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LAPORAN AKHIR 

Tetracera indica (Christm.&Panz) Merr Sebagai Tanaman Obat: Makros-

Mikroskopis, Fitokimia dan Aktivitas Antioksidan 

Latar Belakang (Background) 

        Antioksidan merupakan senyawa yang dapat memperlambat atau menghambat 

reaksi oksidasi, dengan memberikan elektron atau reduktan.1 Antioksidan sangat 
dibutuhkan untuk melindungi tubuh dari paparan radikal bebas karena banyaknya 

radikal bebas yang berasal dari luar tubuh.  seperti dari polutan, rokok atau obat-

obatan tertentu serta radiasi ultraviolet. Antioksidan mampu melindungi molekul 

target dengan cara menangkap radikal bebas, mengurangi pembentukan radikal bebas 
atau merubahnya menjadi senyawa non radikal, mengikat ion logam yang dapat 

menyebabkan timbulnya radikal bebas, memperbaiki organ-organ yang telah rusak 

dan menggantikannya dengan sel baru.2 

       Tetracera indica (Christm. & Panz.) Merr)  merupakan tanaman yang telah 
digunakan secara luas oleh masyarakat sebagai bahan pengobatan tradisional. 

Tumbuhan ini memiliki aktivitas farmakologi seperti menurunkan tekanan darah 

tinggi, antidiabetes dan antihiperurisemia.5 Tumbuhan ini mengandung senyawa 

flavonoid seperti kuersetin, kaemferol, apigenin, rhamnetin dan azaleatin.3 Ekstrak 
etanol batang T. indica mengandung 4 monoflavonoid: wogonin, norwogonin, 

kuersetin dan tektokrisin(4). Sedangkan ekstrak etanol daun T.indica dilaporkan 

mengandung 5,7-dihidroksiflavon-O-8-sulfat, tektokrisin, wogonin, norwogonin, 

kaemferol, dan kuersetin. 5 Isolasi dari ekstrak etil asetat batang T. indica dihasilkan 
asam betulinat dan 5,7-dihidroksil-8-metoksiflavon.6 Ekstrak heksana dari kulit 

batang T. indica mengandung β-sitosterol dan asam betulinat.7 Senyawa kimia lain 

yang dilaporkan dari daun T. indica mengandung 4 senyawa terpenoid yaitu betulin, 

asam betulinat, lupeol dan β-sitosterol.8 
Banyaknya senyawa turunan fenol dan flavonoid yang terkandung dalam T. indica  

menjadi target pengembangan senyawa antioksidan. Konsumsi  antioksidan 

merupakan langkah awal antisipasi pencegahan penyakit kronis. Inilah yang menjadi 

pentingnya riset ini dilakukan dalam penggalian senyawa aktif antioksidan dengan 
menggunakan metode DPPH dan FRAP . Profil senyawa fenol dan flavonoid dari 

ekstrak bertingkat heksan, etil asetat dan metanol dianalisa dengan Kromatografi 

Lapis Tipis (KLT) kemudian dipertegas dengan  LC-MS/MS. 

        Evaluasi makros-mikroskopik tanaman T. indica adalah penting untuk 

autentikasi anatomi  dalam rangka identifikasi awal tanaman. Fragmen spesifik 

dalam tanaman bisa dijadikan sebagai identitas untuk mencegah pemalsuan suatu 

tanaman.9  Ada beberapa spesies yang memiliki kemiripan morfologi, habitat dan 

nama daerah. Kemiripan ini bisa berlanjut ke tahap pemalsuan jika tidak diantisipasi. 

Banyaknya permintaan bahan baku obat tradisional, mendorong untuk mencari 
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fragmen spesifik sebagai identitas  keaslian tanaman. Analisa fitokimia dengan LC-

MS/MS dilakukan untuk menganalisa kandungan awal senyawa kimia dalam 

tanaman dan analisa senyawa marker. 

