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RINGKASAN 

Uji Aktivitas Ekstrak Daun Krangean (Litsea cubeba Pers) sebagai Antioksidan 

dan Antihiperlipidemia; Ardian Lubis, 121810301028; 2017: 58 halaman; Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

Indonesia memliki beraneka ragam tumbuhan didunia. Keanekaragaman 

tumbuhan ini sudah terdaftar sebagai tanaman obat sebanyak 283 jenis. salah satu 

jenis tanaman obat yaitu Litsea cubeba Pers atau disebut krangean oleh orang Jawa. 

Bagian krangean yang sering dimanfaatkan oleh masyarakat antara lain daun, buah, 

dan kulit batangnya untuk mengobati gigitan serangga dan juga untuk penawar bisa. 

Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalam krangean diduga 

yang berperan dalam proses penyembuhan akibat terkena bisa dan gigitan serangga. 

Dalam penelitian ini esktrak daun krangean diuji aktivitas antioksidan dan 

antihiperlipidemia. 

Aktivitas antioksidan dan antihiperlipidemia dianalisis secara in vitro berbasis 

konsentrasi total fenolik ekstrak daun krangean. Aktivitas antioksidan dapat dilihat 

dari nilai IC50 pada peredaman radikal DPPH dan radikal Superoksida. Nilai IC50 

pada peredaman radikal DPPH yang terkecil menunjukkan aktivitas yang terbaik, 

sedangkan pada peredaman radikal superoksida ditunjukkkan dengan nilai persen 

peredaman yang paling tinggi. Vitamin C digunakan sebagai standar dalam analisa 

antioksidan. Uji antihiperlipidemia menggunakan metode penghambatan lipase 

pankreas dengan orlistat sebagai standar dalam uji penghambatan ini. Aktivitas 

penghambatan lipase pankreas dapat dilihat dari nilai persen penghambatan terhadap 

lipase pankreas. Nilai persen penghambatan tertinggi dengan konsentrasi fenolik yang 

sama menunjukkan aktivitas antihiperlipidemia yang paling baik. 

Hasil uji aktivitas antioksidan peredaman DPPH menunjukkan bahwa ekstrak 

metanol krangean (MK) memiliki aktivitas yang baik dibandingkan dengan standar 

Vitamin C, sedangkan pada metode peredaman superoksida menunjukkan ektrak etil 
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asetat krangean (EAK) memiliki nilai persen peredaman yang lebih baik 

dibandingkan ekstrak yang lainnya namun masih lebih rendah dibandingkan Vitamin 

C. Ekstrak fenolik daun krangean memiliki aktivitas antihiperlipidemia yang lebih 

baik dibandingkan dengan orlistat. Persen penghambatan lipase pankreas paling 

tinggi ditunjukkan EAK dibandingkan dengan ekstrak n-Heksana krangean (HK) dan 

MK yang memiliki persen penghambatan lipase pankreas lebih kecil dibandingkan 

EAK.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Indonesia adalah salah satu negara yang memiliki beraneka ragam 

tumbuhan obat didunia. Keanekaragaman hayati yang ada di Indonesia menempati 

peringkat tertinggi kedua setelah Brazil. Di Indonesia dapat dijumpai 30.000 jenis 

tumbuhan yang ada didunia dan yang sudah terdaftar sebagai tanaman obat 

berjumlah 283 jenis (Badan POM, 2010). Salah satu tanaman obat yang sudah 

terdaftar yaitu Krangean (Litsea cubeba Pers.). 

Krangean (Litsea cubeba Pers) populasinya tersebar di Indonesia, salah 

satunya di Taman Nasional Meru Betiri (TNMB). Kawasan  Taman  Nasional  

Meru  Betiri  (TNMB)  hingga saat  ini  memiliki jumlah  flora  yang  telah  

teridentifikasi  sebanyak  518  jenis.  Sebanyak 239  jenis merupakan tanaman 

obat, salah satunya yaitu krangean. Krangean digunakan sebagai bahan  baku  

obat tradisional (Balai Taman Nasional Meru Betiri, 2016). 

Krangean (Litsea cubeba Pers) adalah salah satu dari jenis pepohonan 

hutan. Krangean memiliki nama daerah antara lain kilemo (Sunda), krangean 

(Jawa), antarasa (Batak Toba), apokayan (Malinau, Kalimantan Timur). Krangean 

digunakan untuk mengobati gigitan serangga, penawar bisa dan untuk 

meningkatkan libido pada pria. Bagian yang biasa digunakan sebagai obat yaitu 

kulit batang, buah dan daun. Marina dkk (2015) melakukan uji fitokimia terhadap 

daun krangean. Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung 

didalamnya antara lain alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin dan steroid. Penelitian 

yang  dilakukan oleh Kristijianto dkk (2012) menunjukkan bahwa pada kulit 

batang krangean mengandung senyawa-senyawa metabolit sekunder seperti 

minyak atsiri, sterol, triterpen, alkaloid, kumarin, flavonoid, aglikon, tanin, 

polifenol dan saponin. Senyawa golongan fenolik seperti flavonoid, polifenol, 

kumarin dapat digunakan sebagai antioksidan. 

Antioksidan adalah senyawa kimia yang dapat menghambat oksidasi 

dengan cara menyumbangkan satu atau lebih elektron ke radikal bebas (Suhartono 

et al, 2002). Antioksidan dapat dibedakan menjadi antioksidan sintetik dan alami. 
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Antioksidan sintetik seperti BHT (butil hidroksi toluen), TBHQ (tert-butil 

hidrokuinon), BHA (butil hidroksi anisol) dan PG (propil galat) berpotensi 

sebagai zat karsinogen jika dikonsumsi secara terus menerus (Amarowicz et al, 

2000). Akibat sifat antioksidan sintetik yang karsinogenik tersebut, maka 

penggunaan antioksidan yang alami mengalami peningkatan (Andarwulan dkk, 

1996). 

Antioksidan memiliki sifat menetralkan radikal bebas penyebab beberapa 

penyakit, salah satunya penyakit hiperlipidemia. Hiperlipidemia dapat diobati 

dengan cara menghambat penyerapan lemak melalui penghambatan aktivitas 

enzim lipase pankreas yang mana sebagai sumber utama kelebihan kalori 

(Fitriani, 2009). Menurut Shin et al (2003), lipase pankreas adalah enzim yang 

berperan untuk menguraikan lemak yang ada pada usus halus. Lipase pankreas 

akan menghidrolisis trigliserida yang terkandung dalam makanan dalam usus 

halus menjadi asam lemak. Peningkatan aktivitas enzim lipase pankreas akan 

menyebabkan penyerapan asam lemak meningkat pula yang mana akan 

menyebabkan penimbunan asam lemak dalam darah.  

Dalam penelitian ini ingin menjawab apakah senyawa metabolit sekunder 

khususnya fenolik yang terkandung dalam daun tanaman krangean (Litsea cubeba 

Pers) memiliki aktivitas antioksidan dan antihiperlipidemia. Ekstraksi daun 

krangean dilakukan secara bertingkat berdasarkan tingkat polaritas pelarut (n-

heksana, etil asetat, dan metanol). Aktivitasi antioksidan dapat dilihat dari ekstrak 

yang dapat meredam radikal bebas, sedangkan aktivitas antihiperlipidemia dapat 

dilihat dari kemampuan ekstrak dalam menghambat kerja lipase pankreas.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang diatas, dapat diperoleh rumusan masalah 

sebagai berikut: 

1. Bagaimana pengaruh polaritas pelarut n-Heksana, etil asetat, dan metanol 

terhadap rendemen ekstrak yang dihasilkan? 

2. Bagaimana aktivitas ekstrak daun krangean sebagai antioksidan? 

3. Bagaimana aktivitas ekstrak daun krangean sebagai antihiperlipidemia? 
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1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Sampel yang digunakan adalah daun tanaman krangean (Litsea cubeba Pers) 

yang diambil dan divalidasi oleh Taman Nasional Meru Betiri (TNMB). 

2. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi bertingkat 

3. Pelarut yang digunakan n-Heksana, Etil Asetat, dan Metanol. 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

 Adapun tujuan dari penelitian ini sebagai berikut: 

1. Mengetahui pengaruh polaritas pelarut n-Heksana, Etil Asetat, dan Metanol 

terhadap rendemen ekstrak yang dihasilkan. 

