsentrasi 20 ppm, 40

ppm, 60 ppm dan 80 ppm. Uji toksisitas dilakukan dengan menggunakan

variasi konsentrasi 0 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm, 1000

ppm dengan ulangan sebanyak 3 kali ulangan. Setiap perlakuan diisi larva

udang Artemia salina sebanyak 10 ekor sehingga diperlukan sebanyak 210

ekor dan melihat aktivitas antioksidan ekstrak metanol buah kurma jwa pada

konsentrasi tunggal.

E. Prosedur Penelitian

1. Persiapan bahan uji

Buah kurma ajwa diperoleh dari sebuah toko oleh-oleh haji dan umrah di

Surabaya. Dipilih buah kurma yang berwarna hitam dan bulat, selanjutnya

dipisahkan antara daging buah kurma dengan bijinya. Daging buah kurma

dipotong kecil-kecil untuk memperluas permukaan kemudian dikeringkan

menggunakan oven  pada suhu 80°C selama 2x24 jam. Buah kurma

selanjutnya ditimbang sebanyak 250 gram dan dihaluskan menggunakan

blender sampai halus. Serbuk halus buah kurma ajwa digunakan untuk

membuat ekstrak.

2. Ekstraksi buah kurma ajwa dengan maserasi

Metode ekstraksi dilakukan dengan maserasi. Buah kurma ajwa yang

sudah berbentuk serbuk kering sebanyak 250 gram dimasukkan ke dalam

gelas beaker dan direndam dengan metanol sebagai pelarutnya dengan

perbandingan 1:2 untuk serbuk buah kurma dan volume pelarutnya.

Selanjutnya dibiarkan selama 2x24 jam dengan sesekali dilakukan

pengadukan. Hasil rendamen disaring menggunakan kertas saring untuk

memisahkan filtrat dengan residu. Filtrat dipekatkan menggunakan rotary

evaporator sehingga didapatkan ekstrak metanol buah kurma ajwa.
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3. Uji Kualitatif

Uji kualitatif yang dilakukan meliputi uji fitokimia dan analisis

spektrofotometri FT-IR

a. Uji Fitokimia

1). Uji sterol dan triterpenoid

Ekstrak kurma dilarutkan dalam klorofom, kemudian disaring dan

filtrat diuji dengan uji salkowski yaitu filtrat ditambahkan beberapa

tetes asam sulfat pekat dan diamati perubahan warna yang terjadi.

Warna merah di lapisan bawah positif sterol dan warna kuning

keemasan menunjukkan adanya triterpenoid (Fitriyani et al., 2011).

2). Uji Alkaloid

Diambil sedikit sampel, ditambahkan HCl 2M 10 ml, dipanaskan

sambil diaduk kemudian didinginkan dan dsaring, filtrat ditambahkan

HCl 5 ml dan reagen wagner (Yodium-Kalium iodida) (Setyowati et

al., 2014)

3). Uji Saponin

Sebanyak 0,5 gram ekstrak ditambah 5 ml air suling lalu dikocok dan

diamati terbentuknya buih stabil (Setyowati et al., 2014)

4). Uji Flavonoid

Beberapa tetes FeCl3, hasil positif menunjukkan warna ungu, biru,

hitam, hijau maupun merah (Setyowati et al., 2014).

5). Uji Karbohidrat

Sampel diencerkan dengan metanol, diambil 2 ml kemudian

ditambahkan NaOH 1 tetes, lalu ditambah CuSO4 beberapa tetes.

Hasil positif menunjukkan adanya cincin ungu atau perubahan warna

menjadi kemerahan.

b. Analisis spektrofotometri FTIR

Mula-mula dibuat plat KBr secukupnya kemudian sampel ekstrak

metanol buah kurma ajwa dioleskan diatas plat dan diukur serapan infra

merah dengan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi senyawa.
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4. Uji kuantitatif

a. Analisis antioksidan metode DPPH

1). Pembuatan larutan stok DPPH

Sejumlah 1,5 mg DPPH ditimbang dan dilarutkan dalam 15

ml metanol p.a, sehingga diperoleh larutan DPPH dengan

konsentrasi 100 ppm. Larutan ini kemudian disimpan dalam botol

gelap.

2). Optimasi panjang gelombang DPPH

Pencarian panjang gelombang optimum dilakukan dengan

cara memipet 1 ml larutan DPPH 100 ppm kemudian dicukupkan

volumenya sampai 5 ml dengan metanol lalu dihomogenkan,

diinkubasi pada suhu 37oC selama 30 menit. Larutan ini ditentukan

spektrum serapannya menggunakan spektrofotometer UV pada

panjang gelomang 515-518 nm serta ditentukan panjang gelombang

optimumnya.

3). Pembuatan larutan kontrol negatif

Dipipet 1 ml metanol kemudian dimasukkan kedalam tabung

reaksi dan ditambahkan 1 ml larutan DPPH konsentrasi 100 ppm.

Volume dicukupkan sampai 5 ml dengan metanol lalu

dihomogenkan, diinkubasi pada suhu 37oC selama 30 menit.

4). Pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak metanol kurma ajwa

Ekstrak metanol kurma ajwa ditimbang sebanyak 1,5 mg

kemudian dilarutkan dengan metanol p.a sampai 15 ml, sehingga

diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan stok

dipipet 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml dan dimasukkan pada botol vial yang

berbeda untuk masing-masing konsentrasi. Larutan DPPH

selanjutnya ditambahkan kedalam botol vial sebanyak 1 ml dan

dicukupkan volumenya dengan metanol hingga 5 ml sehingga

diperoleh konsentrasi, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm

(Alharthi, 2015). Campuran tersebut kemudian dihomogenkan dan

dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar. Masing-masing diukur
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absorbansi menggunakan spetrofotometri UV-Vis pada panjang

gelombang 517 nm.

5. Uji BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

a. Sampel

1). Kriteria inklusi

Larva Artemia salina berumur 48 jam sebagai hewan uji.

2). Kriteria eksklusi

Larva Artemia salina yang tidak menunjukkan ativitas pergerakan

sebelum diberi perlakuan.

3). Besar sampel

Jumlah larva Artemia salina yang digunakan pada setiap konsentrasi

ekstrak adalah 10 ekor. Pada peelitian ini terdapat enam konsentrasi

dan satu kontrol negatif. Kemudian dilakukan replikasi tiga kali

(triplo) untuk tiap konsentrasi dan kontrol negatif. Jadi jumlah

sampel total yang diperlukan adalah 210 ekor larva Artemia salina

setiap kali perlakuan.

