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RINGKASAN

Telah dilakuken suitu kajian imm dan broaktifeas dan daun tumbuhan Ficrovme
Jovooice B Tumbubar ini dikenal bak di Sumatera Bat tepatnya i daereh Buso
Bukittinggi sebagai “ kayn paik ' dan secara trodiwonal digunakan uatuk mengabati
peryakit mulasis, peayakit kulit dan obat kuet Tumbuhan ini jugd dikenal dengen nama
Ki beahma, K7 pahit, Kayu pahit, dan di Sunda dikenal sebajz taba ulet

Peneiitian i bertujusn untuk mengisobesi senvawe wktl ulaina fraksi etl asetu
diri daun Pierasma srvermcs Bl dengan mengelusidas: struktur molekulnys dan unluk
mengetahu aktivitas farmakofogi scryawa akul tersebut, Uy aktivitas taomakologi yang
dilskakan dimulai dani skrinimg frmskolog, wr antimikroba dengan metoda difisi agar,
uji antiokssdan dengan metods pembeatukan rdikal DEPT(2,2- i) 1-Pikedbidmal)
don soksisstas dengan wetoda = Brine Shrimps Lethality Assay =

Isolasi Kandengun kimia senyawn utama dan fraks ebl ased daun Ficrasma
Javasiva Bl dilakukan dengas metoda mascras menggunakan peiarut metingl Kemudian
dilanyutkin deongan pemeriksaan frake-fraksi dengun kromatograli kelom, kromatogral
lapes tipis, kromalograll preparant dan kromatografi radial, Sewawa nasil isolasi yang
diperoleh adalah seayawn feaolik - yang dibers nami seavawn V-1 berupa krigsad bewprma
putin, tidak Derhiy dengan jarak lelch 189-190°C, Dari duta spektrum UV, R, "H RMI,
U ML, COSY, HSQC, HMBC, dan Massa dikctihu balive senyawa V-1 hasil inolass
adsiah menil 1,4,5 mihidroks: benzoat aiau menil galat

Skrindng hippokoauk terhadap ckstrak metovol dan senyawa V-1 hosil inolas
mesunjikkan sktivies (irmakologi yang paling menonjol schogat retaksas olot das
ponckanan sistém saral pusat Uji tokainitas dengan meloda “Hrine Shrimpe Lethality



i

Assay” memperdihatkan froksi n-heksana memiliki toksisitas LC s lebih tingzs dibanding
fraksi eksirak yang lein vait 2,40 jugiml. Up aktivitas antimikrobis dael fraks) etil aselal
{423 - 14,80 mm menppenakan jamur i Camdide afhicany dan Trichopyion
wrontaprophitea Uji - aktivitas  anbioksidon senyawa V-1 memperlitatkan  aktivitas
antioksidan dengan persentase inhubisi schesar 9537 % pada konsentrasi T mg/ml
terhadap radikal bebas DPPH 005 mM.
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L PENDAHULUAN

LI Eatir Befalane

Sumsteny mecupakun saloh satu bawan wilayoh [sdonesia yang mesiliki
s dongan becagam twnbehan, Beberapn Gantay  tumbwham teryebut telah
diperpunpkaa oleh masyuraka sehagai bahian obat yang dolah secara iradasionsl.
Pada unumeayn penggmmnan ol diwesskion secas fumm tomunen boedmackin
pengalamae taopa deketihin secam pasti akeifitss faemakolopis senyawe yang
terkandung dalum tuenbubim obat tersebut. Usm iy deperlukan sssiu penelitian
yang wistomatis terbadap  haedungan Kimia dan  fasmakologiviyn,  sekingga
didoputkan data dam mfonnes: dish agar pemakmian fumbuhen sehaps obat
dupat clrpemuetgzumg gewibkens (Donates, 1983)

Peayelidilnn wnrany skiifites biokrgis dan kandengan Smin dasi seatu
tmamian pesting sckali, tidsk hasya satok inendapntken senyawa yang borguna
it ternpn, apl jugs wiviuk kepentngsn chononi, Domaksan jiga strukiture kimis
bare hasil wolasi seatu tanaman dapa dimodifikasi mesiadi strskmar taim yang
mcsnpunya olal chonomi dm cfek (craps yang lebds hadk

Salgh ot tombuhan Swnwtoa ying digunnkan  schagn  pengobatan
Iradisional wi xlalaly Preravue jmvomics Bl yang dikersd denges nams  dawrsh
“hayw pdk” dant famill Slmmoutocess. Tunbuban i dikenul  ballkc Sdawral
Baso, Bukiminggi, Samatera Barat yang digeoakan secarn tradisions! sniuk
miengobati perzyakil malaris, penynkit kalit dam obat kuat (Acbuin, 1987),



Lituk mengagt kearmonss dan keberarn khasiat dan twnbuban Proesana
jervamtea Bl tersebut sk dicoba untuk mengwyi bicekifises clotrak din fraki -
[raksnys yaug dunulai denpan skeining fumakolows, wi satimitrobn dengan
imetoda difus: agar, uji amioksidan dengan meiods peabentakin redikal DPPH (
2, 2-uetiil-| -Piknilhidnezil ) dan toksisitss deagan metoda “Brme Shrimps™,
Koompe! maloda wii sktifitas Biologis il menepakun skrining wwal Maw )l
pendabulimn shtifitas biologis yang dimncang unsuk membedakan setyawa yang
bermanfaas dengan senyaws yang tidak bennanfast secara cepal, dapar dimengerts
dun menghemat braya Prosedur swnl skoming hiasaryn mementukan aktifia dan
sifi Taen yang mungkin ada pads suatu senyawa Uneuk sséanjuinya dilaksukan
uji farmakologss ying spesifik.

Dinei penchinoren kepmeskann tofeh disolas hoberapa senyawa dar daun
Picrasma javoneca 18 disntarsnya javamicio 1, pmamcin K, javanicn H, jevanicin
O, Javaswcin P, Javanicn Q, javeascin R, dann juvandcin S (Khan 2001 ), Infonmasi
knndungan kimsa mavpen akeifites dac sembuhan Piorases jovaecs B i baru
torberas pada kulie betanenyn sa, sedamghan wrksdap dasa hanya Schorapa sajs
Karona it keme tortank untuk mengisalast senyawa dart daun Ploraw favweica
131 im

Berdasarkan oormas detas tefah dicode untuk mengsolisl scmyawi
nletif dan Pievasma josanica B1 ini Metoda yang digunakan untek menssolissd
imefiouti cksraksi dengan ¢am maserasi menyuunakan pelannt metanol Ehstrak
imetamol yarg diperokeh difrakonast desgan berbagad polaeut bendmarkan dnghin
kepolweannys yaitu pefurut neksana, el asetac dan ndutanol ( Das,1969)



a2

Pemisshan senyawa denpas menggusakan metods kromstogafi disntsranyi
kromtogre® kolom G Kromatopsfl rodil, kemudan dilaspuitkan dengan
pemurnian senygws dengun cara rekristalisast, Karak(onsas) senyawn hasit molasi
meliputl pemsenkisan onanoloptis, fsska, kimia dan analsa spekioskopi

1.2, Perumasan Maesalish

Tuswbulin cbat ash ndonesis antara lem Plorasn jovondca Bl masih
benyalc dipakar oleh masyseskat dafam ponpobatan berbagi jenis pesyakit
Pergetalnan i 1cah diwanskan secarn furen temunm  berdesarkan kepadi
ketwasann somata, Dalam cangha inilah diperfukan peselitiog dociul tertdop
kandwnpan imia den  efck formskologisoys sehingga pengobalen secarn
tradigonal soi dapat dapertunggung jawabkiuy secans (lmigh

Metsholit ssamder yang terdapnt pada daun Picrorme javamea |1
beancka ragam jonisnys, bed ini jorldat dan basil g pendatmiuan torhadap
vherok ks (umbuban i Berdaserkan had tessobwe ki tertark untuk
mesgungkapkan senyaws aknf dain yang terdapsl peds bagan dows dan
tiunbahan S rerasne javanmcn B

1.3, Tujuan Penclition

Untek inengusolast das mengeahul kandun g Limin yang rerdopst pada
dawm Plcraoma fawoeies BT dan mengelusidasi struklur molckulnya dengan
andlise spekroskopi LV, IR H-RMI, C-RMI MS  sens melakukan i
pondaludunn todisdag aklifites biologs dkatnsk ternbuh-tumbudian  din weoyiwi
tmums hasil isolasi dengan belerpa ujf famnkologic



1A, Manfunt Penclitisn

Haxil penefitien  dikmspkan  daot  emiberiboan  informest  estang
kandsngan komia yang teedape pada dan Pronsuna jecaca Bl metbonkan
mionuasl tomang okpifias bokogin cosak den fiabsefroks ekalrak  upa
memberikan konstribust dalam mngka mengimventanyt dan mendaiy kckayaon

atum ladonesis kKhusosoya Surasen,



1L TINJAUAN PUSTAKA

11, Tinjauza Gotaws dan Klasifikasi Tumbuban Picraser Jowmicn Bl
Tuanbuliun Peeramrg jovirtco 8] dupnt o Sasd (asiionn sutagnl Denket

[Backer, 1965):

Divesacs . Specmatophys

Klans - Anuospenmae

Sub kiass : Dicotyfedoneas
Ciroop Thalami florae

COrdo * Rutnics

Fasnilia , Simaroubincose
Genut L erasma

Speast * Prorasma javanica B1

Tumbuhan berbentik pohon deagan tings lebih during 20 meter Dam
berbentuk bolat teler |, panjeog tmgkal daun 326 cm, anuk dawer 14 pasang
dizambith desgan unak daun pada njwognyd pasgeng dem 421 cr dan lobee 15-
4.5 an. Buogn majomuk, pasang 6<20 cm (temasuk taagka: 36 on), kefopak
bumgn Dertgs lebar dengan henik sagmps, tidak bertwilu (licin ), panjang 0.5 am,
tajuk hungs (corolls) berwarma panih kehijasan sfan petih kekaowngan, Bunga
St emponyal 4 benang sarl yang terdapen dibawal beluigian vang oanbung,
pargany tenglay st 72,5 o don Kepaba saci dongin pasgaoy 0,75 wm berkbentuk
ke telur, Suak terdaget pads ek bush. pmjpag Wngai 1-1.5 om, borbentuk
bt dun Sordurt deagan pamang 0751 ¢m sorta lobee | om (Hacher 1965,
Buckall 1566)



2.2 Pengwmnnn Tradishonsd Tumbubas Pivasese vk Ui

Aoty dim Kawin e pada when | 983 melskukan survey Srokimas
Sclocrh Bukritings dao dsdmputhan heve pahet (Paovemar e I8 ) yang
secan iodmonnl Sginaban stk ot kit makmna, pesyakt kit dan obar
kit yang dikeral bk didoend Baso-Belutunges, Sumoter Barst schoss “kivn
pok’,

Dulun Saposza swchot yang dasii olch Khan, Kdora dan Omalia
(2001 ) dsyotshan senbutan Sreraona pvanica B baryik Sgurakas sebupa
obvt "eobies”, obat sakit peret, buka borstnah, schagal “fobefage”, vemmifi e,
ekl g dan wandst sotelad kamcunm makan dgeg poays

L3, Kasdungzan Kinsis Tarmbuban Mowwsr frvasics B

Jokn (19701 din kawsrrkawon telah bordesil mongnlasi alkaloid -
Gutolins dart kult batang Sonmoar foawey Bl vang teebob i Tapsa New
Clutlion yeng dibon munn dengan dedsidiobrenatinn (1)

T

(n

Arhain dan Sargent (1589) telah berkused menpisoles 4 scnyiwe alkaloid
dard bl Satang Meaasane i (0 yong twebod didoosh Baso-Deistingys,



2 senyivea diantarseys acdibad bam yait 3-hidsoksi-Kresazion 125 dan $-hidroles.
detuclrokaomation (30 2 acrryasen ltomys ucinlab Reawima (4) don dedridrokeonating
{5k

(25 Ry = CTAH, () Ry =CH-CH,
Ry = O Ry =41

(3} Ry = CH~Chy {3} Ry = CHACEly
Mg = -OH Ry =¥

Vowcalwn (1987) botwsil nenpsolas senyawa palil das kubi batang
Thcnavnsr prvennton B1 yang teabsil dedasrol Beso- Bukamnggl Serdisarkon benl
spekroskops mlsvicker, nfra mesd, 'C RMI (T - 'H Comretssed™ dan "'C - 'H
RO i densd), 11RMI QOCOSY), sertn dihikung denan dats spoksonkopd
s yang mernborikan 3M= 378, dikeraliun somyawy torscbut menpuiyw mnws
mokekul OOy, meriisulian strokam Y (6




Minnddi (1988) telah Dorduedl mowgaoknl mermawn leberpenoid yang
berdussekan spokfroskopi wiravioler, infs merah, C RML 11 RMI sertn
spehtroshopl wessa yong membenkan UM 424, Oieatalni senyvonwa terssbul
itgunyal tumms okl Oyl dengan sraktar M (7) yang desulkan
dengan keridak pastian e rnghan pada stom C 5.9.14 am 16

o

Chmnlo ef af (1989) toloh menpsoles 3 kuassmond bars dan kald batany
Prormona jowamed 131 yang dikolebsl dari Kol Raye Boper lodonesa lan

difreer mama javanem A (81 jvonicm C (91 Gan javamsom B (103

L))
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Koike o af (1991) pga berdest mengiolasi 3 senyaws paliit ol
Pooramme pavorfon B yaie Jovmseiin L), javimin | {120 dao juvamon ) (135
Kewudisn kbu o of (1991} berhusl mengiaolas & glikosida kossvisod das:
Vecrwar pomeonca W yalln pvnicmonida D (14), pvsucnosds 12 (15),
Jrvamiciionds F(16) jnanicimosida G (170, vanionosids H{18)



(12)




(18) Ac

7 Me

(18 H

H
0.0k

Mcﬂ<

H

AC 0H<

0 -Gl
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Tahon 1998 Koike ef af mompubldasian 3 soryawn bars yanje crsoiasi
dari Ladit batarse Movasmo jovaneo BE yailu geemnicin Z (19), désdmjuvenicin Z
(201) ey henviasasliavinson 221 )
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4. Elstrslol dan ¥ rakdnns
Ekstrmhs  morupakan  [wises  pooyacian  sewywasseagawi  komia dar
tuinbel-tutnbalian, hewas dun mkroargankime mesgponnkas pelars senenty
Mesods youg wonon dgarshan defam ohateaky adilah seson), perkobmi.
sokletos dom destilns (Harbome, 1987
Maxerssd inerwpaiont mrods ekt yung paling sederison. Biasniyve
dilabakan dengan carn raeredim sunpel deagan peizns 1etenms dengon bebernps
Kol pegnduloan. Jka tdek dikarskan inin, menorut Fannakope Iadonesa pelaral
untwk masres adaloh cemol, 1oapt dapax puln digassban nic sn campuran g
cumol (Amosmous; |95, Anneeseous, 1986)
Froksieas marupskan peoses memnisshkan kandurgon seryown bades: olam
‘yang ndo dalam ckstrak monjad kampooes vang el sedehan bendasarkam
porbedaan sl kelimuses dalmn polonit yang digmakan. Frakina Masvya
menpgimakon pelanin bonlasakan tigkar bepolararmya dari pebarut nom  polar,
sern polor kemadian poler (Harbose, 1987, Houghion , £995)

L5, Metods Peinisabon din Peosirnine

Metods veny umsn gensican untok mernseblan koenponen-hompines
ayans udsld kiommognali Dafam krosstourafi tedapur das fase yaitu fise
diom dan lee gerok, Pomishan scoyown tecindi kavenn porbednen Saribus
komponen pacs (s e dan fise serak (Jashorme, 1987; lken , 19763

i Wroomitogre® lapis epis (KLT),  fass diem umumiya borepa plat
silika GF yo yong degumakan umsk nijuse kiolitasf yuit oonk melae pola
nods scnyawn yang wsds dalam sanpel Teoyokava seivaws yusy tekand g



ubarn ekstrak daput (bherabwid ey juanieh sodi yamg ada puda plal Pomisalian
yang baik toradi bila antamn oods lersebet lordapst pemiahon yww nysta
{Houghton 1998 T, 1970)

Pampaben senyvisa yong deiju daost difwakan dorgan kromatogrefi
kolom meapgsmskn fae dism wlika dee fase zerak bompa polang yong
bepomnye Sungkaken sooam bowhap (wp pesdent poluriy). Peilopan
kolom diawali Gempan pesbuaian bubie sifia mengpuakin pelarnt yag paling
noa polar. Sawpel yang aken digsahkas dipresbsosbs) dengan memestialiknn
sllike pada pods ekatrak dengin perbandingsn siims (1:1), kamudinn pelanitnya
disaphan dengan ruory ewaporaier sampa ckstrk becbentok serube Sainpel
husel presboorbst ni kowaden dessuldien ke dalas kolom dan dictas dengan
fave werak yamg scsont Pemisaban sorymwo lenjadi kwenn perbodoan afinitas
Jerhadap adsoren (Houghtan , 1998, lhen _ 1976 ).

prakal yamp kotawr dorl bolom bromatogeafi Stimpong don Smoniion
denpmn krowusografi Se& Ups Fraksh-foksi yng memildd nilei RE samm
dlpsberg, kommdian pelaainys éunplom sshingga akan dpcrolh bebovaps
friks:. Noda pade plin KUT (Ndereksi dengan ponampak nods lampu UV xeda
panjang gelombanz 254 nm Untalk SCRYIRS -RTTYERA UL IMEHPUBVE SIS
Kromofor, sofaoghen peew yang tak memil ki guges kramotor diihee dengmm
penarapak nods mop sochen (Houghion , 199%),

Sciwawa hasil isolay jaraeg dicdapathan beruge scnyene muri. Salah ser
cara prnimiseeyn adeeh doogen rekrissalivasd, yeiu bordmarkan  perbodion
kelantan antaa 73t alamn yanp skae dionewiken dongan scwssaa minoe dalae



is

At pelinun ol was campuern polare yany cocok. Felut yun g Sgunakas
dipi besclasarkin kessamqdam melanrie 74 yarg okan dinurnian Pross
rekrisgalisas e dinlmg beberipe kali scheg s Oloeptken kresil musm, dins s
dengan jarnk deleh yang fajam daes menryokknn sstu noda pade plst KLT dengas
herbegal sistem pelang (Shring, 1980, Tomn , 1980)

Poaitonn Nkt wumesn dilakakan et memgunilan spekers
ultravioler, inframerah. Resonmsi Magnet Inti (RMI), EMBC (Hesronucloar
Muloplebond Camrelaboa), HEQC (Hetersauclosr Sangdet Quantum Coevelsticn),
COSY (Cotelsion  Spectroscopy) dan  pekiram  messa  (Harbong, [987,
Stlvergens, 1991).

Spekorum [HTH COSY merupalan spokinm wtokaceiati dengsn coa
irienghatungkan thik-gik  snya dar proton yang terdapal pada spolaram. Jika
pika yang dihes ki menbentik Mg persegi coapet burth proton-poton yaag
borieangpa tersebut salims terkopfing (Silverdain, 1991),

Spcltne HEOC momberiian mfornas towsans koselasi satam susey
proton dengen horbon deom proton (eesehutl  mckekat . Daea spckom HMBC
momBertkan wfomes KEiang Lordasi Mies masng-reasing groton dmgn atom
iben  tssgpanys sl 3 ket (HCSC) aan 3 ks (MaCSCC)
| Sibverstem, | 991 )

2.6. Senynwa Femulik
201 Tlujarare Unum

Senyawa fenokk melipun borancks ragam senyawa yang berasal dan
tumbukan ymg mcmpumyal ciocln arometit mengendung sau atan lebil gugns
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Lidroksil yang tenikat bingsumg (Harboe 1987) Di slam, seyava Tesolk
itemeuknn dalan jumisly kool pada Jemak dan manyak asbati. Somynwn fenolik
ditemuka dafor [wedsh bess dani ddomposis sehilosa, Lign, dan maxrial
vang mesaedan g Keson sepenth bul it dan mumyok burss (Kak 1951)

[Zalam keadaan mumni, sonyawa fenalik sederhams berupe 72 padat tidak
borwamd, teapi binsmeys modah teroksdasi dan berwams  pelap bila boreaksd
dongen udwa  Kelanstan sorpawa fesoltk dalany air berinmbak bila pugus
hidroksil bersantiah bamysh (Robinson. 1994). Hal ini juga berlaks bila semyawa
fenolk berkatm desgan gula sehaps ghkosmde dun basanyn tondapnl dalam
vikoola sel tembulsan (Harhorme. 19873 Seryawa fenolik i umumoya juga lantt
batk dalan pelarut orgamk yang palar Scnyawa fenolik yang kelanatannyn hecdl
datone nir, el o dalan lanwan ok bideoksida encer datam @ Toapi
dolam suasams basa. ‘mu oksidesi sangal momagkat schngea poagpunanm basa
kvt sebiiicrys dilingan (Rolmson, 1994 |,

Asan fenolik yang ek lorue dalun sir dapot dbedakan dad soryawn
fenolik lum yang tidak fnnat dalom awz. Hal im berdasarkas kenyateas balwa asam
forobk dupat Tarit dalan licwtam tatriem Tokarbonat, sercntaen seoyawn ool ik
yang keasammiyn Iebnh neodsh osemedlukan pelamit yang kehassnnya lebih
Iesr Poda wenimmve senyans faolik slami mongmdung otk -Kinangnyn
satu gupws hidroksid, dan Jebdr bamek membentuk scoyawa ofer, ester, afan
glskomds darpadn sorvawa betes. Kelwatan somyawn csier atau cler fenol dalan
mor lebly romdal dunpadda soryuwa feolikiys. saicoien newyawy  gikosidi
Tl ik dobil mudali Terat dalem air (Robimson, 1994



Reherapa cibes senyawa fenobik alam teleh dikotabui stniksurnya. Flavoncid
merupakan golongan ierbese soperd s s toteon {22), asam satislr (23),
asam kafest (24) den mwmjistin (25) Tetapr fonolik monesikiik  sederhana,
Jemilpropanond, dan kuinen fuolik jeea terdapat dalzn jumlal besir, Geberapa
polongnn bahan poliuncr pesning dalem tombahan soperti ligein, molavn, dan
tanin adalud senyawa polifenol.

@: 22)
an

% y

Coow




A

(25}

Feranan bebergpa pelonpan scayawa fooolik seperti lignin mudah diketawi
yalty schognl behan pembangun dinding scl, antosama sbagy pipnen hunga.
Terdapar dugnan bahwa semyiws fenofik sederhans terlibae dalam traaspor
elekon pada forosindesds dan dalam parguiwan akifitas enzim terrentn. Seyawi
fernolik dapat jugs bertindsk schingai pemacn pertwmbraben acsu pendierensasion,
sepert aspn saloilat schegai pomecy slami pembentekan bangs Samromaiis
otatow dan pagn schiagw senywes ponganbad besgn Spiosdela peontarg
(Robinses, 1 994)

Beborapa penin tussbydian terhal meogad) (abien ierhadap scrangan Jmar
karenn senyona Roolik yeeg Cikesdungnyw, tetapi kessfaman tersebut memgkin
bersifie khas, henya ledadep jeois jamar tertonmn, sepert Macrophontim
phasesima ( Gaogopadhyay, 1979)

Beberapa senyawn fenolk bersifit mom  sehadap hewan pesangss
timbeten  dan scranpgs. Hal inl detungukban oleh nhifitas (eflee yaap kust dan
tanaman “ponon vy [ Mk foxicosdiron) dan "pomon sumas” (Rl vernty)
dim Tl Amscrdizccne akibat adenys sevyewe ontedifenol yang memporyai
raniy srining vang panjeog (Gangopadhyay. 1979),
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202, Asam Calut

Asaun galot ndaled amun 34 Srilidroksibowoat | temmasuk A= dalam
golomgan scevewn ansm fnolik, Asem gadsr borbows kel dan messberikan
wama bins e dengsn lanwen femi kioide Didalen tambshun, assn ikt
terdapat dalen bontuk galotanin yang morspakon dclompod g Yang dapal
miengalumi Sideolisis desgan smm asun

Bosmicsts asan galee (281 dalnm senbulinn melolu dos jalur vats fislur
asam wkifpat (26) din miur fenitslaain (291 Brsiroess aswm gl melsha jalur
sz sikomat (27) adalah sbh (Tyles, 1976

\ “Upon A
LL
' - il " o
o
m B

l il
"
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Biosintesis asam galat melalui jalur femialanin (29). asam sinamat (30), asam

kumarat (31), asum Xafeat (32), tribidroksisinamat (33) adalah sbb (Tyler, 1976):

CH CH-COGH CHACILCO0H SCH-COOM
vt
i —— —
2 W o o
gooH e CH=CHCO0H
e - - ——
"o o "o " on
| ol ot
b2 » 2

Asam galat terutama terkandung dalsm “nutgall”, seperti yang terdapat
dalam Rhus chinensis Mill, (Anacardiaceac), dan Rosa gallica Linne (Rosaceac).
Selain  itn  juga terkandung dalam  Hammamelis  wvirgimiana  Linne
(Hummamelidaceae), dan daum Quercus douglasit (Fagaceae) (Tyler, 1976,
Stumpf, 1981 dan Goodwin, 1983).
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2.7. Pennpisan Aktifitas Biologi Obat

Penapisan biologi obat adalah suatu cara yang sistematis untuk menentukan
cfck dan suatu obat terhadap jaringan atzu organ hewan percobaan dan manusia
serta respon terbadap obat lersebut | Penapisan obat pada dasamya untuk
membedakan substansi yang berguna dan yang tidak berguna secars cepat dan
dengan binya semurah mungkin (Malone,1977). Prosedur pengamatan meliputi
serangkaian parameter-parsmeter yang memungkinkan untuk mendeteksi aktifitas
farmakologi. Biasanya pengujian dopat ditkuti dengan suaty evaluasi lanjutan agar
kendakpastian hasil pengamatan dapat dihitangkan dan manfaat yang besar dari
wji penapisan memungkinkan peneliti mempelajari senyawa kimia yang ada
(Thomson,1985).

Konsep yang terpenting dani penapisan obat yaitu kerja obat pada hewan
adalah sama dengan pada manusia. Kelemahan konsep ini yaitu adanya pebedaan
tertentu antara manusia dengan hewan juga antara variasi spesies hewan. Konsep
kedua yang penting dalum penapisan obat adalah bahwa obat-obat lebih mudah
dibedakan dan diklasifikasikan berdasarkan perbedaan efek keseluruhannya dari
pada hanya pada satu pengujian aktivitas ( Thomson, 1985),

Ada tign macam penapisan farmakologi yang perbedaannyn terletok pada
tujuan darn penapisan tersebut, ymtu (Thomson, 1985, Tumer, 1985).

I, Penapisan Sederhana
Penapisan sederhana adalah penapisan yang bertujuan untuk menentukan
senyawa-senyawn yang memiliki khasiat tertentu dengan menggunakan satu
atau dua pengujian, Penapisan i tidak memerukon serangkaian pengujian,
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contohnya pengujian cfck penurunan kadar gula dalam darah dan swatu
senyawa vang mungkin dapat digunakan untuk menentukan  senyawa-
seayawa vang  berkhasiat hipoglikemik.

Penapisan Buta (Hippokratik)

Penapisan hipokratik adalah penapisan terhadap senyawa-senyawa kimia baru
yang didapat dan isolasi baban alam stan dari sintesa, schingga didapat
petunjuk-petunjuk potensial tentang aktivitasnya. Penaptsan ini bertujuan
untuk menyatakan spakah suatu senyawa baru periu mendapatkan perhatian
lebih lanjut ataw tidak.

Penapisan Spesifik

Penapisan spesifik adalah penapisan yang berdasarkan pada penentudn
aktivitas fanmakologi tertenfu dari suatu obat. Sebuah program pengujian
harus dapat memberikan informasi tentang senyawa obat melaln seran gkainn
pengujian, Penapisan ini lebih terbatas dan penapisan hipokratik, namun hasil

yang diperoleh lebih teliti serta dapat memperlihatkan cfek sampingnya,

Suatu penapisun obat baru harus memungkinkan pencliti mengumpulkan

data-data senyawn yang tidak aktif atau beracun secepat mungkin, Pendckatan

penapisan obat yang umum dilakukan adalah secara /n vivo pada hewan yang

tidak sakit atau disakitkan, Semua aktivitas farmakologi, bmk yang diinginkan

maupun yang tidak diinginkan barus terdeteksi. Efck obat akan telibat dani

aktivitas yang muncul melalui rangsangan atay menckan sistem fisiologi atau
patologi yang ada (Thomson,1985).



Langkah-langkah Bioskrining Obat (Thomson, 1985) :

Senyvama Uj
T
L 4 v 4 v
Pemilihan pelanst Pemildhon spesies Penentuan Pemitihan rute
dan pesyiapan hewan percohaan Jarak dosts pembenian
l . | —
B
Pomentuzn respon
{observasi)
B
Skrining umum untuk
vdmﬁhsu peofil farmakolog
B
Skrinimg multidimensi yang
terdin dari sejumish ujy
. v
Ui toksisitas Uji toksisitas
akut kronis
pencntum LD
50
A
Upia Bioshnning Uji i vitro
chp (€ ik [ by
howin Organ yang
Mﬂ d“

Gambar 1. Langkah-lingkah bioskrining obat (Thomson, 1985).




