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ABSTRAK

Negara Indonesia kaya akan keanekaragaman tumbuhan yang banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai obat
alternatif karena mudah dijangkau dan aman dikonsumsi. Daun dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) terbukti
secara heuristis mampu mengobati panas dalam, diabetes dan menjaga sistem imun. Penelitian ini bertujuan
memberikan gambaran serta informasi data mengenai senyawa aktif antioksidan ekstrak n-heksan daun dan kulit
batang nyirih (Xylocarpus granatum) serta ekstrak air daun dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum). Penentuan
aktivitas antioksidan n-heksan yang diekstraksi dari daun dan kulit batang (Xylocarpus granatum) serta air yang
diekstraksi dari daun dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) menggunakan 2 metode yaitu metode kualitatif
dengan kromatografi lapis tipsi (KLT) dan dilanjutkan dengan metode kuantitatif dengan ELISA Reader. Hasil pada
penelitian ini adalah isolat KLT preparatif pada fraksi n-heksan daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus
granatum) serta fraksi air daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dengan perbandingan n-
heksan:etil asetat (eluen) yang terbaik secara berturut adalah 2:8, 4:6, 6:4 dan 4.6 sedangkan nilai aktivitas antioksidan
yang diperoleh secara berturut adalah 1,1880 ppm, 2,1923 ppm, 46, 910 ppm dan 0,3631 ppm sehingga dinyatakan
sebagai antioksidan yang sangat kuat.

Kata kunci: Antioksidan; Daun nyirih; Elisa reader; Kulit batang nyirih; Kromatografi lapis tipis

ABSTRACT

The country of Indonesia is rich in plant diversity which is widely used by the community as an alternative medicine
because it is easily accessible and safe for consumption. The leaves and bark of nyirih (Xylocarpus granatum) are
heuristically proven to treat heatiness, diabetes and maintain the immune system. This study aims to provide an overview
and data information about the active antioxidant compounds of n-hexan extract of nyirih leaves and bark (Xylocarpus
granatum) and water extracts of nyirih leaves and bark (Xylocarpus granatum). Determination of antioxidant activity of n-
hexan extracted from leaves and bark (Xylocarpus granatum) and water extracted from leaves and bark nyirih
(Xylocarpus granatum) using 2 methods, namely qualitative method with lapis tipsi chromatography (KLT) and continued
with gquantitative method with ELISA Reader. The results in this study were preparative TLC isolates on the n-hexan
fraction of nyirih leaves and nyirih bark (Xylocarpus granatum) and water fractions of nyirih leaves and nyirih bark
(Xylocarpus granatum) with the best n-hexane:ethyl acetate (eluent) ratio respectively were 2:8, 4:6, 6:4 and 4:6 while the
value of antioxidant activity obtained successively is 1.1880 ppm, 2.1923 ppm, 46, 910 ppm and 0.3631 ppm so that it is
declared as a very strong antioxidant.

Keyword: Antioxidant; EIISA reader; isolate ; Thin layer chromatography

PENDAHULUAN

Mangrove merupakan jenis tumbuhan rabung yang mampu tumbuh di zona pesisir antara lautan dan
daratan, terutama di wilayah sub-tropis dan tropis. Indonesia merupakan wilayah hutan mangrove terbesar
di dunia, mencapai 28,5% dari populasi mangrove global. Masyarakat Indonesia secara luas memanfaatkan
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mangrove untuk berbagai keperluan, seperti bahan makanan, obat-obatan tradisional, kosmetika, produk
pertanian, perabotan, dan peralatan kerja. Selain itu, mangrove juga digunakan sebagai sumber bahan obat
herbal tradisional karena mengandung beragam senyawa metabolit sekunder yang memiliki berbagai efek
biologis. Salah satu jenis mangrove yang sering dimanfaatkan adalah Xylocarpus granatum (Darmadi et al.,
2021; Djamaluddin, 2018; Heryanto et al., 2023; Sumardi et al., 2022).

Berbagai bagian tanaman mangrove, termasuk akar, batang, kulit batang, daun, dan buah, telah lama
dimanfaatkan dalam bidang medis sebagai pengobatan untuk berbagai penyakit, seperti malaria, rematik,
kanker, demam, tumor, hepatitis, diabetes, antibiotik, kolera, asma, disentri, analgesik, penyakit mata,
penyakit kulit, leukimia, serta racun ular. Daun Xylocarpus granatum yang juga dikenal sebagai daun
Nyirih, terbukti memiliki sifat pengobatan panas dalam dan diabetes secara empiris. Masyarakat pantai
memanfaatkan daun ini sebagai obat diare dan luka yang menunjukkan aktivitas antidiare dan antibakteri.
Buahnya berguna dalam perawatan kulit sedangkan kulit batangnya digunakan sebagai antibakteri dan
penangkal radikal bebas karena mengandung antioksidan tinggi. Senyawa flavonoid dalam daun nyirih juga
membantu tubuh melawan kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas pada sel-sel tubuh manusia
(Darmadi et al., 2021; Das et al., 2019; Gabariel et al, 2019; Saptiani et al., 2020; Suhaera et al, 2022).

Antioksidan adalah senyawa yang bertugas melawan radikal bebas yang merupakan molekul atau
atom yang tidak stabil. Ada dua jenis antioksidan: alami yang berasal dari tumbuhan, dan buatan yang
disintesis secara kimia. Namun, antioksidan buatan memiliki efek samping yang merugikan bagi tubuh
(Rahmi, 2017). Antioksidan sering digunakan oleh masyarakat sebagai terapi utama, terapi pendukung,
suplemen peningkat daya tahan tubuh, profilaksis penyakit, dan pencegahan penuaan. Penelitian juga
sering menunjukkan penggunaan antioksidan dalam berbagai peran tersebut pada berbagai penyakit
(Handajani, 2019).

Dalam mengidentifikasi senyawa antioksidan dalam tumbuhan, terdapat dua metode yang dapat
digunakan. Metode pertama melibatkan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk memastikan keberadaan
senyawa antioksidan dalam tumbuhan. Setelah itu, langkah kedua dapat dilanjutkan dengan menggunakan
Elisa Reader. Kromatografi adalah suatu teknik yang digunakan untuk memisahkan senyawa berdasarkan
perbedaan distribusi mereka di antara fase diam yang bisa dalam bentuk padatan atau cairan dan fase gerak
yang bisa dalam bentuk cairan atau gas (Rizalina et al, 2018).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) adalah metode analisis kuantitatif yang sering
digunakan untuk mengukur senyawa aktif dalam spesimen biologis dan menentukan konsentrasinya.
Metode ini menggunakan panjang gelombang khas, biasanya antara 400-750 nm yang digunakan untuk
mendeteksi cahaya dari sampel dan mengukur absorbansinya. ELISA digunakan untuk menentukan
kandungan senyawa aktif dengan mengidentifikasi respons enzimatik pada reaksi antigen-antibodi, dan
hasilnya memberikan informasi kuantitatif tentang konsentrasi senyawa tersebut dalam sampel biologis. (Li
et al., 2023; Fernanda et al, 2019).

Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak n-heksan dari daun Nyirih dan kulit batang (Xylocarpus
granatum) serta ekstrak air dari daun nyirih dan kulit batang nyirih menggunakan dua metode yaitu metode
kualitatif dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan dilanjutkan dengan metode kuantitatif dengan
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yang belum ada dilaporkan datanya sehingga
menimbulkan ketertarikan peneliti untuk melaksanakan penelitian mengenai Uji Aktivitas Antioksidan
Noda KLT Preparatif Dari Ekstrak N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih(Xylocarpus granatum)
Serta Ekstrak Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus granatum). Maka dari itu penelitian
ini mampu memberikan gambaran serta informasi data mengenai aktivitas antioksidan ekstrak n-heksan
dari daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) serta ekstrak air dari daun nyirih dan kulit
batang nyirih (Xylocarpus granatum) yang diharapkan dapat bermanfaat pada bidang kesehatan,
kefarmasian, dan bermanfaat untuk memperluas pandangan ilmu pengetahuan.
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METODE PENELITIAN

Identifikasi Tumbuhan
Identifikasi tumbuhan Nyirih (Xylocarpus granatum) pada penelitian ini dilakukan berdasarkan
bantuan buku Panduan Mangrove Estuari Perancak.

Pembuatan Ekstrak Kloroform:Metanol (2:1) Daun Nyirih (Xylocarpus granatum)

Metode yang digunakan pada penelitian ini dalam pembuatan ekstrak kloroform:metanol (2:1) daun
Nyirih (Xylocarpus granatum) yaitu metode maserasi atau disebut juga ekstraksi dingin. Di maserasi
simplisia daun Nyirih (Xylocarpus granatum) sejumlah 300 gram dalam toples kaca menggunakan pelarut
kloroform:metanol (2:1) sejumlah 2100 ml dengan suhu kamar, disimpan dan ditutup dalam waktu 3x24
jam pada suhu kamar, diaduk sekali- kali serta dipastikan agar terhindar dari sinar matahari. Dilakukan
penyaringan agar mendapatkan hasil maserat, diulang proses penyaringannya sejumlah 3 kali hingga
mendapatkan 1700 ml. Lalu diuapkan maserat hingga diperoleh ekstrak kental, kemudian ditimbang berat
ekstraknya (Arisa, 2022).

Pembuatan Ekstrak Kloroform:Metanol (2:1) Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus granatum)

Dimaserasi simplisia kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) sejumlah 620 gram dalam toples
kaca menggunakan pelarut kloroform:metanol (2:1) sejumlah 2100 ml dengan suhu kamar, disimpan dan
ditutup dalam waktu 3x24 jam pada suhu kamar, diaduk sekali- kali serta dipastikan agar terhindar dari
sinar matahari. Dilakukan penyaringan agar mendapatkan hasil maserat, diulang proses penyaringannya
sejumlah 3 kali hingga mendapatkan 830 ml. Lalu diuapkan maserat hingga diperoleh ekstrak kental,
kemudian ditimbang berat ekstraknya (Arisa, 2022).

Fraksinasi Ekstrak Daun Nyirih (Xylocarpus granatum) dengan Aqua Pro Injeksi:N-Heksana (2:1)

Dalam eksperimen ini, sebanyak 2 gram ekstrak kental daun Xylocarpus granatum yang merupakan
hasil ekstraksi menggunakan campuran kloroform dan metanol (2:1). Proses fraksinasi cair-cair dilakukan
menggunakan pelarut polar (aqua pro injeksi) dan non polar (n-heksan). Ekstrak kental awalnya dilarutkan
dalam beaker glass 500 ml. Lalu ditambahkan 10 ml aqua pro injeksi dan 20 ml n-heksan. Setelah diaduk
dan didiamkan, terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan bawah berisi fraksi air dan lapisan atas berisi fraksi n-
heksan. Fraksi n-heksan dipisahkan dan dikumpulkan dalam cawan penguap. Proses ini diulang dengan
menambahkan kembali 10 ml aqua pro injeksi dan 20 ml n-heksan hingga mencapai 10 kali penambahan.
Pada titik ini, fraksi n-heksan yang bening, residu yang tidak larut dalam n-heksan dan air terpisah sehingga
terbentuk 3 lapisan. Kemudian, fraksi air dan fraksi n-heksan dipindahkan ke dalam cawan penguap dan
diuapkan di waterbath pada suhu 50°C hingga mencapai bobot konstan. Berat kosong cawan telah diukur
sebelumnya. Setelah evaporasi, berat fraksi kental yang dihasilkan diukur untuk menghitung persentase
rendemen. Bagian fraksi air dan fraksi n-heksan ekstrak kental daun Xylocarpus granatum dijadikan objek
penelitian (Fadlilaturrahmah et al, 2021).

Fraksinasi Ekstrak Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus granatum) dengan Aqua Pro Injeksi:N-
Heksana (2:1)

Dalam eksperimen ini, sebanyak 2 gram ekstrak kental kulit batang Xylocarpus granatum yang
merupakan hasil ekstraksi menggunakan campuran kloroform dan metanol (2:1). Proses fraksinasi cair-cair
dilakukan menggunakan pelarut polar (aqua pro injeksi) dan non polar (n-heksan). Ekstrak kental awalnya
dilarutkan dalam beaker glass 500 ml. Lalu ditambahkan 10 ml aqua pro injeksi dan 20 ml n-heksan.
Setelah diaduk dan didiamkan, terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan bawah berisi fraksi air dan lapisan atas
berisi fraksi n-heksan. Fraksi n-heksan dipisahkan dan dikumpulkan dalam cawan penguap. Proses ini
diulang dengan menambahkan kembali 10 ml aqua pro injeksi dan 20 ml n-heksan hingga mencapai 10 kali
penambahan. