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AKTIVITAS PENGHAMBATAN POLIMERISASI HEM DARI
EKSTRAK ETANOL DAN FRAKSI ETIL ASETAT DAUN LEGUNDI
(Vitex trifolia L.)

Khansa Aisyah Febianindita
Program Studi Farmasi Program Sarjana

INTISARI

Latar belakang: Legundi (Vitex trifolia L.) merupakan tanaman dari famili
Lamiaceae yang dikenal memiliki aktivitas sitotoksik, antibakteri, dan antioksidan.
Senyawa bioaktif utamanya adalah flavonoid dan terpenoid, di mana gugus
hidroksil flavonoid diduga berperan dalam penghambatan polimerisasi hem.
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas penghambatan
polimerisasi hem dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi serta
mengidentifikasi metabolit sekundernya.

Metode: Identifikasi metabolit sekunder dilakukan menggunakan metode
kromatografi lapis tipis berupa alkaloid, flavonoid, terpenoid, saponin, steroid, dan
triterpenoid. Sementara itu, uji aktivitas penghambatan polimerisasi hem dilakukan
menggunakan metode Basilico yang dimodifikasi.

Hasil: Ekstrak etanol daun legundi mengandung flavonoid, terpenoid, saponin,
steroid, dan triterpenoid. Senyawa serupa juga teridentifikasi pada fraksi etil asetat.
Fraksi etil asetat dan ekstrak etanol memiliki nilai ICso sebesar 189,69 + 16,59
pg/mL dan 13,85 £+ 1,14 pg/mL. Perbedaan ini kemungkinan disebabkan oleh
perbedaan metabolit sekunder yang terkandung dalam kedua sampel.
Kesimpulan: Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat sama-sama mengandung
flavonoid, terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid. Kedua sampel tidak
menunjukkan aktivitas dalam menghambat polimerisasi hem.

Kata kunci : Vitex trifolia L., ekstrak etanol, fraksi etil asetat, penghambatan
polimerisasi hem
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HEME POLYMERIZATION INHIBITION ACTIVITY TEST OF
ETHANOL EXTRACT AND ETHYL ACETAT FRACTION OF LEGUNDI
LEAVES (Vitex trifolia L.)

Khansa Aisyah Febianindita
Pharmacy Undergraduate Program

ABSTRACT

Background: Legundi (Vitex trifolia L.), a plant from the Lamiaceae family, is
recognized for its cytotoxic, antibacterial, and antioxidant activities. The main
bioactive compounds found in legundi are terpenoids and flavonoids, where the
hydroxyl group of flavonoids hypothesized to contribute to heme polymerization
inhibitory activity.

Objective: This study aimed to assess the heme polymerization inhibitory activity
of the ethanol extract and ethyl acetate fraction of legundi leaves and to identify its
secondary metabolites.

Methods: Secondary metabolites, including alkaloids, flavonoids, terpenoids,
saponins, steroids, and triterpenoids, were identified using thin-layer
chromatography (TLC). The heme polymerization inhibition assay was conducted
using a modified Basilico method.

Results: The ethanol extract was found to contain flavonoids, terpenoids,
triterpenoids, saponins, and steroids. Similar compounds were also identified in the
ethyl acetate fraction. The ICso value of ethyl acetate fraction and ethanol extract
was 189.68 + 16.6 pg/m and 13,85 £+ 1,14 ng/mL, respectively. These differences
may be attributed to the varying compositions of secondary metabolites present in
each sample.

Conclusion: Ethanol extract and ethyl acetate fraction both contain flavonoids,
terpenoids, triterpenoids, saponins, and steroids. However, neither sample
demonstrated activity in inhibiting heme polymerization.

Keywords : Vitex trifolia L., ethanol extract, ethyl acetate fraction, HPIA
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang Masalah

Malaria merupakan salah satu masalah kesehatan di masyarakat yang
mengancam jiwa dan disebarkan oleh beberapa jenis nyamuk. Pada tahun 2022,
diperkirakan terdapat 249 juta kasus malaria di seluruh dunia dengan 1,156 juta
kasus di Indonesia menurut World Malaria Report (2023). Indonesia masih menjadi
negara endemi malaria (Felle & Sahiddin, 2024). Menurut data dari Badan Pusat
Statistik (2024), kejadian malaria per 1000 orang pada tahun 2021 mengalami
peningkatan dari tahun-tahun sebelumnya yaitu dari 0,940 pada tahun 2020 menjadi
1,120 per 1000 orang. Artemisinin-based Combination Therapy (ACT) adalah
standar pengobatan yang digunakan untuk mengobati malaria tanpa komplikasi
(Kementerian Kesehatan RI, 2023a). Meski begitu, saat ini telah terjadi resistensi
artemisinin terhadap Plasmodium falciparum yang tersebar luas di Asia Tenggara
akibat adanya mutasi pada kelchi3, sehingga perlu dilakukan pencarian obat
antimalaria baru (Ashley dkk., 2014). Salah satu strategi yang dapat digunakan
dalam menemukan obat antimalaria baru adalah melalui pemanfaatan bahan alam.
Legundi (Vitex trifolia L.) adalah salah satu tanaman yang diidentifikasi
memiliki aktivitas sitotoksik, antibakteri, dan antioksidan (Garbi dkk., 2017; Manaf
& Mohd Daud, 2016; Saklani dkk., 2017). Legundi diketahui mengandung
beberapa senyawa metabolit sekunder seperti terpenoid, flavonoid, fitosterol,
antrakuinon, dan asam lemak, dengan terpenoid dan flavonoid diidentifikasi
sebagai senyawa bioaktif utama dari legundi (Mottaghipisheh dkk., 2024). Etanol
dipilih sebagai pelarut untuk ekstraksi karena bersifat universal, sehingga dapat
menarik senyawa polar hingga non polar (Nurliansyah dkk., 2024). Ekstrak etanol
daun legundi mengandung flavonoid, fenol, tanin, alkaloid, dan terpenoid. Pelarut
n-heksana dan etil asetat digunakan untuk fraksinasi. Pemilihan kedua pelarut ini
sebagai fase gerak bertujuan untuk memisahkan senyawa berdasarkan polaritas
senyawa tersebut (Nurani dkk., 2024). Fraksi etil asetat daun legundi mengandung
senyawa steroid, saponin, fenol, tannin, dan terpenoid (Indrayudha & Cahyani,
2020). Gugus hidroksil dari senyawa golongan tanin, saponin, dan flavonoid diduga

mempunyai aktivitas penghambatan polimerisasi (Arnida dkk., 2021). Hingga saat



ini, belum ada penelitian terkait aktivitas penghambatan polimerisasi hem dari
fraksi etil asetat legundi. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui aktivitas penghambatan polimerisasi hem serta mengidentifikasi
metabolit sekunder yang terkandung dalam fraksi etil asetat daun legundi.
Sebagian besar obat antimalaria yang telah ada memiliki mekanisme aksi
dalam menghambat polimerisasi hem, seperti klorokuin dan artemisinin (Pandey
dkk., 1999; Zakiah dkk., 2021). Metode Basilico (1998) adalah salah satu metode
berbasis mikrotiter untuk mengukur aktivitas penghambatan polimerisasi hem suatu
obat. Metode ini dipilih sebagai metode penelitian karena dapat digunakan sebagai

skrining awal untuk melihat aktivitas antimalaria.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat daun legundi (Vitex trifolia L.)?
2. Bagaimana aktivitas penghambatan polimerisasi hem dari ekstrak etanol dan

fraksi etil asetat daun legundi (Vitex trifolia L.)?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Mengkaji kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat daun legundi (Vitex trifolia L.).
2. Mengkaji aktivitas penghambatan polimerisasi hem dari ekstrak etanol dan

fraksi etil asetat daun legundi (Vitex trifolia L.).

1.4 Luaran Penelitian
Luaran yang diharapkan dari penelitian ini adalah dihasilkannya artikel ilmiah

yang dapat dipublikasikan secara daring, seminar nasional, maupun internasional.

1.5 Integrasi dengan Nilai Keislaman
Penelitian ini merupakan bentuk upaya ilmiah dalam mengkaji potensi tanaman
obat sebagai sumber senyawa bioaktif alami. Melalui tumbuh-tumbuhan, Allah

SWT menyediakan berbagai manfaat yang besar bagi kehidupan dan kesehatan



manusia. Hal ini mencerminkan tanda-tanda kekuasaan Allah SWT sebagaimana

dijelaskan dalam QS. An-Nahl ayat 11.

Allah Subhanahu wa Ta’ala berfirman:

G50RE s GY Al ¢ &) SR (K ey iz g sy G555 8 550 4 &1 &l

“Dengan (air hujan) itu Dia menumbuhkan untukmu tumbuh-tumbuhan, zaitun,

kurma, anggur, dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya pada yang

demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang

berpikir.”

1.

1.6 Manfaat Penelitian
Bagi peneliti, penelitian ini memberikan wawasan baru tentang potensi
senyawa bioaktif dari tanaman legundi (Vifex trifolia L.) dalam
penghambatan  polimerisasi hem dan meningkatkan keterampilan
laboratorium.
Bagi masyarakat, hasil penelitian ini berpotensi menyediakan alternatif

sumber obat antimalaria dari bahan alami.

. Bagi dunia penelitian, penelitian ini berkontribusi pada inovasi dalam

pengembangan obat baru yang lebih efektif dan aman untuk pengobatan

malaria.



BABII
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Telaah Pustaka
2.1.1 Malaria

Indonesia masih menjadi negara endemi malaria dengan kasus paling banyak
terjadi di Papua (Felle & Sahiddin, 2024; Kementerian Kesehatan RI, 2023b).
Menurut data dari Badan Pusat Statistik (2024), kejadian malaria per 1000 orang
pada tahun 2021 mengalami peningkatan dari tahun-tahun sebelumnya yaitu dari
0,940 pada tahun 2020 menjadi 1,120 per 1000 orang. Pemerintah Indonesia telah
berusaha untuk memprioritaskan pemberantasan malaria yang dapat terlihat dari
Rencana Pembangunan Jangka Menengah Nasional (RPJIMN) 2020-2024 dan
Rencana Strategis Kementerian Kesehatan 2020-2024 (Kementerian Kesehatan R1,
2023b).

Malaria pada manusia dapat disebabkan oleh lima spesies parasit
Plasmodium, yaitu P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale dan P. knowlesi
(Shibeshi dkk., 2020). Parasit tersebut dapat menular ke orang lain melalui gigitan
nyamuk Anopheles betina (Kementerian Kesehatan RI, 2023a). Spesies yang paling
banyak menjadi penyebab malaria di Indonesia adalah P. falciparum dan P. vivax.
Parasit ini menyerang sel darah merah (eritrosit) manusia, menyebabkan gejala
seperti demam tinggi, menggigil, dan anemia (Kementerian Kesehatan RI, 2023b).
Malaria dapat mengakibatkan keguguran, kelahiran prematur (kelahiran prematur),
bayi dengan berat lahir rendah (BBLR), dan bayi lahir mati pada wanita hamil
(Kementerian Kesehatan RI, 2023a). Siklus hidup Plasmodium terdiri atas dua fase,
yaitu fase aseksual dan seksual dan melibatkan dua inang seperti pada Gambar 2.1.
(CDC-DPDx, 2024; Sucipto, 2015).