2.7.1. Penapisun Hippokratik

Penapisan ippokmtik  merupakan serangkaian pengujian  sederhana
terhadap bahan senyawa baru baik yang berasal dari baban alam atau dari sintetis,
untuk mendapatkan aktivitas farmakologis yang dimilikinya, Hippokratik berasal
dan kata Hippocrates nama scorang Bapak kedokteran yang menggunakan suistu
dingnosa penyakit melalun pengamatan gejala-gejala vang ditimbulkan oleh suatu
penyakit. Semua pengamatan dikumpulkan dan dibandingkan dengan pengamatan
terdahulu wntuk mendapatkan diagnosa penyakit pasien. Diagnosa dengan teknik
ini biasanya cepat dan dikenal dengan diagnosa hippokratik (Thompson, 1985).

Aplikasi prinsip disgnosa penyakit untuk penapisan suatu obat disebut
dengan penapisan hippokratik, Prosedurnya mencakup pengamatan multidimensi
dari perubahan fungsional pada hewan sehat yang diinduksi dengan obat yang
dimaksudkan untuk memperoleh sustu profil komplit dari efek obat terscbut
(Thompson, 1985),

Tekwik penapisan ini menggunakan kertas kerja standar (lampiran 7) yang
berisikan tingkah laku hewan pada interval waktu tertentu setelah pemberian obiat
Penapisan i memberikan kejelasan untuk Klasifikasi aktifitas biologis senyawa
wit, schingga dapat ditetapkan pengujian spesifik bag senyawa tersehut.

Beberapa prinsip dasar mengenai penapisan hipokratik ini adalal
. Semua obat menunjukkan profil aktivitas dosis respon, sebab semakin

tinggi dosis semakin banyak obat yang mencapai tempat kenja,
2. Sctigp obat mempunyai karskteristik profil dosis-respon yang dapat dikenal
dan bersifat khas,
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3. Semua obat mempunyat kemampuan untuk mengimduksi toksisitas jika dosis

melebihi batas keamanan.

4. Dengan menggunakan profil dosis respon, obat-obat telah diketahui kerja

farmakologinya dan didukung pengetahuan tentang efek obat pada hewan,
maka dapat diperkirakan kegunaan suatu senyawa yang digji dengan suatu
dermjat ketelition yang tinggd, demikian juga potensi, toksisitas dan efek
samping.

Beberapa metoda yang dapat digunakan untuk melakukan penilaian aktifitas

respon hewan pada penapisan hippokratik

Metoda lrwin

Dalam prosedur penapisan multidimensi semikualitatif, frwin menetapkan
susu nilai-milai untuk menentukan ukuran intensitas perilaku dan respon
fisiologis hewan sctelah pemberian obat, Efek-cfek pada hewan dibitung
dengan menggunakan sembilan tingkatan dengan skala 0-8. Pencatatan
dilakukan pada waktu puncak respon yang ditentukan dan pengujian
pendahuluan. Skor dasar untuk respon normal adalah 4, skor untuk respon
subnormal adalah di bawah 4, skor untuk respon super normal adalah di sas
4, skor dasar untuk aboormal adalah 0 dan skor maksimal adalah 8 .

Metoda Thompson

Menurut metoda Thompson, aktifitas respon hewan terhadap obat dapat
ditentukan dan dibagi dengan nilai angka yaitu untuk jenis respon normal
diben angka 1, respon subnormal diberi angka ~1, respon super normal dibert
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angka 2, respon abnormal diberi angka 3 atau 4, respon loemah atau tidak ada
respon diberi angka 0 (Thompson, 1985)

Metoda Malone-Robichaud

Modifikasi penyederhanaan dan metoda penapisan hipokratik ditentukan oleh
Malone-Robichaud  untuk  mengatasi kesulitan dalam  penilaian  aktivitas
respon hewan. Parameter respon hewan dibagi 2 jemis yaitu respon ** ada atau
tidak ada” dan respon “ bertingkat™, Untuk parameter respon ada atau tidak
ada, diberi skor 1 untuk ada dan 0 jika lidak. ada respon, sedangkan parameter
dengan respon “bertingkat” diberi skor 1 sampai 3, dimana skor | untuk
respon lemah, skor 2 untuk respon sedang dan skor 3 untuk respon kuat
(Malone, 1977; Malone, 1983 ).

1.8.Tinjauan Uji Toksisitas

Senyawa akuf biologis dapat dideteksi dengan menggunakan metoda i

vive @tau i vitro melalui pendekatan sktifitasnya ( Bioassay Guided Isolation ).
Beberapa kriteria vang harus dipenuhi untuk melakukan skoning bioassay yaitu
cepat, tepat, dapat dipercaya, murah, membutuhkan sedikit sampel dan bisa

dilakukan sendin oleh penelitt yang memiliki pengalaman yang terbatas dalam

mefakukan bioassay sacara mendalam ( Colcgate, 1982),

Senyawa aktif biologis hampir sclalu toksik pada dosis tinggi olch karena itu

daya bunuh dan senyawa int terhadap organisme hewan dapat  digunakan untuk

menapis ckstrak tumbuhan yvang mempunyai bioaktifitas (Colegate, 1982).
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Salah satu metoda yang digunakan untuk organisme ini adalah metoda “Brine
Shrimps Lethality Assay™ dimana metoda ini memiliki beberapa keuntungan yaitu
{Colegate, 1982; Mcyer, 1982);

7 Murah : Hanya menggunakan hewan uji Kista Arvemia solina, alat dan
bahan yang sederhana,

» Cepat : Waktu yang diperlukan hanya 3 hari untuk persiapan sampel dan
pengujian.

» Mudah : Tidak memerlukan lingkungan aseptis dan tidak ada perlakuan
khusus.

» Dapat dipercaya.

Metoda “Brine Shrimps™ ini juga digunakan untuk berbagai sistim
bicassay diantaranya untuk menganalisa residu peptisida, mikotoksin, polutan
pada air sungai, anastetik, dan toksin dinoflagellita (Colegate, 1982; Meyer
1982),

Penyakit kanker adalah suatu jenis penyakit akibat terganggunya fungst
homeostatis pada organisme multiselular. Penyakit kanker ini  muncul karena
adanya faktor endogen dan faktor eksogen. Faktor endogen muncul karcna adanya
disposisi bawaan akibat terganggunya fungsi imun dan fungsi humural sedangkan
faktor eksogen muncul karcna adanya bahan pengionisasi, karsinogen kimia dan
virus onkogen (Colegate, 1982, Meyer, 1982),

Penggunaan bahan kimia dalam menangmu penyakit kanker merupakan
alternatif ke-3 setelah tindakan operast dan penyinaran tidak dapat dilakukan lagi.

Bahan kimia yang digunakan untuk terapi kanker ini bersifat mematikan atan
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dapal menghambat pertumbuhan sel yang disebut dengan sitotoksik. Salah satu
keuntungan sitotoksik ini adalah din dapat mempengaruhi sel tumor ganas yang
sudah menyebar (Colegate, 1982, Meyer, 1982),

Scbagai langkah awal dalam penemuan senyawn antikanker ini adalah
ekstrak tumbuhan diuji aktifitas sitotoksiknya dengan berbagai konsentrasi secara
m vitro. Eksteak yang memiliki aktifitas sitoloksik yang paling kuat dapat
dilanjutkan pengujiannya secara in vivo dengan menggunakan kultur sel seperti
sel kanker payudara dan sel hati (Colegate, 1982; Mcyer, 1982)

2.8.1. Metoda Pengujian Toksisitas “Brine Shrimps Lethality Assay”™

Salah satu cara untuk menapis senyawa aktif' biologis dan tanaman adalah
dengan metoda Brine Shrimps yang meaggunakan Arfemia saling. Metoda i
pertama kali difakukan oleh Meyer ef al { 1982 ). Penggunaan kista Artemia
salina ini scbagai hewan uji mempunyai keuntungan antara fain telumya mudah
didapat, harganya murah, dapat disimpan dalam beberapa tahun ditempat kering,
uji nya scderhana karena dapat dilakukan dalam waktu yang relatif singkat dan zat
uji yang digunakan bisa dalam jumlah yang kecil (Colegate, 1982, Meyer, 1982).

Telur Artesia saling Leach dunasukan kodalam wir Jaut, larva yang
digunakan setelah berumur 2 han. Jumilah larva yang digunakan untuk
pengamatan adalah 10 ckor untuk masing-masing vial. Senyawa murmi yang akan
diuji dibuat larutan dengan konsctrasi 10 pg/ml, 100 pg/ml, 1000 pg/ml,
Kematian larva udang diamati setelah 24 jam . Data yang dihasilkan diproses
dengan menggunakan metoda kurva untuk menghitung nilai LCy atau dapat juga
menggunakan program komputer Finney. Suatu ckstrak menunjukan aktifitas
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sitotokstk bila harga LCs < 1000 pg/ml dan untuk senyawa mumi LCyq < 200

pg/ml. (Colegate, 1982; Meyer, 1982).

2.8.1. Siklus Hidup Artemia salina Leach

Artemia salina  Leach termasuk kelas Crustacea dalam sub kelas
Branchiapoda. Aremia salina Leach berkembangbiak secara biseksual dimana
populasinya terdiri dari jantan dan betina yang perkembangannya melalui proscs
perkawinan. Hasil perkembangbiakan dapat terjadi secara ovipar dan ovovivipar
yang tergantung dan kondisi lingkungannya (Harefa,1997). Pada ovovivipar yang
keluar dari induknya berupa anak yang disebut dengan nouphifus dan tecjadi bila
kandungan oksigen cukup dan keadaan sanitasinys 80%. Sedangkan cara ovipar
yang keluar dari induknya berupa telur yang bercangkang tebal yang discbut
dengan kista. Ketika kista-kista tersebut dimasukan kedalam air laut, terjadilah
proses embriogenesis dan akan menetas dalam 16-36 jam. Embrio tersebut
awalnya masih ditutupi olch membran luar, namun dengan cepat akan menjadi
larva udang yang aktf dengan nama nauphilus yang bebas berenang. Nawphifus
int lah yang dipakai dalam pengujian toksisitas yang berumur 2 hari yang masih
berwama kemerahan. Nauphilus ini hanya bertahan selama 3 hari tanpa diben
makan karena masith memiliki cadangan makanan pada sisa kistanya, Hal ini
jugalah yang menjadi alasun yang sangat sederhana kenapa dalam pengujion
toksisitas menggunakan larva udang yang baru berumur 2 hari karena larva-laryva
terscbut tidak membutubkan perawatan khusus sefama pengujian (Harefa,1997),



2.8.3. Mctodn Perhitungan LCqy

Secarn umum metoda penentuan LCy, ada dus macam yaitu metoda kurva
don metods Fammukope Indonesin od. 111 tahun 1979 . Kedun meloda ini
berdasarkan  pengukurm  perseintase individu  yung responsive pada Kisarsn

konsentrasi tertentu { Thompson, 1985: Annonimous, 1979).

2.8.3.1. Mctoda Kurva

Metoda ini dikembangkan olch Miller dan Trainter yang menggunakan
kertas log probit yang didesain bagi perhitungan dosis / respon. Garis vertikal
menyatakan nilai probit dan persentase respon, dimana nilai probit pada sisi kiri
sama dengan nilai 3 sampai 7. Sedangkan garis horizontal menyatakan dosis atau
konsentrasi yang digunakan. Dari kurva baku dapat diturunkan harga LCy
Tabel nilai probit dapat dilihat pada Tabel 1.

2.8.3.2. Mctoda Farmakope Indonesia Edisi 111
LDy, atau LCy dihitung sccara matematika dengan menggunakan rumus :
m=a-b{(Lpi-05)
Dimana
m = Log LCy atau LDy
a = Log dosis atan konsentrasi terendah yang masih menyebabkan jumliah
kematian 100 % pada hewan percobaan.
b = Beda log dosis atau konsentrasi yang berurutan
pi =Jumlah hewan yang mati menerima dosis, i dibagi dengan jumlah

hewan sciuruhnya yang menerima dosis i.



Tabel 1: Nilai probit sesuai besarnya persentase !

3l

%

y

0

10

2,946

3825

3,249

4 | 3,920 |

3445

4,008 |

3,524

4,046

3,595

4,085

3,659

4122

4,228

4,532

4,294

14,357

4,387

4417

4,447

4.597

4,642

4.668

4,695

472

4,773

4798

4,849

4925

4,950

4,950

4,975

5,025

5,050

5,100

5,126

5,151

5,202

5,202

5,227

5253

5,279

5,305

5358

5,185

5413

5,468

5,468

5,496

5,524

5,353

3,583

5643

5,674

5,706

5,772

5,772

5,806

5,842

5,878

3,915

5,994

6,036

6,080

6,175

6,175

6,227

6,341

6,405

6,555

6,645

6,751

6,881

7,054

7,326

Persyaratan untuk menggunakan metoda Farmakope Indonesia :

I. Menggunakan seri dosis atan konséntrasi dengan pengenceran

3

berkelipatan tetap.
2. Jumlah hewan dalam tiap kelompok harus sama.

Dosis
membenkan efek dari 0% sampai 100% dan perhitungan dibatasi

atau  konsentrasi

diatur  sedemikian  rupa  schingga

pada kelompok percobaan yang membenkan efek 0% sampa
100 %.
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2.9. Metoda Pengujian Aktifitas Antimikroba
Metoda pengujian aktifitas antimikroba dibedakan atas:
L. Metoda Difusi

Metoda difusi merupakan metoda yang sedechana dalam pengujian
aktifitas antimikroba. Pada tcknik difusi ini pencadang (reservoir)
mengandung sampel uji ( ekstrak tumbuban / senyawa hasil isolasi ) yang
ditempatkan pada permukaan medium yang telah dimmokulasi dengan
mikroba uji. Setelah inkubasi diameter daerah bening sekitar pencadage
(diameter hambat ) diukur. Diamcter hambat merupakan dacrah inhibisi
dari ekstrak sampel terhadap mikroba uji. Pencadang yang digunakian
dapat berupa berupa cakram kertas, silinder porselen atau baja tahan yang
ditempatkan pada permukaan medium serta cetak lubang pada medium
yang tclah diinokulasi mikroba uji.

Metoda cakram kertas cocok untuk pengujian antibiotika larut air,
Diamecter decrah hambatan dapat  dibubungkan dengan Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) dimana harga KHM dapat ditentuken dengan
mengukur diameter dacrah hambatan (Dey, 1991 Lorian, 1980).

2. Metoda Dilusi

Pada metoda dilusi, sampel vji dicampur dengan medium cair yang
cocok yang telah diinokulasi dengan mikroba wjisetelah diinkubasi,
pertumbuhan mikroorganisme dapat diamati secara visual atau dengan
perbandmgan (urbidimetri / kekeruhan dan kultur uji dengan kultur
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kontrol, Kultur kontrol adalah kultur yang tidak diberi sampel yang skan
diuji bioaktifitasnyn.

Metoda dilusi ini cocok untuk pengujian senyawa larut air,
senyawa lipofilik mumi, untuk penentuan harga KHM serta untuk
mengamati kurva pertumbuban normal mikroorganisme (Dey, 1991
Lorian, 1980).