4). Cara pengambilan sampel

Sampel dambil secara purposive random sampling. Larva

Artemia salina dengan jenis dan cara penyediaan yang sama untuk

diseleksi sebagai sampel. Hal ini karena anggota populasi telah

bersifat homogen

b. Penetasan larva udang

Disiapkan wadah plastik untuk proses penetasan udang Artemia

salina kemudian dimasukkan 1 liter air laut. Ditimbang 1 mg kista

Artemia salina dan dimasukkan dalam wadah. Dibiarkan dalam

keadaan terang selama 48 jam. Setelah 48 jam kista akan menetas dan

larva akan bergerak secara alamiah menuju cahaya. Larva yang bersifat

fototropik akan dijadikan hewan uji pada metode BSLT. Proses

penetasan dilakukan pada suhu ruang dan diberi aerator untuk menjaga

oksigen terlarut dalam air.
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c. Membuat konsentrasi ekstrak

Konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1

ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm, 1000 ppm. Ekstrak kental

metanol kurma ajwa ditimbang menggunakan neraca analitik hingga

mencapai berat 100 mg. Kemudian ekstrak dilarutkan dalam 10 ml air

laut, larutan dihomogenkan dengan batang pengaduk. Larutan tersebut

merupakan larutan induk dengan konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya

membuat larutan uji dengan konsentrasi 500 ppm, 200 ppm, 100 ppm,

10 ppm dan 1 ppm menggunakan rumus pengenceran V1M1 = V2M2

dengan keterangan:

V1= volume awal

M1= konsentrasi awal

V2= volume akhir

M2= konsentrasi akhir

d. Prosedur uji toksisitas dengan metode BSLT

Delapan belas botol vial disiapkan sebagai media uji. Dituangkan 10

ml air laut ke dalam masing-masing botol vial. Larva udang Artemia

salina dimasukkan ke dalam masing-masing botol vial sebanyak 10

ekor. Ditambahkan 10 ml ekstrak pada masing-masing cawan petri

sesuai konsentrasi yang telah ditentukan.

F. Analisis Data

Uji aktivitas antioksidan metode DPPH dianalisis menggunakan regresi

liner, sedangkan uji toksisitas dianalisis menggunakan probit manual dengan

cara menentukan persen mortalitas terlebih dahulu.

1. Penentuan persentase aktivitas antioksidan dan nilai IC50

Presentase aktivitas antioksidan dihitung dengan rumus:

% aktivitas antioksidan = Absorbansi kontrol-Absorbansi sampel x 100%

Absorbansi kontrol

Keterangan:

Absorbansi kontrol = absorbansi DPPH



 

    digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

34

Absorbansi sampel = absorbansi ekstrak buah kurma Ajwa

Nilai IC50 dihitung dengan rumus persamaan regresi linier

menggunakan microsoft excel. Nilai IC50 dapat diperoleh dari persamaan

regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan (x)

dengan %inhibisi (y). Nilai IC50 diperoleh dengan cara menghitung antilog

nilai x yang diperoleh yaitu dengan dengan cara memasukkan angka 50

sebagai y dalam persamaan regresi linier yang diperoleh dari grafik log

konsentrasi dengan %inhibisi. IC50 adalah konsentrasi yang diperlukan

untuk meredam aktivitas radikal bebas sampai 50%.

2. Penentuan persen mortalitas  (LC50) uji BSLT:

Persen mortalitas diperoleh dari perhitungan jumlah larva yang mati

dibagi jumlah larva awal dikalikan 100% pada tiap konsentrasi, seperti

rumus yang dipopulerkan oleh Meyer, 1982 dibawah ini:

Persentase kematian = Jumlah larva mati x 100%

Jumlah larva total awal

Setelah diperoleh nilai mortalitasnya, langkah selanjutnya adalah

menentukan nilai probit dengan mencocokkan pada tabel probit. Setelah

diperoleh nilai probit dilanjutkan dengan menentukan log konsentrasi

dengan cara membuat grafik dengan persamaan garis lurus y = ax-c dengan

keterangan:

Y = probit

x = log C

a = slope, nilai slope bisa dihitung dengan rumus

c = intercept, nilai ini bisa dihitung dengan rumus

Pada penelitian ini perhitungan nilai slope dan intercept dilakukan

menggunakan microsoft office excel dengan membuat grafik persamaan

garis lurus hubungan antara nilai probit dengan log konsentrasi. Selanjutnya

penentuan nilai LC50 dapat dihitung dari persamaan garis lurus dengan

memasukkan nilai probit 50 (probil dari 50% kematian hewan uji) sebagai y

sehingga dihasilkan x sebagai nilai log konsentrasi. Antilog nilai x tersebut

merupakan nilai LC50 (Priyanto, 2009).
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan serta

toksisitas dari ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera). Tahapan

yang dilakukan dalam penelitian ini dimulai dari ekstraksi buah kurma ajwa,

dilanjutkan uji fitokimia, analisis FTIR, uji aktivitas antioksidan dan uji toksisitas

akut.

A. Preparasi dan Ekstraksi Sampel Buah Kurma Ajwa

Preparasi buah kurma ajwa merupakan tahap pertama yang harus

dilakukan sebelum melakukan uji selanjutnya. Tahap ini diawali dengan

memisahkan daging buah kurma ajwa dari bijinya. Daging buah kurma ajwa

selanjutnya dipotong kecil-kecil agar lebih mudah dalam proses pengeringan.

Proses pengeringan dilakukan menggunakan oven pada suhu 80oC guna

menghilangkan kadar air dalam buah kurma ajwa sehingga tidak menghalangi

distribusi senyawa aktif saat proses maserasi (Shahdadi et al., 2013). Buah

kurma ajwa menjadi keras setelah pengeringan akibat dari hilangnya beberapa

persen kandungan airnya. Massa awal buah kurma ajwa segar 250 gram

menjadi 100 gram berat kering. Buah kurma ajwa kering dihaluskan

menggunakan blender untuk dijadikan serbuk, dengan tujuan memperluas

luas permukaan agar distribusi senyawa berjalan optimal saat maserasi

dilakukan. Serbuk daging buah kurma ajwa dapat dilihat pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1 Serbuk kering buah kurma ajwa
Sumber: Foto pribadi
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Serbuk daging buah kurma ajwa selanjutnya diekstraksi menggunakan

metode maserasi. Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan

pelarut yang sesuai pada suhu kamar (Mukhriani., 2014). Dipilih metode

maserasi karena merupakan teknik ekstraksi dingin yang diharapkan dapat

menarik senyawa-senyawa antioksidan (polifenol) lebih banyak. Senyawa

golongan polifenol merupakan senyawa yang tidak tahan terhadap panas,

sehingga diharapkan dengan ekstraksi dingin senyawa tidak rusak ketika

proses ekstraksi berlangsung (Sani et al., 2015).

Proses maserasi dilakukan dengan merendam sampel buah kurma

ajwa dalam pelarut metanol selama 2x24 jam. Selama proses perendaman

dilakukan beberapa kali pengadukan. Sampel akan mengalami pemecahan

dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di

luar sel ketika proses perendaman, sehingga metabolit sekunder akan larut

dalam pelarut organik (Handayani, 2015). Pelarut metanol dipilih karena

bersifat polar yang memiliki indeks polaritas 5,1 (Sholeh, 2009). Selain itu

metanol merupakan pelarut universal yang dapat melarutkan senyawa yang

bersifat polar dan semipolar. Metanol dapat menarik senyawa aktif seperti

alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid dari tanaman (Astarina, 2013).

Penggunaan metanol juga dapat bertindak sebagai pengawet sehingga ekstrak

tidak mudah terkontaminasi. Setelah perendaman dengan metanol selanjutnya

disaring dan diambil filtratnya. Filtrat buah kurma ajwa dipekatkan

menggunakan rotary evaporator dengan 100 rpm pada suhu 65oC. Tujuannya

untuk menguapkan pelarut sesuai dengan titik didihnya. Filtrat ini selanjutnya

digunakan untuk uji fitokimia. Filtrat pekat ekstrak metanol buah kurma ajwa

dapat dilihat pada Gambar 5.2

Gambar 5.2: Ekstrak metanol buah kurma ajwa pekat
Sumber : Foto pribadi
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B. Analisis Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa aktif pada

tanaman secara kualitatif. Uji fitokimia pada penelitian ini dilakukan terhadap

golongan senyawa triterpenoid, steroid, alkaloid, flavonoid, tanin dan

karbohidrat. Diperoleh  hasil positif seperti yang terlihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil uji fitokimia

A B C D E F G H C D E

Gambar 5.3: Hasil Uji Fitokimia
Sumber : Foto pribadi
Keterangan:A.Uji triterpenoid / steroid

B.Uji alkaloid sebelum ditambah reagen
C.Uji alkaloid + reagen
D.Uji flavonoid sebelum ditambah reagen
E.Uji flavonoid + reagen
F.Uji saponin
G.Uji Karbohidrat sebelum ditambah reagen
H.Uji karbohidrat + reagen

Hasil uji fitokimia pada smpel ekstrak metanol buah kurma ajwa diketahui

mengandung triterpenoid yang ditunjukkan dengan adanya cincin kuning

keemasan (Atun, 2014). Perubahan warna yang terjadi diakibatkan oleh adanya

oksidasi senyawa golongan terpenoid/steroid melalui pembentukan ikatan

rangkap terkonjugasi. Terbentuknya ikatan rangkap juga disertai dengan

pelepasan H2O dan penggabungan karbokation. Reaksi ini diawali dengan

Uji Fitokimia Hasil Keterangan
Triterpenoid

Steroid
Alkaloid

Flavonoid/tanin
Saponin

Karbohidrat

+
-
-
+
-
+

Terbentuk cincin kuning
Tidak terbentuk warna merah

Tidak terbentuk endapan
Terjadi perubahan warna

Tidak terbentuk busa
Terbentuk cincin ungu
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proses asetilasi gugus hidroksil menggunakan asam asetat anhidra. Gugus asetil

yang merupakan gugus pergi yang baik akan lepas, sehingga terbentuk ikatan

rangkap. Selanjutnya terjadi pelepasan gugus hidrogen beserta elektronnya,

mengakibatkan ikatan rangkap berpindah. Senyawa ini mengalami resonansi

yang bertindak sebagai elektrofil atau karbokation. Serangan karbokation

menyebabkan adisi elektrofilik, diikuti dengan pelepasan hidrogen. Kemudian

gugus hidrogen beserta elektronnya dilepas, akibatnya senyawa mengalami

perpanjangan konjugasi yang akan memunculkan warna kecoklatan pada

sampel (Setyowati et al., 2014). Reaksi terpenoid dengan pereaksi dapat

terlihat pada Gambar 5.4

Gambar 5.4 Reaksi triterpenoid dengan pereaksi
Sumber: Setyowati et al., 2014

Triterpenoid adalah senyawa metabolit sekunder dimana kerangka

karbonnya berasal dari enam satuan isoprena (2-metil-1,3-diene) yang

memiliki kerangka karbon C5 dan diturunkan dari hidrokarbon C30 siklik

(Purba, 2007).
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Gambar 5.5 Struktur triterpenoid
Sumber: Zhang et al., 2013

Senyawa triterpenoid memiliki gugus alkohol (-OH), aldehid (-COH) dan

asam karboksilat (-COOH), artinya memiliki gugus –OH, sehingga dapat

dikatakan bersifat polar. Oleh karena itu triterpenoid dapat diekstraksi

menggunakan pelarut metanol (Widiyati, 2006). Senyawa triterpenoid dapat

dimanfaatkan sebagai antivirus, anti bakteri, anti inflamasi, anti kanker, anti

diabetes, penyakit kulit, dan malaria (Widiyati, 2006; Balafif et al., 2013).

Fungsi triterpenoid bagi tumbuhan itu sendiri yakni sebagai insektisida alami,

anti fungi, anti bakteri dan anti virus (Widiyati, 2006).

Uji fitokimia selanjutnya adalah uji senyawa alkaloid pada ekstrak

metanol daging buah kurma ajwa yang menunjukkan hasil negatif, ditunjukkan

dengan tidak terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning setelah

penambahan reagen wagner. Beberapa senyawa alkaloid diketahui dapat

bersifat racun seperti nikotin. Nikotin merupakan senyawa golongan alkaloid

yang dihasilkan oleh tembakau (Setyowati, 2013; Hammado & Ilmiati, 2013).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Saha et al., 2017, Alkaloid jenis

tertentu dapat menghambat aktivitas neurotransmitter (Saha et al., 2017).