2. Mengetahui aktivitas daun krangean sebagai antioksidan. 

3. Mengetahui aktivitas daun krangean sebagai antihiperlipidemia.  

 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Adapun manfaat dari penelitian ini sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi bagi peneliti dan masyarakat terhadap aktivitas 

ekstrak daun krangean sebagai antioksidan dan antihiperlipidemia. 

2. Memberikan informasi kemampuan penghambatan ekstrak daun krangean 

terhadap lipase pankreas. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Taman Nasional Meru Betiri 

 Taman Nasional Meru Betiri (TNMB) termasuk dalam kawasan yang 

terletak di dua kabupaten, yaitu kabupaten Banyuwangi dan Jember dengan luas 

wilayah 58.000 Ha. Kawasan ini meliputi perairan dengan luas 845 Ha dan 

daratan dengan luas 57.155 Ha. Surat Keputusan Menteri Kehutanan Nomor: 

277/Kpts-VI/1997 tanggal 23 Mei 1997 menyebutkan bahwa dari total wilayah 

58.000 Ha TNMB yang berada pada wilayah kabupaten Banyuwangi 20.415 Ha 

dan di Jember 37.585 Ha. Jumlah flora yang sudah terdaftar sampai saat ini 

sebanyak 518 jenis dan 239 dari jenis tersebut adalah bahan baku obat tradisional 

seperti Krangean (Balai Taman Nasional Meru Betiri, 2016). 

 

2.2 Fitokimia Tanaman  Dari Genus Litsea 

 Uji fitokimia pada genus Litsea telah banyak yang dipublikasikan. 

Agrawal et al (2011) meninjau senyawa bioaktif yang diisolasi dari genus Litsea. 

200 lebih senyawa bioaktif yang dilaporkan, meliputi flavonoid, lignan, amida, 

asam lemak, steroid, alkaloid, terpenoid, butanolida, butanolakton, dan 

megastigman. Kong et al (2015) menyebutkan dalam penelitiannya bahwa 

flavonoid dan terpenoid terutama monoterpen dan seskuiterpen merupakan 

senyawa yang paling banyak pada genus Litsea. Jenis – jenis senyawa bioaktif 

pada genus Litsea antara lain: 

2.2.1 Alkaloid 

Sebanyak 30 jenis alkaloid telah diisolasi dari 20 spesies dari genus Litsea 

meliputi aporphine, proaporphine, 1-benzylisoquinoline, morfin, phenantrene, 

dan dibenzopyrrocoline. Alkaloid banyak terkandung dalam L. cubeba dan sampai 

sekarang sudah 23 jenis alkaloid yang telah diisolasi dari spesies ini. Alakaloid 

jenis aporphine merupakan jenis alkaloid yang banyak ditemukan pada genus 

Litsea. Alkaloid jenis aporphine yang telah ditemukan yaitu oxonan-tenine. 

L.glutinosa, L rotundifolia, L rotundifolia var. oblongifolia dan L.euosma 
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dilaporkan menjadi sumber alkaloid (Xiao et al., 2006; Yan et al., 2000; Yang et 

al., 2005) 

N

O

O

O

OCH3

H3CO

 

Gambar 2.1 Struktur oxonan-tenine 

2.2.2 Flavonoid 

Flavonoid banyak terkandung dalam genus Litsea. Sebanyak 26 flavonoid 

telah diisolasi dari 20 spesies Litsea. Flavonoid banyak ditemukan pada tanaman 

L coreana, L glutinosa dan L.cubeba. Flavonoid yang telah ditemukan pada genus 

Litsea kemudian dikelompokkan menjadi flavon, flavonol, flavonon, 

anthocyanidins, kalkon, dan flavan-3-ols. Flavon, flavonon, dan flavonol dalam 

bentuk glikosida, terdiri dari glukosa, galaktosa dan rhamnose (Kong, 2015). 

Flavonoid memiliki berbagai aktivitas, misalnya flavonoid dari L.coreana 

menunjukkan aktivitas anti-peradangan, antioksidan dan hepatoprotektif (Chen et 

al., 2004; Tang et al., 2013; Wang et al., 2009; Ye et al., 2006). 

O

OOH

R1

OH

R3

R2

 

1. R1=R2=OH, R3=H 

2. R1=OH, R2=GalO, R3=H 

3. R1=OH, R2=GlcO, R3=H 

4. R1=R3=OH, R2=GalO 

5. R1=R3=OH, R2=GlcO 

 

Gambar 2.2 Struktur flavonoid 
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2.2.3 Lignan 

Lignan telah ditemukan pada empat spesies Litsea. Total lignan yang telah 

ditemukan sebanyak 20 jenis. Jenis Litsea yang mengandung lignan antara lain L 

cubeba, L.euosma, L.glutinosa dan L.verticillata. Epiexcelsin dan 5-

demethoxyepiexcelsin telah diisolasi dari L.verticillata (Hoang et al., 2002).  

O

O

O

O O

O

H

H

OCH3

R

 

R=OCH3 atau R=H 

Gambar 2.3 Struktur Epiexcelsin (R=OCH3) dan 5-demethoxyepiexcelsin (R=H) 

 

2.2.4 Amida 

Amida hanya dapat ditemukan pada Litsea auriculata dan Litsea cubeba 

(Kong, 2015). Zhu dan Yang (2007) melaporkan ada dua jenis amida yang ada 

pada L.cubeba, yaitu N-feruloyltyramine dan cis-N-feruloyl-3-methoxytyramine. 

NH

OCH3

OH
O

OH

H3CO

NH
H3CO

OH

H

O

H

OH

 

(a) (b) 

Gambar 2.4 Struktur cis-N-feruloyl-3-methoxytyramine (a) dan N-feruloyltyramine  (b) 
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2.2.5 Terpenoid 

Terpenoid yang telah dilaporkan pada genus Litsea ada sekitar 60 jenis, 

meliputi monoterpen dan seskuiterpen yang diisolasi dari 20 jenis Litsea. 

Monoterpen banyak ditemukan pada minyak atsiri genus Litsea. Sebanyak 20 

monoterpen telah diisolasi dari minyak atsiri L.cubeba karena memiliki aktivitas 

biologis seperti antioksidan, antijamur, antiasthmatik, anti-anafilaksis dan juga 

fungsi pada sistem saraf pusat (Chen et al., 2012; Chen, 2005; Gogoi et al., 1997; 

Lu et al., 1988; Qian et al., 1980). Litsea verticillata merupakan spesies dari genus 

Litsea yang memiliki jumlah seskuiterpen paling banyak. Sebanyak 31 

seskuiterpen telah dilaporkan dari isolasi Litsea verticillata (Hoang et al., 2002; 

Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2005 ). 

O
O

CH3CH3

CH3

CH3

 

Gambar 2.5 Struktur sesquiterpen 

2.2.6 Butanolida dan butanolakton 

Sekitar 15 butanolida dan butanolakton telah dilaporkan pada 3 spesies 

Litsea, yaitu Litsea glutinosa (Agrawal et al., 2013), Litsea rotundifolia var. 

Oblongifolia (Zhao et al., 2005) dan Litsea verticillata (Zhang et al., 2005). 

Isolasi dari daun dan ranting Litsea verticillata menghasilkan butanolida, antara 

lain Hydroxydihydrobovolide, 3-epilitsenolide D2, 4-hidroksi-2-methylbut-2-

enolide, litseabutenolide (Zhang et al., 2005). 

O
O

OH

CH3

 

Gambar 2.6 Struktur 4-hidroksi-2-methylbut-2-enolide 

2.2.7 Senyawa Lain 

Senyawa lain yang dapat ditemukan pada genus Litsea selain yang telah 

disebutkan sebelumnya antara lain fenil ester (Agrawal et al., 2013; Xiao et al., 
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2006), stilben (Sun and Guo, 2006), megastigaman (Wang et al., 2011), dan lain-

lain. Polisakarida yang larut dalam air, dan juga arabinoksilan yang diisolasi dari 

daun hijau L.glutinosa (Das et al., 2013). 

HO

OR

OH

 

O OGlc

R3

OH

R2

R1

O

 

(a)                          (b) 

R=H atau R=Glc    1. R1=H, R2=R3=OCH3 

 2. R1= R2=R3=OCH3 

 3. R1=H, R2=R3=OH 

Gambar 2.7 Struktur stilben (a) dan fenil ester (b) 

 

2.3 Klasifikasi Tanaman Krangean 

 Kingdom  : Plantae  

 Subkingdom  : Tracheobionta  

 Super Divisi  : Spermatophyta  

 Divisi   : Magnoliopsida  

 Kelas   : Magnoliopsida  

 Sub Kelas  : Magnoliidae 

 Ordo   : Laurales 

 Famili   : Lauraceae 

 Genus   : Litsea 

 Spesies  : Litsea cubeba Pers.  

 

Krangean merupakan tanaman yang dapat mencapai tinggi 5-10 meter, 

pada bagian ujung cabang berambut tebal dan pendek serta berwarna coklat 

terutama yang masih muda, sedangkan yang berusia tua gundul dan berwarna 

hitam. Tipe daun tunggal helaiannya, memiliki bintik-bintik kelenjar yang dapat 

ditembus oleh cahaya dan dan ujungnya runcing, permukaan atas daun mengkilat, 

pertulangan daun lateral. Perbungaan berupa bunga tandan, bunga dilindungi oleh 

daun pelindung, bunga jantan dan bunga betinanya terpisah. Buah bulat dan 

berwarna hitam (Baker, 1997). Uji fitokimia yang dilakukan oleh Kristijanto et al 

(2012) pada kulit batang krangean menunjukkan kandungan senyawa-senyawa 

metabolit sekunder yang ada didalamnya. Hasil yang diperoleh senyawa minyak 
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Gambar 2.8 Krangean 

atsiri hanya terkandung pada fraksi heksana. Senyawa golongan sterol, triterpen, 

kumarin dan alkaloid terkandung pada semua fraksi. Senyawa flavonoid dan 

aglikon terdapat pada fraksi khloroform, etil asetat dan air. Tanin dan polifenol 

terdapat dalam fraksi etil asetat dan air, sedangkan saponin hanya teridentifikasi 

pada fraksi air. Senyawa-senyawa tersebut terkandung semua dalam fraksi 

metanol hal ini karena metanol merupakan pelarut yang bersifat universal yang 

dapat melarutkan banyak persenyawaan dari yang non polar sampai polar. Uji 

fitokimia juga dilakukan oleh Saikia et al (2013) pada minyak atsiri buah dan 

daun L.cubeba (Pers). Senyawa-senyawa yang terkandung didalam buah dan 

daunnya antara lain golongan monoterpen, sesquiterpen, dan diterpen. 

 

2.4 Senyawa Fenolik sebagai Antioksidan 

2.4.1 Klasifikasi Senyawa Fenolik 

 Fenolik adalah kelompok besar dari salah satu senyawa metabolit 

sekunder. Senyawa fenolik merupakan senyawa yang mempunyai satu atau lebih 

gugus hidroksil yang menyambung pada cincin aromatik (Vermerris and 

Nicholson, 2006). Bentuk sederhana dari senyawa fenolik adalah fenol yang mana 

hanya memiliki satu gugus hidroksil yang menempel.  

OH

 

Gambar 2.9 Fenol 
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 Variasi gugus yang banyak tersubstitusi pada struktur utama fenol 

mengakibatkan golongan fenolik memiliki banyak anggota. Jenis dari senyawa 

fenolik ini jumlahnya lebih dari 8000 jenis, mulai dari yang paling sederhana 

dengan berat molekul kecil sampai senyawa kompleks dengan berat molekul lebih 

dari 30000 Da (Marinova et al, 2005). Senyawa fenolik yang terdapat pada 

tanaman dalam bentuk fenol sederhana maupun folifenol tergantung dari jumlah 

unit fenol dalam suatu molekul. Senyawa fenolik yang terkandung didalam 

tanaman yaitu golongan fenol sederhana, asam fenolat, kumarin, stilben, 

flavonoid, lignin, lignan, dan tanin (Soto-Vaca et al, 2012). Senyawa fenolik yang 

telah teridentifikasi hampir keseluruhannya memiliki aktivitas terhadap 

antioksidan (penangkal radikal bebas). Jenis-jenis dari senyawa fenolik yang 

beraneka ragam membuat para ilmuan mengklasifikasikannya berdasarkan jumlah 

atom karbon pada molekulnya. Klasifikasi senyawa fenolik dilakukan oleh 

Harbone dan Simmonds (1964) pada tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Klasifikasi senyawa fenolik 

Struktur Kelas 

C6 Fenolik sederhana 

C6-C1 Asam fenolat dan sejenisnya 

C6-C2 Asam fenilasetat dan asetofenon 

C6-C3 Fenilpropanoid dan kumarin 

C6-C1-C6;C6-C2-C6 Xanton, benzofenon, stilbenoid 

C10, C14 Kuinon 

C15, C30 Flavonoid 

C18 Betasianin 

Dimer, Oligomer, Polimer Lignan, neolignan, lignin, tanin 

 

2.4.2 Antioksidan 

Antioksidan atau penangkal radikal bebas merupakan senyawa yang dapat 

menghambat proses terjadinya oksidasi terhadap suatu molekul dengan 

mengurangi stres oksidatif peredaman radikal bebas. Antioksidan merupakan 

senyawa pemberi elektron (electron donors). Antioksidan bekerja dengan cara 
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mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga 

aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa terhambat. Antioksidan menstabilkan 

radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal 

bebas, dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas 

(Winarsi, 2007). Antioksidan bekerja melalui 3 mekanisme yaitu mencegah 

pembentukan radikal bebas baru, menginaktivasi radikal yang telah terbentuk 

(pemutusan rantai reaksi), dan memperbaiki kerusakan akibat radikal bebas. 

Rusaknya sistem imun antioksidan didalam tubuh diakibatkan oleh meningkatnya 

produksi spesies oksigen reaktif (SOR). SOR yang terbentuk meliputi hidrogen 

peroksida, anion superoksida, radikal hidroksil yang mana akan menyebabkan 

kerusakan pada lipid, enzim, DNA maupun protein (Ames et al., 1993).  

Senyawa fenolik (POH) mencegah terjadinya reaksi oksidasi lipid dan 

molekul-molekul lain dengan mendonorkan proton pada spesies radikal (R•): 

R• + POH             RH + PO• 

Radikal fenoksi (PO•) yang terbentuk memiliki kondisi yang relatif stabil, hal ini 

disebabkan oleh efek resonansi yang mana radikal tersebut tidak mudah untuk 

diinisiasi lagi. Radikal fenoksi ini juga dapat bertindak sebagai terminator pada 

reaksi propagasi radikal dengan cara bereaksi dengan radikal bebas lainnya: 

PO• + R•          POR 

Hubungan antara senyawa fenolik dengan aktivitas antioksidannya antara lain: 

a) Asam fenolat dan bentuk esternya: jumlah gugus hidroksil dari asam fenolat 

ini yang akan mempengaruhi kemampuan untuk mereduksi radikal bebas 

(Dziedzic & Hudson, 1983). Asam hidroksinamat dibandingkan dengan asam 

hidroksibenzoat memiliki keefektifan dalam mengikat radikal bebas, hal ini 

disebabkan efek penstabilan aryloxy-radical dengan resonansi gugus –

CH=CH-COOH yang ada pada cincin fenil dan juga disebabkan oleh 

halangan sterik yang lebih kecil daripada gugus benzoat (Rice-Evans et al., 

1996). 

b) Menurut Bors & Michel (2002), faktor yang mempengaruhi aktivitas 

antioksidan pada flavonoid yaitu: 
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(1) Struktur orto-dihidroksi cincin B memiliki kestabilan tinggi dalam bentuk 

radikal, merupakan pendonor elektron yang baik, dan terjadi delokalisasi 

elektron. 

(2) Ikatan rangkap dua atom C2-C3 gugus 4-okso pada cincin C berperan penting 

terhadap delokalisasi elektron pada cincin B. 

(3) Gugus hidroksil atom C5-C7 cincin A dan C3 pada cincin C memiliki potensi 

besar terhadap peredaman radikal.  

Senyawa flavonoid yang memiliki ketiga kriteria tersebut adalah kuersetin. 

Gugus-gugus fungsi pada kuersetin dapat dilihat pada Gambar 2.3 

 

Gambar 2.10 Kegunaan gugus fungsi pada kuersetin (Bubols et al., 2013) 

 Senyawa fenolik juga dapat mencegah terjadinya radikal bebas dengan cara 

mengikat logam-logam transisi seperti Cu dan Fe. Logam-logam tersebut yang 

merangsang terjadinya radikal bebas. Gugus katekol pada senyawa fenolik dapat 

membentuk kompleks dengan Cu
2+

 dan Fe
2+

 (Perron & Brumaghim, 2009). 

Kemampuan mengikat logam senyawa fenolik dapat dilihat pada Gambar 2.4 

(Khokar & Apenten, 2003). 

 

OH

OH

R

+ Fe2+

O

O

R

Fe2+ + 2H+

O

O

R

Fe3+
[O2]

 

Gambar 2.11 Reaksi gugus katekol terhadap pengikatan logam 
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2.5 Ekstraksi 

 Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk memisahkan 

komponen-komponen yang larut dari komponen yang tidak larut oleh suatu 

campuran dengan pelarut yang sesuai (Leniger & Beverloo, 1975). Ekstraksi 

dipengaruhi oleh waktu, temperatur, dan pelarut yang digunakan. Metode 

ekstraksi didasarkan pada beberapa faktor seperti tujuan ekstraksi, sifat komponen 

yang diekstraksi, jumlah yang diekstraksi dan sifat pelarutnya. Metode-metode 

umum yang biasa digunakan adalah ekstraksi menggunakan pelarut, pengepresan 

mekanik, distilasi, sublimasi, dan Supercritical Fluid Extraction (SFE), namun 

metode yang sering digunakan adalah ekstraksi dengan pelarut dan distilasi 

(Hougton & Raman, 1998). Penggunaan ekstraksi untuk mengekstrak senyawa 

aktif pada simplisia, pelarut harus mengalami difusi dan senyawa aktif yang 

diinginkan harus cukup larut dalam pelarut. Apabila komponen yang akan 

diekstrak tidak diketahui tingkat kepolarannya maka digunakan metode ekstraksi 

bertingkat dengan menggunakan beberapa pelarut yang memiliki kepolaran yang 

berbeda dan ekstraksi dilakukan berulang-ulang agar semua senyawa yang 

terkandung dapat terekstrak secara optimal. 

 Menurut Khoddami et al (2013), senyawa fenolik yang begitu beragam 

membuat kesulitan jika menggunakan satu jenis metode ekstraksi, karena senyawa 

fenolik ini dapat membentuk kompleks dengan protein, karbohidrat dan senyawa-

senyawa lainnya yang menyebabkan sulitnya untuk diekstraksi sehingga perlu 

dilakukan pretreatment. Penggilingan simplisia dan penghilangan lemak adalah 

pretreatment yang baik untuk memperoleh ekstrak fenolik. Menurut Gracia-Salas 

et al (2010), pelarut-pelarut yang biasa digunakan untuk ekstraksi senyawa 

fenolik dengan berbagai tingkat kepolaran antara lain aseton, etil asetat, air, 

alkohol dan campuran dari pelarut-pelarut. Ekstraksi menggunakan pelarut ini ada 

dua cara, yaitu dengan cara panas dan cara dingin. 

   Menurut Biesaga dan Pyrzynska (2013), senyawa fenolik akan 

mengalami degradasi pada suhu tinggi karena reaksi yang tidak diinginkan seperti 

oksidasi enzimatik. Pemilihan metode ekstraksi dengan temperatur normal (cara 

dingin) merupakan cara yang sesuai. Metode ekstraksi dengan cara dingin salah 
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satunya adalah maserasi. Maserasi adalah salah satu metode ekstraksi tradisional 

yang mudah untuk diterapkan (ICS-UNIDO, 2008). Simplisia diekstraksi dengan 

pelarut dan diaduk secara terus-menerus selama 72 jam pada suhu kamar. 

Campuran kemudian disaring untuk memisahkan antara filtrat dan residu. 

 

2.6 Analisis Antioksidan 

2.6.1 Analisis Total Fenolik 

 Analisis total fenolik digunakan untuk antioksidan dan antihiperlipidemia 

berdasarkan jumlah total fenoliknya. Standar yang digunakan sebagai senyawa 

fenolik adalah asam galat karena jika direaksikan dengan natrium karbonat akan 

menghasilkan garam trisodium. Garam trisodium merupakan ion fenolat dari asam 

galat (Rayner & Raynel, 2011). Reaksi pembentukan garam trisodium dapat 

dilihat pada Gambar 2.12 

OH

OHOH

O OH

Asam Galat

+ 3 Na2CO3

O
-

O
-

OH

O O
-

Na
+

Na
+

Na
+

+ 3 H2O2 2 + 3 CO2

Garam Trisodium  

Gambar 2.12 Reaksi asam galat dengan natrium karbonat 

 

 Reagen Folin-Ciocalteu merupakan reagen yang digunakan dalam analisis 

senyawa fenolik. Reagen ini berwarna kuning dan dibuat dari campuran 

fosfomolibdat dan fosfotungstat dengan dua komposisi yang berbeda (Swamy et 

al., 2014), yaitu: 

3H2O. P2O5. 13WO3. 5MoO3. 10H2O

3H2O. P2O5. 14WO3. 4MoO3. 10H2O  

 Molibdat dan tungstat akan direduksi satu atau lebih atom oksigennya oleh 

ion fenolat yang telah terbentuk sehingga akan menjadi senyawa baru berwarna 

biru. Panjang gelombang maksimum dari warna biru adalah 750 nm. 
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2.6.2 Analisis Total Flavonoid 

 Standar yang digunakan pada analisis total flavonoid yaitu kuersetin. 

Kuersetin memiliki gugus katekol (1,2-dihidroksibenzena) yang mendasari reaksi 

logam Alumunium dengan gugus katekol yang membentuk kompleks berwarna. 

 Cincin B kuersetin yang mengandung gugus katekol akan dioksidasi oleh 

natrium nitrit menjadi keton, sedangkan natrium nitrit itu sendiri akan tereduksi 

menjadi asam nitrit. Keton yang terbentuk akan memberikan warna kuning pekat. 

Keton yang telah terbentuk dengan kation alumunium (Al
3+

) dari AlCl3 akan 

membentuk kompleks dan akan terjadi reaksi nitrosilasi oleh asam nitrit. Senyawa 

yang terbentuk selanjutnya direduksi menggunakan natrium hidroksida dan 

menghasilkan quino (Zhu et al., 2009). Panjang gelombang maksimum warna 

kompleks quino dari kuersetin yaitu 415 nm. Rangkaian pembentukan quino dapat 

dilihat pada Gambar 2.13 
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Gambar 2.13 Reaksi pembentukan quino dari kuersetin 

 

2.6.3 Analisis Peredaman Radikal DPPH 

 Analisis peredaman radikal DPPH menggunakan spektrofotometer dengan 

panjang gelombang 515 nm (Soler-Rivas et al., 2000). Radikal DPPH akan 

direduksi oleh senyawa fenolik menjadi 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine dan 

menghasilkan warna kuning. Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 2.14. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


16 
 

N N

N
+

N
+

O
-

O

O
-

O

N
+

O

O
-

+
RH

N NH

N
+

N
+

O
-

O

O
-

O

N
+

O

O
-

+ R

Kuning
Ungu  

Gambar 2.14 Reaksi radikal DPPH dengan senyawa antioksidan 

 Reaksi antara DPPH dengan senyawa fenolik tergantung pada konsentrasi 

dan kereaktifan dari senyawa fenoliknya. Apabila konsentrasi atau kereaktifan 

senyawa fenolik tinggi maka radikal DPPH yang tereduksi akan semakin besar 

sehingga akan menurunkan nilai absorbansinya lebih besar. Hasil tersebut 

digunakan untuk menentukan persen peredaman radikal DPPH dari beberapa 

konsentrasi menggunakan IC50. IC50 yaitu konsentrasi senyawa fenolik yang dapat 

meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Persen peredaman radikal DPPH dapat 

dihitung dengan persamaan berikut (Hyun et al., 2013): 

2.1)  (Persamaan          %100
A

)A-(A
radikal peredaman Persen  

0

10 x







  

Keterangan: 

 A0 = absorbansi kontrol 

A1 = absorbansi sampel. 