3. Metoda Bioautografi

Metoda bioautografi adalah sebuah metoda untuk melokalisasi
aktifitas antimikroba pada kromatogram. Prosedur umumnya berdasarkan
teknik difusi dimana zat antimikroba berdifusi dari Kromatogram lapisan
tipis atau kromatogram kertas ke plat agar. Dacrah hambatan kemudian
dinampakkan dengan penampak noda yang cocok ( Dey, 1991).

Pemilihan jenis mikroba uji scbaiknya mewakili semua
golongan mikroba patogen, seperti bakteri gram posinf, bakten gram
negatif dan jamur,

2.9.1. Bakteri
a. Staphylococcus aurens
Staphylococcus aurens termasok dalam famili Micrococcaceae. Selnya
berbentuk sfens (bola) berdiameter 0.5 - 1.5 pm, terdapat tunggal atou
berpasangan dan secara khas membelah dini pada lebih dari satu bidang
sehingea membentuk gerombol yang teratur menyerupai mnggur, tidak
bergerak, tidak berspora, membentuk pigmen kuning emas dan bersifat

gram positif dan anaerob fakultatif. Subu optimum 35-40 °C. S. Aureus



tahan garam dan tumbuh baik pada medium yang mengandung 7.5 %
NaCl (Fardiaz, 1989),

b. Staphlococens epidermis
Staphylococcus eprdermiy juga termasuk famili Micrococcaceae, Dikenal
juga dengan nama Staphylococcus albus, Koloninya berwama putih atau
kuning dan bersifial gram positif serta anacrob fakultatif. Subu optimum
pertumbuhan 37°C (James, 1992).

¢ Micrococcuy luleus
Micrococens  futens termasuk  dalam  famili Micrococcaceae.  Selnya
berbentuk bola, berdiameter 0,5 -~ 3,5 um, terdapat tunggal dan
berpasangan dan sccara khas membelah diri pada lebih dari satu bidang
hingga membentuk gerombolan tak teratur, tetrad atau paket berbentuk
Kubus, tidak bergerak, bersifat gram positif dan aerob. Suhu optimum
pertumbuhan 25-30°C (James, 1992).

d. Pxendomonas aernginosa
Pyeudomonas aeruginosa termasuk kedalam famili Pseudomonadaceae.
Selnya berbentuk batang, terdapat tunggal dengan ukuran 0,5-1,0 um x 1,5
- 4,0 um, bergerak dengan flagelium, bersifat gram negatif dan scrob.
Suhu optimum pertumbuhan 35°C (James, 1992).
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2.9.2. Jamur

a. Trichophyton mentagraphvies
Jamur ni tergolong Deuteromycetes, mempunyai makrokonida uniseluler
berbentuk anggur, dinding tipis atau halus, berbentuk pensil (Valk, 1990).

b. Candida albicany
Sel candida albicans besbentuk bulat atau bulat lonjong, menghasifkan
hifa semu baik dalam biakan maupun dalam jaringan, memperbanyak diri
dengan membentuk tunas, mudah ditumbuhkan pada subu 25 - 37°C pada
agar glukosa saboursud (Volk, 1990).

2.10. Oksidan, Antioksidan dan Radikal Bebas

Akhir-akhir ini perhatian dunia kesehatan terhadap radikal bebas semakin
meningkat, Hal ini disebabkan karena radikal bebas dapat mengakibatkan
krusakan sel dan memicu timbulnya berbagai macam penyakit serta keadaan
patologis lainnya. Pengertian radikal bebas sering dibaurkan dengan oksidan,
Padahal secara kimia keduanya harus dibedakan (Tjokroprawiro, 1993).

Oksidan merupakan senyawa penerima  electron (electron acceptor),
contohnya Fe™ + ¢ — Fe’™*, sedangkan radikal bebas adalah atom atau molekul
yang memiliki electron yang tidak berpasangan (unpaired electron). Kemiripan
sifut antara oksidan dan radikel bebas dapat digolongkan sebagai oksidan, Tapi
tidak semua oksidan dapat digolongkan scbagai radikal bebas,

Rudikal bebas merupakan oksidan yang sangat kuat, tidak stabil dan
sangal reaktif schingga radikal bebas sulit untuk dideteksi (Fessenden &
Fessenden, 1997). Sifat ini yang menycbabkan radikal bebas dapat memicy
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kerusakan sel karcna ia mampu menarik clcktron dari sel, Peristiwa ini akan
menimbulkan reaksi berantai dan menghasifkan radikal bebas baru,

Radikal bebas selsin berasal dari luar juga diproduksi oleh tubuh sendin.
Sel-sel di dalam tubuh ini secara fisiologis memproduksi radikal bebas dalam
metabolisme pokoknya. Namun disamping itu juga dimbangi olch produksi zat
antioksidan oleh tubuh scbagai suatu mekanisme pertahanan endogen. (Supan,
1994).

Pada kondisi normal tubuh berada dalam kescimbangan, akan tetapi pada
keadaan tertentu keseimbangan ini terganggu dengan kata lain jumlah radikal
bebas melebihi antioksidan. Kondist ini discbut scbagai stress oksidatif, Keadaan
stress oksidatif inilah yang mendasari munculnya penyakit-penyakit dan kondisi
patologis yang discbabkan oleh radikal bebas ( Suparni , 1994),

Sumber radikal bebas ada dua macam (Salim, 1999 Santoso, 2001 ):

I, Secara endogen, sebagai respon normal dan rantal penstiwa biokimia
dalam tubuh. Radikal bebas diproduksi di dalam sel olch mitokondria,
membran plasma, lisosom, peroksisom, endoplasmic rettkulum dan mti
sel.

L2V

Secara eksogen, radikal bebas didapat dan polusi yang berasal dari luar,
bereaksi di dalam tubuh dengan jalan inhalasi, digesti (makanan), injeksi
alau melalui penyerapan Kkulit. Contohnya adalsh radikal bebas yang
berasal dan asap rokok, polutan, radiasi, pestisida, hiperoksida dan obat-

obatan contohnya klorprosmazin.
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2.10.1. Tahap-tahap Reaksi Radikal Bebas
Reaksi berantai yang ditimbulkan oleh radikal bebas melalui beberapa
tahapan antarn lain (Fessenden & Fessenden, 1997):

1. Fase imsiast yaitu fase pembentukan awal radikal bebas
RH = R°

2. Fase propagasi ysitu fase dimulaimya terjadi reaksi berantai
R* + 0O - ROO'

ROO" + RH — ROOH + R’

3. Fase terminasi yakni reaksi yang memusnahken radikal bebas atau
mengubah radikal bebas menjadi radikal bebas yang stabil dan tidak
reaktif, dapat mengakhini daur propagasi,

ROO* + ROO" — produk inert
R* + R* - produk inert

ROO® + R° ~» produk inert

2.10.2, Radikal Bebas DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (35)

DPPH adalah radikal bebas yang diperdagangkan serta stabil pada subu
kamar, bentuk serbuk berwarna kehitaman dan copat teroksidasi oleh temperatur
dan udara, DPPH dapat menerima clcktron atau radikal hidrogen untuk menjadi
molckul diamagnerik yang stabil. Karena adanys elektron sunyi maka larutan
DPPH menunjukkan pita serapan yang kuat pada panjang gelombang S17 nm.
Pada saat bereaksi dengan agen pereduksi, clektron sunyi dari radikal bebas

menjadi  borpasangan  dan menyebabkan  pengurangan  serapan.  Secara
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stoikiometri, reaksi dapat diamati melafui perubshan wama larutan dan violet

gelap menjadi larutan tidak berwama (Sultanova, 2001).

(35)



1. PELAKSANAAN PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penclitian

Penelitian dilakukan dari bulan Jul 2003 — Agustus 2004, bertempat di
Laboratorium Penelitian, Laboratorium Farmakologi, Laboratorium Farmasi
Fisika, dan Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Farmasi Fakultas Matematika dan
[hmu Pengetalan Alam, Universitas Andalas Padang

3.2. Bahan dan Peralatan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan untuk pengerjaan isolasi : Scperangkat alat
destilasi, sepcrangkat alat rosari evaparator, gelas ukur dengan berbagmi ukuran,
corong pisah, corong, penangas air, leman pengenng atau oven, plat tefes, tabung
reaksi, lampu UV 254 nim (Betracher Camag ™) , kolom kromatografi, seperangkat
alat kromatografi mdial (Chromatotron Model 7024 Harmison Research USA ),
kertas saring, vial, spatel, pinset, aluminium foil, chamber, pipa kapiler, kapas,
Fisherslohn Melting Point Aparatus, spektrofotometer IR Perkin Elmer FTIR
System, spektrofotometer UV-VIS (Shimadz ®) , spekirofotometer RMI ('H dan
C), spektroskopi 2D ('H-COSY, HSQC. HMBC) dan spektrofotometer massa.

Alat untuk skrining farmakologi | rovary rod, hot plate, stopwatch,
plateforn, alat suntik 1 ml, jaring kawat, kaca pembesar, senter kecil, timbangan
digital, timbangan mencit, termometer rectum, jarum oral, mortil, stamfer, misai,

termometer, kawat gelantung,



Alat untuk pengerjaan uji aktifitas “Brinc Shnimps Lethality Assay™ antara
lain . wadali pembiakan larva, pipet mikro, pipet tetes dan vial yang telah
dikalibrasi,

Alat untuk pengegaan wji aktifitas antirmkroba dan wji antioksidan.
Petridisk, pipet mikro berbagai ukuran, kertas cakram, Awtoclav All American
model 25X, leman aseptis, magnetik stirer, kertas cakram, vorteks, jarum Ose,
pinset, lampu spritus, spektronik —21, inkubator, kain kasa , jangka sorong., pipet
gondok.

3.2.2. Bahan

Bahan yang digunakan pada pengerjaan isolasi adaleh daun Picrasma
Javanico Bl, #ir suling, metanol, n-heksana, etil asetat, n-butanol, Kloroform,
diklorometana, silika el BDH (40-63 pm), silika gel 60 PF 254 , silika gel 60 GF
254 asam sulfat pekat, logam magnesium, besi (1) klorida, asetat ankidrat, asam
klorida pekat, percaksi Mayer, pereaksi Liebennann-Burchard,

Bahan untuk pengerjaan uji skrining farmakologi, uji aktifitas “Brine
Shrimps”, antimikroby dan antioksidan antara lain: metanol, dimetil sulfoksida
(DMSO), air laut kista udang Ariemia saling berasal dari Great Salt Lake Utah
vang diproduksi oleh Sanders Brine Shrimps Company, Utah, Amerika Serikat.,
natcium klorida 0.9 %, ctanol, klotrimazol, tetrasiklin, media NA (Nutrient
Agar)(Merck®) dengan komposisi: pepton daging 5 g, ckstrak daging 3 g. agar 12
g . medin SDA (Sabouroud Dekstrosa Agar) (Merck®) dengan komposisi : pepton
10 g, glukosa 40 g, agar 15 g. Biakan bakten gram positif Staphplococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus epidermis ATCC 12228, Micrococcus Intens ATCC
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9342, biakan bakteri gram negatif Psendomonas aeruginosa ATCC 15442,
Escherichia coll ATCC 8739 binkan jamur Candida albicans ATCC 10231 dan
Trichophyton mentagrophvies ATCC 5431 (Biofarma, Bandung), DPPH, Na
CMC.

3.3. Prosedur Penclitian
3.3.1. Pengambilan dan Identifikasi Sampel

Sampel berupa daun segar Picrasma javanica Bl yang diambil didaerah
Baso,Bukittinggi, Sumatera Barat pada bulan Juli 2003, Identifikasi dilakukan di
herbarium Universitas Andalas (AND) Padang dengan nomor koleksi DA 230,

3.3.2. Ekstraksi dan Fraksinasi

Daun tumbuhan Prcrasma javamica Bl dipisshkan dari rantingnya,
dibersihkan, dirajang dan ditimbang scbanyak S kg. Daun ini dimaserasi dengan
menggunakan pelarut metanol, proses maserasi dilakukan dafam botol gelap
masing-masing sclama 3x5 hari sambil sekali-kahi dikocok. Hasil maserasi
divapkan in vacto , didapatkan ekstrak kental metanol kemudian diasamkan
dengan asam asctat 5%. Sari asam i dienapkan semalam dan disaring, diperolch
endapan dan larutan asam/air (1). Endapan  diasamkan lagi dengan asam asetat
5 %, dienapkan dan disaring. Diperoleh endapan dan larutan asamv/air (11), Larutan
asamv/aic | dan 11 digabung, Endapan dilarutkan dalam metanol : aquadest (2:1)
kemudian difraksinasi dengan n-heksana diperoleh fraksi n-heksana dan fraksi
metanol/air. Fraksi metanol/air difraksinasi dengan etil asetat diperoleh fraksi il
asetat dan fraksi MeOH/air (a). Fraksi etil asetat dicuci dengan aquadest diperoleh
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fraksi etil asetat dan fraksi air. Fraksi air digabung dengan fraks: metanol/ar (a)
diatns kemudian difraksinasi dengan n-butanol diperoleh fraksi n-butanol dan
fraksi sisa.

Fraksi asam/air | dan 1l digabung kemudisn difraksinasi dengan n-
heksana., biarkan sampai terbentuk dun fraksi yaitu fraksi n-heksana dan fraksi
asamv/air. Fraksi n-heksana dikwmpulkan dan dipekatkan dengan menggunakan
rotari evaporator hinggea diperoleh fraksi kental n-heksana.

Fraksi asam/air sisa dari fraksinasi n-heksana difraksinasi dengan
menggunakan pelarut etil asetat hingga terbentuk dua lapisan yaitu fraksi el
asetat (asam) dan froksi sisa. Fraksi el assetat (asam) dikumpulkan dan
dipekatkan dengan rotan cvaporator sehingga didapatkan berat kental fraksi ini.
Fraksi siss ditambah amoniak sampai pH 8-9 kemudian difraksinasi lagi dengan
etil asctat diperolch fraksi etil asetat (basa) dan fraksi sisa. Fraksi sisa dinetralkan
dengan asam asetat kemuodum difraksinasi dengan butanol sampai terbentuk dua
lapisan yaitu fraksi butanol dan fraksi sisa, Fraksi butanol dikumpulkan dan
dipekatkan dengan rotary evaporator untuk mendapatkan berat kental fraksinya.

Jenis fraksi yang sama digabung schingga diperolch berat total untuk
semun jenis fraksi dan diuji aktifitas farmakologinyn bersama-suma  dengan
ekstrak metanol meliputi upi skrining hipokratik, uji toksisitas dengan mctoda
“Brine Shrimps Lethality Assay”, uji antimikroba dan uji antioksidan dengan
metoda radikal bebas DPPIHL

Fraksi etil asetat (asam) gabungan (50 g) selanjutnya dikromatografi cur

vakum menggunskan fase diam silika gel BDH40-63 um dan fasc gerak
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n-heksana, etil asctat dan metanol dengan system SGP (Step Gradient Polarity).
Setiap fraksi yang keluar ditampung dengan botol ukuran 200 ml dan dimonitor
dengan kromatografi Japis tipis (KLT) dan penampak noda lampu UV 254 nm
Fraksi dengan pola noda yang sama (Rf yang suma ) digabung dan dipekatken
schingga diperoleh fraksi A, B, C, D dan frakst E. Fraksi A (6 g) yang pola
pemisshannya cukup baik  dibanding yang Jamnya dikromatografi kolom dengan
fase diam silika gel BDH (40-63 pm). Silika gel BDH (40-63 jun) disuspensikan
dengan menggunakan pelanut n-heksana diaduk homogen kemudian dimasukkan
kedalam kolom kromatografi yang ujungnya telah diberi kapas. Sampel disiapkan
secara preadsorpsi dengan melarutkannya dalam metanol dan ditambah silika gel
BDH (40-63 pm) sebanyak 6 g, pelarut divapkan dengan roturi evapocatar sampai
kering lalu dikerok dengan spatel, Hasil preadsorpsi dimasukkan kedalam
kromatografi kolom lalu dielusi dengan menggunakan fase gerak yang
kepolarannya ditingkatkan secam bertahap yaitu pelarut n-heksana, n-heksana-ctil
asetat, etil asctat, ctil asctat-metanol dan metanol. Hasil kromatograll ditampung
dengan vial. Tiap fraksi dimonitor dengan KLT dan penampak noda lampu UV
pada panjang gelombang 254 nm. Fraksi dengan pola noda yanyg suma digabung
schingga diperoleh fraksi Aa(vial 1-7), Ab (vial 8-23), fraksi Ac (vial 24-31),
fraksi Ad (vial 32-34), fraksi Ae (vial 35-40) dan fraksi Af(41-96). Hasil monitor
ketujuh fraksi terscbut memperlibatkan fruks: Ad memiliki  noda yang kuat
intensitasnya dan pemisahannya cukup jelas dibanding dengan noda yang lainnya
Fraksi Ad (1,87 g) dipisahkan lebih lanjut dengan kromatografi kolom

dengan fase diam silika gel BDH (40-63 pm) dan fase geruk n-heksana, n-



heksana-etil asetat, etil asctat, el asctat-metanol. metanol menggunakan sistem
kepolaran bertingkat. Fraksi yang Keluar ditmmpung dalam viel, tiap fraksi
dimonttor dengan KLT dan penampak noda Jampu UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Vial dengan pola noda yang sama digabung schinggn
didapatkan fraksi Ad1 (vial [-20) dan fraksi Ad2 (vial 21-47),

Dari hasil monitor dengan KLT, fraksi Adl memiliki satn noda utama
yang bagus pemisabannya sehingga fraksi ini dilanjutkan pengegaannya. Fraks)
Adl (0243 ) dipisahkan dengan kromatogarfi radial menggunakan fase diam
‘silika god PF 254 dan fasc gerak n-heksana-ctilasctat (8:2, 7:3, 6:4), ctil asctat dan
metanol, Hasil kromatografi radial ditampimg daiam vial, tiap fraksi dimonttor
dengan KLT dan penampak noda lampu UV 254 nm. Fraksi yang memiliki pola
noda yang sama digabung dan diperoich fraksi Adl™ dan Ad2”. Fraksi Adl™
dipreparatil menggunakan fasc diam sibka gel P¥ 254 dan dikloromctana -
metanol (19:1) sebagai fase gerak  kemudian terbentuk pita yang dapat dilihat
dibawah lampu UV 254 nm lalu pita tersebut dikenk dan ditampung dalem vial
dan dilanutkan  dalam el asetat lalu disanng, schingga didapatkan larutan bening
dan dibiarkan menguap sehingga didapatkan amorf berwama putil.

Amorf ini dirckristalisas) menggunakan el asciat dan n-heksana schingga
diperoleh senyawa mumi V-1 berupa kristal jarum berwarma putih sebanyak 0,054
g vang dimonitor dengan KLT menggunakan fase gerak n-heksana-etil asetat (3:2)
memperhihatkan satu noda dibawal smpu UV 254 nm.
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3.3.3. Pemeriksaan Kandungan Kimia ( Harborne,1987)

Pemeriksaan  kandungan kimia dilakukan terhadap ckstrak  kental

metanol. Ekstrak kental metanol | g dimasukkan  dalam  tabung  reaksi

ditambahkan § m! air suling dan 5§ ml CHCl,, dikocok, barkan sampm terbentuk

dua lopisan. Lapisan air diambil untuk up senyawa flavonoid, saponin, dan

fenolik. Lapisan kloroform digunakan untuk uji senyawa terpenoid, steroid, dan

alkaloid,

a

Uji flavonoid

Ambil 1-2 tetes lapisan air teteskan pada plat tetes lalu tambahkan serbuk
Mg dun 1-2 tetes HCI pekat. Timbulnya wama merah mengindikasikan
adanya flavonord.

Uji saponin

Lapisan air diambil dimasukkan daiam tabung reaksi lalu dikocok sampai
terbentuk busa yang tidak hilang selama 5 menit, yang menandakan
adanya saponin

Uji fenolik

Lapisan air diteteskan 1-2 totes pada plat tetes lalu ditambahkan 1-2 tetes
FeCly, terbentuknya wama hignu menunjukkan adanya fenolik,

Uji terpenord dan steroid

Lapisan CHCl; ditcteskan pada plat tetes dan dibiarkan sampii kering.
Setelah kening, ditambahkan asctat anhidrat dan  H;SO,  pekat
Terbentuknya wama merah mengindikasikan  adanys terpenoid dan wama

birn menunjukkan adanya steroid.



3 Uji alkaloid
Lapisan kloroform diambil 2-3 tetes lalu dimasukan dalam tabung resks
kemudian ditambahkan pereaksi Mayer. Positif adanya alkaloid bila
terbentuk endapan putih,

3.3.4. Pemisahun dan Pemurnian Senyawa
Pemisahan dan pemumisn senyawa dilakukan dengan kromatografi
kolom, kromatografi radial dan reknstahsasi.

3.3.5. Uji Bioaktifitas Skrining Hippokratik
3.3.5.1. Persiapan Hewan Percobaan

Hewan percobaan yang digunakan adalah mencit putih jantan galur DDY
Japan. Scbelum percobaan mencit teriehih dahulu diaklimatisasi selama | minggu.
Hewan percobasan dinyatakan schat  apabila selama aklimatisasi  tidak
menunjukkan perubahan berat badan lebih dan 10 % dan secara visual tidak
memperlihatkan gejala penyakit (Annonimous, 1979).

3.3.5.2. Penentusn Dosis

Dosis yang digunakan untuk penapisan hippokratik terhadap ekstrak
metanol adalah 100,300,1000 mg/kg BB, sedangkan untuk senyawa hasil isolasi
V-1 adalah 300 mg/kg BB (Thompson, 1985).

3.3.53. Pembuatan Sediaan Uji
Ekstrak metanol duun Picrasma javanica Bl disuspensikan dengan Na
CMC 0,5 %, dengan cam
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o Na CMC ditimbang scbanyak 50 mg, lalu dikembangkan dengan air panas
sebanyak 20 kali berat Na CMC, kemudian digerus hingga homogen.

* FEkstrak metanol daun Picrasma javanica Bl ditimbang sesuni dengan
variast dosis , kemudian masing-masing ckstrak yang teloh ditimbang
digerus dalam lumpang, lalu ditambahkan sedikit demi sedikit larutan Na
CMC 5 %, gerus sampa homogen |

Volume sedinan uji yang diberikan pada hewan percobaan yaitu | % dari berat

badan hewan.
3.3.54. Penapisan Aktifitas Farmakodinamik dengan Mctoda Malone-
Robichaud (Malone, 1977)

Hewan percobaan dikelompokkan secara acak menjadi 3 kelompok.
Masing-masing kelompok terdiri dari 3 mencit. Hewan percobsan ditimbang dan
diberi tanda. Sctiap hewan pada masing-masing kelompok diinjeksikan secara
intraperitonial dengan sediaan uji . Dosis yang diberikan adalah 100, 300, 1000
mgkg BB, Kemudian 44 parameter respon hewan percobaan terscbut diamati
pads waktu § menit, 10 menit, 15 menit, 30 menit, | jam, 2 jam, 3 jam, 24 jam, dan
48 jam sctelah penyuntikan. Pencatatan parameter dengan respon “ada™ dibeni
skor | atau “tidak ada” diberi skor 0 , sedangkan respon bertingkat diberi nilai |
untuk respon lemah, 2 untuk respon sedang, dan 3 untuk respon kuat (lampiran 4),
Schagai kontrol digunakan hewan percobaan itu seadiri sebelum penyuntikkan
sampel. Laju pemafasan dihitung dengan atop warch, kesadaran divkur dengan
rotary rod, tonus otot dilihat dari kekuatan hewan mencengkram jaringon kawat,

analgetik dilibat dengan hor plate pada sshu 55-60 °C, reflek mata dan komea



dengan menggunakan s dan reaksi jopil ekor dengan mengeunakan praser,
Perhitungan respon dihitung dengan metoda Malone-Robichaud. Dengan cara
yang sama sknimng juga dilakukan terhadap senyawa V-I, dengan dosis
pembenan 300 mekg BB,
33.6 Uji Aktifitas “Brine Shrimps” terhadap Ekstrak dan Fraksi ekstrak
{Colegate, 1982)
a. Pembenihan hewan
Hewan percobaan yang digunakan adalah larva udang Artemia salina
Leach. Larva ini diperolch dengan cura menetaskan telur udang Arfemia
saling selama 48 jam pada wadah pembiakan sebelum dilakukan uji.
Penetasan difakukan dengan cara memasukan kista Artemia salina Leach
kedalam air laut dan ditempatkan pada bagian gelap dani wadah. Setelah
menetas, larva akan berenang Ketempat yang terang.
b. Persiapan ekstrak dan fraksi uji
Siapkan 9 wial uji dan 3 vial kontrol yang telah dikalibrasi 5 ml, Vial uj)
ditandai  dengan konsentrasi 10 pg/mi, 100 pwimi, 1000 pg/ml, Masing-
masing scbanyak 3 vial.
Persinpan larutan induk dilakukan dengan menimbang masing — masing
40 mg ekstrak dan fraksi kemudian dilarutkan dalam 4 ml metanol (10
mp/ml). Larutan induk ini dimasukkan kedalam vial uji  masing masing
sebanyak 500 pi dan 50 pl dengan konsentrasi 1000 pg/ml dan 100 pg/ml

sedangkan larutan dengan konsentrasi 10 pg/m! dibuat dengan memipet
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SO wl laruten up 1000 pge/ml. Schagai kontrol disiapkan 3 vial yang tidak
ditst larutan sampel. Sclanjutnys vinl yang benisi larutan sampel dibiarkan
sampai pelgrut menguap tambahkan 50 pl DMSO kedalam vial uji dan vial
kontrol, setalah sampel bercampur dengan DMSO tambahkan 2 ml air lnut
padn masing- masing vial.

¢ Ujl toksisitas dengan menghiting LC«w

Dilakukan dengan memasukkan 10 ekor larva udang yang baru menctas
kedalam vial wji dan vial kontrol, kemudian volumenya dicukupkan 5 mi
dengan air laul. Letakkan ditempat yang cukup cabaya Setelal 24 jam,
dibitung jumlah larva yang mati. Nilai LCe ditentukan  dengan
menggunakan metoda Finney.

3.3.7. Pemeriksaan Aktifitas Antimikroba Dengan Metoda Difusi Agar
3.3.7.1. Sterilisasi Alat dan Bahan

Alnt-alat yang digunakan terlebih dahuly dicuci bersih dan dikeringkan.
Tabung reaksi , Erlenmeyer, gelas ukur, vial dan pipet ditetup mulutnya dengan
kapas steril, kemudian dibungkus dengan perkamen, kertas cakram dimasukan
kedalam salah satu cawin Petni dan semua cawan Petri dibungkus terpisah dengan
perkamen, Kemudian semun alat disterilkan dalam autoklaf pada subo 121° C dan
tckanan 15 Ibs sclama |5 menit. Pinset dan jarum ose disterilkan dengan cara
flambicr pada lampu spritus. Laminar Atr Flow Cabinet disterilkan dengan

menynlakan lampu UV nya selama lima menit.
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3.3.7.2. Pembuatan Medin Pembenihan
I Nutrien Agar (NA) (Merck ®)

Sebanyak 20 gram serbuk Nutrien Agar, dicampur dengan | liter air suling
dalam erlenmeyer dan dipanaskan diatas hot plate menggunakan magnetik stirer
sampai terbentuk Jarutan jermh. Kemudian disteritkan didalam autoklaf pada suhu
1217 C dan tckanan 15 Ibs sclama |5 menit.

2. Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) (Merck™)

Schanyak 65 gram SDA dicampur dmgan I Inter awr suling dalam
erienmeyer dan dipanaskan diatas hos plate menggunakan magnetik stirer sampai
terbentuk larutan jemih. Kemudinn distentkan didalam autoklafl pada suhu 1217 C

dan tekanan 15 1by selama 15 menit.

3.3.7.3. Peremajann Mikroba Uji
Mikroba uji dan stok keltur mumi ditanam pada agar miring NA dan
SDA, lalu diinkubasi selama 24 jam pada subu 37° C untuk bakten, dan 72 jam

pada subu kamar 25-27° C untuk jamur ( Dwidjoseputro, 1982),

3.3.7.4.Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

Koloni mikroba uji diambil dari agar miring 1-2 Ose lalu disuspensikan
dalam NaCl fisiologs steril dalam tabung reaksi stenil, kemudian dihomogen
dengan vorteks. Kekeruhan atau konsentrasi divkur dengan spekirofotometer UV-
Vis schingga diperoleh suspensi dengan transmitan 25 % pada panjang gelombang
580 nm untuk bakieri dan transmitan 90 % pada panjang gelombang 530 nm

untuk jamur (Dwidjoseputro, 1982).
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3.3.7.5. Pembuatan sampel Uji

Masing-masing fraksi n-bheksana, etil asetat dan n-butanol ditimbang
masing-masing seberat 5 mg kemudian dilarutkan dalam metanol 500 pl sehingga
didapatkan konsentrasi | % biv. Untuk ckstrak metanol dibuat 10 % bfv dengan
melarutkan 50 my ekstrak dalam 500 yl metanol dan senyawa V-1 dibuat pada

konsentrasi 0,05 % (Marshall, M.S, 1951).

3.3.7.6, Pengujian Aktifitas Antimikroba

Sebanyak 0.1 ml suspensi mikeoba wji dimasukan ke dalam cawan Pein
kemudian ditambalikan 12 ml media NA untuk bakteri dan media SDA untuk
jamur, lalu dihomogenkan dengan cara cawan Perni digoyang-goyang hingga
homogen. Setclah media memadat diletakkan kertas cakram steril dan ditetest
dengan 10 pl larutan uji menggunakan pipet mikro diatas permukaan media,
Kemudian diinkubasi sclama 24 jam pada subu 37°C untuk bakteri dan selama 72
jam pada suhu kamar (25-27°C) untuk jamur Diamati adanya perumbuhan
mikroba uji dan diukur diameter dacrah hambatan dengan jangka sorong. Schagai
kontrol digunakan kertas cakram steril yang telah ditetesi dengan metanol
schanyak 10 pl Sebagai pembanding untok antibskteri digunakan laratan
tetrasiklin 0,3% dan untuk antijamur digunakan [anstan klotrimazol 0,1% masing

masing scbanyak 10 pl/cakram (Dwidjoseputro, 1982).
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3.3.8. Pengujian Aktifitas Antioksidan dengan metode Pembentukan Radikal
DPPH (Santi Y, Hayati R, 2002).

33.8.1. Pembuatan Pereaksi DPPH

Ditimbang sebanyak 1.97 mg DPPH kemudian dilarutkan daimm 100 m|
metanol pa dalam labu ukur 100 mi schingga diperoleh larutan dengan konsentrasi
0,05 mM.

3.3.8.2. Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum DPPH

Sebanyak 3,8 ml larutan DPPH 0,05 mM dipipet dan ditambahkan dengan
0.2 ml metanol. Setelah dibiarkan  selama 30 menit ditempat gelap, serapan
larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400-
800 nm.

3.3.8.3, Pemeriksaan Aktifitas Antioksidan

Sampel berupa ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan
fraksi butanol masing-masing ditimbang 10 mg kemudian dilarutkan dengan 10
ml metanol dalam Jabu ukur 10 ml. Senyawa V-1 ditimbang schanyak | mg
dilarutkan dalam | ml metanol sehingga didapatkan konsentrasi larutan sampel |
mg/ml.

Untuk pencntuan aktifitas antioksidan, dipipet 0.2 ml larutan sampel
dengan pipet mikro kedatam tabung reaksi, kemudian ditambabkan 3,8 ml larutan
DPPH 0,05 mM. Campuran larutan dihomogenkan dengan vorteks dan dibiarkan
selama 30 menit ditempat gelap. Serspan divkur dengan spektrofotometer UV-Vis

pada panjang gelombang 517 nm.
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Aktifitas antioksidan sampel ditentukan oleh besamya hambatan serapan
radikal DPPH melalui penghitungan persentase inhibisi serapan DPPH dengan
menggunakan numus

Inhibisi (%) = Abs kontrol — Abs sampel  x 100 %

Abs konatrol
Abs kontrol : serapan radikal DPPH 0,05 mM pada panjang gelombang 517 nm,
Abs sampel : serapan sampel dalam radikal DPPH 0,05 mM pada panjung
gelombang maksimum (517 nm ).

Untuk pembanding digunakan asam askorbat dengan perlakuan yang sama

dengan sampel uji.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil

L.

Pemeriksaan pendahuluan kandungan metabolit sekunder ekstrak metanol
daun Picrasma javanica Bl memperlihatkan adanya senyawa alkaloid,
fenolik dan saponin. (Lampiran 2)

Dan 5 kg deun segar Prcrasma javanica Bl diperoleh  fraksi kental
heksana seberat 61,1 g (1,22, %), fraksi ctil asctat 99 g (1,98 %) dan berat
fraksi butanol 21,97 g (0,44 %). (Lampiran 3)

Dari skrining hippokratik ckstrak metanol daun Picrasma javanica Bl
dengan 3 variasi dosis (100,300,1000 mg/kgBB) terlihat adanya aktifitas
farmakologi yang nyata. Aktifitas tersebut meningkat dengan naiknya
dosis, sccara berurutan membenkan aktifitas penckanan SSP ( 15,73 %,
20,35 %, 21,79 %), relaksasi otot (22,85 %, 28,72 %, 31,45 %). Dan
skriming hippokratik senyawa V-1 memberikan aktifitas penekanan SSP
17,17 % dan relaksasi otot 22,85 %. (Lampiran 8)

Uji toksisitas (penentuan LCy) terhadap ckstrak metanol, fraksi n-
heksana, fraksi el asetat, fraksi  n-butanol dan  senyawa V-1
memperlibatkan  fraksi n-heksana  memiliki toksisitas LC 5o lebih tingg
yaitu 2,40 pg/ml ditkuti berturut-turut oleh senyawa V-1 64,97 ug/ml,

frakst ctil asctal 78,77 pg/ml, fraksi n-butanol 166,02 pg/ml dan ckstrak

metanol 282,24 up/ml. (Lampiran 10)
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5. Pemeriksaan pendahuluan aktifitas antimikroba ckstrak metanol, fraksi n-
heksana, fraksi etil asetat, fraksi n-butanol dan senyawa V-l
memperlihatkan aktifitas antimikroba (antijamur) pada fraksi etil asetat
dengan diameter doerah hambat techadap pertumbuhan jamur wi berkisar
1423 - 14,80 mm. Scdangkan terhadap bakteri wyi, ckstrak mctanol,
fraksi-fraksi ekstrak dan senyawa V-1 tidak memperlibatkan aktifitas
antibakteri samasekali. (Lampiran 12)

6. Uji aknfitas antioksidan terhadap ekstrak metanol, fraksi n-heksana, etil
asctat, n-butanol dan senyawa V-1 memperlihatkan persentase inhibisi
berturut-turut sebesar 82,19 %, 81,64 %, 78,57%, 87,07 % dan 95,37 %
pada konsentrasi 1mg/ml terhadap DPPH 0,05 mM. (Lampiran 14)

7. Hasil isolasi fraksi etil asetat (50 g) diperoleh seayawa mumi V-l
berbentuk kristal berwama putih sebanyak 0,054 g, jarak leich 189-190°C
yang lanut dalam etil asetat dan metanol, (Lampiran 15)

8. Pemeriksaan spektrum UV dan senyawa V-1 memberikan serspan
maksimum pada panjang gelombang 2245 nm dan 275,0 nm.

(Lampiran 17)

9. Pemertksaan spektrum IR senyawa V-l dengan peller KBr
memperlihatkan serapan pada bilangan gelombang 3400 cm’ adanya
regang OH, 1750 cn™ adanya C=0, 1650 e adanya C=C.

(Lampiran 18),
10. Spektrum 'H-RMI senyawa V-1 dalam CD30D memberikan 4 buah sinyal

singlet pada 7,06 ppm menunjukkan adanya proton pada cincin aromatis,



sinyal pada 3.84 ppm menunjukkan adanya atom H vang berasal dani
gugus OCH;. (Lampiran 19)

11, Spektrn “C-RMI senyawa V-1 dalam CD3IOD menunjukkan senyawa
i memiliki 8 buah atom karbon yang terdini dan S buah atom karbon
kuarterner pada pergeseran kimia 167,86 ppm, 145,35 ppm, 138,62 ppm,
120,28 ppm, 2 buah stom C tersier pada pergeseran kimia 108,87 ppm
dan | buah atom C primer pada pergeseran kimia 51,08 ppm,

(Lampiran 21)

12. Spektrum massa senyawa V-1 menunjukkan senyawa ini mempunyai

bobot molekul 184.7 dengan rumus molekul CgHyOs . (Lampiran 25)

4.2. Pembahasan

[solusi senyawa metabolit sekunder dari daun Picrasma favamica Bl
dimulai dari perajangan sampel segamya. Perajangan ini dimaksudkan uniuk
memperfuas  permukaan  sampel agar komtak antara pelarut dengan sampel
semakm luis tanpa merusak dinding sel sehingga mempermudah penetrasi pelarut
kedalam membran sel dan proses pelarutan senyawa yang terfkandung didalam
sumpel (proses osmosis). Penvacian sampel dilakokan dengan carn maserasi
karena maserasi merupakan prosedur sederhana untuk mendapatkan ekstrak
karena hanya dengan merendam sampel dalam pelarut sclama beberapa hari dan
sesckali dikocok, Metanol digunakan sebagai pelarut dalam maserasi ini karena
metanol merupakan pelarut yang dapat melarutkan hampir semua  senyawa
organik dalam tumbub-tumbuhan baik polar maupun non polar, Ekstrak metanol
vang diperoleh diuapkan pelarutnya secara  vacuo, karena dalam Keadaan
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vakum tekanan uap pelanit akan menjadi turun dan pelarut akan mendidib pada
temperatur lebih rendah dari titk didibnya sehingga dapat mengurangi Kerusakan
senyawn termolabil yang ada dalam sampel.

Fraksmasi dilakukan dengan menggunakan pelarut berdasarkan tinghkat
kepolarannya yang dimulai dan n-heksana, etl asctat dan n-butanol. Pelarut n-
heksana akan menank senyawa-senyswa non polar seperti lemak, lilin dan
klorofil. Komponen yang tidak larut dalam n-heksana selanjutnya difraksinasi
dengan etil asctat yang akan menarik senyawa semi polar sedangkan senyawa
polar akan ditanik olch pelarnt butanol, Fraksi yang didapatkan dipckatkan m
vacuo sehingga didupat ckstrak kental untuk tiap fraksi.

Fraksi etil asetat sclanjuimya dikromatografi cair vakum  (Flash
Kromatografi) menggunakan fase diam silika gel BDH (40-63 pm) dan fase gerak
n-heksana, etil asctat dan metanol dengan sistem SGP ( Step Gradient Polarity)
yaitu dengan menggunakan kombinasi pelarut yang kepolarannya  ditingkatkan
secara bertalap sehingga didapatkan pemisahan yang baik lalu dimonitor dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) dan dilibat dibawah lampu UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Pada KLT adsorbs: fase normal, senyawa-scnyawan yang non
polar akan naik febib cepat dan yang lebib polar akan nwk lebih lambat KLT
dapat digunakan untuk analisa komponen senyawa dalam suatu campuran, untuk
menentukan pelarut yang baik dalam pemisahan pada kromatografi kolom, untuk
memonitor hastl pemisahan dan untuk menentukan apakah hasil pemumian sudah

mumd o belum.
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Pemurmian senyawas dilakukan dengan kromatografi radial yang bagus
untuk pemisahan campuran senyawa —senyawa dimana pola kromatogramnya
pada KLT menunjukkan pola yang berdekatan yang sukar dipisabkan dengan
kromatografi kolom biasa. Pada prinsipnys kromatografi radial merupakan
krosmatograli lapis tipis preparatif dengan aliran fase gerak yang dipercepat oleh
gaya seninifugal.

Fraksi yang felah menunjukkan satu noda pada kromatografi lapis tipis
selanjutnya direkristalisasi dengan menggunakan campuran pelarut n-heksana dan
etil asetat sehingga diperoleh senyawa mumi yang telah menunjukkan satu noda
pada KLT. Dan fraksi etil asetat ini didapatkan senyawa mumi V-1 yang berupa
kristal putih,

Pada skrining hippokratik digunakan metoda Malone-Robichaud yang
dimodifikasi. Pemilihan metoda ini merupakan modifikasi dan penyecderbanaan
dani skrining hipokratik vang dapat mengatasi kesulitan dalam pemberian skor
/nilai pada parameter yang muncul. Dalam metoda ini parameter yang muncul
dibagi dalam 2 kelompok yaitu parameter ada atau tidak ada, diben skor | stau 0.
Sedangkan untuk parameter kusntitatif juga diben nilai skor sesuai dengan bobot
efek yang ditimbulkan. Pembenan nilai dengan cara ini lebih muodah dibanding
metoda lainnya.

Dosis yang digunakan pada wji nktifitas farmakologi i adalah dosis
100,300,1000 mg/kg BB, hal ini karena pada wji pendahuluan efck timbul pada
dosis 1000 mgkg BB. Dosis ini lalu diturunkan secara bertingkat sesnat dengan

rumus Thomson, Dipilih hanya 3 variasi dosis, dengan pertimbangan pada dosis



59

yung lebih kecil efek tdak akan kelibatan, Dosis untuk seryawa ujii V-1
digunakan 300 mp/kg BB karena pada dosis tersebut parnmeter yang muncul bisa
diamati,

Hewan percobann yang digunakan adalah mencit, karenn mencit mudah
didapat, mudah ditangani dan harganya murah, disampmg itu dengan mencit
respon yang diamati sedah dapat dilihat dengan jelas. Pemberian ekstrak
dilakukan secara mtraperitonial, tujuannya agar respon yang diamati muncul pada
waktu yang cepat, karena cara ini memberikan penyerapan yang cepat di
pembuluh darah, Selam itu cara ini lebih mudah dibandingkan dengan cans luin,

Dari hasil skrining terhadap ekstrak metanol dan senyawa V-1 dari daun
Picrasma javanica Bl, diperoleh efek penckanan SSP dan relaksan otot.Relaksan
otot muncul dalam persentase yang cukup besar , diduga senyawa bekera
menghambat enzim kolinesterase didacrah celah sinaptik, sehingga meningkatkan
aktifitas kolinergik dan merangssng veseptor kolinergik secarn ferus menerus
menycbabkan tecjadinya kekosongan asetilkolin pada vesikel atau memblokade
reseptor asetitkolin pada membran otot secara antagonis kompetitif (Ganiswara,
1995),

Efck penekanan SSP yang timbul diperkirakan akibat pengurub ekstrak
yang menckan jaringan peka rangsangan pada sel somatik saral dengan jalan
menstabilkan membran  sel  samf, sehingga tenadi  penurunan  jumiah
neurateansmitier cksitasi yang dibebaskan oleh impuls saraf otak  (Mutschier

1991).



Aktifitas yang diperoleh dari penapisan hipokratik merupakan informasi
pendahulusn yang harus diteliti lebib lanjut melalui uji spesifik supayn dapat
diketahui aktifitas yang benar-benar dupat dikenmbangkun.

Pengujian akiifitas antimikeoba menggunakan 7 jenis mikroba wji yang
mewakili golongan bakteri gram positif’ dan gram negatif serta jamur yaity
Staphlococeus aurens ATCC 6538, Staphilococeus epidermis ATCC 12228,
Micrococcus lutews ATCC 9342, Psendomonas aeruginosa ATCC 15442,
Excherichia coli ATCC 8739, Candida alhicany ATCC 10231 dan Trichophyion
memtagrophytes ATCC 5431, Dasar pemilihan mikroba uji adalah berdasarkan
latur belakang penggunaan secara tradisional dan daun Pricrasma javanica Bl
yang digunakan untuk mengobati penyakit kulit, colics, vermifuge, febrifuge.
Disamping itu ketujuh mikroba uji yang digunakan adalah mikroba yang patogen,
menginfeksi kulit manusia dan terdapat disaluran pencemaan.

Metoda yang digunakan untuk uji antimikroba adalah metoda difusi agar
menggunakan kertas cakram sebagai pencadang (reservoir). Metoda difusi agar ini
merupakan metoda yang sederhana, jumiah sampel yang dibutubkan lebih sedikit
dan hasil yang didapat cukup teliti untuk uji semikuantitatif (Barry, 1980).