Fase aseksual dimulai ketika nyamuk Anopheles betina menggigit manusia
dan sporozoit masuk ke dalam aliran darah hingga ke sel-sel hati manusia.
Sporozoit memasuki sel parenkim hati dan berkembang membentuk skizon yang
akan pecah dan melepaskan merozoit. Siklus ini disebut siklus skizogoni ekso-
eritrosit, yaitu ketika parasit masih bereplikasi di hati dan belum masuk ke sel darah
merah. Setelah satu sampai dua minggu, parasit kembali masuk ke peredaran darah,

mengalami replikasi aseksual di eritrosit (skizogoni eritrosit) (CDC-DPDx, 2024;



Sucipto, 2015). Parasit memakan hemoglobin yang membawa oksigen sebagai
sumber nutrisi. Pecahnya sel darah merah ini menyebabkan munculnya gejala
seperti demam disertai menggigil dan anemia (Sucipto, 2015). Beberapa parasit
mengalami diferensiasi menjadi bentuk seksual (gametosit).

Fase seksual dimulai ketika parasit dalam bentuk seksual masuk ke dalam
perut nyamuk selama nyamuk Anopheles makan darah. Dalam fase ini, parasit
mengalami pematangan menjadi mikrogametosit (jantan) dan makrogametosit
(betina). Ketika mikrogamet menembus makrogamet di perut nyamuk, terjadi
pembuahan yang menghasilkan zigot. Zigot akan menjadi motil dan memanjang
(Ookinet). Ookinet dapat menembus dinding lambung nyamuk dan berkembang
menjadi Ookista. Ketika Ookista pecah, ribuan sporozoit dilepaskan dan memasuki
kelenjar air liur nyamuk untuk selanjutnya menular ke manusia. Siklus seksual ini
disebut juga siklus sporogoni (CDC-DPDx, 2024; Sucipto, 2015).
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Gambar 2.1. Siklus Hidup Parasit Malaria (CDC, 2024).
Terapi farmakologi untuk malaria dikelompokkan menjadi tiga kelompok,
yaitu turunan kuinolon, antifolat, dan turunan artemisinin berdasarkan struktur
kimia dan/atau mekanismenya. Mekanisme antimalaria turunan kuinolon

merupakan hasil dari aktivitas yang terdiri dua langkah. Pada langkah pertama, hem



mengendap di permukaan kristal hemozoin dengan melapisi kristal yang sedang
tumbuh. Pada langkah kedua, ia membentuk kompleks dengan hem bebas di dalam
lumen vakuola pencernaan sehingga kristalisasi hem bisa dihentikan dan parasit
terbunuh. Golongan antifolat terdiri antifolat kelas I dan II. Antifolat kelas I dapat
menghambat dihidrofolat sintase (DHPS) dan kelas II dapat menghambat
dihidrofolat reduktase (DHFR), sehingga sintesis asam nukleat akan terhambat.
Artemisinin dan turunannya dapat berinteraksi dengan hem dalam parasit dan
menjadikannya radikal bebas yang beracun bagi parasit. Radikal bebas ini dapat
membunuh parasit dengan mengalkilasi dan mendenaturasi protein malaria esensial
(Fikadu & Ashenafi, 2023). Meski begitu, saat ini telah terjadi resistensi artemisinin
terhadap Plasmodium falciparum yang tersebar luas di Asia Tenggara akibat
adanya mutasi pada gen kelchl3. Gen ini berperan penting dalam fungsi sel parasit,
terutama pada tahap cincin (ring stage) dari siklus hidup parasit. Artemisinin paling
efektif melawan parasit pada tahap ini. Mutasi kelchl3 terjadi pada P. falciparum
ditandai dengan waktu pembersihan parasit yang lebih lambat setelah pengobatan
(parasite clearance half-life > 5 jam) (Ashley dkk., 2014).

Beberapa obat yang termasuk turunan kuinolon adalah klorokuin,
amodiaquine, kina, quinidin, meflokuin, primaquine, lumefantrine, dan
halofantrine (Fikadu & Ashenafi, 2023). Klorokuin digunakan sebagai terapi lini
pertama untuk malaria akibat P. vivax dan P. falciparum di sebagian besar negara
endemi malaria (Shibeshi dkk., 2020). Obat yang termasuk golongan antifolat kelas
I adalah sulfadoksin, sedangkan obat yang termasuk golongan antifolat kelas II
adalah proguanil dan pirimetamin. Beberapa turunan obat artemisinin adalah
artesunat, artemether, arteether, dan dihidro-artemisinin (Fikadu & Ashenafi,

2023).

2.1.2 Penghambatan Polimerisasi Hem
Pada fase aseksual, parasit malaria hidup di dalam sel darah merah inang yang
terinfeksi dan memakan hemoglobin sebagai sumber nutrisi (Sucipto, 2015).
Hemoglobin tersebut didegradasi oleh Plasmodium melalui pencernaan proteolitik
dengan memanfaatkan asam amino. Degradasi ini memerlukan beberapa protease

dalam prosesnya. Pembelahan awal yang bertujuan untuk mengubah sifat tetramer



hemoglobin dilakukan oleh protease aspartik dan plasmepsin I, diikuti oleh protease
II. Proses ini memecah hemoglobin menjadi globin yang selanjutnya didegradasi
menjadi peptida kecil oleh protease lainnya. Protease yang dikarakterisasi dari P.
falciparum adalah protease sistein dan falcipain, yang memiliki peran penting
dalam mendegradasi globin. Peptida kecil selanjutnya dipecah menjadi asam amino
oleh protease serin. Proses degradasi ini menyebabkan dilepasnya sejumlah besar
hem bebas toksin (Pandey & Chauhan, 1998).

Hem tidak menjadi racun ketika terletak di dalam hemoglobin dan berada
dalam bentuk besi, tetapi ketika dilepaskan dari hemoglobin, hem dapat menjadi
senyawa besi yang sangat beracun. Hem ini dapat menghambat protease vakular
dan merusak membran parasit. Oleh karena itu, detoksifikasi hem diperlukan untuk
memastikan kelangsungan hidup parasit malaria. Dalam tubuh inang, proses
detoksifikasi ini terjadi ketika enzim hem oksigenase memecah hem dan
membentuk biliverdin. Parasit malaria memiliki mekanisme tertentu untuk
menghindari toksisitas hem. Di dalam vakuola makanannya, hem diubah menjadi
hemozoin, yang dikenal sebagai ‘pigmen malaria’. Pigmen hemozoin ini inert
dalam parasit dan dilepaskan ke dalam sirkulasi darah inang setelah sel darah merah
yang terinfeksi pecah pada akhir siklus hidup parasit. Hemozoin disimpan dalam
jaringan inang yang terinfeksi (Pandey & Chauhan, 1998).

Agen antimalaria yang diketahui bekerja melalui mekanisme penghambatan
polimerisasi hem adalah artemisinin dan klorokuin (Ekasari dkk., 2021; Zhou dkk.,
2020). Gugus peroksida pada artemisinin memiliki peran penting dalam aktivitas
antimalarianya. Ikatan endoperoksida yang dimilikinya dapat diaktifkan oleh hem
tereduksi (FPFe®") atau ion besi dalam bentuk fero (Fe*'), yang selanjutnya
membentuk radikal karbon reaktif. Radikal ini bertindak sebagai agen alkilasi yang
sangat kuat dan mampu menyerang berbagai makromolekul esensial di dalam
parasit, yang pada akhirnya menyebabkan kematian parasit tersebut. Selain sebagai
senyawa antimalaria, ikatan endoperoksida pada artemisinin juga berkontribusi
terhadap aktivitas antikankernya. Meskipun tidak mutlak diperlukan untuk efek
sitotoksik terhadap sel kanker, ketiadaan gugus endoperoksida terbukti
menurunkan potensi sitotoksisitasnya secara signifikan (Crespo-Ortiz & Wei,

2012).



Klorokuin telah terbukti efektif dapat menghambat pembentukan B-hematin
pada ekstrak parasit, yang berperan dalam penghambatan polimerisasi hem (Slater
& Cerami, 1992). Klorokuin dapat memberikan efek antimalaria baik pada tahap
darah maupun pada tahap hati dari siklus hidup malaria (Milner, 2018). Obat ini
bekerja dengan meningkatkan pH dan terakumulasi di dalam vakuola makanan
parasit, yang mengakibatkan pelepasan senyawa toksik bagi parasit. Proses ini
melibatkan oksidasi Fe(Il)-protoporfirin IX (FellPPIX) menjadi Fe(Ill)-
protoporfirin IX (FelllPPIX) atau hematin yang bersifat toksik, namun parasit
memiliki kemampuan untuk mengubah hematin menjadi hemozoin dimer yang
tidak beracun. Klorokuin dapat menghambat polimerisasi hematin menjadi
hemozoin, sehingga mengganggu mekanisme detoksifikasi dan degradasi
hemoglobin seperti yang tertera pada Gambar 2.2. Akibatnya, terjadi akumulasi
hematin bebas yang bersifat toksik, yang merusak membran sel parasit dan akhirnya

menyebabkan kematian parasit malaria (Zhou dkk., 2020).
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Gambar 2.2. Mekanisme Penghambatan Polimerisasi Hem dalam Parasit (Tang
dkk., 2019).



2.1.3 Legundi (Vitex trifolia L.)

Vitex trifolia L. yang dikenal sebagai legundi adalah tanaman yang tersebar
luas dari India dan Sri Lanka hingga pantai utara Australia dan Tahiti. Legundi
umumnya tumbuh di dataran rendah seperti tepi hutan bakau, pantai, rawa, hutan,
dan padang rumput. Tumbuhan ini dapat berbentuk semak atau pohon kecil yang
dapat tumbuh hingga 6,5 meter dengan kulit batang coklat muda atau abu-abu
gelap, permukaan daun berwarna hijau muda hingga gelap-kusam, dan mahkota
bunga berwarna ungu pucat (Sengun dkk., 2024). Di Indonesia, legundi sering
digunakan untuk mengatasi diare, rematik, dan penghangat tubuh (Kementerian
Kesehatan RI, 2023b). Taksonomi legundi dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Taksonomi Vitex trifolia (Rojas-Sandoval, 2022).

Tingkatan Taksonomi Klasifikasi
Domain Eukaryota
Kingdom Plantae
Phylum Spermatophyta
Subphylum Angiospermae
Kelas Dicotyledonae
Order Lamiales
Famili Lamiaceae
Genus Vitex
Spesies Vitex trifolia

Hingga saat ini, legundi diketahui mengandung lebih dari 180 metabolit.
Senyawa utama yang teridentifikasi dalam legundi adalah terpenoid, flavonoid, dan
iridoid (Mottaghipisheh dkk., 2024). Metabolit sekunder yang terkandung dalam
ekstrak etanol daun legundi adalah senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, fitosterol,
dan terpenoid (Ghafari dkk., 2022). Sementara itu, metabolit sekunder yang
terkandung dalam fraksi etil asetat daun legundi adalah steroid, saponin, fenol,
tanin, dan terpenoid (Indrayudha & Cahyani, 2020). Gugus hidroksil yang terdapat
pada senyawa tanin, saponin, dan flavonoid diduga berperan dalam menghambat
proses polimerisasi hem (Arnida dkk., 2021). Penghambatan polimerisasi hem
dapat terjadi melalui dua kemungkinan mekanisme. Pertama, senyawa-senyawa
seperti terpenoid, fenol, dan sterol dapat berinteraksi dengan sistem elektronik hem.

Kedua, adanya senyawa yang mengandung gugus hidroksil dalam ekstrak
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memungkinkan terbentuknya ikatan dengan ion besi hem, sehingga mengganggu
proses pembentukan hemozoin (Purwanto, 2011).