 Penghitungan IC50 radikal DPPH menggunakan persamaan linear hasil 

dari pengeplotan antara persen peredaman dan log konsentrasinya. Persamaan 

untuk menghitung IC50 yaitu: 

2.2) (Persamaan                          
b

a-50
 =IC50  

Nilai dari a dan b dihasilkan dari persamaan y = bx + a. 

 

2.6.4 Analisis Peredaman Radikal Anion Superoksida 

 Analisis peredaman anion superoksida didasarkan pada reaksi autooksidasi 

pirogalol yang diamati menggunakan spektrofotometer. Pirogalol yang awalnya 
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tidak berwarna ketika mengalami oksidasi akan berubah warna menjadi orange. 

Gambar 2.15 menunjukkan bahwa pirogalol yang mengalami reaksi autooksidasi 

akan menghasilkan warna orange (Tauber, 1953).  
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Gambar 2.15 Reaksi autooksidasi pirogalol 

Senyawa (I) merupakan pirogalol yang tidak berwarna. Keadaan basa 

menyebabkan pirogalol mengalami autooksidasi menghasilkan radikal 

superoksida dan ortoquinon (senyawa II). Ortoquinon selanjutnya akan dioksidasi 

oleh radikal anion superoksida menjadi purpurogalin (senyawa III). Purpurogalin 

ini memiliki panjang gelombang maksimum 320 nm. Reaksi autooksidasi akan 

terus terjadi sampai ortoquinon dan pirogalol telah habis bereaksi. Slope yang 

dihasilkan dari reaksi autooksidasi pirogalol menunjukkan laju dari pembentukan 

purpurogalin. Laju pembentukan purpurogalin berbanding lurus dengan 

konsentrasi radikal anion superoksida karena radikal ini yang mengoksidasi 

ortoquinon menjadi purpurogalin. Nilai persen peredaman radikal anion 

superoksida dihitung menggunakan Persamaan 2.3 (Li et al., 2012). 

2.3)  (Persamaan          %100
S

)S-(S
radikal peredaman Persen  

0

10 x







  

S0 adalah slope kontrol (tanpa sampel), sedangkan S1 merupakan slope sampel. 

 Keberadaan antioksidan antioksidan akan menurunkan laju pembentukan 

purpurogalin. Hal ini karena radikal anion superoksida akan bereaksi jika diberi 

senyawa antioksidan dan slope yang dihasilkan akan mengalami penurunan. 

Radikal anion superoksida akan bereaksi dengan antioksidan seperti golongan 
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fenolik. Mekanisme reaksi senyawa fenolik dengan radikal anion superoksida 

salah satunya yaitu reaksi antara kuersetin dengan radikal anion superoksida yang 

ditunjukkan pada Gambar 2.16  

 

Gambar 2.16 Reaksi peredaman radikal anion superoksida oleh 

kuersetin (Nimse & Pal, 2005) 

 

2.7 Hiperlipidemia 

 Hiperlipidemia merupakan kondisi kelebihan kadar asam lemak didalam 

darah. Hiperlipidemia dibagi menjadi dua antara lain hipertriasilgliserol dan 

hiperkolesterolemi (Samitra et al, 2013). 

 Menurut Rahardjo (2009), Hiperlipidemia digolongkan menjadi dua, yaitu: 

a. Hiperlipidemia primer yaitu hiperlipidemia karena terjadi kelainan genetik. 

Kelainan ini tidak ada keluhan atau gejala. Berdasarkan fenotip 

lipoproteinnya, ada beberapa tipe hiperlipidemia primer antara lain: 

1)   Monogenik: 

i. Mutasi apolipoprotein 

a) Defisiensi apoprotein C-II 

b) Disbetalipoproteinemia 

ii. Mutasi reseptor (bersifat dominan) 

a) Hiperkolesterolemia familial 

iii. Mutasi enzim (bersifat resesif) 

a) Defisiensi lipoprotein lipase 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


19 
 

b) Defisiensi lecitine-kolesterol asiltransferase (LCAT) 

2) Kemungkinan monogenik: 

i. Hipertrigliseridemia 

ii. Hiperlipoproteinemia multiple familial 

3) Sporadik atau poligenik 

i. Hiperkolesterolemia 

ii. Hipertrigliseridemia  

b. Hiperlipidemia sekunder merupakan meningkatnya lipid dalam darah 

dikarenakan oleh suatu penyakit tertentu seperti diabetes militus, penyakit 

hepar, gangguan tiroid, dan ginjal. Penyebab hiperlipidemia sekunder bisa 

juga dari obat-obatan seperti estrogen, gestagen, β-blocker dan diuretik. 

O C 
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 CH2
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 CH2

OH + 3RCOOH

trigliserida gliserol asam lemak
 

Gambar 2.17 Pemecahan trigliserida oleh lipase 

 

2.8 Inhibitor Lipase pankreas 

 Lipase pankreas adalah salah satu enzim yang ada dalam tubuh manusia 

yang dihasilkan oleh jarinagn pangkreas. Peran dari enzim ini adalah mengurai 

menjadi asam lemak dan gliserol (Shin et al., 2003). Jika aktivitas dari lipase 

pankreas mengalami peningkatan maka penyerapan asam lemak juga akan 

mengalami peningkatan. Peningkatan ini berbahaya jika terjadi terus-menerus 

tanpa ada penghambatan yang mana dapat menyebabkan kelebihan lemak dalam 

darah sehingga memicu penyakit obesitas, jantung akibat tersumbatnya aliran 

darah oleh asam lemak (Joshita et al., 2000). 

 Penghambat atau inhibitor enzim merupakan suatu molekul yang dapat 

mengganggu proses terjadinya katalisis sehingga dapat memperlambat atau 

menghentikan suatu reaksi pada enzim. Mekanisme kerja dari inhibitor yaitu 

berkompetisi dengan substrat (lemak) untuk menempel pada sisi aktif enzim. 
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Inhibitor dapat berebut posisi dengan substrat karena strukturnya yang mirip 

dengan substrat. Apabila inhibitor telah berhasil menempati posisi aktif dari 

enzim maka substrat tidak dapat menempati sisi aktif tersebut yang mana reaksi 

enzimatis tidak dapat berlangsung. Mekanisme reaksi enzimatik dapat dilihat pada 

Gambar 2.18 

        

       

       

Gambar 2.18 Reaksi enzim dengan substrat dan inhibitor (Lehninger, 1982) 

 Penghambatan lipase pankreas oleh inhibitor merupakan langkah awal 

untuk menghindari terjadinya penyakit seperti hiperlipidemia, hiperkolesterol dan 

sebagainya. Inhibitor sintetis lipase pankreas yang umum digunakan yaitu orlistat. 

Orlistat umumnya digunakan pada penderita hiperlipidemia, tetapi obat ini 

dilaporkan memiliki berbagai efek samping  pada tubuh (Aschenbrenner and 

Samantha, 2009). Gambar 2.19 merupakan struktur dari orlistat. 

 

Gambar 2.19 Orlistat 

Senyawa golongan fenolik dapat menghambat kerja enzim lipase dalam 

menghidrolisis lemak. Menurut Pradono et al.(2011) ada penghambatan kerja 

enzim lipase pankreas oleh senyawa flavonoid yang diperoleh dari daun asam 

jawa dan kunci pepet. 

 Penghambatan kerja enzim lipase pankreas dilihat dari produk (asam 

lemak) yang terbentuk. Jika produk yang terbentuk mengalami penurunan maka 

enzim telah mengalami penghambatan. Pliego et al (2015) menggunakan substrat 

p-nitrophenyl butirat (p-NPB) pada uji penghambatan lipase pankreas. Enzim 

lipase pangkreas akan menghidrolisis p-NPB menjadi asam butirat dan ion 
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nitrofenolat. Reaksi hidrolisis p-NPB oleh enzim lipase pangkreas ditunjukkan 

pada Gambar  2.20 

O

N
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O

O

N

O

O

OH O

O

H+
++H

O

H

Lipase

p-nitrophenyl butyrte water butyrate acid p-nitrophenolate ion  

Gambar 2. 20 Reaksi hidrolisis p-NPB 

Ion p-nitrofenolat yang dihasilkan dapat diketahui menggunakan metode 

spektrofotometri.  Penambahan aseton dilakukan untuk mengubah ion  p-

nitrofenolat menjadi ion p-nitrofenol. Aseton bertindak sebagai agen pereduksi 

yang mana akan menghasilkan warna kuning dengan panjang gelombang 

maksimumnya 415 nm. Absorbansi yang dihasilkan semakin tinggi menandakan 

banyaknya ion p-nitrofenolat yang terbentuk yang mana menunjukkan tingginya 

aktivitas dari lipase pankreas. 

 

2.9 Spektrofotometer UV-Vis 

 Spektrofotometer adalah alat untuk mengukur absorbansi larutan. 

Konsentrasi analit pada spektrofotometer UV-Vis didasarkan pada penyerapan 

radiasi cahaya tampak maupun UV. Menurut Harvey (2000), persamaan Lambert 

– Beer digunakan untuk mengkonversikan absorbansi menjadi konsentrasi.  

Persamaannya yaitu: 

A = bC   (Persamaan 2.4) 

 A merupakan absorbansi analit,  adalah absorptivitas molar (cm
-1

M
-1

), b 

adalah ketebalan kuvet yang digunakan, C adalah konsentrasi (Molaritas). 

Spektrofotometer UV-Vis digunakan dalam menganalisis peredaman radikal 

DPPH dan juga produk hasil dari reaksi hidrolisis lipase pangkreas yang 

menghasilkan warna. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


 

BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini akan dilakukan pada bulan April sampai Juni 2017 di 

laboratorium CDAST (Center for Development of Advanced Sciences and 

Technology) Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan gelas, bukan 

gelas, dan instrumen. Peralatan gelas yang digunakan antara lain gelas ukur 250 

mL, tabung reaksi, erlenmeyer 500 mL, labu ukur 5, 10, dan 100 mL. Peralatan 

bukan gelas yang digunakan antara lain plastik sampel, kertas label, gunting, 

ayakan, kertas saring, aluminium foil, eppendorf, 96-well plates. Peralatan 

instrumen meliputi Spektrofotometer UV-Vis (Hitachi U-2900), shaker,  

microplate reader dan rotary evaporator (Steroglass Strike 300),corong buchner, 

timbangan analitik (ES 2255M-DR), pipet mikro, inkubator (Stuart SBS 40) 

 

3.2.2 Bahan 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain daun Krangean 

(Litsea cubeba); heksana (Merck); etil asetat (Merck); metanol (Merck); akuades; 

reagen Folin-Ciocalteu (Merck); natrium karbonat (Merck); asam galat (Sigma-

Aldrich); natrium nitrit (Merck); aluminium(III) klorida (Merck); natrium 

hidroksida (Merck); kuersetin (nacalai tasque); vitamin C (nacalai tasque); 

pirogallol (nacalai tasque); HCl (Merck); Tris-HCl; Besi(III) klorida (Merck); 1,1-

diphenyl-2-pircyl-hydrazil (DPPH) (nacalai tasque); asam askorbat (nacalai 

tasque); p-NPB (sigma-Aldrich); natrium asetat (Merck), aseton (Merck); Triton 

X-100 (Merck), asam asetat (Merck); lipase porcine pancreas (Sigma-Aldrich), 

orlistat (Roche S, p. A. Milan). 
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+ Metanol 

3.3 Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

                                       

 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun Krangean 

Simplisia 

Residu 1 EHK 

Residu 2 EAK 

EMK Residu 3 

Total Fenolik Total Flavonoid 

Antioksidan Antihiperlipidemia 

% Peredaman  

Radikal DPPH

% Inhibisi lipase 

pankreas 

+ n-Heksana 

+ Etil Asetat 

Kadar Air 

Kadar Air 

IC50 

dikeringkan 

Anion 

superoksida 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


25 
 

3.4 Prosedur Kerja 

3.4.1 Penentuan Kadar Air 

 Sampel sebanyak  ±1 gram diletakkan pada wadah yang telah diketahui 

massanya. Kemudian dikeringkan dalam oven dengan suhu 105
0
 C selama 4-5 

jam. Selanjutnya didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Kemudian 

dipanaskan kembali selama 1 jam, didinginkan dalam desikator dan ditimbang. 

Perlakuan ini diulangi sampai tercapai massa sampel konstan. Persamaan 

penghitungannya yaitu: 

 

                                             

                 
                       (Persamaan 3.1) 

 

3.4.2 Pembuatan simplisia Daun Krangean 

 Daun Krangean yang telah divalidasi oleh Lembaga Taman Nasional Meru 

Betiri (TNMB) dikeringanginkan pada suhu kamar untuk menghilangkan airnya. 

Daun yang sudah kering kemudian disortir untuk memisahkan antara yang 

kondisinya masih bagus dengan yang sudah membusuk. Daun yang sudah disortir 

kemudian dihaluskan dengan cara diblender sampai menjadi serbuk halus. 

Simplisia kemudian diayak dengan ayakan 60 mesh untuk mendapatkan ukuran 

simplisia yang seragam. 

 

3.4.3 Ekstraksi Simplisia Daun Krangean 

 Ekstraksi dari simplisia daun Krangean menggunakan metode ekstraksi 

maserasi. Ekstraksi ini dilakukan bertingkat menggunakan tiga pelarut dengan 

tingkat kepolaran yang berbeda-beda yakni n-Heksana, etil asetat dan metanol. 

Ekstraksi dilakukan dari pelarut non polar terlebih dahulu (n-Heksana), kemudian 

semi polar (Etil asetat) dan terakhir polar (metanol). Simplisia sebanyak 50 gram 

dimasukkan kedalam erlenmeyer 500 mL kemudian ditambahkan pelarut n-

Heksana dengan rasio perbandingan 1:5 (w/v). Kemudian sampel dikocok 

(shaker) dengan kecepatan 150 RPM selama 72 jam pada suhu kamar. 

Selanjutnya sampel yang diperoleh disaring menggunakan corong buchner dan 

menghasilkan filtrat serta residu 1. Filtrat dievaporasi menggunakan evaporator 
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vakum dengan suhu 40
0 

C dan didapatkan ekstrak heksana krangean (EHK). 

Residu 1 dibiarkan sampai kering dan selanjutnya di maserasi dengan perlakuan 

sama seperti sebelumnya namun beda pelarut. Pelarut yang digunakan pada residu 

1 adalah etil asetat. Kemudian didapatkan filtrat dan residu 2. Filtrat yang 

diperoleh dievaporasi menggunakan evaporator vakum dan diperoleh esktrak etil 

asetat krangean (EAK). Residu 2 dibiarkan sampai kering. Selanjutnya residu 2 

diberi perlakuan sama seperti residu 1 namun dengan pelarut yang berbeda. 

Pelarut yang digunakan adalah metanol. Kemudian didapatkan filtrat dan residu 3. 

Filtrat yang diperoleh kemudian dievaporasi menggunakan evaporator vakum 

dengan sehu 40
0
 C dan dihasilkan ekstrak metanol krangean (EMK). Ekstrak 

EHK, EAK, dan EMK kemudian ditimbang untuk menghitung massa ekstrak 

yang dihasilkan. Persamaan yang digunakan untuk menghitung massa ekstrak 

sebagai berikut: 

 ME = (M1+E) – M1     (Persamaan 3.2) 

 Keterangan : 

ME  : Massa ekstrak  

M1   : Massa wadah 

E   : Ekstrak 

 

3.4.4 Analisis Total Fenolik Ekstrak Daun Krangean 

 Penentuan kandungan total fenolik yang ada pada ekstrak menggunakan 

metode yang telah dikemukakan oleh Bray and Thorpe (Taga et al, 1984) dan 

dihitung dengan standar asam galat. Ekstrak EHK, EAK, dan EMK sebanyak 50  

μL dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berbeda-beda. Kemudian 

ditambahkan Na2CO3 2% (w/v) sebanyak 1 mL pada masing-masing tabung reaksi 

dan diinkubasi selama 2 menit. Kemudian ditambahkan 50 μL reagen Folin-

Ciocalteu 50% (v/v) dan diinkubasi selama 30 menit. Pengukuran absorbansi 

larutan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 750 nm. 