Urgensi Penelitian 

Pemanfaatan hasil riset obat tradisional harus didorong oleh penyediaan bahan baku 

yang aman, berkualitas dan bermanfaat. Untuk memenuhi permintaan bahan baku 

tersebut, evaluasi makros-mikroskopis  T.indica  merupakan  langkah awal untuk 

menjaga autentikasi tanaman. Autentikasi menjadi hal penting untuk menjamin 

kebenaran tanaman yang digunakan. Deteksi dini senyawa kimia untuk mengetahui 

profil kimia dan  senyawa marker yang memberikan aktivitas farmakologi. Penyakit 

kronis bisa berawal dari seringnya terpapar radikal bebas. Pentingnya pencarian 

senyawa aktif antioksidan untuk menangkal radikal bebas ini.  

 

Tujuan Riset (Objective) 

Sebagai studi awal penemuan senyawa aktif antioksidan yang berkorelasi dengan 

antiinflamasi. Berkembangnya pengetahuan mengenai peran antioksidan dan 

antiinflamasi dalam patofisiologi berbagai penyakit menjadikan T. indica ini prospek 

untuk diteliti. Penelitian obat herbal harus memenuhi standar kualitas, keamanan dan 

manfaat.Untuk memenuhi standar kualitas , bahan baku obat herbal harus dijaga 

autentikasinya melalui pengamatan makros-mikroskopisnya dan evaluasi kandungan 

fitokimianya. 

Metodologi (Method) 

Preparasi simplesia 

Bagian yang digunakan untuk pengamatan makros-mikroskopis adalah daun, akar 

dan ranting tanaman. Tetracera indica (Christm.& Panz) Merr diperoleh dari pusat 

Biofarmaka, IPB, Bogor. Tanaman ini dideterminasi di Organisasi Riset Ilmu 

Pengetahuan Hayati, Pusat Riset Biologi, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN).  

Analisa makroskopis dan mikroskopis  

Organoleptik dan morfologi tanaman dilakukan terhadap bagian daun, ranting dan 

akar T. indica, meliputi ukuran , bentuk, tekstur, warna, permukaan, bau, rasa. 
Mikroskopik dilakukan terhadap penampang melintang dari daun, akar dan ranting 

segar T. indica. Pengamatan mikroskopis juga dilakukan terhadap serbuk daun dan 

ranting T. indica. Sejumlah kecil daun dan serbuk ranting ditempatkan pada cover 

glass dan ditetesi 2-3 tetes kloral hidrat atau aqua dest, masing-masing slide ditutup 
dengan dekglass kemudian diamati di bawah mikroskop. Komponen sel yang 
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berbeda dicatat dan foto diambil menggunakan digital  mikroskop.20 

Ekstraksi 

Daun T. indica diserbuk dan diekstraksi secara maserasi bertingkat dengan pelarut n 

heksana, etil asetat dan metanol. Pelarut diuapkan dengan rotary evaporator dan 

dipekatkan diatas waterbath. Ekstrak kental yang diperoleh disimpan pada suhu 2–8 

derajat celcius untuk pengujian selanjutnya.  

Analisa  Fitokimia 

 Skrining fitokimia dilakukan dengan pengujian senyawa alkaloid dengan pereaksi 

Mayer, Dragendorff, Bouchardat dan Wagner. Uji Shinoda untuk flavonoid, 

Glikosida dengan reaksi Fehling, Fenol dengan FeCl3, Saponin dengan uji busa, 

steroid dan terpenoid dengan Liebermann Burchard,tannindengangelatin+NaCl. 

Penegasan kandungan senyawa fenol dan flavonoid dimonitor dengan KLT. 

 

IdentifikasisenyawadenganLC-MS/MS 

Analisa kualitatif ekstrak dilakukan dengan Liquid Chromatography-Mass 

Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Pengukuran dengan menggunakan 

Waters Acquity UPLC I-Class equipped with XEVO G2-XS QTof mass 

spectrometer. Pemisahan sampel menggunakan kolom tipe ACQUITY UPLC® BEH 

C18 (1.7 µm x 2.1 mm x 50 mm) dengan volume injeksi 1 µl dan full scan m/z 100 – 

1200 (mode ESI). Fase gerak menggunakan pelarut A (H2O + 0.1% formic acid) dan 

pelarut B (acetonitrile + 0.1% formic acid).22 Dengan  memanfaatkan basis database 

senyawa organik, fragmentasi senyawa bisa diidentifikasi.  

