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ABSTRAK 

 

ZAHRAH NADIA PUTRI. Isolasi dan Uji Aktivitas Metabolit Sekunder dari 

Fraksi Etil Asetat Batang Muntingia calabura L. Asal Sukabumi. Dibawah 

Bimbingan FERAKURNIADEWI, IRMARATNAKARTIKA 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui struktur metabolit sekunder dari 

frasi etil asetat batang Muntingia calabura  L. asal Sukabumi serta menentukan 

aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. Dua senyawa turunan flavonoid yaitu 

5-hidroksi-3,7-dimetoksiflavon (1) dan 2’-4’-dihidroksicalkon (2) telah diisolasi 

dari fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. Penentuan struktur senyawa 

hasil isolasi berdasarkan analisa spektrum UV-Vis, 
1
H-NMR, dan 

13
C-NMR. 

Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. Pengujian aktivitas 

antioksidan dengan metode DPPH. Nilai IC50 senyawa 5-hidroksi-3,7-

dimetoksiflavon (1) dan 2’,4’-dihidroksicalkon (2) berturut-turut adalah 96,61 x 

10
1
ppm, dan 12,42 x 10

3
ppm, dimana kedua senyawa tersebut tidak aktif sebagai 

antioksidan. 

 

Kata Kunci. Muntingia calabura L., Antioksidan, Flavonoid, 5-hidroksi-3,7-

dimetoksiflavon. 2’,4’-dihidroksicalkon 

.
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ABSTRACT 

 

ZAHRAH NADIA PUTRI. Isolation and Antioxidant Activity Test of Ethyl 

Acetate Fraction Secondary Metabolites from the Stems of Muntingia calabura L. 

from Sukabumi. Under Supervised by FERAKURNIADEWI, 

IRMARATNAKARTIKA 

 

The purposes of this research were to determine the structure of secondary 

metabolite from ethyl acetat fraction from stems of Muntingia calabura L. from 

Sukabumi and to determine the antioxidant activity with DPPH method. Two 

flavonoid derivative compounds which are 5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavone (1) 

and 2’,4’-dihydroxychalcone (2) have been isolated from ethyl acetate fraction of 

the stems of Muntingia calabura L. The structure of these compounds were 

determined based on spectroscopic data, such as UV-vis, 
1
H-NMR, and 

13
C-NMR. 

The antioxidant activity was determined by DPPH method. IC50 value of 5-

hydroxy-3,7-dihydroxyflavone (1) and 2’,4’-dihidroxychalcone (2) were 96,61 x 

10
1
ppm, dan 12,42 x 10

3
ppm. Respectively, the result of antioxidant activity 

showed that 5-hydroxy-3,7-dihydroxyflavone and 2’,4’-dihydroxychalcone are 

inactive as an antioxidant 

 

 

Keywords.  Muntingia calabura L., Antioxidant, Flavonoid. 5-hydroxy-

dimethoxyflavone. 2’,4’-dihydroxychalcone. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Muntingia calabura L. atau kersen (Elaeocarpaceae) merupakan tanaman 

dengan bentuk seperti pohon yang rimbun. Tanaman ini termasuk kedalam spesies 

tunggal dalam genus Muntingia. Muntingia calabura L. merupakan tanaman asli 

dari Meksiko selatan. Meskipun demikian, tanaman ini telah banyak 

dibudidayakan dan ditemukan di daerah yang hangat di India dan Asia Tenggara 

seperti Malaysia, Indonesia, dan Filipina (Mahmood et al., 2014). Masyarakat saat 

ini hanya mengetahui kersen sebagai pohon peneduh di pinggir jalan serta 

buahnya yang sering dikonsumsi oleh anak-anak karena rasanya manis. Padahal 

disamping itu semua, Kersen memiliki banyak manfaat dalam pengobatan 

tradisional. Daun, kulit, bunga dan akar tumbuhan kersen telah digunakan untuk 

mengobati demam, sakit kepala, penyakit hati, mengurangi radang pada kelenjar 

prostat serta sebagai antiseptik (Sufian et al., 2013; Zakaria et al., 2007). Daunnya 

juga sering dijadikan sebagai teh dan buahnya banyak dikonsumsi dalam bentuk 

selai. 

Kersen merupakan salah satu tanaman yang memiliki banyak kandungan 

metabolit sekunder dan bermanfaat bagi kesehatan. Hasil penelitian sebelumnya 

menunjukkan bahwa tanaman Muntingia calabura L. kaya akan kandungan 

senyawa fenolik berupa flavonoid seperti flavon, flavanon, flavan, biflavan 

sebagai senyawa utama, serta senyawa metabolit sekunder lain seperti tanin, dan 

saponin yang menunjukkan efek sitotoksik, antiinflamasi, antimikrobial dan 

antioksidan (Chen et al., 2004; Surjowardojo et al., 2014; Sibi et al., 2012; Kuo et 

al., 2014). 

Flavonoid yang menjadi kelompok senyawa metabolit sekunder utama dalam 

batang Muntingia calabura L. kaya akan manfaat bioaktivitas, salah satunya yaitu 

dapat dimanfaatkan sebagai zat antioksidan. Beragam kandungan metabolit 

sekunder yang dimilikinya berpotensi menjadi antioksidan alami sehingga 
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membuat senyawa-senyawa tersebut menarik untuk dijadikan pengganti dari 

antioksidan sintetik. Timbulnya efek samping dari antioksidan sintetik, seperti

keracunan, resiko kerusakan hati, dan karsinogenik yang diujicobakan pada 

hewan di laboratorium, dan juga meningkatkan minat masyarakat untuk 

mengkonsumsi antioksidan alami yang berasal dari tanaman alami yang tidak 

beracun dengan dan harga yang relatif terjangkau. 

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa studi bioaktivitas 

antioksidan dari tanaman Muntingia calabura L. baru dilakukan pada bagian daun 

dan buah (Zakaria et al., 2011; Preethi et al., 2010). Namun untuk batang 

Muntingia calibura L. belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, pada penelitian 

ini akan dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari fraksi etil asetat 

batang Muntingia calabura L. dan menguji aktivitas antioksidan senyawa hasil 

isolasi tersebut. 

 

B. Perumusan Masalah 

Berdasarkan pembatasan masalah yang telah diuraikan di atas, maka masalah 

dalam penelitian ini dirumuskan sebagai berikut: “Senyawa metabolit sekunder  

apa yang terdapat dalam fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. dan 

bagaimana aktifitas antioksidannya?” 

 

C. Tujuan Penelitian 

Berdasarkan perumusan masalah, penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Menentukan struktur senyawa hasil isolasi dari Muntingia calabura L 

berdasarkan data spektroskopi.  

2. Memperoleh data tentang bioaktivitas antioksidan dari metabolit sekunder 

fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. 

 

D. Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan memberikan informasi baru mengenai senyawa 

hasil isolasi dan batang Muntingia calabura L asal Sukabumi dan potensinya 

sebagai antioksidan.  
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

 

A. Kajian Etnobotani Muntingia calabura L. 

Kersen atau talok memiliki nama ilmiah Muntingia calabura L. merupakan 

tanaman yang sering digunakan anak-anak untuk bermain atau dimakan buahnya. 

Tanaman ini ternyata memiliki kandungan senyawa yang penting dan juga 

berkhasiat. Tanaman yang sekarang ini banyak dipakai hanya sebagai tanaman 

peneduh ini sebenarnya memiliki manfaat kesehatan yang sangat berguna. Buah 

kersen dipercaya dapat menyembuhkan penyakit-penyakit seperti hipertensi, asam 

urat dan diabetes mellitus. Beberapa kasus yang pernah ditemukan dalam 

masyarakat, orang yang mengkonsumsi buah kersen matang dapat mengobati 

penyakit asam urat dan diabetes mellitus. Selain buah, bagian-bagian dari pohon 

kersen juga bermanfaat seperti daunnya, kulit batang, dan bunganya (Pramono 

dan Santoso, 2014). 

Tanaman kersen merupakan pohon rimbun yang tumbuh cepat dengan 

ketinggian mencapai sekitar 7.5-12 m dengan cabang menyebar yang hampir 

membentuk horisontal (Gambar 1a). Daun M. calabura memiliki panjang sekitar 

5-12,5 cm, berbentuk lonjong, panjang menajam puncak, miring di bagian bawah 

dengan warna hijau gelap dan pada permukaan atas sedikit berbulu, atau coklat-

berbulu di bagian bawah dengan gerigi yang tidak teratur (Gambar 1b). Bunga-

bunganya memiliki bentuk melebar sekitar 1,25-2 cm; dengan lima kelopak hijau 

dan lima kelopak putih dan terdapat banyak benang sari kuning yang menonjol 

(Gambar 1c). Buahnya berlimpah dengan bentuk bulat, berdiameter sekitar 1-1,25 

cm, dengan warna merah atau kuning, berkulit tipis, halus, kulit lembut dan 

berwarna coklat muda, lembut, dengan rasa manis seperti rasa buah ara, dan diisi 

dengan biji kekuningan yang sangat kecil (Gambar 1d) (Mahmood et al., 2014). 

Klasifikasi tumbuhan Muntingia calabura L. berdasarkan USDA (2016) 

adalah sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae  
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Divisi : Magnoliophyta 

Kelas : Magnoliopsida 

Ordo : Malvales 

Famili : Elaeocarpaceae  

Genus : Muntingia 

Spesies : Muntingia calabura L. 

 

Gambar 1. Berbagai bagian M. calabura. (A) Pohon M. calabura. (B) Daun M. calabura. 

(C) Bunga dari M. calabura. (D) Buah dari M. calabura (Mahmood et al., 

2014)  

 

B. Kajian Fitokimia Tumbuhan Muntingia Calabura 

Muntingia calabura L. (Elaeocarpaceae) adalah tanaman yang tumbuh di 

daerah tropis. Daun, bunga, kulit dan akar dari tanaman Muntingia calabura L. ini 

telah banyak digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati sakit kepala, 

dan demam. Tanaman ini telah dilaporkan memiliki banyak aktivitas farmakologis 

http://www.plantamor.com/index.php?plantsearch=Elaeocarpaceae
http://www.plantamor.com/index.php?plantsearch=Muntingia
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yakni seperti antitumor (Kaneda et al., 1991; Su et al., 2003), antitoksik (Nshimo 

et al., 1993), anti inflamasi, antibakteri (Zakaria, et al., 2007), antiproliferatif, 

antioksidan (Zakaria et al., 2011), kardioprotektif dan efek antipiretik (Sibi et al., 

2012).  

Berbagai bagian dari tumbuhan Muntingia calabura L. seperti kulit kayu, 

akar, dan daun mengandung senyawa-senyawa metabolit sekunder seperti 

flavonoid, calkon, terpenoid, saponin, tannin dan senyawa-senyawa fenolik 

(Preethi et al., 2012; Surjowardojo et al., 2014; Zakaria et al., 2011). Namun di 

antara semua senyawa metabolit sekunder tersebut, flavonoid menjadi senyawa 

metabolit sekunder utama di dalamnya. Senyawa flavonoid yang sebelumnya 

dilaporkan telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi yakni seperti calkon, flavonol, 

flavon, flavanon, flavan, dan biflavan (Chen et al., 2004; Nshimo et al., 1993). 

Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenol terbesar yang ditemukan di 

alam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna. Sebagai pigmen bunga, 

flavonoid jelas berperan menarik serangga untuk membantu proses penyerbukan. 

Beberapa kemungkinan fungsi flavonoid yang lain bagi tumbuhan adalah sebagai 

zat pengatur tumbuh, pengatur proses fotosintesis, sebagai zat antimikroba, 

antivirus, antiinsektisida. Telah banyak flavonoid yang diketahui memberikan 

efek fisiologis tertentu (Kristanti et al., 2008). 

 

Gambar 2. Kerangka Molekul Senyawa Golongan Flavonoid 

Golongan senyawa flavonoid yang menjadi senyawa utama dalam Muntingia 

calabura dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan. Senyawa fenolik tersebut pada 

umumnya memiliki aktivitas antioksidan. Semakin banyak gugus hidroksi yang 

terikat pada cincin aromatis akan semakin tinggi pula aktivitas antioksidannya. 

Struktur kimia flavonoid seperti Gambar 2 didasarkan pada kerangka lima belas 

karbon yang terdiri dari dua cincin benzena (A dan B seperti yang ditunjukkan 
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pada Gambar 2) yang dihubungkan melalui cincin piran heterosiklik (C). Senyawa 

ini dapat dibagi menjadi berbagai kelas seperti flavon (misalnya, flavon, apigenin, 

dan luteolin), flavonol (misalnya, kuersetin, kaempferol, mirisetin, dan fisetin), 

flavanon (misalnya, flavanon, hesperetin, dan naringenin). Berbagai kelas 

flavonoid berbeda dalam tingkat oksidasi dan pola substitusi dari cincin C 

benzena, sedangkan senyawa individu dalam kelas berbeda dalam pola substitusi 

dari cincin A dan cincin B pada benzena (Kumar dan Pandey, 2013). 

Senyawa-senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi di antaranya 

merupakan senyawa flavon yaitu 8-hidroksi-7,3’,4’,5’-tetrametoksiflavon (1), 

8,4’-dihidroksi-7,3’,5’-trimetoksiflavon (2) pada bagian kulit batang Muntingia 

calabura yang memiliki sifat aktivitas antitoksik yang baik (Chen et al., 2004). 

Senyawa flavon lain yang telah berhasil diisolasi pada bagian kayu batang yaitu 

4’-hidroksi-7,8,3’,5’-tetrametoksiflavon (3), 5-hidroksi-7-metoksiflavon (4), dan 

3,5,7,3’,4’-pentahidroksiflavon (5)  yang telah diuji aktivitasnya dalam respon 

neutrophil pro-inflammator.  

 

Gambar 3.  Struktur Senyawa Flavon Hasil Isolasi dari Kulit Batang (Chen et al., 2004) 

dan kayu batang Muntingia calabura (Kuo et al., 2014). 

Senyawa flavonoid lain yaitu flavan telah diisolasi sebelumnya, di antaranya 

adalah (2S)-5’-hidroksi-7,8,3’,4’-tetrametoksiflavan (6) yang diisolasi dari kulit 

batang Muntingia calabura (Chen et al., 2004), (2S)-5’-Hidroksi-7,3’,4’-

trimetoksiflavan (7), (2S-7,8,3’,4’,5’-pentametoksiflavan (8), yang telah diisolasi 

dari akar tanaman Muntingia calabura yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap 
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sel kanker (Kaneda et al., 1991), dan (2S)-8,5’-dihidroksi-7,3’,4’-trimetoksiflavan 

(9) dari batang kayu Muntingia calabura (Kuo et al., 2014). 

 

Gambar 4.  Struktur Senyawa Flavan Hasil Isolasi dari Kulit Batang Muntingia calabura 

(Chen et al., 2004) dan Batang Kayu Muntingia calabura (Kuo et al., 2014). 

Senyawa calkon yang juga termasuk senyawa golongan flavonoid memiliki 

kerangka trans-1,3-diaril-2-propen-1-on, terdistribusi di akar, rizoma, batang, 

daun, bunga, dan biji. Senyawa calkon memiliki beragam kemampuan bioaktivitas 

seperti antioksidan, antitumor, antimutagenik, anti-inflamasi, analgesik, 

antibakteri, dan lainnya karena adanya keton α,β-unsaturated (Zhang et al., 2013). 

Senyawa calkon yang berada pada tanaman Muntingia calabura yakni di 

antaranya adalah 2’,4’-dihidroksicalkon (10), 4,2’,4’-trihidroksicalkon 

(isoliquiritigenin) (11), 2’,4’-dihidroksi-3’-metoksidihidrocalkon (12), (-)-3’-

metoksi-2’,4’,β-trihidroksidi-hidrocalkon (13) yang diisolasi dari kulit batang dan 

daunnya. Senyawa-senyawa ini memiliki aktivitas sitotoksik yang baik terhadap 

sel kanker (Chen et al., 2005; Su et al., 2003). Selain itu, senyawa calkon juga 

ditemukan pada bagian batang kayu dari Muntingia calabura seperti (R)-2’,β-

dihidroksi-3’,4’-dimetoksidihidrocalkon (14) (Kuo et al., 2014).  

Ditemukan juga beberapa senyawa lain yang terkandung di dalam tumbuhan 

Muntingia calabura yaitu steroid. Steroid merupakan kelompok senyawa bahan 

alam yang kebanyakan strukturnya terdiri atas 17 atom karbon dengan 

membentuk struktur dasar 1,2-siklopentenoperhidrofenantren. Steroid atas 

kelompok senyawa yang pengelompokannya didasarkan pada efek fisiologis yang 
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dapat ditimbulkan yang terdiri atas kelompok sterol, asam-asam empedu, hormon 

seks dan adrenokortikoid, aglikon kardiak dan sapogein. Pengelompokan 

golongan senyawa ini juga ditinjau dari segi struktur (Achmad, 1986; Kristanti et 

al., 2008). Senyawa steroid yang terdapat dalam tumbuhan Muntingia calabura di 

antaranya yaitu β-sitosteron (17), 6β-hidroksistigma-4-en-3-on (18), dan β-

sitosterol (19) yang telah diisolasi dari kulit batang Muntingia calabura (Chen et 

al., 2004). 

 
Gambar 5.  Struktur Senyawa Calkon Hasil Isolasi dari Kulit Batang (Chen et al., 2005)  

dan Daun Muntingia calabura (Su et al., 2003). 

 

Gambar 6. Struktur Senyawa Steroid Hasil Isolasi dari Kulit Batang Muntingia calabura 

(Chen et al., 2004) 

 

C. Radikal Bebas dan Antioksidan 

Antioksidan adalah setiap zat yang dapat mencegah, mengurangi, dan 

menstabilkan radikal bebas (ROS/RNS) yang dapat menimbulkan kerusakan pada 

biomolekul. Radikal bebas merupakan suatu atom atau molekul yang mempunyai 

elektron yang tidak berpasangan. Oleh karena itu, radikal bebas mempunyai sifat 

yang tidak stabil dan sangat reaktif. Radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh 
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maupun dari luar tubuh (Kristanti et al., 2008). Tubuh manusia memiliki sistem 

antioksidan untuk menangkal reaktivitas radikal bebas, yang secara kontinu 

dibentuk sendiri oleh tubuh. Bila jumlah senyawa radikal bebas melebihi jumlah 

antioksidan dalam tubuh, maka kelebihannya akan menyerang komponen lipid, 

protein maupun DNA sehingga mengakibatkan kerusakan-kerusakan yang disebut 

dengan stres oksidatif (Winarsi, 2007).  

Antioksidan dapat berupa enzim (misalnya superoksida dismutase atau SOD, 

katalase dan glutation peroksidase), vitamin (misalnya vitamin E, C, A, dan β-

karoten), dan senyawa lain (misalnya flavonoid, albumin). Vitamin C merupakan 

salah satu antioksidan yang dapat disintesis dalam tubuh. Vitamin ini terdapat 

dalam seluruh jaringan makhluk hidup dan dapat mempengaruhi reaksi oksidasi-

reduksi dalam jaringan. Vitamin C dapat memutus reaksi radikal yang dihasilkan 

melalui lipid peroksidasi (Sayuti dan Yenrina, 2015).  

 

Gambar 7. Mekanisme Vitamin C sebagai Antioksidan (Huber et al., 2007). 

Sumber antioksidan lain yaitu senyawa fenolik seperti flavonoid. Senyawa 

fenolik adalah senyawa fitokimia sebagai senyawa antioksidan yang paling umum 

di dalam kingdom tanaman yang dapat digunakan sebagai antioksidan tambahan. 

Sekitar 5000 fenolat tanaman telah dikenal banyak menunjukkan aktivitas 

antioksidan yang signifikan, baik aktivitas pemadaman oksigen tunggal maupun 

aktivitas radikal. Macam-macam tingkatan variasi antara senyawa fenolik yang 

berbeda dalam efektivitas senyawa tersebut sebagai antioksidan ditentukan oleh 

beberapa fitur struktural (Kristanti et al., 2008).  
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Jumlah dan posisi hidrogen yang akan disumbangkan pada gugus hidroksil 

pada cincin aromatik dari molekul fenolik mengontrol radikal bebas dan aktivitas 

antioksidan dari fenolat. Hal ini juga dipengaruhi oleh faktor-faktor lain seperti  

glikosilasi aglikon dan gugus penyumbang H lainnya (-NH, SH). Asam fenolik 

(asam benzoat hidroksil, hidroksifenil asetat dan asam hidroksisinamat) dan 

turunan ester lainnya, aktivitas antioksidannya tergantung pada jumlah gugus 

hidroksil dalam molekul yang terpengaruh oleh halangan sterik dari gugus 

karboksilatnya. Aktivitas antioksidan asam fenolik meningkat dengan gugus 

hidroksil tambahan. Kedekatan dari gugus karboksilat dan gugus hidroksil pada 

cincin fenolik di asam hidroksibenzoat mempengaruhi kemampuan donor proton 

secara negatif.  

Hubungan antara senyawa flavonoid dan aktivitas penangkapan radikal bebas 

ditentukan oleh gugus-gugus yang terikat pada inti flavonoid, terutama ditentukan 

oleh adanya gugus hidroksi OH pada posisi C-5 dan C-7 serta adanya ikatan 

rangkap pada posisi C-2 dan C-3. Aktivitas antiradikal bebas akan lebih tinggi 

apabila ada gugus hidroksi pada C-3, dan C-4. Semakin banyak gugus hidroksi 

yang terikat pada kerangka flavonoid, maka semakin tinggi pula aktivitas 

antiradikal bebas (Kristanti et al., 2008). 