Legundi diidentifikasi memiliki aktivitas sitotoksik, antibakteri, antioksidan,
antiinflamasi, hepatoprotektif (Garbi dkk., 2017; Manaf & Mohd Daud, 2016;
Mottaghipisheh dkk., 2024; Saklani dkk., 2017). Menurut penelitian yang
dilakukan Indrayudha & Cahyani (2020), ekstrak etanol dan fraksi n-heksana dari
daun legundi memiliki efek sitotoksik terhadap sel kanker payudara. Senyawa
flavonoid, fenol, tannin, alkaloid, dan terpenoid adalah senyawa yang diduga
berperan dalam aktivitas sitotoksik daun legundi (Indrayudha & Cahyani, 2020).
Selain itu, ekstrak etanol dari V. trifolia dan V. negundo menunjukkan aktivitas
antioksidan. Senyawa fenol dan flavonoid adalah senyawa yang diduga berperan
dalam aktivitas antioksidan pada ekstrak V. trifolia dan V. negundo (Saklani dkk.,
2017).

Viteosin-A dan viteksikarpin, yang merupakan metabolit primer aktif yang
terkandung dalam ekstrak n-heksana legundi, menunjukkan aktivitas antispasmodik
(Alam dkk., 2002). Viteksikarpin adalah senyawa identitas dari legundi
(Kementerian Kesehatan RI, 2017). Vitrifolin-A, yang merupakan metabolit utama
dari ekstrak daun legundi, dipercaya memiliki peran krusial dalam meningkatkan
aktivitas antimikroba pada ekstrak daun legundi. Senyawa ini dapat mengikat
permukaan nanopartikel sehingga agen antimikroba menjadi lebih efektif dan tepat

sasaran (Elumalai dkk., 2015).

2.1.4 Sonikasi

Sonikasi adalah metode yang memanfaatkan energi suara untuk mengaduk
partikel dalam suatu sampel dengan berbagai tujuan (Candani dkk., 2018). Teknik
ini disebut juga dengan ekstraksi ultrasonik (ul/trasound-assisted extraction).
Melalui proses ini, energi suara yang sangat tinggi (> 20 kHz) digunakan untuk
menghancurkan struktur sel tumbuhan. Ini bertujuan untuk meningkatkan luas
permukaan material biologis sehingga memfasilitasi penetrasi pelarut secara lebih
efektif. Akibatnya, senyawa metabolit sekunder dapat diekstraksi dan dilepaskan
dengan lebih efisien (Triastuti, 2021). Dalam penelitian ini, metode sonikasi

digunakan untuk mengekstraksi daun legundi (Vitex trifolia L.). Karena metode ini
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dapat mempercepat proses ekstraksi dengan memecah interaksi antarmolekul,
menghasilkan rendemen yang lebih tinggi dibanding metode maserasi dan
sokhletasi, alat yang digunakan sederhana, dan partikel yang dihasilkan memiliki
ukuran yang seragam (Candani dkk., 2018; Handaratri & Yuniati, 2019; Inggarwati
dkk., 2020).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Ghafari dkk. (2022), ekstrak etanol
daun legundi yang diekstraksi menggunakan metode sonikasi akan memberikan
hasil positif terhadap uji Dragendorft, alkalin, besi klorida, Liebermann-Burchard,
dan Salkowski. Ini menandakan bahwa ekstrak tersebut mengandung alkaloid,
flavonoid, fenol, fitosterol, dan terpenoid. Sementara itu, senyawa yang diduga
berperan dalam aktivitas sitotoksik ekstrak etanol daun legundi adalah flavonoid,
fenol, tannin, alkaloid, dan terpenoid (Indrayudha & Cahyani, 2020). Oleh karena
itu, penelitian ini menggunakan metode sonikasi dengan pelarut etanol untuk

mengekstraksi daun legundi.

2.1.5 Kromatografi Cair Vakum (KCV)

Kromatografi cair vakum (KCV) merupakan teknik pemisahan atau
fraksinasi yang dilakukan dalam kondisi vakum secara terus-menerus hingga
mencapai kerapatan kemasan yang maksimum atau dapat juga menggunakan
tekanan rendah untuk meningkatkan laju alir fase gerak. KCV adalah modifikasi
dari kromatografi kolom gravitasi (Hermastuti, 2017). Metode ini dianggap sebagai
kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP). Karena pemisahannya dilakukan pada
silika gel kelas KL T atau aluminium oksida, dan kolom dikeringkan setelah setiap
fraksi serupa dengan plat KLTP, kemudian dikeringkan dan dinyalakan kembali
untuk meningkatkan pemisahan. KCV dapat diterapkan untuk pemisahan campuran
dalam jumlah kecil maupun besar (Maurya, 2018). Komponen yang terdapat dalam

KCV dapat dilihat pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3. Kromatografi Cair Vakum (KCV) (Reid & Sarker, 20006).

Pemisahan menggunakan KCV dapat dilakukan dengan kolom kromatografi
yang dihubungkan dengan pompa vakum, yang mengandung isian (adsorben)
kolom silika gel (10-40 um) (Hermastuti, 2017). Adsorben yang umum digunakan
dalam KCV adalah silika gel kelas KLT (silika gel H) atau aluminium oksida,
namun adsorben lain juga dapat digunakan sesuai dengan profil KLT (Maurya,
2018). Dalam KCV, sampel berbentuk cairan lebih disukai karena prosesnya lebih
mudah dan cepat. Jika sampel berbentuk padatan, maka sampel tersebut harus
dilarutkan terlebih dahulu menggunakan pelarut yang tidak polar. Tekanan vakum
yang digunakan berkisar antara 20-70 mmHg untuk mencegah hilangnya pelarut
akibat penguapan (Maurya, 2018). Hasil pemisahan dari kromatografi vakum cair
adalah fraksi-fraksi yang dapat dikelompokkan menjadi kelompok senyawa non
polar, semipolar dan polar (Hermastuti, 2017). Pelarut etil asetat dapat menarik
senyawa steroid, saponin, fenol, tannin, dan terpenoid dari daun legundi

(Indrayudha & Cahyani, 2020).

2.1.6 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan metode kromatografi yang
sederhana dan mudah untuk dilakukan. Prinsip alat ini yaitu pemisahan senyawa
multi komponen menggunakan fase diam dan fase gerak akibat adanya proses
adsorbsi (penyerapan) dan pemisahan senyawa (Agustin dkk., 2021;
Purwanitiningsih dkk., 2023). Kemampuan menyerap dari fase diam terhadap

masing-masing senyawa kimia berbeda-beda tergantung tingkat kepolarannya,
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sehingga dengan adanya perbedaan daya serap ini, akan terjadi pemisahan dari
masing-masing komponen. Pada kromatografi, jarak migrasi suatu senyawa
dinyatakan dengan nilai retention factor (Rf). Nilai Rf merupakan perbandingan
antara jarak yang ditempuh oleh senyawa dari titik awal penotolan hingga posisi
akhir bercak dengan jarak total yang ditempuh pelarut. Nilai ini berfungsi sebagai
salah satu indikator untuk mengidentifikasi suatu senyawa. Secara teoritis, nilai Rf
berada dalam rentang 0 hingga 1. Gambar dan komponen yang terdapat dalam KLT
dapat dilihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Gibbons, 2006).

Pada penelitian ini, fase gerak yang digunakan untuk KLT adalah n-heksana
dan etil asetat P dengan perbandingan 2:1, sedangkan fase diamnya adalah silika
gel 60 Fass (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Setelah dilakukan pemisahan
senyawa viteksikarpin menggunakan metode ini, visualisasi bercak dilakukan
terhadap plat KLT secara visibel dan ultraviolet (UV) menggunakan UV-cabinet.
Identifikasi senyawa organik pada plat KLT dapat dilakukan dengan menggunakan
pereaksi pewarna. Pada penelitian ini, senyawa metabolit sekunder yang akan
diidentifikasi dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi adalah alkaloid,
flavonoid, terpenoid, saponin, steroid, dan triterpenoid. Identifikasi ini dilakukan
menggunakan pereaksi semprot Dragendorff untuk alkaloid, AICI3z 5% untuk
flavonoid, FeCls 1% untuk fenol, vanillin-asam sulfat untuk terpenoid, dan

Liebermann-Burchard untuk saponin, steroid, dan triterpenoid (Indrayudha &
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Cahyani, 2020; Oleszek dkk., 2008; Suhaenah & Nuryanti, 2017; Wagner dkk.,
1984).

2.2 Landasan Teori

Legundi (Vitex trifolia L.) diidentifikasi memiliki aktivitas sitotoksik,
antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, hepatoprotektif (Garbi dkk., 2017; Manaf &
Mohd Daud, 2016; Mottaghipisheh dkk., 2024; Saklani dkk., 2017). Senyawa
utama yang teridentifikasi dalam legundi adalah terpenoid, flavonoid, dan iridoid
(Mottaghipisheh dkk., 2024). Dalam ekstrak etanol daun legundi terkandung
senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, fitosterol, dan terpenoid (Ghafari dkk., 2022).
Sementara itu, dalam fraksi etil asetat daun legundi terkandung senyawa steroid,
saponin, fenol, tanin, dan terpenoid (Indrayudha & Cahyani, 2020). Gugus hidroksil
yang terdapat pada senyawa tanin, saponin, dan flavonoid diduga berperan dalam
menghambat proses polimerisasi hem (Arnida dkk., 2021). Mekanisme kerja gugus
hidroksil dari senyawa-senyawa dalam ekstrak tersebut diperkirakan melibatkan
interaksi dengan ion besi pada molekul hem, sehingga menghambat konversi hem

toksik menjadi bentuk tidak toksik, yaitu hemozoin (Purwanto, 2011).

2.3 Hipotesis
1. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi (Vitex trifolia L.) diduga
mengandung metabolit sekunder golongan alkaloid, flavonoid, fenol,
terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid.
2. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi (Vitex trifolia L.) diduga

memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi hem.
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2.4 Kerangka Konsep Penelitian

Variabel Bebas Variabel Terikat
Konsentrasi fraksi Aktivitas penghambatan
etil asetat legundi A polimerisasi hem dan
(Vitex trifolia L.) J 'Lkandungan metabolit sekunder

Variabel Pengganggu yang
Terkontrol
Pelarut, metode ekstraksi,
metode fraksinasi, teknik pipet,
fase gerak, dan fase diam

Gambar 2.5. Kerangka Konsep Penelitian.
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BAB III
METODE PENELITIAN
3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bahan utama berupa
simplisia kering daun legundi (Vitex trifolia L.) yang dipesan dari Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOT)
Tawangmangu, etanol 96% teknis (Brataco®), silika gel 60 G (Supelco®), etil asetat
teknis (Bratachem®), n-heksana teknis (Bratachem®), etil asetat pa (Supelco®), n-
heksana pa (Supelco®), Dragendorff (Merck®), Liebermann-Buchard (Merck®),
AICI5 (Supelco®), FeCls (Supelco®), vanillin (Merck®), asam sulfat (Supelco®),
silika gel 60 Fass (Supelco®), kertas saring, kristal natrium hidroksida (NaOH)
(Supelco®), hematin porcine (Sigma-Aldrich®), asam asetat glasial (Supelco®),
dimetil sulfoksida (DMSO) (Supelco®), microtube 1,5 mL (Biologix®), blue tip
(Extra GENE®), yellow tip (Biologix®), white tip (Axygen®), microplate 96

sumuran (Iwaki®), aluminium foil (Total Wrap®), dan akuades.