Dari hasil pengujian antimikroba memperiihatkan bahwa ckstrak metanol
fraksi efil asetat dan butanol memberikan daya hambat terhadap pertumbuhan
Candida  albicans dan  Thrichoplvion  mentagrophytes, fmksi  n-heksana
membenkan daya humbat techadap pertumbuhan Candida albicans, sedangkan
senyawa V-1 sendin tidak memberikan daya hambat terthadap pertumbuhan

mikroba uji.
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Aktifitas anti mikroba ckstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi butanol
terchadap pertumbuhan mikroba uji adalah lemah karena memiliki diwmeter daccah
hambatan 10-11,30 mm sedangkan fraksi ctil asctat adalah fraksi yang paling aktif
dalam menghambat pertumbuhan mikroba uji dengan diameter dacrah hambatan
14.23-14.80 mm sedangkan senyawa murni V-1 tidak memberikan dacrah
hambatan sama sekali. Aktivitas anti mikroba dikatakan lemah apabila memiliki
diameter dacrah hambatan 7-11 mm aktifités sedang jika diameter hanbatan 12-16
mm dan aktifitas kuat jikn diameter dacrah hambatan besar dani 17mm {(Ontengeo,
1996 ).

Diameter daerah hambatan ekstra mctanol, fraksi-fraksi  dan senyawa
mumi V-1 dibandingkan dengan suatu antibiotik pembanding tetrasikiin 0.3 %
untuk bakteri dan klotnmazol 0,1% untuk jamur bertujusn untuk melihat
sensitifitas ckstrak metanol dan masing-masing fraksi terhadap mikroba uji.
Penggunan tetrasiklin sebagai pembanding karena merupakan antibiotik yang
mempunyai spektrum luas dan aktif menghambat bakter gram (+) dan gram (-)
yang bekerja menghambal sintesa protein pada ribosomnya, sedangkan
klortrimazol merupakan anti jamur yang aktif terhadap jamur sistemik dan jamur
dermatofit dan biasa digunakan secara topikal (Ganiswara, 1995; Reeves, 1978 )

Penentuan L.Csw dengan metoda “Brine Shrimps” dipilih karena metoda ini
merupakan sknning awal terhadap eksteak, frakst -fraksi ataupun senyawa murm
yang berasal dari tumbuh-tumbuban. Pengujian dengan cara it memihki beberapa
keuntungan yaitu cepal, murah, mudah penyajiaanya, tidak memerlukan kondisi
aseptis dan dapat dipercaya ( Meyer, 1982 )
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Metoda ini menggunakan larva Artemia salina schagar hewan percobaan
karena mempunyal beberapa keuntungan antara lain telurnya mudah didapar,
murah dapal disimpan beberapa tahun ditompat kering dan memiliki sensitifitas
yang lebih tinggi terhadap senyawa toksik ( Anderson, 1991 ),

Untuk melarutkan ekstrak, fraksi-fraksi  dan senyawa mumi dalam
pengaijinn toksisitas digunakan metmol, karena metanol dapat melarutkan hampir
semua senyawa dan mudah menguap. Penambahan DMSO kedalam vial uji
bertujuan untuk melarutkan senyawa yang sukar larut dalam air laut, sehingga
dapat terdistribusi secara merata.

Dari  hasil pengujian  menggumakan metoda “Brine  Shoimps™ i
memperlibatkan ckstrak metanol mempunysi LCs = 28224 pg/ml, fraksi n-
heksan LCsp = 2,41 pg/ml, fraksi ctil asetat LCy = 78,77 ug/ml, fraksi n butanol
I.Cy = 166,02 pg/ml dan senyawa mumi V-1 mempunyai LCs~ 64,97
ug/ml Dari hasil diatas menunjukan bahwa ckstrak metanol fraksi-fraksi dan
senyawa murmi V-1 toksik terhadap larva udang, suatu ekstrak menunjukan
akiifitas sitotoksik bila memiliks harga 1L.Cw < 1000 pg/ml dan senyawa murm
dikatakan toksik bila memiliki harga LCy < 200 pw/'mi ( Colegate, 1982 | Meyver,
1982).

Penentuan struktur senyawa V-1 hasil isolasi dilakukan menggunakan
spektrofotometer UIV-VIS, IR, RMI dan spektrum massa (MS).

Dari spektrum UV senyawa V-1 membenkan serapan maksimum pada
panjang gelombang 224.5 nm dan 275 nm yang merupakan dacrah serapan khas

untuk senyiwa fenolik dengan satu cincin aromatis ( Stlverstein, 1991).
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Dari spektrum IR dikctahui bahwa seayawa V-1 memberikan serapam pada
bilangan gelombang 3400 cm’' yang menipakan serapan yang khas untuk gugos
O, Scrapan pada bitangan pelombang 1750 e’ memperdihatkan sinyal yang
khas untuk guges ester. Sckitar 1650 cm™ memperlibatkin adanya ikatan C~C.

Dari spektrum 'H RMI scnyawa V-1 dalam CDyOD terhibat 4 buah sinyal
yang muncul pada pergeseran kimia 3,33 ppm (s), 3.84 ppm (s), 4,87 ppm (s)
dan 7,06 ppm (s). Sinyal singlet pada pergeseran kimia 3,84 ppm diduga berasal
proton dari pugus metokss. Proton pada cincin aromatik muncul pada sinyal
dengan pergescran kimia 7,06 ppm (s). Spektram 'H-RMI ini menunjukkan
adanya 2 buah atom H yang ckivalen yaitu H-2 dan H-6,

Spektrum "1-"H COSY merupakan spektrum autokorelasi dengan cara
menghubungkan titik-titlk sinyal dari proton yang terdapat pads spektrum. Jiki
pola yang dihasilkan membentuk bidang persegi empat berarti proton-proton yang
bertetangga tersebut saling terkopling. Dari spektrum 'H-'H COSY senyawa V-1
terlihat balwa tidak ada kopling antara proton tetangga.




Dari Spektrum "'C RMI senyawa V-1 didalam CDyOD 1erfihat 6 sinyal
yang mengandung 8 atom karbon yang terdiri dari 4 buah atom karbon kustemer
aromatis, 2 buah atom karbon tersier aromatis, | buah atom karbon kumiemer
karboksilat dan 1 buah atom Karbon primer. Pada pergeseran kinia 167,86 ppm
menunjukkan adanya atom karbon kuatemer karboksilat (C-7). Puncak pada
138,62 ppm memmjukkan letak C-4. Puncak pada 120,28 ppm menunjukkan
adanya atom karbon kuatemer aromatis (C-1). Puncak pada 108,87 ppm
menmjukkan adanya dua buah atom karbon tersier aromatis yang sunetris yaitu
atom C-2 dan C-6. dan puncak pada 51,08 ppm menunjukkan adanya atom karbon
primer (C-8). Puncak pada 145.35 menunjukkan adanya dua buah atom C simetns
yaity C-3 dan C-5.

Spektrum HSQC memberikan informasi tentang korelasi antara suatu
proton dengan karbon dimana proton terscbut melekat serta dengan tetangganyi
Dari analisis spektrum HSQC senyawa V-1 diketahui proton pada &y 7,06 ppm
memiliki korelasi dengan karbon pada 8¢ 108,87 ppm. Proton pada 8 3,86 ppm
memiliki korelasi dengan karbon pada &: 51,08 ppm.

Dengan menganalisis spektrum HMBC diketahui bahwa proton pada &
7.06 ppm memibiki korelasi dengan atom C pada 8¢ 167,86 ppm, 14532 ppm,
138,62 ppm, 120,28 ppm dan 108,87 ppm. Kemudian proton pada &, 3,84 ppm
yang berikatan langsung dengan atom C pada 8¢ 51,08 ppm memiliki Korelast
dengan atom C pada 8¢ 167,86 ppm

Dari pemeniksaan spektrum massa senyawa V-1 dengan mctode El
(Electron Impact) menunjukkan berat molekul senyawa V-1 1847, Senyawa
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dengan berat molckul yang hampic sama yaitu 184 (SDBS Mass, 2005)
menunjukkan bahwa adanya 8 atom C. 8 atom H dan 5 atom O dengan rumus
molekul CsHxOs lon molekul m/z 1531 mengindikasikon lepasnya fragmen
dengan miz 31,6 yang merupakan fragmen dani gugus OCH; Setelah pengolahan
dan penggabungan semua data yang berasal dari spektrum UV, IR, 'H RML, 'C
RMI, COSY, HSQC , HMBC, Massa dan dibandingkan dengan penemuan
terdahuly dari peneliti Hildayam (1998) yang mendapatkan senyawa asam  galat
dari daun sumbek-sumbek ( Leca culeata Bl ) dapat disimpulkan bahwa seayawa

V-1 ini adalah metil 3 4.5 trihidroksi benzoat atau metil galat dengan struktur sbb:




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1, Kesimpulan

Hasil skrining ipokratik terbadap ckstrak metanol dan senyawa V-1 dan
daun Picrasma javanica Bl, memperlihatkan aktifitas fanmakolog yang
paling menonjol schagai relaksasi otot dan penekanan sistem samf pusat.
Ekstrak metanol, fraksi-fraksi ekstrak dan senyawa V-1 dan daun
Picrasma javanica Bl memunjukkan aktifitas sitotoksik dengan  nilai
LC & < 1000 pg/ml,

Frakst yang paling aktif menghambat pertumbuhan jamur adalah fraksi ctil
asetal pada konsentarsi 10 mg/ml,

Hasil uji antioksidan menunjukkan senyawa V-1 sangat aktif sebagai
antioksidan pada konsentrasi | mg/ml

Berdasarkan  data  spektroskopi yang ada dapat disimpulkan bahwa
senyawa V-1 adalah 345 trhidroksibenzoat dengan rumus molekul
CyHaO« dengan struktur sebagai berikut:

E— o,
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5.2. Saran

Disurankan pada peneliti selanjutnya untuk melakukan pengujian aktifitas
lebih lanjut terhadap senyawa V-1 dengan metoda yang lebih specifik dan
melakukan isolas) senyawa lon dan fraksi n-heksana daun Picrasma javanica Bl
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Lampiran 1. Gambar Daun Tumbuhan Picrasma javanica BI,

Gambur 2, Daun Tumbuhan Picrasma javanica Bl
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Lampirmn 2. Uji Pendahuluan Kandungan Kimia dari daun Picrasma javanica Bl

Tabel 11, Hasil Uji Pendahuluan Kandungan Kimia dari Daun Micrasma javanica

i No | Kandungan Kimia Pereaksi Hasil
L1 | Alkaloid Mayer -

2. | Flavonoid Sianidin =

3. | Torpenod Liebermann-Burchard .

4. | Steroid Liebermann-Burchard -

5. | Saponin Aquadest/test busa +

6. | Fenolik FeCly +

Keterangan
+ = Bereaksi

« = Tidak bereaksi
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Lampiran 3, Skema Kerja Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Tumbuban  Picrasma

Javamea Bl
Daun segas
Ploraama jrwmrica Rlgme
- dipatong hecil {5 hg)
- mmdmmnl 355 hr
- disaring
o E 1
Maserat MeOH Athpas
“uuphan #t vacue
Eksuad kogtal MeOH
« dunmbah o3 aseta 5%
- ditambah squadest
- dhenapkan  disaning
[ 1
Endapan Fraksi nsamvair (1) |
- ditambalh as asetal 3%
- dutambah squadest
« dienapkan disaring
—
Endapan Feakss asam fair (1) | dipateary,
« ditambah MeOH-
aquadest (2:1)
= i
Praksi neheksana Fraksi MeOH/ nir
- - (raksinasi dg el asetat
Fraksi kental n-heksana - I
153 Fraks etl aselat Fraksl MoOHY arr (2)
~ditambah acjuadest
[ 1
Feaksi etil asetat Fraksinir | @
~vapkan in wicuo ~fraksirasi dg BuOH
I ) |
Fraksi kental ¢l aseta
19e Fraksi BuOH Fralsf sica
~tapkan in vacwn
Fraksi kenlal BoOH 5

CGambar 3, Skema Kena Eksiraksi dan Fraksinasi Daun Tumbuhan  Pierasma
Javanica Bl
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Lampiran 3. Skema Kerja Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Tumbuhan Prcrasma fuvanica

Bl. (Lanjutan)
Fraksi asam/air | dan 1l digabung
dan dipekatkan
Fraksinasi dg n-heksana
Fraksi n-heksana Fraksi asam/air
Uapkan m vacuo fraksinasi dg etil
asclat
Fraksi kental n-heksana
458 ¢
Fraksi ctil asctat Fraksi sisa
{asam)
Uapkan in vacin + NH,OH
Fraksinasi dg
Fraksi kental etil enl asetat
asctat (asam) 80 g
Fraksi sisa Fraksi etil asetat
(basa)
- Netralkan dg
as.asetat | %
- Fraksinasi dg
n-butanol
Fraksi butanol Fraksi sisa
Uapkan in vacuo
Frakst kental butanol
1697 g

Ket : Fruksi kental n-heksana, ctil asetat (asam), butanol digabung sesamanya (fraks:
yang sama) dan diuji aktifitas farmakologinya.




Lampiran 4. Metoda Pemisahan dan Pemurnian Senyawa V-1 dan Fraksi Etil

Asctat Daun Tumbuban Picrasma javanica Bl

Fraksi Enl Asetat (50 g)

Monttor dengan KLT

Flash Kromatograli

Monitor dengan KLT, RIyang sama
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digabung
] 1 1 1 1
Fraksi A Fraksi B Fraksi C Fraksi D Fraksi E
(botal 1-9) (botol 10) (botol 1§-13) (botol 14-15) (botol 16-20)
- Kromatografi Kolom
« Monitor dengan KLT
- Rl yang sama digabung
|| | ] 1 | |
Fraks: Aa Fraksi Ab Fraksi Ac Fraksi Ad 187 2 Fraksi Ae Fraksi Al
(vial 1-7) (vial 8-23) (vial 24-31) | | (Va1 32-34) (vial 35-40) (vial 41-96)
-Kromatografi kolom
- Monstor dengan KLT
= RMMymng sama digabung
{ 1
Fraksi Adl Fraks: Ad2
0,243
- Kromatografi radizl
- Moattor dengan KLT
- Rf yang sama digabung
I 1
Fraksi Ad1" Fraks AdY™
- Kromasografi Preparatil
- Rekristalizasi
Senyawn V|
(54 mg)

Gambar 4. Skema Pemisahan dan Pemumian Senyawa V-1 dan Fraksi Etil Aseiat
Daun Tumbuhan /icrasma javanica Bl
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Lampiran 5. Nilai Kuantitatif Beberapa Parameter pada Penapisan Hipokratik
Tabel 11l Nilai Kuamtitatif Beberapa Parameter pada Penmapisan Hipokratik
(Malone,1977)
Parameter Nilai
| 2 3
Sudut hilang daya cengkram 180° | 90° 45"
Peningkatan/peaurunan laju pemapasan (%) 25 S0 85
| Penin, leber pupil (mm) 1 2 3
Angka lakrimasi (mm) 6 10 14
Angka kromodakrniorea(mm) | 5 10
Peningkatan suhu rektum ("C) 1 2 3
Penurunan subu rektum (°C) 2 4 7
Waktu jatuh dan roiary rod (detik) 21-30 | 11-20 <10
| Peningkatan waktu jepit ckor (detik) 5 10 15
Peningkatan waktu plat panas (detik) 5 10 15
Penurunan berat badan (gram) 3 4,5 6

Cara untuk pengolahan data dari kertas kerja penapisan hipokratik :
1. Data kuantitatif ditransformasikan ke dalam skala nilai menurut tabel 11,

2. Semua parameter diben faktor bobot menurut nifai FB pada tabel 11

3, Kumpulkan setiap catatan parameter dan jumlahkan skor yang feramati
menurut dosis, kemudian kalikan dengan faktor bobot,
4. Kelompokkan parameter yang menunjukkan  salah  satu  aktivitas
farmakodinamik dalam satu tabel bersama skor bobol sctiap parameter
terschut. Jumlahkan skor bobot menurut dosis schingga didapatkan skor bobot

total,

5. Hitung skor bobot maksimum total dari masing- masing kategori aktivitas

dihitung dengan cara mengalikan {aktor bobot dengan frekuensi pengamatan
dan nilai maksimum yang dapat diberikan.

6. Persentase efek dihitung dengan cara membagi skor bobot total dengan skor

maksimum total dikal 100%.
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Lampiran 6. Daftar Faktor Bobot Untuk Parameter Penapisan Hipokratik
Tabel 1V.  Daflar Faktor Bobot untuk 44 Parameter Penapisan Hipokratik

(Malone,1977)
Paamster Fahtor Bobol | Akthitas
AKLiviias isotaril meourun 1 Penckasan SSP/ Relaksssi olol
| Stimilan SST
H 2= 1| Penckamn SSP
ﬁmgg% | Penckasan SSPY relaksasi olol
| Hilang relick pimal |
Paralisa kakl | Ponckanan SSPY Relavsasi otol
|_Hilang days ceaghomn 1,5 Penakan SSp/ Relaksast ool
gmm Stemulan SSP
' . — 4 oL B
| Tremor I Stimulun SSP
_Pasikulasi ] Stimuban SSP/ Parsslmpatomimet ik
Kemulst | Stimuban SSPY Stem / Pamsion / Simgratokitk
 Dhsafleaimus 15 Skmpatamimectik r—
_Pulpcbenl prosis i Penckan olilis/ olot
- Puphl mcichar oy . 410 —
| Pups! wmengecil 1,5 | Parssimpaiomimeih/ Sint/ Penchumaia SSP
| Nustaginus 2 Punckanan SSP
| Lakrimas meringka n.s Parasimpacomiveetsk
| Lakrimasi menmnan 2 Sampacodilik
|_Kromadikriarea ! Parastmpatonimetik
Telingnfchor menmicat 2 Vasokoritrikst =
Ti Vamodi latasi
| Sativag : Parseinpatomsmetik
Ekor naik 0s Analpesik
[ B berdin 15 Pacasimguiousimcaik/ Sinspaioonimeik |
| Unnasi ] Pacasi mesik
Diare ™ !'v;’z:'m De—
| Gemk berputar Stimlan SSP! Simspalcmainctik
| Foc hergork 1| Stimulan SSP
[ ehiag == X
‘Temperatur rekism tuoun 1 Penckanan ik
Jasuh dari mod 1 Penckanan SSPY Relaksast olot
M“‘-ﬁd L Stinmlan SSP_ 3
Tonus fubah 13 1
Tonus tubeh naik 2 Stimulan SSP
~Agresil 1 Stiamiilan SSP
! Poackaan S5P
Rasy ingin Labu messnn = ! Penckanan SSP/ Relabsiss otot
Rawa ungim tabwm memngkat I Penckanan S5/ Relaksas: olot
teaks TP I Penckanan Relaksis ulot
|_Reakst jopit chor menunin 1 Penckaian SSIY Relaksasi olot!
2
Derat hadan tenan (K3




Lampiran 7. Contoh Laporan Kertas Kerja
Tabel V.  Contoh laporan kertas kerja

Berat badan
Jam mulai
Tanda

No. Sampel

Tingkat Respos dan Pengukuran

K LS w1y | w

1l

i

?l
i

lgle g
flilgl

i
i

g

I

-l =
H




Lampiran 8. Hasil Skrining Hipokratik Ekstrak Metanol Daun Micrasma javanica
m.

Tabel VI, Efek Sknning Hipokratik Exstrak Metano! Daun Prerasme javanica B,

Aktifitas Parameter yang diamati B Dosis (mg/kge BB)
100 300 1000

Penckanan SSP | Aktivitas motonk menurun | | 7 7 9
Hilang dayacengkram [ 1,5] 135 | 135 | 135
Temperatur rectum turun | 2 2 2
Jatuh dani rotarod 1 23 27 27
Laju pemafasan menurun 2 6 16 18
Rasa ingin tahu menurun I 3 5 6
SBT 545 | 705 | 755

(| SBM = 346,5 | [ [ e
% Elck 15,73 | 20,35 | 21,79

Relaksas: otot Aktivitas motorik menurun | 7 7 9
Hilang daya cengkram 15| 13,5 | 135 | 13§
Writhing 0.5 2 0 1,5
Jatuh dan rotarod 1 23 27 27

P Laju pemafasan menurun (2 | 6 | 16 | 18

Rasn ingin tahu menurun | 3 S 6
SBT 545 | 685 | 750
SBM = 2385
% ofck 2285 | 28,72 | 31,45




Lampiran 8. (Lanjutan)

Tabel VII. Efek Skrining Hipokratik Senyawa V-1 Daun Picrasma javanica Bi.

Akuifitas Parameter yang diamati FB | Dosis 300 mg/kg BB

Penckanan SSP | Aktivitas motorik menurun | | 7
Hilang daya cengkram 1,5 13,5

- 'Laju pemafasan menurun 2 18
Jatuh dani rotarod I 10
Rasa ingin tahu menurun 1 6
Katalepsi 11 S
SBT = 595
SBM = 346,5

| %Efek =7 17,17

Relaksasi otot Aktivitas motorik menurun | 1 7
Hilang daya cengkram 1,5 13,5
Laju perafasan menurun 2 18
Jatuh dan rotarod 1 10
Rasa igin tahu menurun | 6
SBT = e 54,5
SBM = 238,5
% clck 22,85




'l.amplran 9. Skema Pengujian Toksisitas “Brine Shrimps” menggunakan Larva
Artemia sulina 1each terhadap Ekstrak, Fraksi dan Seayawa Hasil

Isolasi

Kistu Arreomi salion Uksteak, Frakst dan Senyawa Hasil solasi

~Dimasikian dalam wadah
Penetesan yany berisikan air lavt dan
dilengkaps acrasi dan cabiayn
~Dibiarkan 48 jam Larutan induk
40mg/ 4 ml

Dieacerkan

Larutan uji Lanstan uji . ansan
10jug/ el 100pg/nl 1000pg/ml
3 vial 3 vial 3 vial

~Riarkan sampai
pelarul menguap (kering)
- Masing-masing
tambahkan SOyl DMSO dan
aduk sampai lanst
“Tambahkan 2 ml air lat

Larva udang driemia sl Zatwji ( 10, 100, 1000 ) pgiinl & koatrol + DMSO + air laut

- Masukan karva
wdang masing-
masing 10 ekor

-Cukupkan 5 ml
dengan air laut
~Amati sctelah 24 jom

Hitung jumlah Krva yang mati

Gumbar 5, Skema Penpujion Toksisitas “Brine Shrimps™ menpgunakan
Lurvis Arresma sefine Leach terhadap Ekstrok, Fraksi Ekstrak dan
Senyawa | lasil Isolosi



Lampiran 10. Perhitungan LC, dengan Program Komputer Finney
Tabel VIllHasi! Perhitungan LCsq dengan Program Komputer Finney

Sampel Uji LCse (pg/ml)
Ekstrak metanol 28224
Fraksi n-hcksana 240
Fraks: etil asetat 8,77
Fraksi n-butanol 166,02

Senyawa V-1 64,97




Lampirani 1, Skema Pengujian Aktifitas Antimikroba

Stenilisasi

- Alat
- Bahan
Pembuatan media pembenihan

- NA — untuk baktcri
¥-SDA —» mtu_kj]amur

Peremajaan mikroba uji

- Inkubasi 18-24 jam 1= 37° C— bukien
- Inkubasi 3-5 hari t = 25-27°C>  jamur

'embuatan suspensi mikroba u)i

~A=3580nm T =25%— bakien
<A=530nm T=90% — jamur

Pembuatan inokulum

- 0,1 ml suspensi + 12 ml media agar
- memadat

Pembuatan sample uji
l—lnmlknn dengan metanol

Pengujian aktifitas antimikroba

v

Mameter cakram

Gambar 6 .Skema pengujian aktifitas antimikroba



Lampiran 2. Pengujian Akufitas Antimikroba Ekstrak |, Hasil Fraksinasi dan
Senyawa V-1 Hasil Isolasi Dant Daun Prerasma javanica Bl

Tabel IX. Hasil Pengukuran Diameter Daerah Hambat Pertumbuhan Jamur Uji

dari Daun Picrasma javamica Bl
Sampel Diameter daerah hambat rata-rata (mm) terhadap
bl A B
Ekstrak metanol 989 10,00
Fraksi n-heksana 0,00 10,00
Fraks: etil asetat 14,80 14.23
Fraks: n-butanol 11,30 10,00
Senyawit V-1 0.00 0,00
K- 0,00 0,00
K+ 17.05 17,15

Ket: A = Candida alhicans ATCC 1023
B = Tricophyion mentagraphytes ATCC 5431
K+ =~ Klotrimazol 0,1 %

K == Mctanol
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Lampiran 12. (Lanjutan)

Candida albicans ATCC 10231

Ekstrak MeOH 10 %
Fraksi n-heksan 1 %
Fraksi Etilasatat 1 %
Fraksi BuOH 1%
Senyawa V-10,05%
Matancd 10 i
Kiotrimazol 0,1 %

e R o

Gambar 7. Diameter Daerah Hambatan Pertumbuhan Jamur Uji CA

Trichophyton mentagrophytes ATCC 5431

Ekstrak MeOH 10 %
Fraks n-heksan 1%
Fraksi Etilasetat 1 %
Fraks BuOH 1 %
Seayswa V-1 005 %
Matancl 10
Kiotrimazol 0,1 %

NG EWR -

Gambar 8. Diameter Daerah Hambatan Pertumbuban Jamur Uji TM



Lampiran!3 Pemeriksaan Aktifitas Antioksidan dengan Metoda Radikal DPPH

0,2 ml larutan standar/sampel

I

Tambahkan 3.8 ml larutan
DPPH 0,05 mM

Y
Masukkan kedalam vial gelap

Y

Biarkan 30 menit pada subu kamar

'

Ukur absorban pada A 517 nm

1

| Hitung persentase (%) inhibisi

Gambar 9, Skema Pemeriksaan Aktifitas Antioksidan dengan Metoda Radikal DPPH
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Lampiran 14. Peaguyian Aktifitas Antioksidan

Tabel X. Hasil Pengujian Aktifitas Antioksidan Ekstrak metanol, Fraksi n-
heksana, Fraksi etil asetat, Fraks:i Butanol dan Senyawa V-1 daun Tumbuhan
Prerasma javanica Bl

Sampel Absorban Persentase Inhibisi
- Ekstrak metanol 0,0719 82,19%
Fraksi n-hcksana 0,0741 81,64 %
Fraksi etil asetat 00865 78,57 %
Fraksi butanol 00522 : 8707 %
Senyawa V-1 00187 95.37 %
- Vitamin C 00134 96,68 %




Lampiran 15. Karakterisasi Organoleptis dan Pemeriksaan Senyawa V-1
Tabel X1. Hasil Karakterisasi Organoleptis dan Pemeriksaan Senyawa V-1

Karaktcrisasi Seanyawa V-1

Bentuk Kristal

Wamna Putih

Bau Tidak berbau

Kelarutan Larut dalam ctil asetat dan metanol
Jarak Ielch 189-190°C

FeCly Hij

NaOH Jingga kemerahan

Uap Amaniak Abu-abu
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Lampiran 16. Spektrum UV Scayawa Radikal DPPI

0,504
'l".\\
g G |op / 3
£ e /
1 i
0 A ey
4000 oREerewr 8009

—  panjang gelombang (nm)

Gumbar 10. Spektrum UV Senyawa Radikal DPPH
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Tabel XII. Data Hasa! Pengukuran Serapan DPPH 0,05 mM Dalam Mctanol Pada

Panjang Gelombang 517 mn
Sampel Konsentrasi Scrapan
DPPH 0,05 mM 04037




Lumpiran 17, Spektnun UV Senyawa V-1

’ l\./"/ '\\
0.00A1 7 -
20Gm S0jqiv;  490.6ne

~» Panjang gelombang (nm)

Giaumbiar 11 . Spektrum UV Seoyawa V-1

Tabel X111 Data Hasil Pemeniksaan Spektrum UV Senyawa V-1

No | Panjang Gelombang Maksimum (nm) | Serapan

. [2750 T0,6868

2 |224s | 1,2084
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18. Spektrum Inframerah Senvawa V-1

Lamp
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Gambar 12, Spektrum Inframerah Senyawa V-1

Data Hasil Pemenksaan Spektrum Infra merah Senyawa V- |

-

Bilangan Gelombang (cm”™' )

Tabel X1V

Keterangan

Regang Of

Regang C=0

Regang C=C

3400

1750

1650
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Lampiran 24. Korelasi Proton dan Karbon Seayawa V-1

Tabel XIV. Korelast Proton dan Karbon Senyawa V-1 Berdasarkan Hasil
Pemeriksaan Spektrum "H-"H COSY, 'H-""C HSQC dan 'H-"*C HMBC

Penomoran |  §c | Jenis | By 'H-"C HMBC
C {(ppm) C | (ppm)
1 12028 | C
26 | 10887 | CH | 7.06 |167.86:14535.138,62:120,28;108 87
35 14535 | C
1 13862 | C
7 167,86 | COO
3 51,08 | OCH, | 184 167.86




Lampiran 25, Spcktrum Massa Scoyawa V-1

‘ 159

Gambar |8. Spektrum Massa Senyawa V-1 ( El )

Tabel XV. Data Pemeriksaan Fragmen Senyawa V-1

mz Fragmen yang lepas Keterangan
| “.? - M‘
153,0 OCH; M3
e 0
-~ QCHj, :)'i_ OCH)
= 28 —_— + "OCH,
OH HO OH HO Ol
o H

(M*ym/z = 184,7

(M' -31)miz~ 153
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187.7 2038 2236 2687 n2s
X 2.0;}' 23 2698 2870 A6
.250 300