Tindakan flavonoid melibatkan sebagian besar mekanisme aksi antioksidan 

yang mencakup (1) penekanan pembentukan ROS baik dengan menghambat 

enzim atau dengan mengkelasi elemen yang terlibat dalam regenerasi radikal 

bebas; (2) penangkapan ROS; dan (3) peningkatan regulasi atau perlindungan 

pertahanan antioksidan. Beberapa efek yang dimediasi senyawa tersebut mungkin 

hasil gabungan dari aktivitas antioksidan dan interaksi dengan fungsi enzim. 

Flavonoid menghambat enzim yang terlibat dalam regenerasi ROS, yaitu antara 

lain mikrosomal monoksigenase, glutation S-transferase, mitokondria 

suksinoksidase, NADH oksidase.  

Sebagai senyawa polifenol, flavonoid memiliki kemampuan untuk bertindak 

sebagai antioksidan dengan mekanisme radikal bebas dengan pembentukan 

radikal phenoksil flavonoid yang kurang reaktif. Potensi tinggi senyawa flavonoid 

(FlOH) untuk menangkap radikal bebas (R) dapat dijelaskan oleh 
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kemampuannya untuk menyumbangkan atom hidrogen dari gugus hidroksilnya 

dan dengan demikian menangkap radikal bebas 

FlOH + R
 
→ FlO + RH 

Reaksi penangkapan 

Reaksi diatas membentuk radikal phenoksil flavonoid (Fl-O) dan molekul 

yang stabil (RH). Fl-O kemudian mengalami perubahan pada struktur resonansi 

dengan mendistribusikan elektron yang tidak berpasangan pada inti aromatik. 

Dengan demikian, radikal phenoksil flavonoid menunjukkan reaktivitas jauh lebih 

rendah dibandingkan dengan R. Fl-O akan bereaksi lebih lanjut untuk 

membentuk senyawa aktif, mungkin dengan pemutusan radikal-radikal: 

FlO + R → FlO–R 

Reaksi kopling radikal-radikal 

FlO + FlO → FlO–OFl 

Reaksi kopling radikal-radikal 

 

Gambar 8. Mekanisme Penangkapan Radikal ROS (R) oleh Flavonoid (Fl-OH) (Kumar 

dan Pandey, 2013) 

D. Isolasi Senyawa Bahan Alam 

Senyawa bahan alam adalah senyawa kimia atau substansi yang diproduksi 

oleh organisme dan ditemukan secara alami di alam. Suatu metode pemisahan 

biasanya digunakan untuk mengisolasi dan memurnikan senyawa yang diinginkan 

dari tumbuhannya. Metode yang biasa digunakan yakni metode ekstraksi untuk 

mengisolasi senyawa bahan alam, metode kromatografi untuk memisahkan 

senyawa dari senyawa lainnya, dan metode rekristalisasi untuk pemurniannya.  

Kromatografi adalah suatu metode pemisahan kimia yang didasarkan pada 

adanya perbedaan partisi zat pada fasa diam (stationary phase) dan fasa gerak 
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(mobile phase). Kromatografi didasarkan pada distribusi analit yakni zat yang 

dipisahkan di antara dua fasa tersebut. Penelitian ini menggunakan beberapa 

metode kromatografi seperti Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Kromatografi 

Vakum Cair (KVC), dan Kromatografi Sentrifugal. 

1. Kromatografi Lapis Tipis 

Kromatografi lapis tipis yakni kromatografi planar yang fasa diamnya 

berbentuk lapisan tipis yang melekat pada gelas/kaca, plastik, aluminium 

sedangkan fasa geraknya berupa cairan atau campuran cairan, biasanya fase 

gerak berupa pelarut atau campuran pelarut. Pendekatan polaritas adalah yang 

paling sesuai untuk pemilihan pelarut. Senyawa polar akan lebih mudah 

terelusi oleh fase gerak yang bersifat polar dari pada fase gerak yang non 

polar. Sebaliknya, senyawa non polar lebih mudah terelusi oleh fase gerak 

non polar dari pada fase gerak yang polar. 

Metode analisis rinci dari metabolit sekunder yang berada di dalam 

tanaman paling sering menggunakan metode kromatografi lapis tipis ini. 

Meskipun ada banyak teknik kromatografi, TLC adalah metode pilihan yang 

umum sebelum metode kromatografi modern seperti GC dan HPLC 

ditemukan. Bahkan saat ini, TLC masih sering digunakan untuk analisis 

produk herbal sebagai metode yang lebih mudah dari screening awal dengan 

evaluasi semi-kuantitatif bersama-sama dengan teknik kromatografi lainnya. 

Kesederhanaan, fleksibilitas, kecepatan tinggi, sensitivitas spesifik dan 

sederhana persiapan sampel adalah keuntungan menggunakan TLC untuk 

membangun sidik jari. TLC memiliki kelebihan kemungkinan berlipat ganda 

deteksi dalam analisis produk herbal (Kumar, 2016). 

Beberapa tujuan penggunaan KLT adalah untuk mencari pelarut yang 

sesuai untuk kromatografi kolom, analisis fraksi-fraksi yang diperoleh dari 

kromatografi kolom, memonitor jalannya suatu reaksi kimia, dan identifikasi 

senyawa (uji kemurnian). Salah satu komponen penentu keberhasilan 

kromatografi adalah pelarut, eluen murni atau campuran yang akan mengelusi 

senyawa-senyawa dalam sampel sepanjang fasa diam (Kristanti et al., 2008). 
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2. Kromatografi Vakum Cair 

Kromatografi Vakum Cair merupakan salah satu kromatografi kolom 

khusus yang biasanya menggunakan silika gel sebagai adsorbennya. Salah 

satu perbedaan dengan kromatografi kolom yang menggunakan tekanan pada 

bagian atas kolom untuk meningkatkan laju aliran, pada kromatografi vakum 

cair, bagian atasnya terbuka sehingga mudah untuk mengotak-atik kolom atau 

penggantian pelarut. Langkah pemisahan menggunakan kromatografi vakum 

cair biasanya dilakukan pada tahap awal pemisahan (pemisahan terhadap 

ekstrak kasar yang diperoleh langsung dari proses ekstraksi) (Kristanti et al,. 

2008). 

Kromatografi vakum cair memiliki kelebihan dalam memisahkan 

campuran baik secara besar maupun kecil dengan efisien. Kromatografi 

vakum cair dapat menghasilkan resolusi secara singkat. Fakta bahwa sistem 

ini di bawah tekanan vakum menimbulkan pertanyaan tentang volatilitas 

pelarut, tidak hanya dengan hilangnya pelarut, tetapi juga dengan sehubungan 

dengan pembentukan gelembung dalam kolom itu sendiri yang akan 

mengganggu arus kolom. Namun pada kromatografi ini pelarut yang hilang 

sangat kecil bahkan untuk pelarut yang mudah menguap sehingga 

pendinginan tidak diperlukan (Targett et al., 1979). 

3. Kromatografi Sentrifugal 

Kromatografi sentrifugal adalah kromatografi klasik yang berdasarkan 

pada aliran fasa gerak yang dipercepat oleh gaya sentrifugal. Contoh alat 

kromatografi ini juga sering disebut sebagai kromatotron. Proses elusi pada 

kromatografi ini menggunakan pelat yang kemudian dipasang pada poros 

motor listrik yang diputar pada kecepatan 800 rpm. Pelarut atau eluen 

dimasukkan ke bagian tengah pelat yang tidak dilapisi adsorben melalui 

pompa yang mampu mengalirkan 1-10 mL pelarut per menit dan merambat 

melalui lapis tipis karena gaya sentrifugal. Elusi akan menghasilkan pita-pita 

yang berupa lingkaran. Tepi pelat pita-pita akan terputar keluar dan 

ditampung dalam tabung penampung kemudian dianalisis lebih lanjut. 
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Umumnya, sampel 50-500 mg dapat dipisahkan setebal 2 mm sepanjang Rf 

pada KLT biasa terletak antara 0,2-0,5 (Kristanti et al., 2008).  

Kelebihan kromatotron dibandingkan lainnya adalah cara kerjanya yang 

sederhana, proses pemisahan berlangsung cepat, tidak diperlukan tahapan 

pengerokan pita, hemat pelarut, rotor yang sudah dilapisi dapat dipakai 

kembali, pencemar yang ikut terekstraksi dari adsorben jauh lebih sedikit, 

dapat digunakan sistem eluen yang kepolarannya naik secara bertahap, dan 

senyawa yang berhasil dipisahkan dapat diperoleh kembali dengan lebih 

mudah. Namun, kekurangan yang ada adalah terbatasnya fasa diam yang 

dapat dipilih, tidak tersedianya rotor yang sudah siap pakai dalam 

perdagangan, daya pisah, dan cara pendeteksiannya yang terbatas (Kristanti et 

al., 2008). 

E. Metode Penentuan Struktur 

Penentuan struktur molekul hasil isolasi yang digunakan pada penelitian ini 

adalah dengan metode spektroskopi menggunakan dua instrumen yaitu 

spektrofotometer UV-vis, dan NMR (Nuclear Magnetic Resonance). 

Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur energi secara 

relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direflesikan atau diemisikan sebagai 

fungsi dari panjang gelombang. Apabila radiasi atau cahaya putih dilewatkan 

melalui larutan berwarna, maka radiasi pada panjang gelombang tertentu akan 

diserap (absorbsi) secara selektif dan radiasi lainnya akan diteruskan (transmisi).  

Cahaya yang diserap diukur sebagai absorbansi (A) sedangkan cahaya yang 

dihamburkan diukur sebagai transmitansi (T) dinyatakan dengan hukum Lambert 

Beer yang berbunyi, “jumlah radiasi cahaya tampak (ultraviolet, inframerah, dan 

sebagainya) yang diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan fungsi 

eksponen dari konsentrasi zat dan tebal kuvet larutan” (Neldawati et al,. 2013). 

Salah satu cara standar yang lain untuk menentukan struktur suatu molekul 

organik adalah dengan menggunakan spektroskopi NMR. Spektroskopi NMR 

didasarkan pada penyerapan gelombang radio oleh inti-inti tertentu dalam 

molekul organik bila molekul tersebut berada dalam medan magnet yang kuat.. 
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Terdapat dua jenis spektroskopi NMR yaitu spektroskopi NMR proton dan 

spektroskopi NMR karbon-13. Spektroskopi NMR proton atau 
1
H yang 

memberikan informasi struktural mengenai atom-atom hidrogen dalam sebuah 

molekul organik, sedangkan spektroskopi NMR karbon-13 atau 
13

C menghasilkan 

informasi struktur mengenai karbon-karbon dalam sebuah molekul organik 

(Fessenden dan Fessenden, 1986). 

Metode spektroskopi NMR memberikan informasi jumlah serta lingkungan 

kimiawi proton dan karbon. Pergeseran kimia (δ ppm) dan pemecahan puncak 

dari NMR proton dan karbon kemudian membandingkannya dengan spektra dari 

suatu publikasi ilmiah seringkali sudah cukup untuk mengetahui struktur suatu 

senyawa. Kedua jenis spektra NMR merupakan sidik jari suatu molekul yang 

sangat otentik. Berdasarkan urutan bekerja, metode NMR memiliki dua macam 

yaitu satu dimensi (1D) dan dua dimensi (2D). 1D NMR terdiri dari 
1
H dan 

13
C 

NMR masing-masing untuk menentukan jumlah proton dan  karbon serta basis 

lingkungan kimiawinya, sedangkan 2D NMR digunakan untuk menentukan secara 

detail lingkungan antara proton dan karbon serta atom lain (Saifudin, 2002). 

F. Uji Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan bergantung pada hidro/lipofilisitas antioksidan. 

Aktivitas antioksidan dari ekstrak tanaman bergantung pada konsentrasi senyawa 

fitokimia antioksidan dan pelarut yang digunakan untuk ekstraksi, dan juga pada 

bentuk persiapan. Kapasitas antioksidan untuk menilai kemampuan dalam 

menangkal efek dari berbagai radikal telah diperkenalkan dalam beragam macam 

metode uji. Pada pengujian aktivitas antioksidan dalam ekstrak etil asetat batang 

Muntingia calabura L, uji yang dilakukan yaitu metode DPPH. 

Uji DPPH didasarkan pada pada reduksi DPPH∙ yang berwarna ungu menjadi 

1,1-difenil-2-pikrilhydrazin dengan terjadinya perubahan warna. DPPH∙ 

merupakan radikal bebas yang stabil dengan penyerapan karakteristik pada 

panjang gelombang 515 nm. Tingkat perubahan warna menunjukkan potensi 

antioksidan sampel. Antioksidan yang menyumbangkan proton untuk radikal ini 

menurunkan absorbansi. Penurunan absorbansi diambil sebagai tolak ukur tingkat 



16 
 

 
 

penangkapan radikal. Absorbansi yang lebih rendah pada 517 nm 

merepresentasikan tingginya aktivitas penangkapan DPPH.  

Metode DPPH menunjukkan adanya penyerapan kuat pada panjang 

gelombang 517 nm dikarenakan elektron bebas yang dimilikinya serta larutannya 

yang berwarna ungu gelap. Pada spektrofotometer UV-vis, warna yang diserap 

oleh suatu senyawa adalah warna komplementer dari warna yang teramati. Hal 

tersebut dapat diketahui dari larutan berwarna yang memiliki serapan maksimum 

pada warna komplementernya. DPPH memiliki warna ungu gelap yang menjadi 

warna komplementernya, sehingga DPPH akan menyerap sinar tampak berwarna 

hijau pada 517 nm secara maksimal. Penyerapan DPPH pada panjang gelombang 

tersebut akan mengalami penurunan seiring dengan perubahan warna serta 

elektron yang telah berpasangan sebagai akibat reaksi dengan antioksidan. 

Perubahan warna tersebut secara stoikiometri berhubungan dengan elektron yang 

diambil (Kedare dan Singh, 2011).  

Konsentrasi DPPH  yang akan diukur serapan sinarnya relatif encer sesuai 

dengan hukum Lambert Beer. Hukum Lambert Beer dapat menyatakan hubungan 

antara serapan cahaya dengan konsentrasi zat dalam larutan. Pada konsentrasi 

yang kental, dikhawatirkan hukum Lambert Beer sudah tidak berlaku karena 

indeks bias larutan ikut berpengaruh dalam penyerapan sinar. Selain itu 

dikhawatirkan linieritas percobaan menjadi berubah. Hasil pengukuran disajikan 

dalam bentuk konsentrasi sisa DPPH yang diperoleh dari kurva kalibrasi. 

Hubungan hukum Lambert Beer (Molyneux, 2004) membentuk rumus: 

A = ε c l 

Dimana ε adalah absorptivitas molar, c adalah konsentrasi zat terlarut dan l adalah 

panjang kuvet yang digunakan.  

Metode DPPH ini digunakan karena sifatnya yang sederhana, mudah, cepat, 

dan peka, serta hanya memerlukan sedikit sampel. Selain itu, metode ini tidak 

terbatas hanya untuk senyawa yang larut dalam pelarut tertentu. Metode ini dapat 

menggunakan pelarut berair dan pelarut organik yang nonpolar serta dapat 

mengidentifikasi antioksidan hidrofilik maupun lipofilik (Hanani et al., 2005; 

Kedare dan Singh, 2011). Uji DPPH memberikan gambaran umum tentang 
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kemampuan penangkapan radikal suatu senyawa (Kumar, 2016). Salah satu 

parameter untuk memperlihatkan hasil dari metode DPPH, adalah IC50 yang 

didefinisikan sebagai konsentrasi substrat yang menyebabkan hilangnya 50% dari 

aktivitas DPPH (warna) (Molyneux, 2004). 

 

 

             
Gambar 9. Reaksi Uji DPPH (Kumar, 2016) 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

A. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penelitian Kimia FMIPA UNJ, 

Rawamangun, Jakarta Timur yang dilakukan mulai Oktober 2016 sampai Juni 

2017. 

 

B. Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

eksplorasi yang meliputi: pemisahan atau partisi fraksi etil asetat batang 

Muntingia calabura dengan berbagai teknik kromatografi, antara lain 

Kromatografi Vakum Cair, Kromatografi Radial dan Kromatografi Lapis Tipis. 

Senyawa murni yang diperoleh ditentukan struktur molekulnya dengan 

Spektroskopi UV, 
1
H-NMR, dan 

13
C-NMR, lalu diuji aktivitas antioksidannya 

dengan metode penangkapan radikal DPPH. 

1. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas yang umum 

digunakan, neraca analitik, peralatan Kromatografi Vakum Cair (KVC), alat 

penguap vakum putar/rotary evaporator (EYELA USA N-1001-S-WD, Cat 

Num 216959), lampu UV, peralatan kromatografi lapis tipis, 

Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu, UV Biospec-1601), Spektrometer 1H-

NMR (JEOL JMN A 5000, 500MHz) dan 
13

C-NMR (JEOL JMN A5000, 125 

MHz) di Institut Teknologi Bandung. 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah fraksi etil asetat 

batang Muntingia calabura kering yang diperoleh dari penelitian sebelumnya 

yang dilakukan oleh Septianto (2017) yang memiliki massa 11,999 g. Bahan 

kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuades, kloroform, dan 

berbagai pelarut dengan kualifikasi teknis yang telah didistilasi (n-heksana, 

aseton, dan etil asetat), dan silika gel (Merck Cat. Num 105553) sebagai fasa 

diam dalam kromatografi. Uji aktivitas antioksidan menggunakan reagen 1,1-



19 
 

 
 

difenil-pikrilhidrazil (DPPH), asam askorbat  (Merck milipore Cat. Num 

1531) dan BHT (Brataco Chem). 

2.  Prosedur Penelitian 

a. Pemisahan Fraksi Etil Asetat 

Fraksi etil asetat batang Muntingia calabura kering yang dihasilkan dari 

penelitian Septianto (2017) yang memiliki berat 11,999 g. Fraksi etil asetat 

batang Muntingia calabura L. dipisahkan dengan teknik KVC 

menggunakan fasa diam berupa silika gel serta fasa gerak berupa 

campuran eluen n-heksana : etil asetat yang dielusi secara SGP (Step 

Gradient Polarity) dari n-heksana : etil asetat (9,5 : 0,5), n-heksana : etil 

asetat (9 : 1), n-heksana : etil asetat (8 : 2), n-heksana : etil asetat (7 : 3), 

dan etil asetat 100%, sehingga diperoleh 10 fraksi utama yaitu Fraksi A 

(0,0066 g); B (0,0648 g); C (0,0484 g); D (0,3249 g); E (0,2586 g); F 

(0,8492 g); G (1,3291 g); H (0,9076 g); I (1,3626 g); J (0,96 g). Hasil 

pemisahan dimonitoring dengan KLT dengan eluen n-heksana : etil asetat 

dengan perbandingan 7 : 3. Selanjutnya, fraksi-fraksi tersebut dilakukan 

pemisahan lebih lanjut dengan teknik kromatografi radial serta 

kromatografi vakum cair. 

 

Gambar 10. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi Etil Asetat Batang Muntingia 

calabura L.   

 

b. Pemisahan Fraksi D dan F 
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Fraksi D (0,3249 g) kemudian dilarutkan dengan etil asetat. Fraksi ini 

membentuk dua fasa yaitu fasa yang larut dalam etil asetat dengan fasa  

kemudian dipisahkan menjadi fraksi DA yang larut dalam etil asetat dan 

fraksi DB yang tidak larut dalam etil asetat. Fraksi DA kemudian dipisahkan 

dengan kromatografi radial. Pemisahan fraksi DA menggunakan eluen n-

heksana: kloroform (7: 3). 

Hasil pemisahan fraksi DA menghasilkan 7 fraksi yaitu, DA1 (0,0811 g); 

DA2 (0,0299 g); DA3 (0,0107 g); DA4 (0,0062 g); DA5 (0,0038 g); DA6 

(0,007 g) dan DA7 (0,0045 g). Ketujuh fraksi ini kemudian dimonitoring 

dengan eluen n-heksana: kloroform (1: 1). 

 

Gambar 11. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi DA Muntingia calabura L. 

dengan eluen n-heksana : kloroform (1 : 1) 

Fraksi DA1 yang berbentuk kristal kemudian direkristalisasi dengan 

menggunakan eluen n-heksana : kloroform (2 : 8) sebanyak 2 mL dan 

dihasilkan fraksi yang terlarut dan fraksi yang tidak terlarut dalam eluen. 

Fraksi tersebut kemudian dipisahkan dan dihasilkan fraksi DA11 (0,02 g) 

dan DA12 (0,0227 g).  

Hasil kromatogram pada Gambar 11 menunjukkan bahwa fraksi DA12 

(0,02 g) sudah memiliki spot tunggal. Uji kemurnian dengan menggunakan 

tiga eluen yang berbeda kemudian dilakukan untuk memastikan lebih 

lanjut apakah fraksi tersebut telah murni. Fraksi DA12  diuji dengan eluen n-

heksana : etil asetat (1 : 1), n-heksana : kloroform (7: 3) dan n-heksana : 

aseton (8 : 2). 
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Gambar 12. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi DA1 Muntingia calabura L.    

dengan eluen n-heksana : kloroform (7 : 3). 

 

 a b c 

Gambar 13.  Kromatogram Uji Kemurnian Sistem 3 Eluen Senyawa Isolat I 

(Fraksi DA12) dengan eluen a) n-Heksana : Etil Asetat (1 : 1),  b) 

n-Heksana : Kloroform (7 : 3), dan c) n-Heksana : Aseton (8 : 2) 

Fraksi F (849,2 mg) kemudian dipisahkan dengan menggunakan KVC 

dengan eluen n-heksana : etil asetat (9,5 : 0,5) n-heksana : etil asetat 

(9,25 : 0,75) dua kali elusi, n-heksana : etil asetat (9 : 1) dua kali elusi, dan 

n-heksana : etil asetat (8 : 2) dua kali elusi. Pemisahan fraksi F 

menghasilkan 8 fraksi yaitu FA (10,7 mg); FB (1,9 mg); FC (14,3 mg); FD 

(39,6 mg); FE (45,7 mg); FF (53,8 mg); FG (303,8 mg); FH (231,4 mg).  
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Gambar 14. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi F Muntingia calabura L. 

dengan Eluen Kloroform : n-Heksana (1 : 1) 

Fraksi FG kemudian dipisahkan lebih lanjut dengan menggunakan 

kromatografi radial dengan eluen n-heksana : etil asetat (7,5 : 2,5). Hasil 

pemisahan tersebut yang menghasilkan fraksi dengan Rf yang sama 

kemudian digabung menghasilkan 11 fraksi yaitu FG1 (0,8 mg); FG2 (6,7 

mg); FG3 (1,2 mg); FG4 (11,5 mg); FG5 (23,4 mg); FG6 (178,1 mg); FG7 

(14,3 mg); FG8 (15,1 mg); FG9 (13,9 mg); FG10 (7,1 mg); FG11 (10,6 mg).     

 

Gambar 15. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi FG Muntingia calabura L.  

dengan Eluen Kloroform : n-Heksana (1 : 1) 

Fraksi FG6 (178,1 mg) kemudian dipisahkan lebih lanjut dengan 

kromatografi radial dengan eluen kloroform : metanol (9,5 : 0,5). Hasil 

dari pemisahan fraksi FG6 yang memiliki Rf yang sama kemudian 

digabung dan dihasilkan 5 fraksi yaitu FG61 (6,4 mg); FG62 (13,2 mg); FG63 

(1,2 mg); FG64 (14,9 mg); FG65 (39,3 mg).  
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Gambar 16. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi FG6 Muntingia calabura L. 

dengan Eluen Kloroform : Metanol (9,25 : 0,75) 

Hasil pemisahan FG65 dipisahkan kembali menggunakan kromatografi 

radial dengan eluen n-heksana : aseton (8 : 2). Hasil dari pemisahan fraksi 

FG65 menghasilkan tiga fraksi yaitu FG651 (10,2 mg); FG652 (1,6 mg); FG653 

(8,1 mg). Hasil kromatogram pada Gambar 16 menunjukkan bahwa fraksi 

FG653 sudah memiliki spot tunggal, sehingga untuk memastikannya 

dilakukan uji kemurnian dengan menggunakan sistem tiga eluen yaitu 

eluen n-heksana : etil asetat (7 : 3), n-heksana : aseton (8 : 2), dan 

kloroform (100%).  

 

Gambar 17. Kromatogram Hasil Pemisahan Fraksi FG65 Muntingia calabura L. 

dengan Eluen n-Heksana : Aseton (7 : 3) 



24 
 

 
 

 

 a b c 

Gambar 18. Kromatogram Uji Kemurnian Sistem 3 Eluen Senyawa Isolat II 

(Fraksi FG653) dengan Eluen a) n-Heksana : Aseton (8 : 2), b) n-

Heksana : Etil Asetat (7 : 3) c) Kloroform (100%) 

c. Tahap Identifikasi 

Senyawa murni hasil isolasi ditentukan struktur molekulnya 

menggunakan data spektroskopi dari spektrofotometer UV-Vis, dan 

spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (
1
H-NMR dan 

13
C-NMR). 

C. Teknik Pengumpulan dan Analisis Data 

1. Uji Aktivitas Antioksidan dengan DPPH 

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH (1,1-difenil 

pikrilhidrazil). Senyawa murni hasil isolasi dari fraksi etil asetat batang 

Muntingia calabura dilarutkan dalam pelarut metanol kemudian dibuat 

konsentrasi bervariasi yaitu 12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, dan 100 ppm. 

Masing-masing 1ml larutan uji ditambahkan 3ml larutan DPPH 0,1Mm dalam 

metanol. Setiap campuran dikocok lalu disimpan dalam ruang gelap selama 

30 menit. Absorbansi masing-masing sampel diukur dengan spektrofotometer 

UV-VIS pada panjang gelombang 517 nm. Pengukuran absorbansi dilakukan 

3 kali perlakuan yang sama (triplo). Perlakuan yang sama juga dilakukan 

terhadap asam askorbat dan BHT sebagai kontrol positif sedangkan untuk 

kontrol merupakan campuran metanol tanpa sampel dengan DPPH. Data 

aktivitas antioksidan dinyatakan dalam persen (Kumar, 2016) yang dihitung 

dengan rumus sebagai berikut. 

Aktivitas antioksidan  % =
(Absorbansi Kontrol − Absorbansi Sampel)

Absorbansi Kontrol
𝑥100% 
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Absorbansi kontrol merupakan nilai absorbansi DPPH tanpa sampel dan 

absorbansi sampel merupakan nilai absorbansi DPPH yang ditambah sampel. 

Data yang diperoleh dinyatakan dalam Tabel 1. 

Tabel 1.  Data Pengamatan Absorbansi Sampel dan Standar Konsentrasi 

Konsentrasi Asam 

Askorbat Standar 

(ppm) 

Abs 

Konsentrasi 

BHT standar 

(ppm) 

Abs 

Konsentrasi 

sampel 

(ppm) 

Abs 

10  10  10  

20  20  20  

40  40  40  

80  80  80  

Methanol      

DPPH      

Keterangan  

Standar  : BHT dan Asam askorbat  

Sampel  : Larutan sampel dari senyawa murni hasil isolasi dari fraksi etil 

asetat Muntingia  calabura 

2.  Nilai IC50 

Persen aktivitas antioksidannya yang sudah diperoleh selanjutnya 

ditentukan nilai IC50 pada semua sistem. Nilai IC50 dapat diketahui dengan 

membuat grafik hubungan antara konsentrasi dengan persen aktivitas 

antioksidan, dimana Log Konsentrasi (ppm) sebagai sumbu x dan persen 

aktivitas antioksidan (%) sebagai sumbu y. Nilai IC50, yaitu konsentrasi 

dimana aktivitas antioksidannya bernilai 50%, dapat ditentukan berdasarkan 

grafik dengan menggunakan program Interactive Chart Design Data VBA 

(Add-In Software For Microsoft Excel 2013). 

Tabel 2. Angka IC50 Sampel Dan Standar 

Jenis Larutan IC50 Jenis Standar IC 50 

Sampel  Asam Askorbat  

  BHT  

Keterangan  

Standar : BHT dan Asam askorbat  
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Sampel : Larutan sampel dari senyawa murni hasil isolasi dari fraksi etil  

 asetat . 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

A. Penentuan Struktur Senyawa Hasil Pemisahan 

Pemisahan fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. dilakukan dengan 

menggunakan teknik KVC dan kromatografi radial. Kedua teknik tersebut 

menggunakan eluen tertentu sehingga dihasilkan tiga senyawa isolat murni. 

Penentuan struktur terhadap senyawa hasil isolasi ditentukan dengan menganalisa 

data spektroskopi UV-Vis, 
1
H-NMR, dan 

13
C-NMR. 

1. Identifikasi Senyawa Isolat I 

Senyawa isolat I yang berasal dari fraksi E61 larut dalam etil asetat. Data 

spektrum UV untuk senyawa isolat I dalam pelarut metanol (MeOH) yang 

telah dioptimasi pada rentang panjang gelombang 190 nm sampai 400 nm 

menunjukkan adanya serapan maksimum pada gelombang 265 nm dan 

211nm. Panjang gelombang tersebut merupakan spektrum khas senyawa 

golongan flavonoid dimana spektrumnya terdiri atas dua panjang gelombang 

maksimum yang berada pada rentang antara 240-285 nm untuk pita II dan 

300-550 nm untuk pita I. Berdasarkan spektrum UV, senyawa isolat I diduga 

merupakan senyawa turunan flavonoid. 

Data 
1
H-NMR dengan menggunakan pelarut CDCl3  menunjukkan adanya 

intensitas proton dengan multiplisitas singlet (6H) pada pergeseran kimia δH 

3,86 ppm yang mengindikasikan adanya gugus metoksi (-OCH3). Di daerah 

pergeseran aromatik, sepasang sinyal proton dengan masing-masing 

pergeseran kimia δH 6,44 ppm dan δH 6,35 ppm serta multiplisitas doblet yang 

berkopling meta (J= 2,3 Hz) tersebut pada sinyal proton aromatik H-6 dan H-

8 pada cincin A. Hal tersebut dibuktikan karena konstanta kopling keduanya 

bernilai 2,2 Hz dimana konstanta kopling untuk meta 1-3 Hz. Hal ini juga 

membuktikan bahwa pada cincin A terdapat dua substituen yang berposisi 

pada C-5 dan C-7. Sinyal proton yang menunjukkan adanya cincin benzena 

beresonansi pada pergeseran kimia δH 7,51 ppm (3H, m, H-1’, H-3’, dan H-
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5’), dan δH 8,07 ppm (2H, m, H-2’, H-6’). Sinyal proton yang multiplet 

tersebut menunjukkan cincin benzena yaitu pada cincin B termonosubtitusi. 

Berdasarkan analisa HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum 

Coherence) pada Lampiran 8. Sinyal pada δH pada 3,86ppm (6H, s) 

merupakan gugus metoksi pada δH 6,44 ppm (1H, J= 2,3Hz) dan δH 6,35 ppm 

(1H, J= 2,3 Hz) berkorelasi dengan dua sinyal δC 97,94 ppm dan δC 92,17 

ppm pada spektrum HMQC. Sinyal ini menghubungkan H-3 dan H-7 pada 

cincin A ke posisi C-3 dan C-7. Sinyal pada pergeseran kimia δH 6.44 ppm 

yang berkorelasi dengan C-6, δH 6.35 ppm yang berkorelasi dengan C-8, δH 

8.08 ppm yang berkorelasi dengan C-2’ dan C-6’, serta δH 7.51 ppm yang 

berkorelasi dengan C-1’, C-3’ dan C-5’ dimana semuanya menunjukkan 

karbon metin (-CH) pada cincin A dan cincin B. 

Berdasarkan semua data yang diperoleh, diduga bahwa senyawa isolat I 

yang didapat dari hasil pemisahan merupakan senyawa 5-hidroksi-3,7-

dimetoksiflavon (C17H14O5). Pembuktian lebih lanjut maka dilakukan 

pembandingan data 
1
H-NMR dan 

13
C-NMR antara senyawa isolat I dengan 

senyawa 5-hidroksi-3,7-dimetoksiflavon yang telah diisolasi sebelumnya dari 

daun Muntingia calabura L. (Yusof et al., 2013). 

Tabel 3. Data 
1
H-NMR dan 

13
C-NMR Senyawa I 

Posisi 

1
H-NMR (ppm) 

13
C-NMR (ppm) 

Isolat II 

Literatur 

(Yusof et al., 

2013) 

Isolat II 

Literatur 

(Yusof et 

al., 2013) 

2 - - 155.88 155.9 

3 - - 139.65 139.6 

7 - - 165.5 165.5 

4 - - 178.92 178.9 

5 - - 161.99 162.0 

6 
6.44(1H,d, 

J= 2,3 Hz) 

6.46(1H,d, 

J=2,1 Hz) 
97.94 97.9 

8 
6.35(1H,d, J=2,3 

Hz) 

6.37(1H,d, 

J=2,1 Hz) 
92.17 92.2 

9 - - 156.87 156.8 

10 - - 106.16 106.1 

1’ 7.51(3H, m) 7.53(3H, m) 130.9 130.9 

3’ dan 5’ 7,53 (3H, m) 7,53 (3H, m) 128,75 128,6 
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Tabel 3. Data 
1
H-NMR dan 

13
C-NMR Senyawa I (Lanjutan) 

Posisi 

1
H-NMR (ppm) 

13
C-NMR (ppm) 

Isolat II 

Literatur 

(Yusof et al., 

2013) 

Isolat II 

Literatur 

(Yusof et 

al., 2013) 

2’ dan 6’ 8,08 (2H, m) 8,08 (2H, m) 128,53 128,3 

4’ - - 130.4 130.4 

3-OCH3 
3.86(6H,s) 3.88(6H,s) 

60.36 60.4 

7-OCH3 55.8 55.8 

5-OH 12.57(1H,s) 12.65(1H,s) - - 

 

 

Gambar 19. Struktur Senyawa Isolat I 

 

2. Identifikasi Senyawa Isolat II 

Senyawa isolat II yang berasal dari fraksi E61 larut dalam aseton. Data 

spektrum UV untuk senyawa isolat II dengan pelarut MeOH yang telah 

dioptimasi sebelumnya pada rentang 190 nm sampai 400 nm menunjukkan 

adanya serapan maksimum pada gelombang 315,6 nm; 304,2 nm; dan 211 nm. 

Data spektrum ini merupakan spektrum khas untuk senyawa flavonoid yang 

terdiri atas dua panjang gelombang maksimum yang berada pada rentang 

antara 240-285 nm untuk pita II dan 300-350 nm untuk pita I. Hasil ini 

menunjukkan bahwa isolat II diduga merupakan senyawa turunan flavonoid. 

Berdasarkan data spektrum 
1
H-NMR menunjukkan adanya sinyal proton 

singlet pada pergeseran kimia δH  13,35 (1H) yang menunjukkan adanya 

gugus hidroksil bebas. Sinyal proton multiplet yang berada pada kisaran δH 

7,43 ppm dan δH  7,65 ppm menunjukkan terdapat cincin benzena 

termonosubtitusi. Adanya dua sinyal proton yang doublet yang khas pada 

pergeseran kimia δH 7,57 ppm (J= 15,5 Hz) dan δH 7,88 ppm (J= 15,45 Hz) 

merujuk pada adanya Hα serta Hβ  pada struktur isolat II. Konstanta kopling 
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(J) yang berada antara dikisaran 15-16,1 Hz menandakan sistem vinilik pada 

Hα dan Hβ.  

Berdasarkan data 
13

C-NMR dari senyawa isolat II dalam pelarut CDCl3 

menunjukkan adanya 15 sinyal karbon yang berhasil teridentifikasi. Sinyal-

sinyal karbon tersebut antara lain sinyal karbon pada pergeseran kimia δC 

192,07 ppm merujuk pada adanya gugus karbonil (C=O), 6 sinyal karbon 

metin (-CH) aromatik pada δC 134,92 ppm, 128,69 ppm, dan 129,02 ppm, 

serta sinyal karbon olefinik pada δC 120,46 ppm dan δC 144,67 ppm yang 

menyatakan adanya C-α dan C-β. 

Tabel 4. Korelasi HMBC Isolat II dalam Pelarut CDCl3 

 
1
H-NMR (ppm) 

Posisi C δC HMBC 

1 134,92 α-H, β-H, 

2,6 128,69 β, 3, 4, 5 

3,5 129,02 4 

4 130,83 2, 6, 

α-C 120,46 β-H 

β-C 144,67 α-H 

C=O 192,07 α-H 

1’ 114,52 3’, OH-2 

2’ 166,63 OH-2 

3’ 103,90 OH-2 

4’ 163,21 3’, OH-2 

5’ 108,01 3’ 

6’ 132,12 - 

Analisa lebih lanjut menggunakan spektra 2D NMR yaitu HMBC 

(Heteronuclear Multiple Bond Coherence) yaitu spektra pengimpitan 

horizontal vs vertikal antara sinyal 
1
H-NMR dengan 

13
C-NMR. Berdasarkan 

spektra HMBC pada Tabel 4, sinyal pada pergeseran kimia δH 13,35 ppm 

berkorelasi baik jarak dekat maupun jarak jauh dengan δC 114,52 (C-1), 

166,63 (C-2), 103,90 (C-3), 163,21 (C-4) yang menunjukan adanya gugus 

hidroksil. Selain itu, sinyal pada pergeseran kimia δH 7,88 berkorelasi dengan 

δC 120,46 (C-1) yang menandakan adanya H-α, dan sinyal proton pada δH 

7,57 ppm berkorelasi dengan karbon pada δC 144,67 ppm dan δC 192,07 ppm 
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yang menandakan adanya H-β. Hal ini merujuk pada kemungkinan senyawa 

isolat II merupakan senyawa calkon dengan dua gugus hidroksil pada cincin 

A. 

   
Gambar 20. Korelasi HMBC Senyawa II 

Dugaan bahwa senyawa isolat II merupakan senyawa calkon didukung 

pembandingan data senyawa isolat dengan data yang telah dipublikasikan 

(Sufian et al., 2013). Struktur ini memiliki dua gugus hidroksi (-OH) yang 

berada pada posisi 2’ dan 4’ pada cincin A, serta memiliki C-α dan C-β yang 

khas. Untuk pembuktian lebih lanjut maka dilakukan pembandingan data 
1
H-

NMR dan 
13

C-NMR antara senyawa isolat II dengan senyawa 2’,4’-

dihidroksicalkon (C15H12O3) yang telah diisolasi sebelumnya dari daun 

Muntingia calabura L. (Sufian et al., 2013). 

Tabel 5. Data 
1
H-NMR dan 

13
C-NMR Isolat II dalam pelarut CDCl3 

Posisi 

1
H-NMR 

13
C-NMR 

Isolat II 

Literatur 

(Sufian et al., 

2013)) 

Isolat II 

Literatur 

(Sufian et 

al., 2013) 

1 - - 134,92 134,70 

2,6 7,65 (m) 7,65 (m) 128,69 128,54 

3,5 
7,43 (m) 7,43 (m) 

129,02 128,99 

4 130,83 130,72 

1’ - - 114,52 114,45 

2’ - - 166,63 166,42 

4’ - - 163,21 162,76 

3’ 6,44 (d, J = 

2,3Hz) 

6,44 (d, J = 

2,1Hz) 

103,90 103,75 

5’ 
6,45 (dd, J= 

8,2hz, 2,3Hz) 

6,47 (dd, J = 

9,3Hz, 

2,1Hz) 

108,01 107,79 

6’ 7,83 (d= 8,7Hz) 7,83 (d =9,3) 132,12 132,01 

α 
7,57 (d, 

J=15,5Hz) 

7,57 (d, 

J=15,6Hz) 
120,46 120,21 
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Tabel 5.  Data 
1
H-NMR dan 

13
C-NMR Isolat II dalam Pelarut CDCl3 (Lanjutan) 

Posisi 

1
H-NMR 

13
C-NMR 

Isolat II 

Literatur 

(Sufian et al., 

2013)) 

Isolat II 

Literatur 

(Sufian et 

al., 2013) 

β 
7,88 (d, 

J=15,45Hz) 

7,88 ( d, J= 

15,6Hz) 
144,67 144,61 

C=O - - 192,07 191,95 

OH-2’ 13,35(s) 13,43 (s) 
 

- 

 

 

Gambar 21. Struktur Senyawa Isolat II 

 

B. Aktivitas Antioksidan terhadap Senyawa Hasil Isolasi dengan Metode 

DPPH 

Uji antioksidan yang dilakukan untuk mengukur aktivitas antioksidan 

senyawa hasil isolasi adalah menggunakan metode DPPH (difenil pikril hidrazil 

hidrat). Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan ketiga senyawa hasil 

isolasi dari fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. dalam menghambat 

radikal bebas DPPH.  

DPPH yang dilarutkan dalam alkohol akan menghasilkan radikal bebas yang 

aktif. Pada bentuk radikal tersebut, DPPH
 
memiliki pita penyerapan pada 515nm 

yang mana akan menghilang karena reduksi dari senyawa antiradikal atau 

senyawa antioksidan (Bohm dan Schlesier, 2004).  Prinsip metode DPPH adalah 

penentuan aktivitas antioksidan berdasarkan kemampuan sampel mentransferkan 

atom hidrogen. Hal ini menyebabkan terjadinya perubahan warna DPPH dari 

ungu menjadi kuning.  

Uji antioksidan dilakukan menggunakan dua standar sebagai kontrol positif. 

Kontrol positif yang digunakan adalah larutan vitamin C dan BHT (Butylated 

Hydroxyl Toluene) yang dicampurkan dengan larutan DPPH untuk menunjukkan 
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perubahan warna saat hasil uji positif. Vitamin C dan BHT digunakan sebagai 

kontrol karena kedua larutan ini telah terbukti memiliki aktivitas terhadap DPPH

. 

Kedua senyawa ini digunakan untuk mewakili antioksidan alami dan sintetik. 

Vitamin C bekerja sebagai antioksidan sekunder yang menghambat aktivitas 

radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai, sedangkan BHT bekerja 

dengan memberikan atom hidrogen pada radikal bebas sehingga radikal bebas 

menjadi senyawa yang lebih stabil. Kedua senyawa ini biasa digunakan untuk 

menentukan aktivitas antioksidan secara kualitatif dan kuantitatif (Kumar, 2016).  