3.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik
(Mettler Toledo®), peralatan gelas (Iwaki® dan Pyrex®), rotary evaporator
(Heidolph® dan Lauda®™), lemari pendingin (Sharp®), inkubator CO> (ESCO®), UV-
cabinet (Camag®), waterbath (Memmert®), lemari asam (I-Blush®), pompa vakum
(Gast®), Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) reader (Thermo
Scientific®), sonikator (GT Sonic®), vortex (Biologix®), rak microtube (Biologix®),
sentrifugator (Thermo Scientific®), mikropipet (DragonLab®), KLT densitometer
(Camag®), moisture analyzer (Mettler Toledo®), hot plate (Thermo Scientific®),
oven (Memmert®), grinder (Miller Achine®), dan IBM SPSS (Statistical Program
Software System) Statistics versi 25.0 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA).

3.3 Cara Kerja Penelitian
3.3.1 Ekstraksi dan Fraksinasi
Simplisia kering legundi (Vitex trifolia L.) dihaluskan menggunakan grinder.
Hasil serbuknya kemudian diekstraksi dengan sonikator (40 kHz) bersuhu 40°C

selama 30 menit menggunakan pelarut etanol 96% dengan perbandingan serbuk dan
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pelarut sebesar 1 banding 10. Hasil ekstraknya diuapkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40°C, lalu ditimbang ekstrak kental yang diperoleh untuk
dihitung rendemen ekstraknya. Ekstrak kental selanjutnya disimpan dalam lemari
pendingin untuk difraksinasi dan diidentifikasi senyawa metabolit sekundernya
(Ghafari dkk., 2022).

Ekstrak kental legundi selanjutnya difraksinasi menggunakan metode
kromatografi cair vakum (KCV). Sebanyak 40 gram silika gel dimasukkan ke
dalam kolom KCV dengan bagian bawahnya diberi kertas saring. Ekstrak kental
sebanyak 4 gram dicampurkan dengan 8 gram silika gel menggunakan mortir dan
stamper hingga kering. Campuran ekstrak dan silika gel ini kemudian dimasukkan
ke dalam kolom VLC. Selanjutnya, kolom dielusi dengan pelarut n-heksana hingga
warnanya menjadi bening, lalu dielusi kembali dengan pelarut etil asetat hingga
bening. Hasil fraksi yang diperoleh diuapkan menggunakan rotary evaporator pada
suhu 40°C, lalu ditimbang fraksi kental yang diperoleh untuk dihitung
rendemennya. Fraksi kental selanjutnya disimpan dalam lemari pendingin untuk
diyji aktivitas penghambatan polimerisasi hemnya dan diidentifikasi senyawa

metabolit sekundernya (Wusu dkk., 2022).

3.3.2 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Ekstrak Etanol dan Fraksi
Etil Asetat Daun Legundi

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi diidentifikasi metabolit
sekundernya menggunakan silika gel 60 F2s4 dengan fase gerak n-heksana dan etil
asetat (2:1) (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Ekstrak dan fraksi legundi
ditotolkan pada silika gel 60 Fas4 dan dimasukkan ke dalam bejana yang telah
dijenuhkan dengan fase gerak. Silika gel 60 F2s4 dielusi selama beberapa saat dan
dikeringkan. Dragendorff, AlClz, FeCls, Liebermann-Burchard, dan vanillin-asam
sulfat digunakan sebagai pereaksi semprot untuk identifikasi alkaloid, flavonoid,
fenol, terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid (Indrayudha & Cahyani, 2020;
Oleszek dkk., 2008; Suhaenah & Nuryanti, 2017; Wagner dkk., 1984;
Widyaningrum & Ningrum, 2021). Visualisasi bercak dilakukan di bawah sinar
tampak, sinar UV 254 nm, dan sinar UV 366 nm menggunakan UV-cabinet. Selain
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itu, masing-masing totolan diukur jarak bercak dan pelarutnya untuk menghitung

nilai Rf.

3.3.3 Uji Aktivitas Penghambatan Polimerisasi Hem

Metode yang digunakan dalam penelitian ini untuk menguji aktivitas
penghambatan polimerisasi hem adalah metode Basilico (1998) yang dimodifikasi.
Larutan NaOH 0,1 M sebanyak 250 mL dibuat dengan cara mencampur 1.000 mg
kristal NaOH dan 100 mL akuades dalam gelas beker, diaduk, dimasukkan ke
dalam labu ukur 250 mL, dan ditambahkan akuades hingga tanda batas. Larutan
NaOH 0,2 M dibuat dengan cara yang sama, namun kristal NaOH yang
ditambahkan sebanyak 2.000 mg. Larutan hematin 1.000 uM sebanyak 5 mL dalam
NaOH 0,2 M dibuat dengan cara mencampurkan 3,2 mg kristal hematin dan 5 mL
larutan NaOH 0,2 M dalam falcon tube 15 mL dan divortex. Larutan DMSO 10%
sebanyak 250 mL dibuat dengan cara menambahkan 25 mL DMSO 100% ke dalam
labu ukur 250 mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas.

Hematin 1000 pM | NaCHO02M
(uL) T
Y \\7 N <\ R %\j%\ R
+50 w25 +125  +63  +31  +15 4350 <375 43875 43937 43969  +3985
125pM 625 pM 31,25pM 156 pM 78pM  3,9pM 125pM  62,5pM 31,25pM 156pM 7,8pM  3,9uM
Tambahkan hematin 1 mM pada Tambahkan NaOH 0,2 M pada masing-
masing-masing microtube kosong masing microtube hingga 400 pL

Created in https://BioRender.com

Gambar 3.1. Skema Pengenceran Larutan Hematin.
Larutan hematin diencerkan dengan konsentrasi 125; 62,5; 31,25; 15,6; 7,8 dan
3,9 uM dibuat sebanyak 400 uL tiap konsentrasinya seperti pada Gambar 3.1.
Larutan hematin 125 uM dibuat dengan cara masukkan 50 pL hematin 1.000 uM
dan ditambahkan 350 pL NaOH 0,2 M. Larutan hematin konsentrasi 62,5; 31,25;
15,6 ; 7,8 dan 3,9 uM dibuat dengan cara yang sama, namun dengan jumlah larutan

yang berbeda seperti yang tertera pada Gambar 3.1. Larutan kurva baku hematin
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konsentrasi 125; 62,5; 31,25; 15,6; 7,8 dan 3,9 uM dibuat dengan larutan hematin
yang telah dibuat sebelumnya. Larutan kurva baku hematin konsentrasi 125 uM
dibuat dengan cara dimasukkan 100 pL hematin 1.000 uM pada microtube kosong,
ditambahkan 50 pL larutan hematin 125 uM yang sudah dibuat sebelumnya, dan
ditambahkan 50 pL asam asetat glasial. Larutan kurva baku hematin konsentrasi
62,5; 31,25; 15,6 ; 7,8 dan 3,9 uM dibuat dengan cara yang sama, namun dengan
jumlah larutan yang berbeda seperti yang tertera seperti pada Gambar 3.2.

Ambil 50 pL dari tiap konsentrasi
larutan stok kurva baku

pmo pL
' hematin T mM
H

‘ *‘ 125|.1M 6’25|JM 3125p|‘v‘|

@ Tambahkan 100 pL hematin 1 mM

Masukkan 50 pL seri kadar larutan \ J _
stok kurva baku ke dalam masing- 156uM  7.8puM  39uM
masmg microtube

&W\WX\ N NT me

|
i

y 3

125pM 625pM 3125|.JM 156p|‘v‘| 7,8pM 3,9|.JM

@ Tambahkan 50 pL asam asetat glasial

\ 50 pL asam
| asetat glasial

%%ﬁ%ﬁﬁ

125 uM 625pM 31, 25 |.JM 156 pM 78 pM 3,9 |.JM
Created in https://BioRender.com

Gambar 3.2. Pembuatan Larutan Kurva Baku Hematin.

Larutan stok sampel fraksi etil asetat 10.000 ppm dibuat dengan cara
melarutkan 10 mg fraksi etil asetat daun legundi dalam 100 pL DMSO 100% dan
ditambahkan 900 pL akuades. Larutan fraksi etil asetat 5.000 ppm dibuat dengan
cara melarutkan 250 pL larutan stok fraksi etil asetat 10.000 ppm dalam 250 pL
larutan DMSO 10%. Larutan fraksi etil asetat 1.000 ppm dibuat dengan cara
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melarutkan 200 pL larutan fraksi etil asetat 5.000 ppm dalam 800 pL larutan DMSO
10%. Larutan fraksi etil asetat 875; 750; 625; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 dan
7,8 ppm dibuat masing-masing sebanyak 500 uL menggunakan pengenceran
bertingkat seperti yang tertera pada Gambar 3.3.

Larutan stok sampel ekstrak etanol 10.000 ppm dibuat dengan cara melarutkan
10 mg ekstrak etanol daun legundi dalam 100 uL. DMSO 100% dan ditambahkan
900 puL akuades. Larutan ekstrak etanol 5.000 ppm dibuat dengan cara melarutkan
250 pL larutan stok ekstrak etanol 10.000 ppm dalam 250 pL larutan DMSO 10%.
Larutan ekstrak etanol 1.000 ppm dibuat dengan cara melarutkan 100 pL larutan
ekstrak etanol 5.000 ppm dalam 400 pL larutan DMSO 10%. Larutan ekstrak etanol
1.000; 500; 250; 125; 93,75, 62,5; 46,875; 31,5; 23,5; 15,6; 11,7 dan 7,8 ppm dibuat
masing-masing sebanyak 500 pL menggunakan pengenceran bertingkat seperti
yang tertera pada Gambar 3.4.

Larutan uji fraksi etil asetat dengan konsentrasi 1.000; 875; 750; 625; 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,6; dan 7,8 ppm dibuat menggunakan larutan sampel fraksi etil
asetat yang telah dibuat sebelumnya. Larutan uji konsentrasi 1.000 ppm dibuat
dengan menambahkan 100 pL larutan hematin 1.000 uM pada microtube kosong,
diikuti dengan penambahan 50 pL larutan fraksi etil asetat 1.000 ppm, dan 50 uL
asam asetat glasial secara berurutan. Sementara itu, larutan uji ekstrak etanol dibuat
dengan konsentrasi 1.000; 500; 250; 125; 93,75; 62,5; 46,875; 31,5; 23,5; 15,6;
11,7; dan 7,8 ppm. Larutan DMSO 10% dan NaOH 0,2 M digunakan sebagai
kontrol negatif. Larutan kontrol negatif NaOH 0,2 M dibuat dengan cara
menambahkan 50 pLL NaOH 0,2 M ke dalam microtube, dilanjutkan dengan
penambahan 100 pL larutan hematin 1.000 uM dan 50 pL asam asetat glasial secara
berurutan. Prosedur pembuatan larutan uji fraksi etil asetat, larutan uji ekstrak
etanol, serta larutan kontrol negatif dilakukan dengan metode yang serupa,

sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 3.5.
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Gambar 3.3. Pembuatan Larutan Sampel Fraksi Etil Asetat.
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Gambar 3.4. Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak Etanol.