Skrining fitokimia selanjutnya adalah uji saponin yang menunjukan hasil

negatif karena tidak terbentuk busa. Saponin mudah larut dalam air dan

memiliki rasa pahit menusuk (Prihatma, 2001). Saponin dapat menghambat

peningkatan kadar glukosa darah, namun saponin jenis tertentu dapat bersifat

racun yang biasa disebut sebagai sapotoksin (Minarno,2016; Prihatma, 2001).

Uji fitokimia berikutnya adalah uji flavonoid menggunakan FeCl3.

Pereaksi FeCl3 dipergunakan secara luas untuk mengidentifikasi senyawa fenol
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termasuk flavonoid dan tanin. Ekstrak metanol buah kurma ajwa menunjukkan

hasil positif, diketahui dengan terbentuknya warna ungu yang semakin lama

membentuk warna hijau kehitaman. Terbentuknya warna ungu disebabkan oleh

flavonoid yang bereaksi dengan FeCl3 (Atun, 2014). Uji fitokimia

menggunakan FeCl3 dapat menunjukkan adanya gugus fenol dengan

terbentuknya warna hijau kehitaman dikarenakan senyawa fenol yang

terkandung akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe3+ (Artini et al.,

2013). Adanya kandungan gugus fenol , dimungkinkan juga terdapat tanin,

karena tanin merupakan senyawa polifenol (Iklinus et al., 2015). Reaksi antara

senyawa fenol dengan FeCl3 dapat dilihat pada Gambar 5.6.

Gambar 5.6 Reaksi antara senyawa fenol dengan FeCl3

Sumber: Setyowati, 2014

Flavonoid merupakan salah satu kelompok metabolit sekunder yang

paling banyak ditemukan di tanaman. Flavonoid merupakan turunan dari

senyawa fenolik yang memiliki kerangka dasar 15 atom karbon yang terdiri

dari dua cincin benzena (C6) terikat pada struktur rantai propana (C3) sehingga

membentuk susunan C6-C3-C6 (Lenny, 2006). Flavonoid berperan sebagai

antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya. Beberapa hasil

penelitian menunjukkan bahwa flavonoid memiliki manfaat untuk mengurangi

resiko penyakit jantung koroner dengan cara  menghambat proses oksidasi

LDL (low density lipoprotein) secara ex vivo. Produk oksidatif LDL dapat

menyebabkan terjadinya penyempitan pembuluh darah koroner (Redha, 2013).

Selain memiliki efek kardioprotektif, telah banyak pula hasil penelitian yang

menunjukkan bahwa flavonoid mempunyai konstribusi  dalam aktivitas
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antiproliferatif pada sel kanker dimana telah dilakukan penelitian suatu

senyawa flavonoid yang terdapat pada citrus, dapat menghambat sel tumor

manusia (Bracke et al., 1994). Manthey dan Najla Guthrie (2002) menyatakan

bahwa senyawa flavone polymethoxylated pada citrus (termasuk senyawa

alami dan sejumlah senyawa analog sintetisnya) menunjukkan aktivitas anti

proliverativ terhadap 6 jenis sel kanker. Aktivitas yang tinggi dapat dilihat pada

5-desmethylsinensetin, suatu senyawa minor pada kulit jeruk (orange), dengan

nilai rata-rata IC50 1,4 μM (Redha, 2010).

Gambar5.7 Struktur flavonoid
Sumber: Redha., 2010

Uji molisch menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya cincin ungu.

Penambahan H2SO4 pada uji ini bertujuan untuk kondensing agent dan

pembentukan senyawa multifurfural sehingga terbentuk rantai karbon yang

semakin pendek. Furfural ini kemudian bereaksi dengan reagent molish

membentuk α-naphthol yang membentuk cincin berwarna ungu (Schreck and

William, 1994).

Uji molish  adalah reaksi yang paling umum untuk mengidentifikasi

adanya karbohidrat. Uji molish efektif untuk menguji senyawa yang dapat

didehidrasi oleh asam pekat menjadi senyawa furfural. Uji sampel ekstrak

metanol buah kurma ajwa ditetesi dengan reagen molish selanjutnya

dihidrolisis dengan asam sulfat pekat (H2SO4) sehingga terjadi pemutusan

ikatan glikosidik (ikatan yang menghubungkan monosakarida satu dengan

monosakarida yang lain) dari rantai karbohidrat polosakarida menjadi

disakarida dan monosakarida.

Karbohidrat merupakan komponen organik utama yang terdapat dalam

tumbuh-tumbuhan. Kaarbohidrat biasa terdapat pada biji, buah dan akar

tumbuhan. Karbohidrat terbentuk dari proses fotosintesis. Karbohidrat

merupakan sumber energi utama yang dibutuhkan oleh mahluk hidup.
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Gambar 5.8 Isomer fruktosa dan glukosa
Sumber: Zhang et al., 2013

C. Analisis FTIR

Hasil ekstrak metanol kurma ajwa dianalisis menggunakan FTIR untuk

melihat gugus fungsi berdasarkan intensitas cahaya inframerah yang diserap

oleh senyawa-senyawa hasil ekstraksi. Analisis spektroskopi inframerah

menghasilkan 13 puncak serapan gelombang. Puncak serapan gelombang dapat

dilihat pada Gambar 5.8 dan Tabel 5.2.

Gambar 5.9 Hasil analisis FTIR ekstrak metanol buah kurma ajwa
Sumber: Dokumen pribadi.
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Tabel 5.2 Puncak-puncak pada spektra FTIR ekstrak buah kurma ajwa

Puncak Gugus Fungsi
3845
3455

2943, 918
2119
1635
1384
1257
1057
863
776
615

-
-OH (alkohol)

-CH alifatik stretcing
-R (Alkil)

C=C alifatik stretcing/aromatik
Aldehid/ -CH3 bending

C-O alkohol
-

-O- Eter
-CH aromatik

-
Sumber: Dok. Pribadi; Rita, 2010; Robinson et al., 2005; Suteja, 2016

Senyawa hasil ekstraksi menunjukkan serapan-serapan yang khas untuk

beberapa gugus fungsi diantaranya adalah  pada panjang gelombang 3455 nm

dengan puncak yang melebar menunjukkan adanya gugus fungsi hidroksi (-

OH). Panjang gelombang 2943 nm menunjukkan gugus fungsi (-CH) alifatik

streching pada metil dan metilena, yang diperkuat dengan (–CH3) bending.