  
 (a) (b) 

Gambar 22. Perubahan Warna Asam Askorbat dengan Metode DPPH (a) Sebelum 

Inkubasi (b) Sesudah Inkubasi Selama 30 menit 

 

 
 (a) (b) 

Gambar 23. Perubahan Warna BHT dengan Metode DPPH (a) Sebelum Inkubasi (b) 

Sesudah Inkubasi Selama 30 menit 
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 (a) (b) 

Gambar 24.  Perubahan Warna Isolat I dengan Metode DPPH (a) Sebelum Inkubasi (b) 

Setelah Inkubasi Selama 30 menit 

 

 

 
 (a) (b) 

Gambar 25.  Perubahan Warna Isolat II dengan Metode DPPH (a) Sebelum Inkubasi (b) 

Setelah Inkubasi  Selama 30 menit 

Isolat dan standar yang telah diukur dengan uji DPPH menunjukkan adanya 

perubahan warna. Perubahan warna yang signifikan dari ungu menjadi kuning 

terjadi pada pengamatan standar asam askorbat dan BHT yang telah dicampurkan 

dengan DPPH (Gambar 20 dan Gambar 21), namun perubahan warna kurang 

signifikan terjadi pada senyawa isolat I, isolat II (Gambar 23 dan 24). Kedua 

senyawa isolat memiliki intensitas warna kurang lebih sama dari sebelum dan 

sesudah inkubasi. Kemungkinan hanya sedikit elektron dari kedua senyawa isolat 

yang dapat berikatan dengan radikal DPPH, sehingga kurang memiliki 

kemampuan aktivitas antioksidan apabila dibandingkan dengan kedua standar. 

Hal tersebut mengakibatkan intensitas warna DPPH radikal sisa yang belum 



35 
 

 
 

bereaksi dengan antioksidan masih banyak sehingga warna ungu dari DPPH 

memiliki intensitas warna yang tinggi. 

Isolat dan standar yang telah diuji kemudian diukur aktivitas antioksidannya 

dengan mengukur absorbansinya melalui spektrofotometri dengan panjang 

gelombang 517 nm. Hasil dari pengukurannya adalah sebagai berikut: 

Tabel 6. Data Absorbansi dan Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

Larutan 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi 
Absorbansi 

Rerata 

Aktivitas 

Antioksidan 

(%) 
Abs 

1 

Abs 

2 

Abs 

3 

Kontrol          0,668   

Asam 

Askorbat 

12,5 0,148 0,147 0,152 0,149 77,69 

25 0,028 0,022 0,016 0,022 96,71 

50 0,015 0,015 0,019 0,016 97,55 

100 0,014 0,020 0,015 0,016 97,55 

BHT 

12,5 0,403 0,387 0,394 0,395 40,92 

25 0,301 0,304 0,334 0,313 53,14 

50 0,230 0,150 0,177 0,186 72,21 

100 0,096 0,099 0,105 0,100 85,03 

Isolat I 

12,5 0,489 0,485 0,496 0,490 26,65 

25 0,484 0,495 0,474 0,484 27,50 

50 0,457 0,458 0,414 0,443 33,68 

100 0,433 0,403 0,414 0,417 37,62 

Isolat II 

12,5 0,516 0,489 0,534 0,513 23,20 

25 0,504 0,512 0,503 0,506 24,20 

50 0,526 0,505 0,479 0,503 24,65 

100 0,47 0,491 0,490 0,484 27,59 

Pengukuran data absorbansi dari asam askorbat, BHT, dan ketiga senyawa 

isolat dilakukan dengan tiga kali replikasi. Tabel 5 menunjukkan bahwa semakin 

besar konsentrasi sampel maka semakin kecil nilai absorbansi. Hal ini sejalan 

dengan berkurangnya warna ungu dari radikal DPPH
 
akibat adanya donasi proton 

dari sampel sehingga menghasilkan DPPH-H yang lebih stabil. Persentase 

aktivitas antioksidan yang semakin tinggi juga membuktikan adanya perubahan 

tersebut. Sehingga, penurunan absorbansi inilah yang menjadi ukuran seberapa 

besar sampel berpotensi untuk menangkap radikal (Kumar, 2016). Data 

absorbansi yang telah didapat kemudian dibuat grafik hubungan aktivitas 
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antioksidan dengan konsentrasi, yang mana persentase aktivitas antioksidan 

sebagai nilai pada sumbu x dan log konsentrasi sebagai nilai pada sumbu y. Hasil 

perbandingan tersebut ditunjukkan pada Gambar 25.  

Nilai IC50 menyatakan nilai konsentrasi efektif larutan uji yang diperlukan 

untuk menurunkan 50% aktivitas DPPH. Nilai IC50 dihitung dari persamaan 

regresi linier antara konsentrasi larutan sampel terhadap persen inhibisi sebagai 

persen aktivitas antioksidan (Molyneux, 2004). Sehingga aktivitas antioksidan 

dapat diketahui dari nilai IC50. Semakin kecil nilai IC50, maka semakin besar 

senyawa berpotensi sebagai zat antioksidan. Berdasarkan persamaan regresi yang 

didapatkan dari grafik hubungan antara persentase aktivitas antioksidan dengan 

log konsentrasi, maka nilai IC50 dari setiap standar dan senyawa isolat dapat 

diketahui, yakni berdasarkan Gambar 26 sampai dengan Gambar 29. 

 

Gambar 26. Grafik Aktivitas Antioksidan dengan Log Konsentrasi Sampel 

Menggunakan Metode DPPH 

Nilai IC50 berdasarkan persamaan regresi linier dari grafik antara persentase 

aktivitas antioksidan dengan konsentrasi isolat dan standar pada metode DPPH 

yakni sebagai berikut: 
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Tabel 7. Nilai IC50 Standar dan Isolat Metode DPPH 

Sampel Nilai IC50 (ppm) 
Potensi Antioksidan 

(Winata, 2011) 

Asam Askorbat 0,27 Sangat Aktif 

BHT 19,65 Sangat Aktif 

Isolat I 96,61 x 10
1
 Tidak Aktif 

Isolat II 12,42 x 10
3
 Tidak Aktif 

Berdasarkan data pada Tabel 7, aktivitas antioksidan larutan sampel yang 

berisi standar dan isolat dapat dikategorikan tingkat kekuatan antioksidannya 

menjadi berbagai intensitas yang digolongkan menurut masing-masing nilai IC50 

(Winata, 2011). Asam askorbat dan BHT yang digunakan sebagai standar pada 

metode ini merupakan antioksidan yang sangat aktif dengan nilai IC50 yang 

kurang dari 50 ppm, sedangkan isolat I dan isolat II digolongkan tidak aktif 

dengan nilai diatas 500 ppm.  

 

Gambar 27.  Grafik Aktivitas Antioksidan dengan Log Konsentrasi Asam Askorbat pada 

Metode DPPH 

 

Berdasarkan data grafik pada Gambar 27. Asam askorbat yang digunakan 

sebagai standar pada log konsentrasi 1 atau konsentrasi sebesar 12,5 ppm 

menginhibisi DPPH sebesar 77,69%. Berdasarkan literature, DPPH memiliki IC50 

sebesar 11,8 ppm (Kumar, 2016). Kurva baku yang didapatkan adalah y = 20,07x 

y = 20,07x + 61,29

R² = 0,634
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+ 61,29 dan dengan linearitas 0,634. Hal ini kurang baik karena linearitasnya 

tidak mendekati satu. 

 

Gambar 28. Grafik Aktivitas Antioksidan dengan Log Konsentrasi BHT pada Metode 

DPPH 

 

Gambar 29.  Grafik Aktivitas Antioksidan dengan Log Konsentrasi Isolat I pada Metode 

DPPH 

Berdasarkan data pada Gambar 29. Sampel pada log konsentrasi 2 atau 

konsentrasi sebesar 100 ppm, isolat I menginhibisi DPPH sebesar 37,62%. Hal ini 

y = 50,29x - 15,05

R² = 0,992
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dikarenakan antioksidan dipengaruhi oleh konsentrasi. Konsentrasi isolat I yang 

digunakan untuk menginhibisi DPPH sebesar 50% harus melebihi 100 ppm. 

  

Gambar 30. Grafik Aktivitas Antioksidan dengan Log Konsentrasi Isolat II pada Metode 

DPPH 

Berdasarkan data pada Gambar 29. Sampel pada log konsentrasi 2 atau 

konsentrasi sebesar 100 ppm, isolat II menginhibisi DPPH sebesar 27,59%. 

Konsentrasi yang digunakan untuk menginhibisi DPPH melebihi konsentrasi 

isolat I, sehingga aktivitas antioksidan dari isolat II lebih lemah dibandingkan 

isolat I. Konsentrasi isolat II yang digunakan untuk menginhibisi DPPH sebesar 

50% harus melebihi 100 ppm. Berdasarkan Tabel 8, aktivitas antioksidan standar 

dan isolat dapat diurutkan sebagai berikut: 

Asam askorbat > BHT > Isolat I > Isolat II 

Tabel 8. Tingkat Kekuatan Antioksidan dengan Metode DPPH (Winata, 2011) 

Nilai IC50 (ppm) 
Tingkat Kekuatan 

Antioksidan 

< 50ppm Sangat Aktif 

50-100ppm Aktif 

101-250ppm Sedang 

250-500ppm Lemah 

< 500 ppm Tidak Aktif 

y = 4,525x + 17,90
R² = 0,868
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Kemampuan flavonoid untuk berpotensi menjadi antioksidan dipengaruhi 

oleh beberapa hal yang salah satunya adalah subtituen yang ada didalamnya. 

Jumlah dan letak gugus hidroksil dalam cincin benzena (cincin A-, B-, dan C) 

(Gambar 1) pada struktur senyawa flavonoid menjadi hal yang penting dan 

mempengaruhi kekuatannya sebagai antioksidan. Gugus hidroksil pada cincin B 

sangat penting untuk kemampuannya dalam memtransfer hidrogen. Gugus o-

dihidroksi (gugus katekol) memiliki kestabilan lebih tinggi saat menjadi struktur 

radikal dan berperan dalam delokalisasi elektron. Struktur senyawa flavonoid dan 

aktivitasnya sebagai antioksidan ditentukan oleh gugus hidroksi (-OH) pada posisi 

C-5 dan C-7, serta adanya ikatan rangkap pada posisi C-2 dan C-3. Adanya cincin 

hidroksil pada cincin A dengan posisi C-5 meningkatkan kapasitas antioksidan 

untuk senyawa tersebut karena letaknya yang berdampingan dengan gugus 4-okso. 

Hal tersebut karena delokalisasi elektron dari cincin A yang didorong oleh ikatan 

ganda pada C-2 dan C-3 yang dikombinasikan dengan gugus 4-okso pada cincin 

piran (cincin C). Adanya subtituen lain mempengaruhi kemampuan aktivitas 

antioksidan dari flavonoid. Metilasi dari gugus hidroksil bebas menurunkan 

kemampuan antioksidan senyawa flavonoid. Hal ini juga bergantung pada 

kombinasi dari gugus hidroksil dan posisi gugus metoksi pada flavonoid (Plaza et 

al., 2014). Semakin banyak gugus hidroksil yang terikat pada kerangka flavonoid, 

maka semakin tinggi pula aktivitas antiradikal bebas. 