Larutan Sampel Fraksi
Etil Asetat, DMSO 10%,

dan lainnya
Larutan Uji Fraksi Etil Asetat, Larutan - -
Kontrol Negatif DMSO 10%, dan VSR
Larutan Hematin lainnya

Created in https://BioRender.com

Gambar 3.5. Pembuatan Larutan Uji dan Larutan Kontrol Negatif.
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Gambar 3.6. Prosedur Uji Aktivitas Penghambatan Polimerisasi Hem.
Larutan kontrol negatif, kurva baku, dan larutan uji fraksi etil asetat maupun
ekstrak etanol yang telah dibuat dimasukkan ke dalam inkubator dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya, prosedur pengujian dilakukan seperti
pada Gambar 3.6. Mapping untuk microplate 96 sumuran dibuat agar isi dari

masing-masing sumuran dapat terdokumentasi dengan jelas seperti pada Lampiran
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3. Serapan dari masing-masing larutan diukur menggunakan ELISA reader pada
panjang gelombang 405 nm, dan nilai absorbansi yang diperoleh disimpan untuk
kemudian diolah menggunakan Microsoft Excel dan SPSS (Statistical Program
Software System) versi 25.0.
3.4 Analisis Hasil
3.4.1 Analisis Kualitatif

Data kualitatif yang diperoleh dalam penelitian ini adalah hasil identifikasi
senyawa metabolit sekunder menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT), yaitu
perubahan warna pada bercak di plat KLT. Pereaksi semprot yang digunakan dalam
penelitian ini tertera pada Tabel 3.1. Keberadaan alkaloid ditandai dengan adanya
warna jingga kecoklatan pada silika gel yang dilihat pada sinar tampak (Wagner
dkk., 1984). Keberadaan flavonoid ditandai dengan adanya warna kuning, hijau,
atau biru pada plat silika gel yang telah disemprot AICl3 dilihat dengan sinar UV
366 (Natasa dkk., 2021). Keberadaan senyawa fenol ditandai dengan adanya warna
hitam atau biru kehitaman pada plat silika gel yang telah disemprot FeCls dilihat
pada sinar tampak (Indrayudha & Cahyani, 2020; Suhaenah & Nuryanti, 2017).
Keberadaan terpenoid ditandai dengan adanya warna ungu pada silika gel yang
telah disemprot vanillin-asam sulfat dilihat secara visibel (Indrayudha & Cahyani,
2020). Keberadaan triterpenoid-steroid ditandai dengan adanya warna kekuningan
pada plat yang telah disemprot Liebermann-Burchard dilihat pada sinar tampak
maupun sinar UV (Oleszek dkk., 2008). Keberadaan steroid-saponin ditandai
dengan adanya warna biru atau hijau pada plat yang telah disemprot Liebermann-
Burchard dilihat pada sinar UV 366 (Farnsworth, 1966). Menurut Widyaningrum
& Ningrum (2021), keberadaan saponin dapat ditandai dengan adanya warna merah

pada plat yang telah disemprot Liebermann-Burchard.
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Tabel 3.1. Pereaksi Semprot dan Metabolit Sekunder yang Diidentifikasi.

Pereaksi Semprot Metabolit Sekunder Warna Bercak
Dragendorff Alkaloid Jingga kecoklatan
AlCl3 Flavonoid Kuning, hijau atau biru
FeCls Fenol Hitam'atau biru
kehitaman
Vanillin-asam sulfat Terpenoid Ungu
Saponin Merah, biru atau hijau
Liebermann-Burchard Steroid Kuning samar, biru atau
hijau
Triterpenoid Kuning samar

Referensi: Farnsworth, 1966; Indrayudha & Cahyani, 2020; Natasa dkk., 2021; Oleszek dkk.,
2008; Suhaenah & Nuryanti, 2017; Wagner dkk., 1984; Widyaningrum & Ningrum, 2021

3.4.2 Analisis Kuantitatif

Data kuantitatif yang diperoleh dalam penelitian ini adalah hasil rendemen
ekstrak, nilai Rf masing-masing metabolit sekunder, persentase penghambatan
polimerisasi hem, dan konsentrasi hambat 50% (ICso). Nilai Rf diperoleh dari jarak
yang ditempuh bercak dan pelarut pada plat KLT. Untuk menentukan nilai ICso,
digunakan metode analisis probit. Analisis tersebut dilakukan dengan
menggunakan program SPSS (Statistical Program Software System) versi 25.0
(Arnida dkk., 2021). Nilai ICso sampel selanjutnya akan dibandingkan dengan nilai
ICso klorokuin fosfat untuk melihat mengevaluasi potensi sampel dalam
menghambat polimerisasi hem (Ghani dkk., 2024). Berdasarkan sejumlah
penelitian sebelumnya, nilai ICso klorokuin yang digunakan sebagai pembanding
dapat diacu dari data yang dilaporkan dalam studi lain (Arnida dkk., 2020, 2021;
Ghani dkk., 2024). Berdasarkan studi yang dilakukan oleh Baelmans dkk. (2000),
nilai ICso untuk klorokuin sulfat tercatat sebesar 37,5 uM atau setara dengan 11,99
pg/mL. Sementara itu, hasil penelitian terbaru oleh Ghani dkk. (2024) melaporkan
nilai ICso klorokuin sulfat sebesar 37,50 = 0,60 uM atau 11,99 + 0,19 pg/mL. Selain
itu, software lain yang digunakan adalah Microsoft Excel untuk melakukan analisis
regresi linear sederhana (y = bx + a) dan uji koefisien determinasi (R?) .

3.4.2.1. Rumus rendemen ekstrak

Bobot ekstrak yang diperoleh

Rendemen (%) = x 100

Bobot simplisia

3.4.2.2. Rumus rendemen fraksi

Bobot fraksi yang diperoleh

Rendemen (%) = x 100

Bobot ekstrak yang difraksinasi
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3.4.2.3. Rumus Rf
f _ Jarak yang ditempuh bercak (cm)

Jarak yang ditempuh pelarut (cm)
3.4.2.4. Rumus persentase penghambatan polimerisasi hem (Arnida

dkk., 2021).

(B-hematin kontrol DMSO 10%) -(B-hematin sampel)

x 100
B-hematin kontrol DMSO 10%

Penghambatan (%) =




3.5 Alur Penelitian
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Gambar 3.7. Skema Penelitian.
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BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit
sekunder dan aktivitas penghambatan polimerisasi hem dari fraksi etil asetat daun
legundi. Prosedur penelitian ini dimulai dengan pembuatan ekstrak etanol,
dilanjutkan dengan fraksinasi secara bertingkat menggunakan pelarut n-heksana
dan etil asetat, kemudian identifikasi senyawa metabolit sekunder dengan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT), dan uji aktivitas penghambatan polimerisasi hem.
Ekstraksi dilakukan dengan metode sonikasi, sedangkan fraksinasi dilakukan
dengan metode kromatografi cair vakum (KCV). Simplisia kering daun legundi
dideterminasi di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan
Obat Tradisional (B2P2TOOT) Tawangmangu dengan nomor surat hasil
determinasi TL.02.04/D.X1.6/24934.1172/2024 dan terlampir pada Lampiran 1.

4.1 Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi Simplisia Daun Legundi

Simplisia daun legundi diperiksa kadar airnya sebanyak 3 replikasi dan
diperoleh nilai sebesar 6,083 + 0,0929%. Nilai ini telah memenuhi kadar yang
disyaratkan untuk menjaga kestabilan dan mutu simplisia maksimum sebesar <
10% (Wijaya & Noviana, 2022). Sementara itu, hasil pemeriksaan kadar air dari
serbuk daun legundi sebesar 6,02 + 0,0755%. Serbuk diekstraksi menggunakan
pelarut etanol 96%. Etanol dipilih sebagai pelarut untuk ekstraksi karena bersifat
universal, sehingga dapat menarik senyawa polar hingga non polar (Nurliansyah
dkk., 2024). Proses ekstraksi ini dilakukan sebanyak 3 kali replikasi. Setelah
dilakukan ekstraksi, diperoleh hasil ekstrak berwarna hijau tua dengan total bobot
ekstrak sebesar 70,2 gram dan rata-rata rendemen sebesar 17,87%. Nilai rendemen
ekstrak etanol daun legundi ini telah memenubhi syarat nilai rendemen ekstrak kental
daun legundi yang disebutkan dalam Farmakope Herbal Indonesia Edisi I, yaitu
tidak kurang dari 12,1% (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Dokumentasi visual

ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi dapat dilihat pada Gambar 4.1.
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(c) (d)
Gambar 4.1. Dokumentasi Visual Simplisia, Serbuk, Ekstrak Etanol, dan Fraksi

Etil Asetat Daun Legundi.
Keterangan: (a) Simplisia, (b) Serbuk, (c) Ekstrak etanol, (d) Fraksi etil asetat daun legundi.

Ekstrak etanol daun legundi difraksinasi secara bertingkat menggunakan
metode kromatografi cair vakum (KCV) dengan pelarut n-heksana dan etil asetat
sebagai fase gerak. Pemilihan kedua pelarut ini sebagai fase gerak bertujuan untuk
memisahkan senyawa berdasarkan polaritas senyawa tersebut (Nurani dkk., 2024).
Fase diam yang digunakan pada kolom kromatografi adalah silika gel 60 G. Setelah
dilakukan fraksinasi, diperoleh hasil fraksi etil asetat berwarna hijau tua dengan
total bobot fraksi sebesar 20,39 gram dan rata-rata nilai rendemen sebesar 31,86%.

4.2 Hasil Identifikasi Metabolit Sekunder

Identifikasi metabolit sekunder dilakukan untuk mengetahui kandungan
senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun
legundi. Metabolit sekunder yang diidentifikasi adalah alkaloid, flavonoid, fenol,
terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid. Metode Kromatografi lapis tipis
(KLT) dipilih karena sederhana dan mudah untuk dilakukan. Fase diam yang
digunakan dalam penelitian ini adalah silika gel 60 F2s4, yang merupakan adsorben
polar dan bersifat asam lemah. Silika gel banyak digunakan karena bersifat

ekonomis, tidak larut dalam fase gerak, dan tidak berinteraksi dengan fase gerak
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yang digunakan. Sifat asam lemah dari silika gel membuatnya dapat digunakan
untuk membedakan steroid, asam amino, alkaloid, dan lainnya (Rosamah, 2019).

Permukaan silika gel mengandung gugus hidroksil yang dapat membentuk
ikatan hidrogen yang kuat dengan berbagai senyawa. Semakin kuat ikatan hidrogen,
semakin lama senyawa tertahan pada silika gel. Senyawa polar cenderung diserap
kuat pada silika gel. Senyawa non polar, yang tidak memiliki gugus fungsi polar,
menjadikannya diserap dengan lemah. Solusinya, pelarut non polar dapat
digunakan untuk mengelusi senyawa non polar (Sarker dkk., 2006).

Fase gerak yang digunakan untuk identifikasi senyawa alkaloid, flavonoid,
fenol, triterpenoid, saponin, dan steroid adalah campuran n-heksana dan etil asetat
dengan perbandingan 2:1, sebagaimana direkomendasikan dalam Farmakope
Herbal Indonesia Edisi II (2017). Sementara itu, untuk identifikasi senyawa
terpenoid digunakan fase gerak n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 4:1.
Pemilihan rasio ini didasarkan pada karakteristik terpenoid yang tersusun dari unit
isoprena (CsHg) dan cenderung non polar, sehingga fase gerak ini diharapkan dapat
mengelusi lebih banyak senyawa non polar (Nurani dkk., 2024). Hal ini akan
mempermudah visualisasi bercak senyawa setelah penyemprotan dengan vanillin-

asam sulfat.
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Gambar 4.2. Identifikasi Alkaloid.
Keterangan: E = Ekstrak Etanol, EA = Fraksi Etil Asetat. Plat hasil elusi pada sinar (a) tampak, (b)
UV 254 nm, (c) UV 366 nm, (d) tampak setelah disemprot Dragendorff. Fase gerak: n-heksana:etil
asetat (2:1). Fase diam: silika gel 60 G.