Panjang gelombang 1635 nm menunjukkan adanya gugus fungsi –C=C alifatik

streching. Beberapa serapan panjang gelombang yang telah disebutkan di atas

menunjukkan adanya kandungan triterpenoid, yang ditandai dengan adanya

gugus –OH, C-O, -CH dan –C=C seperti yang terlihat pada gambar (Rita,

2010).

Kandungan Flavonoid diperkuat dengan adanya serapan 3455, 2943, 1635

dan 776 nm pada analisis FTIR. Serapan 3455 nm menunjukkan adanya gugus

OH terikat pada gugus alifatik dan aromatik yang disebabkan adanya adanya

vibrasi ikatan hidrogen intramolekul. Serapan 2943 menunjukkan adanya

gugus CH alifatik. Serapan pada 1635 nm merupakan serapan dari C=C

aromatik. Serapan pada bilangan gelombang 776 menunjukkan adanya tekukan

ke luar bidang ikatan CH aromatik. Analisis UV-Vis diperlukan untuk

memastikan jenis senyawa flavonoid dalam ekstrak (Syahril, 2015; Suteja,

2016).

Karbohidrat mengandung gugus fungsi karbonil (sebagai aldehida atau

keton) dan banyak gugus hidroksil (Kuchel and Ralston, 2006). Gugus fungsi
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aldehid dalam analisis FTIR dibuktikan dengan adanya serapan pada panjang

gelombang 1384 nm.

D. Analisis Aktifitas Antioksidan dengan DPPH

Penentuan nilai aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan

metode serapan radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Metode DPPH

dipilih karena merupakan metode yang sederhana, cepat, mudah dan peka serta

hanya memerlukan sedikit sampel untuk skrining aktivitas antioksidan dari

senyawa bahan alam, selain itu metode ini terbukti akurat dan praktis (Marxen

et al., 2007). Prinsip dari metode ini adalah mengukur aktivitas antioksidan

secara kuantitatif yaitu dengan pengukuran aktivitas perendaman radikal DPPH

oleh ekstrak metanol buah kurma ajwa menggunakan spektrofotometri UV-Vis

sehingga akan diketahui nilai aktivitas perendaman radikal bebas yang

dinyatakan dengan nilai IC50 (Inhibitory concentration). Dalam melakukan uji

aktivitas antioksidan ekstrak metanol buah kurma ajwa dengan metode DPPH

perlu dilakukan beberapa tahap terlebih dahulu seperti penentuan panjang

gelombang maksimum selanjutnya dilakukukan pengukuran potensi

antioksidan pada sampel.

1. Penentuan panjang gelombang maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan untuk

mengetahui panjang gelombang yang memiliki serapan tertinggi.

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan cara

mengukur absorbansi DPPH pada panjang gelombang 515-518 nm,

selanjutnya dipilih panjang gelombang yang memiliki serapan paling

besar. Hasil yang diperoleh dari uji penentuan panjang gelombang

maksimum DPPH pada kosentrasi 100 ppm adalah 517 nm. Hal tersebut

sesuai dengan jurnal yang dikemukakan oleh Rizkayanti et al., 2017

bahwa panjang gelombang 517 nm merupakan panjang gelombang

maksimum DPPH. Panjang gelombang maksimum akan memberikan

serapan paling optimal dari larutan uji dan memberikan kepekaan yang

paling besar, sehingga diharapkan dapat diperoleh nilai absorbansi yang
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optimal pada sampel (Rizkayanti et al., 2017). Setelah diperoleh nilai

serapan panjang gelombang maksimum selanjutnya dilakukan pengukuran

potensi antioksidan sampel.

2. Pengukuran potensi antioksidan pada sampel

Pengujian potensi antioksidan pada sampel ekstrak metanol buah kurma

ajwa menggunakan variasi konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm dan 80

ppm. Variasi konsentrasi tersebut disesuaikan dengan penelitian yang

dilakukan oleh Saha et al., 2017. Metanol p.a. sebagai blanko digunakan

untuk membuat kalibrasi alat sehingga konsentrasi dimulai dari titik nol

(Kusnadi, 2017). Kontrol negatif yang digunakan berupa larutan DPPH

100 ppm. Kontrol negatif sangat diperlukan karena berguna sebagai

pembanding dalam menentukan potensi antioksidan sampel (Arindah,

2010). Kontrol negatif juga berfungsi untuk mengetahui absorbansi radikal

DPPH sebelum direduksi oleh sampel. Selisih absorbansi sampel yang

telah direduksi DPPH dengan absorbansi blanko merupakan sisa radikal

DPPH yang terbaca pada spektrofotometer Uv-Vis. Semakin besar

selisihnya maka semakin besar aktivitas antioksidan sampel. Pengujian

aktivitas antioksidan diinkubasi pada suhu 37oC karena pada suhu ini

reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa metabolit sekunder

berlangsung lebih optimal (Rohmaniyah, 2016).

Aktivitas antioksidan secara fisik dapat diamati dengan adanya

perubahan warna pada DPPH. Radikal bebas DPPH yang memiliki

elektron tidak berpasangan memiliki warna ungu (Rizkayanti et al., 2017).

Warna ungu akan berubah menjadi ungu muda atau kuning ketika DPPH

dicampur dengan senyawa bahan alam yang dapat mendonorkan atom

hidrogen (Syaifuddin, 2015). Penangkapan atom hidrogen menyebabkan

ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH berkurang sehingga terjadi

penurunan intensitas warna dan absorbansi. Reaksi yang terjadi antara

DPPH dan senyawa antioksidan disajikan pada Gambar 5.9.
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Gambar 5.10 Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan membentuk
DPPH-H

Sumber : Syaifuddin, 2015

Semakin tinggi konsentrasi sampel maka warna ungu DPPH semakin

pudar. Larutan DPPH yang telah ditambah ekstrak metanol buah kurma

ajwa (Phoenix dactylifera) mengalami perubahan warna dari ungu menjadi

ungu pudar. Perubahan warna ini dapat diamati pada Gambar 5.10.

A B C D E

Gambar 5.11 :Perubahan warna DPPH setelah ditambah
ekstrak metanol kurma ajwa.

Sumber :Dokumen pribadi
Keterangan :A.DPPH 100 ppm

B.DPPH+Ekstrak 20 ppm
C.DPPH+Ekstrak 40 ppm
D. DPPH+Ekstrak 60 ppm
E.DPPH+Ekstrak 80 ppm

Perubahan warna tersebut menandakan bahwa ekstrak metanol buah

kurma ajwa memiliki kemampuan sebagai antioksidan. Pengurangan

intensitas warna dari konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, hingga 80 ppm

menandakan adanya peningkatan kemampuan antioksidan ekstrak metanol

buah kurma ajwa dalam menangkap radikal DPPH. Hal tersebut dapat

dilihat dari semakin tinggi konsentrasi ekstrak metanol buah kurma ajwa,

maka warna ungu DPPH semakin pudar.
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Uji aktivitas antioksidan secara kuantitatif dapat diketahui melalui

pengukuran penyerapan absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-

Vis. Absorbansi merupakan nilai konsentrasi sampel yang didapatkan dari

cahaya yang diteruskan/ melewati sampel (Hasibuan, 2015). Hasil

pengukuran absorbansi ekstrak metanol buah kurma ajwa dapat diamati

pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3. Hasil absorbansi dan % inhibisi uji aktivitas antioksidan

No. Konsentrasi
(ppm)

Keterangan Absorbansi % Inhibisi

1
2
3
4
5

Blanko
20 ppm
40 ppm
60 ppm
80 ppm

DPPH 100 ppm
DPPH 100 ppm + estrak 20 ppm
DPPH 100 ppm + estrak 40 ppm
DPPH 100 ppm + estrak 60 ppm
DPPH 100 ppm + estrak 80 ppm

0,6134
0,5314
0,488
0,4026
0,3699

13,36811216
20,44343006
34,3658298
43,10401043

Berdasarkan tabel 5.3 diketahui bahwa bertambahnya konsentrasi

ekstrak menyebabkan absorbansi sampel semakin menurun dan % inhibisi

meningkat. Penurunan absorbansi tersebut dikarenakan elektron DPPH

menjadi berpasangan dengan atom hidrogen dari ekstrak metanol buah

kurma ajwa yang mengakibatkan adanya pemudaran warna DPPH dari

ungu tua menjadi ungu muda (Pramesti, 2013; Julfitriyani, 2016). Persen

inhibisi meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi sampel

dikarenakan semakin banyak senyawa pada sampel yang menghambat

radikal bebas DPPH (Pramesti, 2013). Persen inhibisi (% aktivitas

antioksidan) merupakan salah satu parameter yang menunjukkan

kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat radikal bebas (Rahayu

et al., 2010). Berdasarkan tabel di atas diperoleh hasil %inhibisi tertinggi

yaitu pada konsentrasi 80 ppm sebesar 43,10401043.

Parameter yang digunakan untuk mengetahui besarnya kemampuan

senyawa sebagai antioksidan yaitu nilai IC50. Nilai IC50 merupakan

konsentrasi senyawa antioksidan yang dibutuhkan untuk menangkap

radikal bebas DPPH sebanyak 50%. Nilai IC50 dapat diperoleh dari

persamaan regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi

larutan (x) dengan % inhibisi (y). Konsentrasi sampel dihitung dengan
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antilog nilai x yang diperoleh yaitu dengan cara memasukkan angka 50

sebagai y dalam persamaan regresi linier yang diperoleh dari grafik log

konsentrasi dengan %inhibisi. Semakin kecil nilai IC50 maka ekstrak

tersebut semakin aktif sebagai senyawa antioksidan (Sadeli,2016). Grafik

aktivitas antioksidan ekstrak metanol buah kurma ajwa dapat diamati pada

Gambar 5.12 di bawah ini.

Gambar 5.12. Grafik konsentrasi dan %inhibisi ekstrak metanol buah
kurma ajwa

Sumber: Dokumen pribadi

Berdasarkan grafik tersebut dapat diamati bahwa persamaan regresi

linier yang dihasilkan memiliki koefisien korelasi yang baik yaitu

mendekati 1 (R2=0,9853). Nilai R2 menggambarkan linieritas konsentrasi

terhadap % inhibisi. Nilai R2 yang mendekati 1 menandakan bahwa

dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak, semakin meningkat pula

aktivitas antioksidannya (Prawirodiharjo, 2014). Persamaan regresi linier

dihitung menggunakan Ms. Excel dengan hasil y=0,5157x + 2.0378

sehingga diperoleh nilai IC50 yang sebesar 4,650 ppm.

Berdasarkan hasil nilai IC50 tersebut artinya ekstrak metanol buah

kurma ajwa memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat sebagaimana

dijelaskan dalam penelitian Syaifuddin, 2015 bahwa suatu senyawa

dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat apabila nilai IC50 kurang dari 50
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ppm, kuat apabila nilai IC50 antara 50-100 ppm, sedang apabila nilai IC50

berkisar antara 100-150 ppm, dan lemah apabila nilai IC50 berkisar antara

150-200 ppm (Syaifuddin, 2015). Semakin kecil nilai IC50 suatu senyawa

maka semakin kuat pula aktifitas antioksidan senyawa tersebut karena

dengan konsentrasi yang kecil mampu menghambat radikal bebas DPPH

dengan baik. Berdasarkan perhitungan IC50 ekstrak metanol buah kurma

ajwa memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat, hal ini diperkuat

dengan penelitian yang dilakukan oleh Ahmed et al., 2016 mengenai

kandungan kurma ajwa yang diketahui melalui analisis HPLC. Kurma

ajwa positif mengandung senyawa quercetin, asam gallat, asam p-

coumaric, asam m-coumaric, asam ferulic dan vitamin C, dimana semua

senyawa tersebut dapat berfungsi sebagai antioksidan (Ahmed et al.,

2016).

Aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol buah kurma ajwa juga

diduga karena berdasarkan uji fitokimia ekstrak tersebut positif

mengandung senyawa triterpenoid, falavonoid dan tanin.  Hal ini didukung

oleh penelitian sebelumnya bahwa triterpenoid diketahui memiliki

aktivitas biologis sebagai antioksidan (Ulfa, 2016). Senyawa tanin

merupakan golongan senyawa polifenol yang berpotensi sebagai

antioksidan. Produk radikal bebas yang terbentuk pada senyawa tanin

tersebut akan terstabilkan oleh resonansi sehingga dapat berfungsi sebagai

antioksidan yang efektif (wijaya, 2011).

Senyawa fenol memiliki gugus OH yang berikatan dengan benzena.