Total fenolik masing-masing ekstrak ditentukan dalam mg asam galat equivalent 

(AGE) per gram ekstrak dengan menggunakan persamaan dari kurva standar asam 

galat. 
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3.4.5 Analisis Total Flavonoid Ekstrak Daun Krangean 

 Penentuan kandungan flavonoid berdasarkan pada metode kolorimetri 

Al2Cl3 yang dikemukakan oleh Chang et al (2002). Sampel sebanyak 150 μL 

dilarutkan kedalam akuades sebanyak 400 μL. Selanjutnya larutan dicampur 

dengan 30 μL NaNO2 5% (w/v) dan kemudian diinkubasi selama 5 menit. 

Kemudian ditambahkan dengan AlCl3 10% sebanyak 30 μL dan diinkubasi 

selama 6 menit. Setelah diinkubasi, larutan ditambahkan NaOH 1 M sebanyak 

200 μL dan akuades sebanyak 240 μL. Absorbansi diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 415 nm. Standar yang 

digunakan adalah kuersetin dengan satuan mg quercetin equivalent (QE)/gr 

sampel. 

 

3.4.6 Uji Aktivitas Antioksidan 

a. Analisis Peredaman Radikal DPPH oleh Ekstrak Daun Krangean  

 Analisis peredaman radikal DPPH mengacu pada Soler-Rivas et al. 

(2000). Ekstrak sebanyak 200  μL dengan 5 konsentrasi yang berbeda dan 

dimasukkan ekstrak pada 96-well plates. Kemudian ditambahkan sebanyak 100 

μL reagen DPPH 90 μM (dalam metanol) dan diinkubasi selama 30 menit. Diukur 

absorbansi masin-masing larutan  dengan microplate reader pada panjang 

gelombang 515 nm. Dihitung persentase peredaman radikal DPPH pada masing-

masing ekstrak dengan persamaan sebagai berikut: 

Persen peredaman = [
     

  
]       (Persamaan 3.3) 

Keterangan : 

A0 = absorbansi kontrol, A1 = absorbansi ekstrak.  

Hasil dari perhitungan persen peredaman pada masing-masing ekstrak digunakan 

untuk membuat kurva linear. Kurva linear didapatkan dari memplotkan persen 

peredaman dan log konsentrasi. Persamaan yang diperoleh digunakan untuk 

menghitung nilai IC50 tiap ekstrak dengan persamaan 3.4. 

IC50 =  
     

 
 (Persamaan 3.4) 
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Nilai dari IC50 menunjukkan konsentrasi ekstrak yang diperlukan untuk 

menurunkan aktivitas DPPH sebanyak 50%. Standar yang digunakan adalah 

Vitamin C. 

b. Analisis Peredaman Radikal Anion Supekoksida Ekstrak Daun Krangean 

 Metode peredaman radikal anion superoksida yaitu metode dari Tang et 

al., (2010). Ekstrak daun krangean (HK, EAK, dan MK) diambil sebanyak 200 μL 

dan ditambahkan dengan buffer Tris-HCl 50 mM (pH 8,2) sebanyak 1,7 mL 

dalam tabung reaksi yang berbeda setiap fraksi. Selanjutnya diinkubasi selama 10 

menit pada suhu ruang, kemudian ditambahkan 100 μL pirogallol 10 mM (dalam 

HCl 10 mM). Dilakukan time scanning selama 4 menit dengan Spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 320 nm. Dihitung persen peredaman radikal 

anion superoksida dengan persamaan 3.5. Kontrol positif yang digunakan yaitu 

Vitamin C. 

Persen peredaman = [
     

  
]          (Persamaan 3.5) 

3.4.7 Aktivitas Penghambatan Lipase 

Pengujian penghambatan aktivitas lipase mengacu pada Nakaku (2002). 

Langkah pertama pengujian ini yaitu pembuatan substrat. Subtrat yang digunakan 

adalah -NPB. -NPB sebanyak 1,61 mg dimasukan ke dalam Erlenmeyer 25 mL 

dan ditambah triton X-100 4% sebanyak 1,0 mL. Setelah itu dipanaskan pada 

suhu 55-60 
o
C sampai larut. Selanjutnya ditambah 0,1 mL buffer asetat 1 M (pH 

5,61) dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit lalu ditambah dengan 

akuades sebanyak 0,8 mL. 

Subtrat yang telah terbentuk diambil sebanyak 300,0 L dan ditambahkan 

50,0 L sampel. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama 5 menit 

Kemudian ditambahkan 80,0 L enzim lipase dan diinkubasi kembali pada suhu 

37 
o
C  selama 15 menit. Kemudian ditambahkan aseton sebanyak 670 µL untuk 

menghentikan reaksi yang terjadi. Absorbansinya diukur pada panjang gelombang 

412 nm. Blanko dibuat dengan cara seperti sebelumnya tanpa ditambahkan 

ekstrak. Penggujian ini dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. 

Presentase penghambatan enzim lipase pankreas dihitung dengan persamaan 3.6. 
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Penghambatan lipase (%) = 
         

  
       (Persamaan 3.6)       

Keterangan: 

Ab = Absorbansi blanko 

As = Absorbansi sampel 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Rendemen daun krangean memiliki hasil yang meningkat seiring 

meningkatnya kepolaran pelarut yang digunakan. Rendemen HK, EAK, 

dan MK masing-masing 3,94%; 4,37%; dan 5,12% 

2. Ekstrak HK, EAK, dan MK berpotensi sebagai antioksidan dibandingkan 

dengan Vitamin C sebagai kontrol pada uji peredaman DPPH dengan MK 

yang paling tinggi nilai peredamannya, sedangkan pada uji peredaman 

anion superoksida ketiga ekstrak masih kecil nilai peredamannya 

dibandingkan dengan kontrol Vitamin C. 

3. Ekstrak EAK memiliki aktivitas paling baik dari ekstrak HK dan MK 

sebagai antihiperlipidemia karena nilai persen penghambatannya paling 

tinggi. 

 

5.2 Saran 

 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap fraksi yang memiliki 

aktifitas tertinggi terhadap pengujian yang telah dilakukan agar mengetahui 

senyawa aktif yang berperan didalam penelitian ini. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 4.1 Validasi Tanaman Krangean 
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Lampiran 4.2 Kadar Air Krangean 

Sampel Pengulangan Massa awal (g) Massa akhir (g) Kadar air (%) 

Rata-

rata(%) STD 

 

1 1,02 0,42 58,8   

Daun 2 1,04 0,37 64,4 62,6 3,32 

  3 1,02 0,36 64,7 

  

 

1 1,05 0,92 12,4   

Simplisia 2 1,08 0,95 12 11,9 0,56 

  3 1,06 0,94 11,3 

   

Kadar air = 
                      

          
        

Daun 1 = 
         

    
        = 58,8% 

Simplisia 1 = 
         

    
        = 12,4% 

 

Lampiran 4.3 Perhitungan Rendemen Ekstrak 

a. Warna ekstrak daun krangean 
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b. Rendemen 

Ekstrak Massa Ekstrak (g) Massa Simplisia (g) Rendemen (%) 

HK 

EAK 

MK 

1,97 

2,10 

2,35 

50,00 

48,03 

45,93 

3,94 

4,37 

5,12 

            (
             

               
)      

HK = (
    

     
)       = 3,94% 

EAK = (
    

     
)       = 4,37% 

MK = (
    

     
)      = 5,12% 

 

Lampiran 4.4 Konsentrasi Larutan Ekstrak untuk Uji Total Fenolik dan Flavonoid 

[       ] 
             

              
 

Ekstrak Massa Ekstrak 

(mg) 

Volume Metanol 

(mL) 

[Ekstrak] 

(mg/mL) 