Hasil pengujian antioksidan dengan menggunakan metode DPPH pada 

senyawa hasil isolat menunjukkan perbedaan kemampuan yang signifikan. Hal ini 

sejalan dengan strukturnya, dimana isolat I yang merupakan senyawa 5-hidroksi-

3,7-dimetoksiflavon hanya memiliki 1 gugus hidroksil yang berada pada cincin A. 

Sehingga kemampuannya untuk mendonorkan atom H atau elektron sangat lemah. 

Dibandingkan dengan senyawa 5,7,3’,4’-tetrahidroksiflavone (luteolin) yang 

memiliki 4 gugus hidroksi dan memiliki IC50 sebesar 1,8 μM pada metode DPPH 

dapat dikategorikan aktif sebagai antioksidan (Furusawa et al., 2005). Oleh karena 

itu, banyaknya gugus hidroksi pada senyawa flavon meningkatkan aktivitas 

antioksidannya. 



41 
 

 
 

Calkon yang juga merupakan salah satu senyawa flavonoid memiliki potensi 

sebagai antioksidan. Hal ini karena calkon memiliki ikatan rangkap yang 

terkonjugasi dan sistem elektron-π yang terdelokalisasi pada kedua cincin benzena 

sehingga besar kemungkinan untuk melakukan reaksi transfer elektron. 

Potensinya sebagai zat antioksidan juga dipengaruhi oleh struktur senyawa itu 

sendiri.  

Senyawa calkon dengan pola subtitusi orto- (2,3- dan 3,4-) dan para- (2,5-) 

pada cincin B yang terdihidroksilasi memiliki aktivitas antioksidan yang sangat 

baik (80-90% kontrol pada konsentrasi 50 µm. Struktur dengan pola subtitusi 

meta (2,4- dan 3’-5’-) menurunkan aktivitas antioksidan secara drastis sekitar 

25% kontrol pada konsentrasi 200µm (IC50 > 200 µm) (Patil et al., 2009). 

Sehingga, pola subtitusi dari dua gugus hidroksil menjadi faktor yang penting bagi 

senyawa ini untuk meningkatkan aktivitasnya dalam menangkap radikal bebas. 

Isolat II yaitu 2’4’-dihidroksicalkon merupakan salah satu senyawa golongan 

calkon. Senyawa ini memiliki aktivitas antioksidan yang bahkan lebih lemah 

dibandingkan isolat I. Hal ini dipengaruhi karena kedua subtituennya yang berada 

di cincin A. Pola subtituen pada cincin A tidak mempengaruhi aktivitas 

antioksidan senyawa calkon, sehingga tidak berkontribusi dalam aktivitas 

antioksidan. Isolat II memiliki aktivitas antioksidan yang lebih lemah apabila 

dibandingkan senyawa 2’,4’,3,4-tetrahidroksicalkon atau butein. Butein memiliki 

4 gugus hidroksi dimana 2 gugus hidroksi terletak pada cincin A dan 2 gugus 

hidroksi katekol terletak pada cincin B. IC50 senyawa tersebut sebesar 0,27 µM 

(Kozlowski et al,. 2007). Hal tersebut karena adanya gugus katekol (gugus 

hidroksi dengan struktur orto) pada cincin B  dan banyaknya gugus hidroksi yang 

terdapat dalam senyawa tersebut. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A.  Kesimpulan 

Berdasarkan hasil isolasi, penentuan struktur, dan uji aktivitas antioksidan 

metabolit sekunder dari fraksi etil asetat batang Muntingia calabura L. yang 

berasal dari Sukabumi, Jawa Barat, maka diperoleh kesimpulan,yaitu: 

1.  Hasil isolasi dan analisis spektrum UV, 
1
H-NMR, dan 

13
C-NMR diperoleh 

dua senyawa dengan golongan flavonoid, yaitu 5-hidroksi-3,7-

dimetoksiflavon (C17H14O5)  (1) dan 2’,4’-dihidroksicalkon (C15H12O3) (2). 

2.  Hasil uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menunjukan bahwa nilai 

IC50 dari isolat I, dan II masing-masing adalah 96,61 x 10
1
 ppm (1), dan 12,42 

x 10
3
 ppm (2). 

3. Kedua senyawa isolat memiliki aktivitas antioksidan yang rendah dan 

dikategorikan sebagai senyawa antioksidan yang tidak aktif. 

 

B.  Saran 

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah: 

1.  Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan metode lain untuk melihat 

potensi antioksidan senyawa isolat tersebut. 

2.  Perlu dilakukan uji bioaktivitas lain terhadap senyawa hasil isolasi yang 

diperoleh. 

3. Perlu dilakukan isolasi dari bagian lain dari tumbuhan Muntingia calabura 

seperti akar dan kulit batang serta dilakukan uji bioaktivitas yang beragam. 

4. Perlu dilakukannya karakterisasi lebih lanjut untuk mengetahui lebih pasti 

jenis senyawa hasil isolasi.  
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Lampiran 2. Bagan Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Batang 

Muntingia calabura L. dengan Metode DPPH 

 

 

Dilarutkan dengan metanol dan dibuat 

dengan konsentrasi bervariasi (12,5 ppm, 

25 ppm, 50 ppm, 100 ppm) 

Ditambah 3 mL reagen DPPH 0,01 mM 

Dikocok dan didiamkan 30 menit dalam 

ruang gelap 

Diukur secara spektrofotometri pada 

panjang gelombang 517 nm dengan 3 

kali pengulangan  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nilai Presentase Aktivitas 

Antioksidan. Standar yang 

digunakan asam askorbat 

dan BHT. 

Fraksi / Senyawa Murni 
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan 

1. Pembuatan larutan induk senyawa Isolat (200 ppm) 

ppm        =
Massa zat (mg)

Massa pelarut (Kg)
 

200 ppm =
Massa zat (mg)

Massa jenis metanol × Volume (L)
 

200 ppm =
1,2 mg

0,0008 
Kg
L  × Volume (L)

 

Volume = 0,0075 L = 7,5 mL 

= 1,2 mg senyawa isolat dilarutkan dalam 7,5 mL metanol. 

2. Pembuatan Larutan Induk BHT dan Asam askorbat (200 ppm) 

ppm        =
Massa zat (mg)

Massa pelarut (Kg)
 

200 ppm =
Massa zat (mg)

Massa jenis metanol × Volume (L)
 

200 ppm =
1,6 mg

0,0008 
Kg
L  × Volume (L)

 

Volume = 0,01 L = 10 mL 

= 1,6 mg BHT dan Asam askorbat dilarutkan dalam 10 mL metanol 

3. Pengenceran Larutan Induk 200 ppm menjadi 100 ppm 

V larutan induk × M larutan induk = V pengenceran × M pengenceran 

V larutan induk × 200 ppm  = 10 mL × 100 ppm 

V larutan induk    = 5 mL 

4. Pengenceran Larutan Induk 100 ppm menjadi 50 ppm 

V larutan induk × M larutan induk  = V pengenceran × M pengenceran 

V larutan induk × 100 ppm  = 10 mL × 50 ppm 

V larutan induk    = 5 mL 



52 
 

 
 

5. Pengenceran Larutan Induk 50 ppm menjadi 25 ppm 

V larutan induk × M larutan induk  = V pengenceran × M pengenceran 

V larutan induk × 50 ppm  = 10 mL × 25 ppm 

V larutan induk  = 5 mL 

6. Pengenceran Larutan Induk 25 ppm menjadi 12,5 ppm 

V larutan induk × M larutan induk  = V pengenceran × M pengenceran 

V larutan induk × 25 ppm  = 10 mL × 12,5 ppm 

V larutan induk    = 5 mL 

7. Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM 

 Larutan DPPH     =
Massa DPPH

Mr DPPH
x 

1000

V pelarut (mL)
 

0,0001 mol/L        =
Massa DPPH

394,32 
gram
mol

x  
1000

50 mL
 

Massa DPPH  = 1,9715 mg 
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Lampiran 4. Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Metode DPPH 

a. Asam Askorbat 

 Konsentrasi 12,5 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,149

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 77,69 

 Konsentrasi 25 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,022

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 96,71 % 

 Konsentrasi 50 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,016

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 97,55 % 

 Konsentrasi 100 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  ko ntrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,016

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 97,55 % 

b. BHT 

 Konsentrasi 12,5 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,395

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 40,92 % 

 Konsentrasi 25 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 
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Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,0,313

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 53,14 % 

 Konsentrasi 50 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,186

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 72,21 % 

 Konsentrasi 100 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,100

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 85,03 % 

c. Isolat D791 

 Konsentrasi 12,5 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,490

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 26,65 % 

 Konsentrasi 25 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,484

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 27,50 % 

 Konsentrasi 50 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,443

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 33,68 % 

 Konsentrasi 100 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 
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Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,417

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 37,62 % 

d. Isolat FG653 

 Konsentrasi 12,5 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,513

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 23,20 % 

 Konsentrasi 25 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,506

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 24,20 % 

 Konsentrasi 50 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,503

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 24,65 % 

 Konsentrasi 100 ppm 

Aktivitas antioksidan (%) = 
(Absorbansi  kontrol  − Absorbansi sampel )

Absorbansi  kontrol
× 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 
0,668−0,484

0,668
 × 100% 

Aktivitas antioksidan (%) = 27,59 % 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 
 

Lampiran 5. Perhitungan Nilai IC50 pada Metode DPPH 

1. Asam Askorbat  

Persamaan regresi linear pada grafik : y  = 20,07x + 61,29 

50  = 20,07x + 61,29 

log x = -0,562 

x  = 0,27 ppm 

 2. BHT 

Persamaan regresi linear pada grafik : y  = 50,29x – 15,05 

50  = 50,29x – 15,05 

log x  = 1,293 

x   = 19,65ppm  

3. Isolat DA12 

Persamaan regresi linear pada grafik : y  = 12,99x + 11,23 

50  = 12,99x + 11,23 

log x  = 2,985 

x   = 96,61x10
1
ppm 

4. Isolat FG653 

Persamaan regresi linear pada grafik : y  = 4,525x + 17,90 

50  = 4,525x + 17,90 

log x  = 7,094 

x   = 12,42x10
3
ppm 
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Lampiran 6. Spektrum 
1
H-NMR Senyawa Isolat I 

 

 

Lampiran 7. Spektrum 
13

C-NMR Senyawa Isolat I 
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Lampiran 8. HMQC Senyawa Isolat I 

 

 

Lampiran 9. NOE Senyawa Isolat I 
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Lampiran 10. Spektra UV-vis Senyawa Isolat I 

 

 

Lampiran 11. Spektrum 
1
H-NMR Senyawa Isolat II 
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Lampiran 12. Spektrum 
13

C-NMR Senyawa Isolat II

 

 

Lampiran 13. HMBC Senyawa Isolat II 
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Lampiran 14. HSQC Senyawa Isolat II 

 

 

Lampiran 15. Spektra UV-vis Senyawa Isolat II 
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