Gugus OH bersifat asam lemah dikarenakan memiliki ikatan yang labil

(cenderung untuk melepaskan diri), sedangkan radikal DPPH tersusun dari

benzena. Benzena memiliki cincin yang memiliki resonansi sehingga sukar

bereaksi/ diadisi. Hal tersebut menyebabkan senyawa polifenol mudah

untuk mendonorkan atom hidrogennya.

Triterpenoid, falvonoid dan tanin merupakan turunan senyawa

fenolik yaitu senyawa yang memiliki banyak gugus hidroksi (OH).

Senyawa fenolik ini mempunyai kemampuan untuk mendonorkan atom
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hidrogen sehingga radikal bebas DPPH dapat direduksi menjadi bentuk

yang lebih stabil. Fitriyani 2009 menyebutkan bahwa flavonoid merupakan

golongan senyawa aktif yang berpotensi sebagai antioksidan alami.

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antioksidan dapat secara

langsung maupun secara tidak langsung. Flavonoid sebagai antioksidan

secara langsung adalah dengan mendonorkan ion hidrogen sehingga dapat

menstabilkan radikal bebas yang reaktif dan bertindak sebagi penangkal

radikal secara langsung (Prawirodiharjo, 2014). Flavonoid sebagai

antioksidan secara tidak langsung bekerja di dalam tubuh dengan

meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen melalui beberapa

mekanisme seperti peningkatan ekspresi gen antioksidan melalui aktivitas

nuclear factor eryhtrid 2 related factor 2 (Nrf2) sehingga terjadi

peningkatan gen yang berperan dalam sintesis enzim antioksidan endogen

seperti SOD (Superoxide dismutase) (Prawirodiharjo, 2014). Senyawa

triterpenoid, flavonoid dan tanin merupakan kelompok antioksidan

skunder. Mekanisme antioksidan sekunder adalah dengan cara memotong

reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas atau dengan cara menangkap

radikal bebas sehingga radikal bebas tidak akan bereaksi dengan

komponen selular (Sayuti & Rina, 2015).

Antioksidan senyawa fenolik dapat menghentikan atau menghambat

tahapan inisiasi dengan cara bereaksi dengan radikal asam lemak atau

menghambat propagasi dengan cara bereaksi dengan radikal peroksi atau

radikal alkoksi. Oleh karena itu semakin tinggi kandungan senyawa

fenolik dalam ekstrak akan memberikan penghambatan peroksida lebih

besar (Prawirodiharjo, 2014).

E. Skrining Potensi Antikanker dengan metode Brine Shrimp Lethality Test

(BSLT)

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu metode uji

ketoksikan yang memiliki korelasi positif terhadap aktivitas

antitumor/antikanker (Sukardiman, 2004). Korelasi positif ditunjukkan antara
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uji BSLT dan sitotoksisitas pada sel nasofaring karsinoma (Solis et al., 1993).

Metode BSLT dipilih karena tidak membutuhkan waktun lama, mudah, murah,

akurat dan membutuhkan sampel sedikit. Uji BSLT memiliki korelasi positif

dengan aktivitas antikanker menggunakan kultur sel kanker dan memiliki

tingkat kepercayaan hingga 95% (Prawirodiharjo, 2014). Hewan uji yang

digunakan adalah Artemia salina karena memiliki respon terhadap senyawa

kimia yang mirip dengan mamalia, seperti DNA dependent RNA polymerase

dan organisme ini memiliki sebuah sistem transport Na+ dan K+ dependent

ATPase.

Persiapan yang harus dilakukan sebelum melakukan uji BSLT adalah

menetaskan telur Artemia salina (kista). Proses penetasan Artemia salina

membutuhkan aerator sebagai sumber oksigen serta dilakukan dalam suhu

ruang. Penetasan membutuhkan waktu 24-48 jam. Hewan uji yang digunakan

berusia 48 jam karena telah memiliki saluran pencernaan yang lengkap

sehingga peka terhadap suatu zat yang masuk.

Larva udang yang telah menetas dan dibiarkan selama 48 jam siap untuk

dijadikan sampel. Sampel yang digunakan berjumlah 10 ekor pada masing-

masing konsentrasi. Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1

ppm, 10 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 500 ppm dan 1000 ppm. Konsentrasi

tersebut dipilih karena sesuai dengan pernyataan bahwa jika nilai LC50 dari

ekstrak yang diuji kurang dari 1000 ppm maka dianggap toksik (Ramdhini,

2010), sehingga dipilih konsentrasi dari batas terendah hingga tertinggi untuk

dapat dikatakan toksik.

Kontrol negatif yang digunakan berupa air laut tanpa adanya

penambahan ekstrak guna untuk menguji ada tidaknya pengaruh air laut

maupun faktor lain yang berpengaruh terhadap kematian larva, sehingga

dapat dipastikan bahwa kematian larva hanya disebabkan oleh pengaruh

ekstrak metanol buah kurma ajwa. Penelitian ini dilakukan tiga kali

pengulangan (triplo) agar dperoleh data yang baik dan akurat. Pengamatan

dilakukan setelah 24 jam perlakuan. Hasil pengamatan dapat dilihat pada

Tabel 5.4.
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Tabel 5.4. Jumlah mortalitas larva udang Aratemia salina terhadap ekstrak

metanol buah kurma ajwa

Konsentrasi Hidup Mati Rata-
rata
Hiup

Rata-
rata
Mati

0 ppm 10 10 10 0 0 0 10 0
1 ppm 10 9 10 0 1 0 10 0
10 ppm 10 10 10 0 0 0 10 0
100 ppm 10 10 10 0 0 0 10 0
200 ppm 9 10 9 1 0 1 9 1
500 ppm 9 8 8 1 2 2 8 2
1000 ppm 8 8 9 2 2 1 8 2

Tabel 5.5 Hasil perhitungan Log konsentrasi (Log C) serta % mortalitas

menggunakan Ms.Excel.

No
konsentrasi

(c)
ppm

Log C
jmlh
awal

jmlh
mati

%
Mortalitas probit

1 1000 3 10 2 20 4,1584
2 500 2,69897 10 2 20 4,1584
3 200 2,30103 10 1 10 3,7184
4 100 2 10 0 0 0
5 10 1 10 0 0 0
6 1 0 10 0 0 0

Berdasarkan tabel di atas, diperoleh hasil perhitungan nilai slope dan

intersept menggunakan  aplikasi Microsoft Office Excel sebagai berikut:

Slope = 1,58911427

Intercept = -0,9075095

Intercept merupakan nilai rata-rata pada variabel y apabila nilai pada variabel

x bernilai no (0). Sedangkan Slope merupakan koefisien regresi untuk

variabel x.