HK 

EAK 

MK 

22,68 

22,60 

22,18 

10 

10 

10 

2,27 

2,26 

2,29 

 

Lampiran 4.5 Perhitungan Analisa Total Fenolik 

1. Kurva Standar Asam Galat 

 

y = 0,0436x - 0,0194 

R² = 0,9913 
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[Asam Galat] (µg/mL)  
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2. Total Fenolik 

                 

   
          

      
           

                    

   
  

         
           

[Fenolik]  mg AGE/g 

 Ekstrak Absorbansi x1 fp x2 x3 x rata-rata STD 

 

0,012 0,72 137,50 99,03 43,66   

HK 0,010 0,67 137,50 92,72 40,88 42,73 1,61 

  0,012 0,72 137,50 99,03 43,66   

 

 

0,031 1,16 137,50 158,94 70,33   

EAK 0,029 1,11 137,50 152,64 67,54 67,54 2,79 

  0,027 1,06 137,50 146,33 64,75 

  

 

0,107 2,90 137,50 398,62 179,72   

MK 0,111 2,99 137,50 411,24 185,41 182,57 2,84 

  0,109 2,94 137,50 404,93 182,57     

 

Keterangan: 

x1 = konsentrasi larutan uji 

x2 = konsentrasi larutan stok 

x3 = konsentrasi ekstrak daun krangean 
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Lampiran 4.6 Perhitungan Analisa Total Flavonoid 

1. Kurva Standar Kuersetin 

 

2. Total Flavonoid 

                   

   
          

      
          

                   

   
  

         
          

[Flavonoid]  mg QE/g 

 Ekstrak Absorbansi x1 fp x2 x3 x rata-rata STD 

 

0,273 14,75691 32,8 484,0265 213,42   

HK 0,27 14,59116 32,8 478,5901 211,02 213,95 3,23 

  0,278 15,03315 32,8 493,0873 217,41     

 

0,512 27,96133 32,8 917,1315 405,81   

EAK 0,525 28,67956 32,8 940,6895 416,23 408,75 6,53 

  0,51 27,85083 32,8 913,5072 404,21     

 

0,154 8,18232 32,8 268,3801 121,00   

MK 0,16 8,513812 32,8 279,253 125,90 122,09 3,40 

  0,152 8,071823 32,8 264,7558 119,37     

  

y = 0,0181x + 0,0059 

R² = 0,9903 
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Lampiran 4.7 Perhitungan Analisa Peredaman DPPH 

a. Pembuatan larutan DPPH (Mr = 394,32)       (25 mL) 

M = 
   

 
 = 
    

    
 

Gram  = Mr x M x V 

 = 394,32 g/mol x 90.10
-6

 mol/l x 25.10
-3

 l = 0,00089 gram 

[Fenolik]  g  GAE/mL 

           (
     

  

)      

A0 = Absorbansi  [Fenolik] = 0 

A1 = Absorbansi  [Fenolik] tertentu mulai 0,3 – 2,5 

       
(
   
 
)
 

Keterangan : 

A0  = Absorbansi kontrol 

A1 = Absorbansi sampel 

m = gradient persamaan 

c = konstanta persamaan 

y = %Peredaman (50%) 
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Ekstrak [Fenolik] Abs1 Abs2 Abs3 
log 

[Fenolik] 1% 2% 3% y IC50 

Blanko 0 0,393 0,393 0,393 0 0 0 0     

 
0,3 0,304 0,301 0,301 

-0,52 22,65 23,41 23,41 

y = 35,913x 

+ 40,524 1,84 

HK 
1 0,241 0,24 0,245 

0 38,68 38,93 37,66 

y = 35,426x 

+ 40,815 1,82 

 
1,5 0,212 0,215 0,211 

0,18 46,06 45,29 46,31 

y = 36,863x 

+ 41,013 1,75 

 2,1 0,184 0,182 0,182 0,325 53,18 53,69 53,69     

 2,5 0,175 0,173 0,166 0,40 55,47 55,98 57,76     

 
0,3 0,294 0,299 0,299 

-0,52 25,19 23,92 23,92 

y = 32,377x 

+ 42,175 1,74 

 EAK 
1 0,226 0,225 0,224 

0 42,49 42,75 43,00 

y = 34,798x 

+ 42,105 1,69 

  
1,5 0,206 0,209 0,209 

0,18 47,58 46,82 46,82 

y = 35,602x 

+ 42,404 1,63 

  2,1 0,187 0,181 0,179 0,325 52,42 53,94 54,45     

  2,5 0,178 0,175 0,171 0,40 54,71 55,47 56,49     

 
0,3 0,282 0,28 0,28 

-0,52 28,24 28,75 28,75 

y = 46,277x 

+ 52,829 0,87 

  
1 0,187 0,189 0,185 

0 52,42 51,91 52,93 

y = 45,42x + 

52,69 0,87 

 MK 
1,5 0,142 0,143 0,153 

0,18 63,87 63,61 61,07 

y = 45,511x 

+ 52,734 0,87 

  2,1 0,133 0,137 0,127 0,325 66,16 65,14 67,68     

  2,5 0,115 0,114 0,117 0,40 70,74 70,99 70,23     

 

y = 35,913x + 40,524 
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Kurva Peredaman DPPH ekstrak HK 
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Kurva Peredaman DPPH ekstrak EAK 

 

 

 

 

Kurva Peredaman DPPH ekstrak MK 
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𝐋ampiran 4.8 Perhitungan %Peredaman Anion Superoksida 

%Peredaman = (
                           

            
)        

Ekstrak Slope Blanko Slope Sampel %Peredaman Rerata % Peredaman STD 

 

0,2975 0,1716 42,32 

   HK 0,2975 0,1837 38,25 38,79 3,29 

  0,2975 0,191 35,80 

  

 

0,2975 0,1603 46,12 

   EAK 0,2975 0,1714 42,39 42,31 3,85 

  0,2975 0,1832 38,42 

  

 

0,2975 0,2249 24,40 

   MK 0,2975 0,2125 28,57 25,67 2,52 

  0,2975 0,226 24,03 

  

 

0,2975 0,144 51,60 

 

 

 Vit C 0,2975 0,1329 55,33 54,17 2,24 

  0,2975 0,1321 55,60     

 

Lampiran 4.9 Perhitungan Penghambatan lipase pankreas 

Ekstrak abs blank abs-blank %Penghambatan Rerata %Penghambatan STD 

blanko 0,210      

 

0,239 0,122 0,117 44,29   

HK 0,236 0,122 0,114 45,71 45,56 1,20 

 

0,234 0,122 0,112 46,67 

  

 

0,329 0,235 0,094 55,24   

EAK 0,33 0,235 0,095 54,76 54,29 1,26 

 

0,334 0,235 0,099 52,86 

  

 

0,21 0,08 0,13 38,1   

MK 0,213 0,08 0,133 36,67 37,3 0,73 

 

0,212 0,08 0,132 37,14 

  

 

0,176 0 0,176 16,19  

 Orlistat 0,166 0 0,166 20,95 18,73 2,40 

 

0,17 0 0,17 19,05 
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Perhitungan Persen Penghambatan Lipase 

%Penghambatan = 
     

  
        

Keterangan : 

Ab = Absorbansi blanko 

As = Absorbansi sampel 

Lampiran 4.10 Pembuatan larutan-larutan Uji 

a. NaCO3 2% (w/v) 

2 gram NaCO3 + Akuades (labu ukur 100 mL) 

b. Asam galat 1,08 mg/mL 

1,08 mg asam galat + 1 mL metanol Pa 

c. Folin-Ciocalteu 50% 

1 mL Folin-Ciocalteu + 1 mL akuades 

d. AlCl3 10% 

0,5 gram AlCl3 + 5 mL akuades (labu ukur 5 mL) 

e. Kuersetin 1,16 mg/mL 

1,16 mg kuersetin + 1 mL metanol Pa 

f. NaNO2 5% 

5 gram NaNO2 + akuades (labu ukur 100 mL) 

g. NaOH 1 M 

4 gram NaOH + akuades (labu ukur 100 mL) 

h. Triton X-100 4% 

2 gram Triton X-100 + akuades (labu ukur 50 mL) 
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