Identifikasi alkaloid dilakukan menggunakan pereaksi semprot
Dragendorff. Setelah disemprot, kromatogram diamati di bawah sinar tampak.
Hasil uji identifikasi kandungan senyawa ini dapat dilihat pada Gambar 4.1.
Dragendorff dapat mendeteksi senyawa nitrogen yang terdapat dalam alkaloid.
Atom nitrogen tersebut akan membentuk ikatan kovalen dengan ion logam K" dan
membentuk ion kompleks tetraiodobismutat(Ill) (Wahyuni & Marpaung, 2020;
Wigati & Rahardian, 2018). Keberadaan alkaloid ditandai dengan adanya bercak
berwarna jingga setelah disemprot dengan pereaksi Dragendorff (Suhaenah &
Nuryanti, 2017). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa tidak terdapat bercak pada
ekstrak etanol maupun fraksi etil asetat. Oleh karena itu, dapat diketahui bahwa

ekstrak etanol dan fraksi etil asetat legundi tidak mengandung alkaloid.



32

8

L

9

S

i

14

€

4

T

E EA E EA E EA
(b) (©) (d)

Gambar 4.3. Identifikasi Flavonoid.
Keterangan: E = Ekstrak Etanol, EA = Fraksi Etil Asetat. Plat hasil elusi pada sinar (a) tampak, (b)
UV 254 nm, (c) UV 366 nm, (d) UV 366 nm setelah disemprot AICl;. Fase gerak: n-heksana:etil
asetat (2:1). Fase diam: silika gel 60 G.

Identifikasi flavonoid dilakukan menggunakan pereaksi semprot aluminium
klorida (AICIs). Setelah disemprot dengan AlCls, plat dipanaskan pada hot plate
dengan suhu 100°C, lalu kromatogram diamati di bawah sinar ultraviolet (UV) pada
panjang gelombang 366 nm. Hasil uji identifikasi kandungan senyawa ini dapat
dilihat pada Gambar 4.2. AICl; dapat bereaksi dengan flavonoid membentuk
kompleks yang berwarna kuning, di mana ion AI** berikatan dengan tiga gugus O~
dari gugus hidroksil flavonoid, membentuk struktur kompleks yang stabil dan
menyebabkan perubahan warna menjadi kuning setelah disemprot dengan pereaksi
AICL: (Beda, 2018). Keberadaan flavonoid ditandai dengan adanya bercak
berwarna kuning atau biru (Natasa dkk., 2021). Hasil pengamatan menunjukkan
adanya bercak berwarna kuning dengan nilai Rf 0 pada ekstrak etanol dan fraksi
etil asetat. Selain itu, terdapat bercak berwarna biru dengan nilai Rf 0,78 dan 0,23
pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat. Munculnya bercak berwarna kuning dan

biru pada plat yang telah disemprot AICls di bawah sinar UV 366 mengindikasikan
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keberadaan senyawa flavonoid dalam ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun
legundi (Natasa dkk., 2021). Bercak biru pada fraksi etil asetat diduga adalah
senyawa katekin. Karena menurut Farnsworth (1966), bercak senyawa katekin tidak
berwarna pada sinar tampak dan UV sebelum disemprot dan berwarna biru setelah

disemprot aluminium klorida.
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Gambar 4.4. Identifikasi Fenol.
Keterangan: E = Ekstrak Etanol, EA = Fraksi Etil Asetat, G = Standar Asam Galat. Plat hasil elusi
pada sinar (a) tampak, (b) UV 254 nm, (¢) UV 366 nm, (d) tampak setelah disemprot FeCls. Fase
gerak: n-heksana:etil asetat (2:1). Fase diam: silika gel 60 G.

Identifikasi fenol dilakukan menggunakan pereaksi semprot besi(IIl)
klorida (FeCls). Setelah disemprot dengan FeCls, plat dipanaskan pada hot plate
dengan suhu 100°C, lalu kromatogram diamati di bawah sinar tampak atau visibel.
Pada identifikasi ini, asam galat digunakan sebagai standar. Hasil uji identifikasi
kandungan senyawa ini dapat dilihat pada Gambar 4.3. FeCls dapat bereaksi
dengan gugus fenol dalam sampel dan tereduksi menjadi Fe?" sehingga membentuk
warna biru kehitaman (Sayakti dkk., 2022). Keberadaan fenol ditandai dengan
adanya bercak berwarna gelap (hitam, ungu, biru tua atau coklat (Suhaenah &
Nuryanti, 2017). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa terdapat warna biru
kehitaman pada totolan standar asam galat, namun tidak ada bercak yang muncul
pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi. Bercak berwarna biru

kehitaman pada plat yang telah disemprot FeCls di bawah sinar tampak
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mengindikasikan keberadaan senyawa fenol dalam sampel (Suhaenah & Nuryanti,

2017).
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Gambar 4.5. Identifikasi Terpenoid.
Keterangan: E = Ekstrak Etanol, EA = Fraksi Etil Asetat. Plat hasil elusi pada sinar (a) tampak, (b)
UV 254 nm, (c) UV 366 nm, (d) tampak setelah disemprot vanillin-asam sulfat dan dipanaskan.
Fase gerak: n-heksana:etil asetat (4:1). Fase diam: silika gel 60 G.

Identifikasi terpenoid dilakukan menggunakan pereaksi semprot vanillin-
asam sulfat. Setelah disemprot, plat dipanaskan pada Aot plate dengan suhu 100°C,
lalu kromatogram diamati di bawah sinar tampak (Sarker dkk., 2006). Hasil uji
identifikasi kandungan senyawa ini dapat dilihat pada Gambar 4.4. Vanillin-asam
sulfat dapat digunakan untuk identifikasi keberadaan terpenoid. Hal ini ditandai
dengan adanya bercak berwarna ungu (Indrayudha & Cahyani, 2020). Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa terdapat bercak berwarna ungu kehitaman yang
muncul pada plat yang telah disemprot dan diamati di bawah sinar tampak. Menurut
Indrayudha & Cahyani (2020), bercak berwarna ungu yang muncul pada plat yang
telah disemprot wvanillin-asam sulfat mengindikasikan keberadaan senyawa

terpenoid dalam sampel.
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Gambar 4.6. Identifikasi Triterpenoid, Saponin, dan Steroid.
Keterangan: E = Ekstrak Etanol, EA = Fraksi Etil Asetat. Plat hasil elusi pada sinar (a) tampak, (b)
UV 254 nm, (c) UV 366 nm, (d) tampak setelah disemprot Liebermann-Burchard. SA = Saponin,
ST-SA = Steroid-saponin, T-ST = Triterpenoid-steroid. Fase gerak: n-heksana:etil asetat (2:1).
Fase diam: silika gel 60 G.

Identifikasi senyawa metabolit sekunder golongan triterpenoid, saponin,
dan steroid dilakukan menggunakan pereaksi semprot Liebermann-Burchard.
Setelah disemprot, plat dipanaskan pada hot plate dengan suhu 100°C, lalu
kromatogram diamati di bawah sinar ultraviolet (UV) pada panjang gelombang 366
nm. Hasil uji identifikasi kandungan senyawa ini dapat dilihat pada Gambar 4.5.
Liebermann-Burchard dapat bereaksi dengan gugus OH yang terdapat dalam
senyawa triterpenoid atau steroid dan membentuk senyawa ester (Setyawaty dkk.,
2020). Keberadaan triterpenoid-steroid ditandai dengan adanya bercak berwarna
kuning pada plat yang telah disemprot Liebermann-Burchard pada sinar tampak
maupun UV (Oleszek dkk., 2008). Sementara itu, keberadaan saponin ditandai
dengan adanya bercak berwarna merah pada plat yang telah disemprot Liebermann-
Burchard (Widyaningrum & Ningrum, 2021). Menurut Farnsworth (1966),
keberadaan steroid-saponin ditandai dengan adanya bercak berwarna biru atau biru

kehijauan.
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Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat terdapat warna kuning ringan yang mengindikasikan adanya triterpenoid-
steroid dan warna merah muda yang mengindikasikan adanya saponin (Oleszek
dkk., 2008; Widyaningrum & Ningrum, 2021). Selain itu, pada fraksi etil asetat,
terdapat bercak biru yang mengindikasikan adanya steroid-saponin (Farnsworth,
1966). Dengan demikian, kedua sampel diketahui sama-sama mengandung
triterpenoid, saponin, dan steroid. Ekstrak etanol Seluruh hasil identifikasi senyawa
metabolit sekunder ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun legundi dapat dilihat
pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Daun Legundi.

Pereaksi Senyawa yang Ekstrak  Fraksi Etil
Semprot Diidentifikasi Warna Bercak Etanol Asetat
Dragendorff Alkaloid - - -
AlCI3 Flavonoid Biru + +
FeCls Fenol - - -
Vanillin-asam . Ungu-
sulfat Terpenoid kehitaman " "
Saponin Merah muda + +
Liebermann- . Kuning samar
: ’ + +
Burchard Steroid biru
Triterpenoid Kuning samar + +

Referensi: Farnsworth, 1966; Indrayudha & Cahyani, 2020; Natasa dkk., 2021; Oleszek dkk.,
2008; Widyaningrum & Ningrum, 2021

Dalam penelitian ini, dapat diketahui bahwa ekstrak etanol mengandung
metabolit sekunder berupa flavonoid, terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid.
Senyawa serupa juga teridentifikasi pada fraksi etil asetat. Data pengamatan berupa
warna bercak serta nilai Rf masing-masing senyawa tercantum pada Lampiran 2.
Terdapat beberapa perbedaan hasil antara penelitian ini dan penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Indrayudha & Cahyani (2020). Penelitian sebelumnya
menyatakan bahwa terdapat senyawa alkaloid dalam ekstrak etanol daun legundi
dan senyawa fenol dalam fraksi etil asetat daun legundi. Sementara itu, kedua
senyawa tersebut tidak ditemukan dalam penelitian ini. Selain itu, hasil identifikasi
pada penelitian ini menunjukkan adanya senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat
daun legundi, sedangkan senyawa ini tidak ditemukan dalam penelitian sebelumnya

(Indrayudha & Cahyani, 2020).
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Perbedaan kandungan metabolit sekunder tersebut dapat disebabkan oleh
banyak hal seperti perbedaan kualitas daun, ketersediaan unsur hara, kondisi
geografi dan demografis (Pratama & Mahmudah, 2024). Selain itu, perbedaan
faktor lingkungan, metode identifikasi (seperti fase gerak dan fase diam), metode
ekstraksi dan fraksinasi juga memengaruhi perbedaan senyawa yang terkandung
dalam sampel. Faktor lingkungan seperti suhu, kelembaban, dan intensitas cahaya
dapat memengaruhi biosintesis metabolit sekunder pada tanaman. Metode ekstraksi
yang digunakan, seperti perbedaan waktu dan suhu ekstraksi dapat memengaruhi
jenis dan konsentrasi senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Demikian pula,

teknik fraksinasi yang berbeda dapat menghasilkan profil metabolit yang berbeda.