Persamaan garis lurus antara y (nilai probit dari % kematian) dan x (log

konsentrasi) yang diperoleh berdasarkan hasil data di atas yaitu y=1,5891x -

0,9075, sehingga didapatkan nilai LC50 sebesar 5217,138 ppm.
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Gambar5.13. Grafik regresi linier ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix
dactylifera) terhadap nilai probit.

Sumber :Dokumen pribadi

LC50 merupakan konsentrasi dimana suatu ekstrak dapat

menyebabkan kematian 50% hewan uji yang diperoleh dengan menggunakan

persamaan regresi linier (Prawirodiharjo, 2014). nilai LC50 dapat dihitung

dari persamaan garis lurus dengan memasukkan nilai probit 50 (probil dari

50% kematian hewan uji sebagai y sehingga dihasilkan x sebagai nilai log

konsentrasi. Antilog nilai x tersebut merupakan nilai LC50 (Priyanto, 2009).

Berdasarkan perhitungan nilai LC50 diketahui bahwa ekstrak metanol buah

kurma ajwa tidak menunjukkan potensi sebagai antikanker kareana nilai

LC50>1000 ppm. Hal ini sesuai dengan pernyataan Meyer, 1982 bahwa

senyawa dengan nilai LC50<100ppm dianggap sangat toksik, sedangkan nilai

LC50<1000 ppm dianggap toksik dan nilai LC50>1000 ppm dinyatakan tidak

toksik (Meyer,1982). Ekstrak yang bersifat toksik terhadap larva udang

Artemia salina dianggap menunjukkan adanya aktivitas biologik, sehingga

pengujian ini dapat digunakan sebagai skrining aawal terhadap senyawa

bioaktif yang diduga berkhasiat sebagai antikanker (Ramdhini, 2010).

Berdasarkan hasil penelitian ini, diketahui bahwa ekstrak metanol buah

kurma ajwa tidak memiliki efek toksik terhadap larva udang Artemia salina
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ketika diuji dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test), yang

artinya eksrtrak metanol buah kurma diketahui belum memiliki potensi

sebagai antitumor atau antikanker. Tidak ada potensi sebagai antikanker

pada ekstrak metanol buah kurma ajwa diduga karena ekstrak metanol

kurma ajwa tidak mengandung senyawa flavonoid spesifik seperti

prenylated flavonoid (senyawa flavonoid yang mengandung tambahan rantai

isoprenoid/ ditambah 5 atom karbon C pada gugus fenol) seperti

norartocarpin dan albanin, pinostrobin diketahui berpotensi sebagai senyawa

antitumor atau antikanker (Arung et al., 2009; Parwata, 2014). Pinostrobin

memiliki nilai LC50 sebesar 63,9 ppm. Pinostrobin dapat menghambat enzim

DNA Topoisomerase yang berperan untuk proses replikasi, transkripsi,

proliferasi sel kanker. Dengan dihambatnya enzim topoisomerase oleh

senyawa inhibitor maka terjadinya ikatan oleh enzim dengan DNA sel

kanker semakin lama dan akan terbentuk protein linked DNA Breaks

(PLDB) akibatnya terjadi kerusakan DNA sel kanker dan selanjutnya

berpengaruh pada proses replikasi sel yang diakhiri dengan kematian sel

kanker (Parwata, 2014). Dalam penelitian ini metabolit sekunder hanya diuji

secara fitokimia dan masih dalam bentuk ekstrak metanol belum dilakukan

fragsinasi sehingga belum diketahui senyawa flavonoid jenis apa yang

terkandung di dalam ekstrak.

Berdasarkan jurnal yang dikemukakan oleh Dewiani, 2015 senyawa

plisakarida dalam kurma (β-glukan) memiliki aktifitas sebagai antikanker

yang diinduksikan ke dalam sel tumor solid alogenik sarkoma 180 pada

tikus betina CDI (Dewiani, 2015). Tidak ada potensi antikanker pada

ekstrak metanol buah kurma ajwa kemungkinan dikarenakan oleh senyawa

tersebut tidak dapat tertarik oleh pelarut metanol ketika diekstraksi.

Sehingga perlu dikembangkan penelitian lanjutan dengan metode dan

pelarut yang berbeda. Berdasarkan penjelasan di atas, sesungguhnya Allah

telah menerangkan dalam Al-qur’an supaya kita mencari tahu manfaat dari

tumbuh-tumbuhan yang telah diciptakan oleh Allah agar kita semakin

bertakwa di dalam ayat berikut:
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اَ فِيهاَ مِنْ كلُِّ زَوْجٍ كَرِيمٍ ٔ  ْ نبَْ رْضِ كمَْ  ْ رََوْا الىَ ا وَلمَْ 

Artinya:“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah

banyaknya kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-

tumbuhan yang baik” (QS. As-Syu’ara: 7).

Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami

tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka

Kami keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang

menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir

yang banyak; dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai

yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula)

zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah

buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)

kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-

tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” (Al-

an’am: 99)
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BAB VI

PENUTUP

A. Simpulan

1. Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera) dengan metode DPPH menunjukkan bahwa ekstrak memiliki

aktivitas antioksidan sangat kuat, dengan nilai IC50 sebesar 4,650 ppm.

2. Skrining potensi antikanker ekstrak metanol buah kurma ajwa (Phoenix

dactylifera) dengan metode BSLT menunjukkan bahwa ekstrak belum

berpotensi sebagai antitumor/antikanker dengan nilai LC50>1000 ppm

yakni LC50 5217,138 ppm.

B. Saran

1. Skrining potensi antikanker pada ekstrak metanol buah kurma ajwa

menujukkan hasil negatif kemungkinan dikarenakan senyawa yang

berpotensi sebagai antikanker belum terekstrak oleh pelarut metanol

sehingga perlu dilakukin penelitian lanjutan dengan pelarut dan teknik

maserasi yang berbeda.

2. Perlu dilakukan publikasi ke masyarakat mengenai kandungan antioksidan

pada buah kurma ajwa (Phoenix dactylifera) agar masyarakat

mengkonsumsi buah kurma ajwa untuk menjaga kesehatan tubuh dan

mencegah efek negatif dari radikal bebas.
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