 

PengujianKadarFenolTotaldanKadarFlavonoidTotal  

Penetapan kadar fenolik total  dengan pereaksi Folin-ciocalteau dan asam galat 

sebagai standar absorbansi larutan ekstrak diukur dengan microplate reader pada 

panjang gelombang maksimum 760 nm.  Pengujian Kadar Flavonoid Total dengan 

metode kolorimetri dengan pereaksi AlCl3 10% dengan kuersetin sebagai standar. . 

Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan metode FRAP ( Ferric Reducing 

Antioxidant power). Larutan ekstrak 1000 ppm dibuat pengenceran menjadi 500 

ppm. Konsentrasi sampel uji 200 ppm dipipet 30 µL dan ditambahkan 270 µL reagen 

FRAP. Dihomogenkan ±60 detik dan inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C pada 

tempat gelap.16,19  Pengukuran serapan dilakukan pada panjang gelombang 593 nm 

menggunakan microplate reader. Larutan kontrol dibuat dengan cara yang sama 

dimana Ammonium Ferrous Sulfat (AFS) digantikan dengan metanol pro analisa 

dengan volume yang sama. Plate blank berisi metanol pro analisa 300 µL. Kurva 

kalibrasi AFS dibuat dengan 5 seri konsentrasi 75, 150, 300, 600, dan 1200 mM yang 
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dilarutkan dengan aquadest. 

Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH dilakukan dengan metode 

Molyneux dengan sedikit modifikasi.14 Konsentrasi sampel 1000 ppm dalam 

methanol, dibuat 5 seri konsentrasi, dipipet 1 ml dan ditambahkan 4 ml DPPH, 

disonikasi, dan diinkubasi 30 menit pada kondisi gelap. Larutan control  dibuat 

dengan menambahkan 4 ml DPPH kedalam 1 ml metanol.    

Sebagai pembanding digunakan kuersetin. Selanjutnya, diukur absorbansinya 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 516 nm . 

 

Hasil dan pembahasan 

Karakterisasi makroskopis dan organoleptik 

T. indica adalah semak kecil, tingginya mencapai 2 m atau liana kecil, panjangnya 

mencapai 6 m, merayap di tanah atau memanjat ke atas di atas tumbuhan lain, cabang 

banyak (Hoogland 1953). Bagian dan organoleptic tumbuhan T. indica ditunjukkan 
pada gambar 1 dan tabel 1.  

Daun. Daun bagian atas sering mengkilap, glabrous di intervenium, pubescent  di 

midrib, dan berwarna ungu untuk daun muda, sedangkan daun tua berwarna hijau 

tua. Karakter makroskopis daun T. indica ditunjukkan pada tabel 2. 
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Bunga. 2,5 - 3 cm, tangkai bunga 8-15 mm, strigosa, berambut di dekat apex,  
berbulu tepat di bawah bunga tanpa atau dengan 1-3 bracteoles, bracteoles lanset. 

Sepal glabrous di kedua sisi, hijau kekuningan atau sedikit diwarnai merah. Kelopak 

putih kemerahan, benang sari panjang 6-8 mm, merah, putih di bagian dasar, carpels 

glabrous kecuali beberapa panjang 0,5 mm, rambut kaku dan kaku di punggung. 
Ranting. Batang T. indica tergolong lignosus, berwarna hijau kemerahan, licin, lebih 

tua gundul dengan kulit batang coklat keabu-abuan. 

Buah. Buah berbentuk kapsul berkembang di setiap bunga, kapsul hampir bulat, 

berdiameter sekitar 10 mm dengan panjang paruh 2-6 mm, glabrous, mengkilap, 
merah atau coklat kemerahan. 

 

Microscopic characterization of T.indica 

Karakterisasi mikroskopis T.indica 

Daun Tetracera indica. Bagian daun yang diamati ada 2 yaitu lamina dan midrib. 

Lamina epidermis adaksial tidak memiliki stomata. Jaringan palisade yang padat 

terletak di bawah epidermis atas, diikuti oleh parenkim spons. Epidermis abaksial 
memiliki stomata parasit. Lapisan tunggal, sel persegi panjang epidermis dengan 

lapisan kutikula tipis membentuk pelepah. Sel-sel persegi panjang kecil dan trikoma 

uniseriate dengan ujung meruncing adalah ciri-ciri epidermis abaksial. 5-6 lapis 

korteks parenkim mengikuti 2-3 lapis kolenkim hipodermis (Gambar 2). Cortex juga 
mengandung parenkim yang padat dengan kristal raphide, yang tajam (kristal 

kalsium oksalat berbentuk jarum). Gambar 2 menunjukkan gambar mikroskopis 

serbuk daun T. indica. 

Ranting Tetracera indica. Penampang mikroskopis ranting segar T. indica dapat 
dilihat pada Gambar 3. Terdapat butiran pati tidak beraturan, serabut, Ca berbentuk 

jarum kristal oksalat (raphid kristal), sel batu, trikoma multiseluler, floem, dan xilem 

menuju pusat. 

 
Analisis Fitokimia 

Ekstrak T.indica positif mengandung flavonoid, fenol, saponin, tanin, glikosida, 

steroid, dan terpenoid (Tabel 3). Kehadiran metabolit dalam crude ekstrak memiliki 

dampak signifikan pada efek farmakologisnya. 
 

Evaluasi kromatografi ekstrak bertingkat Tetracera indica 

Profil kromatografi lapis tipis ekstrak heksan ranting (TH) dan daun T. indica (LH) 

menunjukkan adanya 2 (Rf 0,8 ; 0,78) dan 3 bercak (Rf 0,8;0,72;0,33) berturut-turut 
pada heksana: sistem pelarut etil (1:1). Ekstrak etil asetat ranting (TE) dan daun (LE) 

T. indica menunjukkan adanya 5 bercak (Rf 0,8;0,79; 0,75; 0,71;0,52) dan 2 bercak 

(0,8; 0,71). Sedangkan ekstrak metanol ranting (TM) dan daun (LM) T. indica sama-

sama menghasilkan 4 bercak (Rf 0,89; 0,81; 0,76; 0,70 dan 0,88; 0,82; 0,70; 0,21; 
0,10) pada etil-metanol (1:1) sistem pelarut. Reagen semprot yang digunakan adalah 

H2SO4 10%. Pengamatan dilakukan secara visual, UV 254 nm dan 366 nm. Warna 
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spot didominasi warna kuning yang menunjukkan adanya senyawa flavonoid. 
 

Kandungan Fenolik Total (TPC) dan Kandungan Flavonoid Total (TFC) 

TPC ditentukan dengan metode Folin–Ciocalteu pada panjang gelombang 750 nm 

dengan standar asam galat dengan persamaan regresi y = 0,0087x – 0,1084 dengan 
koefisien korelasi (r) = 0,9976. Berdasarkan grafik nilai TPC tertinggi terdapat pada 

ekstrak etil asetat cabang T. indica (TE) yaitu sebesar 340,652 mg GAE/gram ± 

6,303. Kandungan fenol yang tinggi berdampak pada efek antioksidan. Hal ini juga 

diperkuat dari analisis kualitatif LC-MS/MS, sebagian besar senyawa yang 
terkandung dalam ekstrak etil asetat ranting T. indica merupakan senyawa turunan 

fenol. Senyawa fenolik adalah senyawa yang terbentuk sebagai antioksidan. TFC 

ditentukan melalui metode kolorimetri dengan standar AlCl3 dan quercetin dengan 

persamaan regresi y = 0,0053x + 0,0177 dengan koefisien korelasi (r) = 0,9999. 
Prinsip metode ini adalah terbentuknya kompleks yang stabil antara aluminium 

klorida dengan gugus keto pada atom C-4 dan gugus hidroksi pada atom C-3 atau C5 

pada flavonol dan flavon. dengan hidroksil pada posisi orto pada cincin B flavonoid 

(Sembiring et al., 2018). Senyawa kompleks tersebut, menyebabkan pergeseran 
panjang gelombang ke arah tampak yang ditandai dengan larutan berwarna kuning. 

Kalium asetat ditambahkan untuk mengionisasi gugus 3 dan 4'-OH yang tidak 

terkompleks dengan gugus Al3+ dan 7-hidroksil sehingga dapat mempertahankan 

panjang gelombang pada daerah tampak. 17. Berdasarkan grafik nilai TFC tertinggi 
terdapat pada ekstrak etil asetat ranting T. indica (TE) yaitu 427,967 ± 37,037 mg 

QE/gram ekstrak. Nilai TPC dan TFC seperti terlihat pada Gambar 4. 

 

Aktivitas Antioksidan  Ekstrak Bertingkat 

Uji DPPH ditentukan menggunakan quercetin sebagai standar. Ekstrak n-heksana 

ranting T. indica terbukti sebagai antioksidan yang lemah, sedangkan ekstrak etil 

asetat dan metanol memiliki efek antioksidan yang cukup besar (Gambar 5). 

Menggunakan microplate reader, uji FRAP dilakukan menggunakan larutan standar 
AFS (amonium ferrous sulfate) dan quercetin sebagai kontrol positif. Kemiringan 

regresi linier yang diperoleh dari standar AFS, 0,0015, digunakan sebagai gradien 

untuk mengukur kapasitas reduksi antioksidan. 

 
 Identifikasi ekstrak aktif dengan LC-MS/MS 

Adanya senyawa fenolik berkontribusi dalam menghambat radikal bebas. Identifikasi 

ekstrak aktif etil asetat dan metanol dengan LC-MS/MS mengungkapkan banyak 

senyawa fenolik pada ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol T. indica (Tabel 5). 
 

Diskusi 

Evaluasi makro-mikroskopik tanaman T. indica penting untuk autentikasi anatomi 

dan identifikasi awal tanaman.9 Banyaknya permintaan bahan mentah bahan obat 
tradisional telah mendorong penelitian terhadap fragmen-fragmen tertentu sebagai 

identitas keaslian tumbuhan. Untuk mengidentifikasi pemalsuan dan perlakuan yang 
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tidak tepat dari obat mentah, analisis makro-mikroskopik dapat berguna.9,23. Untuk 
menentukan kandungan senyawa kimia awal tanaman, semua dilakukan profiling 

kemo, dan analisis senyawa penanda. Banyak kelas phytoconstituents yang 

signifikan, termasuk flavonoid, karbohidrat, fenol, saponin, steroid, terpenoid, asam 

amino dan tanin, terdeteksi selama penyaringan fitokimia dan mungkin berdampak 
pada aktivitas farmakologi tanaman. Pengamatan dari penapisan fitokimia, profil 

kromatografi, uji LC-MS/MS daun dan ranting T. indica memberikan gambaran 

senyawa fenolik dan flavonoid yang dominan. Hasil ini juga sesuai dengan hasil 

evaluasi TPC dan TFC. Senyawa fenolik dan flavonoid pada T. indica memiliki 
peran besar dalam aktivitas antioksidan. Profil kromatografi ekstrak n-heksana, etil 

asetat, dan ekstrak metanol menunjukkan perbedaan jumlah fitokonstituen yang 

terdapat pada tumbuhan dengan nilai Rf yang berbeda. Nilai Rf penting dalam 

memahami derajat polaritas.9,23 

 

Uji TPC menggunakan metode Folin-Ciocalteu yang bereaksi dengan senyawa 

fenolik dalam keadaan basa dan menguraikan proton menjadi ion fenolik. Asam 

heteropoli fosfotungstat-fosfomolibdat direduksi oleh ion fenolik, yang ditunjukkan 
dengan perubahan larutan menjadi warna biru. Penambahan natrium karbonat 

meningkatkan kemampuan mereduksi fenol sehingga warna yang diperoleh lebih 

stabil.24 Pada TFC, aluminium triklorida berikatan dengan gugus keto pada atom C-4 

dan gugus hidroksil pada atom C-3 atau C- yang berdekatan. 5 atom dari gugus 
flavon dan flavonol.17 

Karena kemampuannya sebagai agen pereduksi, donor hidrogen, dan pemadam 

oksigen singlet karena karakteristik redoksnya, senyawa fenolik memiliki aktivitas 

antioksidan yang signifikan. Gugus hidroksil pada cincin benzena bertanggung jawab 
atas sifat antioksidan senyawa fenolik.25 Karena elektron cadangan terdelokalisasi di 

seluruh molekul, molekul DPPH lebih stabil dan 

tidak melakukan dimerisasi. Zat antioksidan membantu DPPH dalam proses ini 

dengan mendonorkan satu elektron, menghasilkan penurunan radikal bebas DPPH.2 
Konsentrasi zat uji di mana 50% radikal bebas ditangkap dikenal sebagai IC50, yang 

digunakan untuk mengukur antioksidan. kekuatan. Berdasarkan kategorisasi Blois et 

al (1958), daya antioksidan dalam mereduksi radikal bebas dikategorikan sebagai 

aktivitas ekstrim ( (IC50<50 µg/mL ), kuat 50 – 100 µg/mL, sedang (> 100-150 
µg/mL ), dan lemah >150 µg/mL. Nilai IC50 99,84 µg/mL (kategori kuat), diperoleh 

untuk ekstrak etil asetat ranting. Ekstrak heksana menunjukkan aktivitas lemah. 

Sedangkan ekstrak metanol ranting T. indica menunjukkan aktivitas sedang tetapi 

ekstrak daunnya lemah.Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang 
menyatakan bahwa ekstrak etil asetat berpotensi memberikan efek farmakologis. 

 

Prinsip dasar metode FRAP adalah reduksi kompleks Fe(III)-tripyridyltriazine 

(TPTZ) kuning menjadi kompleks Fe(II)-TPTZ berwarna biru melalui penggunaan 
transfer elektron dari bahan kimia antioksidan. Lebih banyak ion Fe2+ dihasilkan 

dengan peningkatan konsentrasi warna biru, menunjukkan kemampuan antioksidan 
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yang lebih baik. Dalam penelitian ini, uji DPPH dan FRAP digunakan untuk 
mengamati aktivitas penangkapan radikal senyawa. Hasil yang diperoleh dari kedua 

metode tersebut menunjukkan bahwa etil asetat dari ranting T. indica memberikan 

potensi aktivitas antioksidan. 

Hasil analisis LC-MS/MS dapat menggambarkan perbedaan kandungan senyawa 
ekstrak n-heksana, etil asetat, dan metanol dari ranting T. indica. Perbedaan 

kandungan senyawa tersebut digambarkan dengan puncak kromatogram senyawa 

dengan berat molekul yang berbeda. Hasil pemeriksaan LC-MS/MS terhadap ekstrak 

etil asetat dan metanol T. indica terdapat senyawa fenolik dan flavonoid yang 
diketahui memiliki efek antioksidan (Tabel 5)27,28. Ononin, oroxylin A, quercetin 

merupakan senyawa polifenol alami yang termasuk dalam golongan flavonoid. 

Struktur kimia quersetin dan diastereoisomernya sama, dan ini termasuk fenolik, 

yang memiliki gugus hidroksil dan kemampuan untuk menstabilkan radikal bebas. 
Quersetin mereduksi radikal bebas dengan menyumbangkan satu elektron ke gugus 

OH fenolik, dan gugus aromatik tetap stabil dengan resonansi radikal peroksil yang 

dihasilkan. Bentuk radikal dari antioksidan dibuat setelah interaksi dengan spesies 

reaktif awal dan distabilkan oleh delokalisasi muatan yang disebabkan oleh interaksi 
gugus hidroksil fenolik dengan elektron π dari cincin benzena.26,27 

Penelitian ini merupakan uji pendahuluan untuk penelitian selanjutnya yaitu 

pencarian obat yang menghambat aktivitas LOX. Mekanisme kerja inflamasi 

berkaitan erat dengan mekanisme antioksidan.29 Pembentukan radikal bebas akan 
meningkat jika inflamasi tidak segera ditangani. Kadar radikal bebas (Reactive 

Oxygen Species/ROS) yang terlalu tinggi tidak dapat dinetralkan oleh antioksidan 

endogen sehingga akan terjadi ketidakseimbangan antara ROS dan antioksidan 

sehingga terjadi ledakan oksidatif. Jika hal ini dibiarkan terus menerus dapat 
menyebabkan kerusakan sel dan menyebabkan disfungsi organ.30 
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