4.3 Hasil Uji Aktivitas Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Daun
Legundi Terhadap Penghambatan Polimerisasi Hem

Dalam pengujian yang telah dilakukan, kurva baku dibuat untuk mengetahui
hubungan antara konsentrasi hematin dan absorbansinya (Zakiah dkk., 2021). Dari
nilai absorbansi kurva baku, dilakukan analisis regresi linear sederhana (y = bx +
a) dan uji koefisien determinasi (R?) untuk mengetahui hubungan konsentrasi
hematin dan absorbansinya. Hasil analisis regresi linear dapat dilihat pada Gambar
4.6 dengan data yang lebih rinci tersedia pada Lampiran 4. Data ini selanjutnya
akan digunakan untuk menghitung persentase penghambatan polimerisasi hem.
Untuk memperoleh model regresi yang mencerminkan kondisi sebenarnya, nilai
koefisien determinasi diusahakan mendekati satu (Muniroh dkk., 2024). Menurut
SNI 6989.2:2009 (2009), nilai minimum yang dapat diterima untuk koefisien
korelasi regresi linear (r) atau koefisien determinasi (R?) sebesar > 0,995.
Berdasarkan hasil analisis, nilai regresi linear yang diperoleh dalam penelitian ini
telah memenuhi standar tersebut, sehingga hubungan antara konsentrasi dan

absorbansi dapat dikatakan kuat dan valid.
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Gambar 4.7. Grafik Kurva Baku Hematin.

Hasil uji aktivitas penghambatan polimerisasi hem dapat dinyatakan dalam nilai
konsentrasi hambat 50% (ICso), yaitu konsentrasi yang dapat menghambat
polimerisasi hingga 50% dari total (Arnida dkk., 2021). Data hasil uji aktivitas
penghambatan polimerisasi hem daun legundi terdapat pada Tabel 4.2. dengan data
yang lebih rinci tersedia pada Lampiran 5. Sementara itu, hasil analisis statistik
probit tersedia pada Lampiran 6. Suatu sampel dapat dikatakan memiliki aktivitas
penghambatan polimerisasi hem jika memiliki nilai ICso kurang atau sama dengan
klorokuin (Ghani dkk., 2024). Berdasarkan studi yang dilakukan oleh Baelmans
dkk. (2000), nilai ICso untuk klorokuin sulfat tercatat sebesar 37,50 uM atau setara
dengan 11,99 pg/mL. Sementara itu, hasil penelitian terbaru oleh Ghani dkk. (2024)
melaporkan nilai ICso klorokuin sulfat sebesar 37,50 + 0,60 uM atau 11,99 + 0,19
ng/mL. Berdasarkan data pada Tabel 4.2., baik fraksi etil asetat maupun ekstrak
etanol daun legundi menunjukkan tidak adanya aktivitas penghambatan
polimerisasi hem.

Tabel 4.2. Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Polimerisasi Hem Fraksi Etil Asetat
dan Ekstrak Etanol Daun Legundi.
Sampel ICso (Rata-rata + SD)

Fraksi Etil Asetat 189,69 + 16,59

Ekstrak Etanol 13,85+ 1,14

Nilai ICso ekstrak etanol lebih rendah dibandingkan fraksi etil asetat, yang
menunjukkan bahwa ekstrak etanol memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi
hem yang relatif lebih baik. Perbedaan ini kemungkinan disebabkan oleh perbedaan

konsentrasi dan jenis metabolit sekunder yang terkandung dalam kedua sampel.
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Ekstrak etanol mengandung metabolit sekunder yang lebih banyak dan lebih
beragam, sementara fraksi etil asetat terdiri dari senyawa yang telah terfraksinasi
sehingga jumlah dan jenisnya lebih terbatas. Nilai ICso fraksi etil asetat yang lebih
tinggi juga menunjukkan bahwa senyawa-senyawa semipolar yang ditarik oleh etil
asetat kemungkinan tidak berperan aktif dalam mekanisme penghambatan
polimerisasi hem.

Etanol memiliki sifat universal, yang berarti dapat menarik senyawa polar
hingga non polar. Hal ini disebabkan oleh adanya dua gugus fungsional dengan
tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu gugus hidroksil yang bersifat polar dan gugus
alkil yang bersifat non polar (Nurliansyah dkk., 2024; Pangisian dkk., 2022).
Sementara itu, etil asetat dapat menarik senyawa maupun non polar (Putri &
Warditiani, 2013). Pada penelitian ini, proses fraksinasi dilakukan secara bertingkat
menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat. Akibatnya, senyawa non polar
dalam ekstrak etanol telah terpisahkan terlebih dahulu oleh pelarut n-heksana,
sehingga diduga hanya senyawa semipolar yang ditarik oleh etil asetat. Dengan
demikian, fraksi etil asetat dalam penelitian ini diperkirakan mengandung senyawa
semipolar, sementara senyawa non polar sebagian besar telah terpisahkan selama
proses fraksinasi dengan pelarut n-heksana.

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, salah satunya terkait
penggunaan pelarut DMSO 10% yang memiliki keterbatasan dalam melarutkan
fraksi etil asetat daun legundi. Hal ini dapat disebabkan oleh perbedaan polaritas
antara sampel dan pelarut. Kondisi ini berpotensi menyebabkan sejumlah senyawa
aktif tidak larut sepenuhnya. Akibatnya, kemampuan aktivitas penghambatan
polimerisasi hem dari fraksi etil asetat menjadi tidak tercermin secara maksimal
dalam hasil uji yang diperoleh.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa baik ekstrak etanol maupun fraksi etil
asetat daun legundi tidak memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi hem.
Meskipun ekstrak etanol memiliki nilai ICso yang lebih rendah daripada fraksi etil
asetat, nilainya masih lebih tinggi dari ICso klorokuin sebagai standar, sehingga
belum dapat dikatakan memiliki aktivitas penghambatan polimerisasi hem.
Perbedaan nilai ICso antara kedua sampel diduga disebabkan oleh adanya perbedaan

konsentrasi dan jenis metabolit sekunder yang terkandung dalam kedua sampel.
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Selain itu, terbatasnya kemampuan fraksi etil asetat dalam merepresentasikan
potensi aktivitas penghambatan polimerisasi hem secara optimal juga diduga

berkontribusi terhadap tingginya nilai ICso yang diperoleh.



BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

. Ekstrak etanol daun legundi mengandung metabolit sekunder berupa flavonoid,

terpenoid, triterpenoid, saponin, dan steroid. Fraksi etil asetat juga mengandung

metabolit sekunder serupa.

. Ekstrak etanol daun legundi memiliki aktivitas yang lebih baik dibanding fraksi

etil asetat dalam menghambat polimerisasi hem.

5.2 Saran

. Perlu dilakukan fraksinasi menggunakan pelarut lain yang kepolarannya
mendekati DMSO 10% agar fraksi dapat larut dan menunjukkan seluruh
potensinya dalam aktivitas penghambatan polimerisasi hem.

. Perlu dilakukan identifikasi senyawa spesifik pada ekstrak etanol maupun fraksi
etil asetat untuk mengetahui aktivitas yang berpotensi dimiliki oleh kedua
sampel ini.

. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut terhadap sel Plasmodium falciparum
untuk mengevaluasi secara langsung kemampuan fraksi etil asetat maupun

ekstrak etanol dalam membunuh sel parasit.
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Lampiran 1. Hasil Determinasi Simplisia Daun Legundi (Vitex trifolia L.)

Laporan Hasil Uji ini hanya berlaku untuk sampel tersebut di atas. Laporan Hasil Uji terdiri dar
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HASIL PENGUJIAN

: TL.02.04/D.X1.6/24934.1172/2024
Nomor pengujian : PE/X/2024/39
Halaman : 2dari 2
Parameter Satuan Hasil Metode Uji / Teknik
Determinasi Tanaman Organoleptik
Famili .
Sinonim -

Laporan Hasil Uji ini hanya berlaku untuk sampel tersebut di atas. Laporan Hasil Uji terdiri dari 2 halaman dan merupakan
bagian yang tidak dapat dipisahkan.



Lampiran 2. Hasil Pengamatan Warna Bercak dan Nilai Rf

Identifikasi alkaloid dengan pereaksi semprot Dragendorff

Fase gerak: n-heksana:etil asetat (2:1)

Hasil Pengamatan Bercak

Pereaksi
Sampel Bercak Rf Visibel ;js\; UV 366 Semprot
1 0.04 ) ) Merah i
’ muda
2 0.5 ) ) Merah )
Fraksi Etil Asetat I\Ijlmrdelll
3 0,625 - - cra )
muda
Merah
) 07> ] ] muda )
Merah
! 0.04 ) ) muda )
2 0.51 3 ) Merah i
Ekstrak Etanol muda
3 0.65 ) ) Merah )
’ muda
4 0.76 ) ) Merah i

muda




Identifikasi flavonoid dengan pereaksi semprot AlCl3

Fase gerak: n-heksana:etil asetat (2:1)

51

Hasil Pengamatan Bercak Pereaksi
Sampel Bereak  Rf 5 Ghel UV254 UV 366 Semprot
1 0.06 ) ) Merah i
muda
2 0,11 - - - Biru
3013 - Hijau . .
tua
4 0,23 - - - Biru
Merah
Fraksi Etil > 046 - - muda -
Asetat 6 0.6 ) ) Merah i
muda
7 0.64 ) ) Merah i
muda
8 0,74 - - Merah Merah muda
muda
9 0,77 ) ) Merah i
muda
1014 - Hjau . .
tua
2 0,48 - - - -
Ekstrak Etanol 3 0.76 ) ) Merah i
muda
4 6,1 - - Merah -
5 6,2 - - - Biru
Identifikasi fenol dengan pereaksi semprot FeCls
Fase gerak: n-heksana:etil asetat (2:1)
Hasil Pengamatan Bercak Pereaksi
Sampel Bercak  Rf Visibel ;J;; UV 366 Semprot
1 0,45 ) - Merah -
muda
Fraksi Etil - Merah -
Asetat 2 0.6 ) muda
3 0.7 ) - Merah -
muda
1 0.45 ) - Merah -
muda
Ekstrak Etanol 2 0,6 - ) Merah i
muda
- Merah -

muda




Identifikasi terpenoid dengan pereaksi semprot vanillin-asam sulfat

Pereaksi semprot: n-heksana:etil asetat (4:1)

52

Hasil Pengamatan Bercak

Pereaksi
Sampel  Bercak  Rf Visibel fs‘; UV366  Semprot
Kuning- . Merah Ungu-
1 0 kecokelatan Hitam muda kehitaman
2 0,075 - Hitam Hitam -
3 0.21 ) i Merah )
muda
FraksiEtl 4 03 - . Memh -
muda
Asetat Merah
5 0,4 - - .
muda
6 0,54 ) i Merah )
muda
7 0625 - . Menh -
muda
Kuning- . Merah Ungu-
I 0 kecokelatan Hitam muda kehitaman
2 0,09 - Hitam Hitam -
3 0.19 ) i Merah )
muda
4 0225 - . Merah -
muda
Ekstrak 503 . : . Ungu-
kehitaman
Etanol Merah
6 039 - . - -
muda
7 0,54 ) i Merah )
muda
3 0,59 ) i Merah )
muda
9 0,625 . . Memh .

muda




Identifikasi triterpenoid, saponin, dan steroid dengan pereaksi semprot
Liebermann-Burchard

Fase gerak: n-heksana:etil asetat (2:1)
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Hasil Pengamatan Bercak

Sampel Bercak Rf Visibel ;JS\; UV 366 Pereaksi Semprot
1 0 - Hitam Merah Kuning samar
muda
2 0,05 - Hitam Merah Merah muda
muda
3 014 - - Merah Putih
muda
Merah .
4 0,2 - - muda Kuning
5 0,26 - - Merah Kuning samar
muda
Fraksi Etil Merah .
Asetat 6 0,31 ) ) muda Biru
7 0,44 - - Merah Merah muda
muda
8 055 - i Merah Merah muda
muda
9 0,7 - - Merah Merah muda
muda
10 0,79 - - Merah Merah muda
muda
11 086 - - Merah Biru
muda
. Merah . .
1 0 - Hitam muda Kuning ringan
2 0,05 - - Merah Merah muda
muda
Ekstrak 3 0,56 - - Merah Merah muda
Etanol muda
4 0,71 - - Merah Merah muda
muda
5 0,81 - - Merah Merah muda

muda
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Lampiran 3. Mapping Pembacaan Absorbansi Pada Microplate 96 Sumuran.

1 2

A KB39 KB39
B KB 7.8 KB 78
C KB 156 | KB 156
D KB3125|KB31.25
E KB625 | KBo625S
F KB 125 KB 125
G KD KD

H KNa KNa

Keterangan:

KB = Kurva baku

KD = Kontrol DMSO 10%

KNa = Kontrol NaOH 0,2 M

E = Ekstrak etanol daun legundi
EA = Fraksi etil asetat daun legundi

10

11

12

EA 125

EA 125

EA 125

EA 250

EA 250

EA 250

EA 500

EA 500

EA 500

EA 625

EA 625

EA 625

EA 750

EA 750

EA 750

EA 875

EA 875

EA 875

EA 1000

EA 1000

EA 1000




Lampiran 4. Kurva Baku Uji Aktivitas Penghambatan Polimerisasi Hem.

Konsentrasi _Absorbansi Fraksi Etil Asetat - Pengujian 1

39 1,9156 205
7,8 1,92795 :
’ ’ 7 y=0.0017x + 1.9119 e
31,25 1,96525 § 2 R2=0.9973 .
62,5 2,01735 5 Pt
2195 | e
< «®
1.9
0 20 40 60
Konsentrasi Hematin (ppm)
KOH;C;IH’&SI AZSBTTEHSI Fraksi Etil Asetat - Pengujian 2
7,8 2,0372 2.2000 ..
31,25 2,0932 221500 | YT 0£0_3 10ng 61é9897
62,5 2,1816 £ 2.1000 RSNt
£ 2.0500 .
2.0000 —®
0 20 40 60
Konsentrasi Hematin (ppm)
Kons7€r81trasi At;S(())rlblaznsi Ekstrak Etanol - Pengujian 1
. ’ 2.2000
15,6 2,0372 ’ @
- ’ 'z y=0.0031x+1.9897 .
31,25 2,0932 g 2.1500 R2=0.9968 .
62,5 2,1816 g 2.1000 .
£ 2.0500 .
2.0000 &
0 20 40 60
Konsentrasi
Konzegltram AbZS(l)gbsalnSl Ekstrak Etanol - Pengujian 2
78 2.2039 2.4500
’ ’ 7 24000 ~0.0016x +2.1888 e ®
62,5 2,2875 £ 2.3500 y R2 = ())(999 ............
125 2,3961 g 2.3000 e
222500 | e
< 22000 @@
2.1500
0 50 100

Konsentrasi

80

80

80

150
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Lampiran 5. Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Polimerisasi Hem.

Uji Rata-rata o ICso Rata-rata
Sampel Ko- Kons. Absorbansi YoPenghambatan (ug/mL) +SD
1000 1,9144 98,38%
500 1,9781 57,15%
I 62,5 2,04035 16,86% 177,962
e 7,8 2,04925 11,10%
b b b :l:
F riiiltim 625 2,0103 90,13% 181966599
500 2,0842 54,62% ’
2 250 2,0886 52,54% 201,417
125 2,1248 35,14%
62,5 2,1350 30,26%
7,8 2,26165 34,13%
1 11,7 2,1918 51,05%
15,6 2,16365 57.87% 13,043
Ekstrak 23,55 2,15275 60,51% 13,85+
Etanol 31,25 2,2099 89,58% 1,14
15,6 2,2568 66,43%
2 11,7 2,34765 21,57% 14,661
7,8 2,36 15,48%
Rumus Persentase Penghambatan Polimerisasi Hem
Penghambatan (%) _ B—hematin kontrol l.)MSO 10% — f—hematin sampel X 100%
B—hematin kontrol DMSO 10%
Nilai Konsentrasi Hematin dalam Kontrol DMSO 10%
Uji . Rata-rata B-
Sampel Ke- Rumus Regresi Absorbansi Hematin
1 y =0,0031x + 1,9897 2,4048 133,1903
Ekstrak Etanol
2 y=0,0016x +2,1888 2,39135 126,5938
Fraksi Etil 1 y=0,0017x + 1,9119 2,0664 90,8824

Asetat 2 y=0,0031x + 1,9897 2,198 67,1935
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Lampiran 6. Analisis Statistik Probit dengan SPSS Versi 25.

Hasil Pengujian Pertama Fraksi Etil Asetat
Confidence Limits

95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Probability Kons log(Kons)
Estimate Lower Upper Estimate Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
.010 2.415 . . .383
.020 3.997 i . .602
.030 5.503 i . 741
.040 6.999 . . .845
.050 8.511 . . 930
.060 10.053 . . 1.002
.070 11.633 . . 1.066
.080 13.258 . . 1.122
.090 14.931 . . 1.174
.100 16.658 . ) 1.222
.150 26.205 . ) 1.418
.200 37.562 ) . 1.575
250 51.158 . . 1.709
.300 67.513 . . 1.829
.350 87.303 . . 1.941
400 111.420 . . 2.047
450 141.078 . ) 2.149
PROBIT® 500 177.962 . ) 2.250
.550 224.490 . . 2.351
.600 284.244 . . 2.454
.650 362.766 . ) 2.560
700 469.102 . ) 2.671
750 619.077 . . 2.792
.800 843.144 . . 2.926
.850 1208.590 . . 3.082
.900 1901.239 . . 3.279
910 2121.093 . . 3.327
.920 2388.839 . . 3.378
.930 2722.412 . ) 3.435
.940 3150.312 . ) 3.498
950 3721.014 . . 3.571
.960 4524.949 . ) 3.656
.970 5755.085 . . 3.760
.980 7922.897 . . 3.899

.990 13112.963 . . 4.118
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Hasil Pengujian Kedua Fraksi Etil Asetat
Confidence Limits

95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
Probability Kons log(Kons)
Estimate Lower Upper Estimate Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
.010 3.434 i . .536
.020 5.534 . . 743
.030 7.491 . . .875
.040 9.406 . ) 973
.050 11.320 . ) 1.054
.060 13.253 . . 1.122
.070 15.218 . . 1.182
.080 17.223 . ) 1.236
.090 19.275 . ) 1.285
.100 21.380 ) . 1.330
.150 32.833 ) . 1.516
.200 46.173 . . 1.664
250 61.862 . . 1.791
.300 80.446 . . 1.906
.350 102.617 . ) 2.011
400 129.279 . ) 2.112
450 161.652 . ) 2.209
PROBIT? 500 201.417 ) . 2.304
.550 250.963 . . 2.400
.600 313.807 . . 2.497
.650 395.344 . ) 2.597
.700 504.300 . . 2.703
750 655.798 . . 2.817
.800 878.629 . . 2.944
.850 1235.608 . . 3.092
.900 1897.548 . . 3.278
910 2104.713 . ) 3.323
.920 2355.480 . ) 3.372
930 2665.831 . . 3.426
.940 3061.023 . . 3.486
950 3583.734 . . 3.554
.960 4312.986 . . 3.635
.970 5415914 . . 3.734
.980 7330.500 . . 3.865

.990 11812.282 . . 4.072




Hasil Pengujian Pertama Ekstrak Etanol

Confidence Limits

o ..
95% Confidence Limits for Kons 95% Confidence Limits for

Probability log(Kons)*
Estimate Lower Upper Estimate Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
.010 284 .005 1.058 -.547 -2.301 .025
.020 444 012 1.426 -.352 -1.904 154
.030 591 .022 1.724 -229 -1.652 237
.040 732 .034 1.989 -.136 -1.463 299
.050 871 .049 2.234 -.060 -1.309 .349
.060 1.010 .066 2.466 .004 -1.177 392
.070 1.150 .087 2.690 .061 -1.063 430
.080 1.292 110 2.908 A11 -.960 464
.090 1.436 136 3.121 157 -.866 494
.100 1.583 .166 3.332 .200 -.780 523
150 2.370 377 4371 375 -424 .641
.200 3.265 721 5.432 S14 -.142 735
250 4.299 1.256 6.559 .633 .099 817
.300 5.503 2.061 7.794 741 314 .892
.350 6.918 3.245 9.193 .840 511 963
400 8.597 4.944 10.856 .934 .694 1.036
450 10.607 7.274 13.024 1.026 .862 1.115
PROBIT .500 13.043  10.136 16.348 1.115 1.006 1.213
.550 16.039  13.064 22.189 1.205 1.116 1.346
.600 19.789  15.881 32.218 1.296 1.201 1.508
.650 24589  18.859 48.811 1.391 1.276 1.689
.700 30913  22.301 76.651 1.490 1.348 1.885
750 39.573  26.536 125.624 1.597 1.424 2.099
.800 52.100  32.070 218.682 1.717 1.506 2.340
.850 71.789  39.876 418.503 1.856 1.601 2.622
900 107.456 52.326 949.338 2.031 1.719 2.977
910 118.451 55.861 1157.308 2.074 1.747 3.063
920  131.675  59.967 1435300  2.120 1.778 3.157
930 147.925 64.826 1818.786  2.170 1.812 3.260
940  168.456  70.713 2369.610  2.226 1.849 3.375
950 195.372 78.074  3204.497 2.291 1.893 3.506
960 232.539 87.697  4568.949  2.366 1.943 3.660
970 288.056 101.154  7067.592  2.459 2.005 3.849
980 382.893 122267 12624.209 2.583 2.087 4.101

990  599.638 164.786  31508.653  2.778 2.217 4.498




Hasil Pengujian Kedua Ekstrak Etanol
Confidence Limits

o ..
95% Confidence Limits for Kons 95% Confidence Limits for

Probability log(Kons)®
Estimate Lower Upper Estimate Lower Upper
Bound Bound Bound Bound
.010 4.027 . . .605
.020 4.686 : ) 671
.030 5.158 : ) 712
.040 5.545 ) : 744
.050 5.880 ) : 769
.060 6.182 . . 791
.070 6.459 . . 810
.080 6.718 . . .827
.090 6.962 . . .843
.100 7.195 . . .857
150 8.245 . . 916
.200 9.187 . ) 963
250 10.080 . ) 1.003
.300 10.957 . . 1.040
.350 11.837 . . 1.073
400 12.737 . . 1.105
450 13.673 . . 1.136
PROBIT* .500 14.661 . . 1.166
.550 15.721 . ) 1.196
.600 16.877 . ) 1.227
.650 18.160 ) . 1.259
.700 19.619 . . 1.293
750 21.324 . . 1.329
.800  23.399 . . 1.369
850  26.072 ) ) 1.416
900  29.875 ) ) 1.475
910  30.874 ) . 1.490
920  31.997 ) . 1.505
930  33.279 . . 1.522
940  34.771 . . 1.541
950  36.555 . . 1.563
960  38.768 . . 1.588
970  41.673 ) ) 1.620
980  45.875 . . 1.662

990  53.375 . . 1.727




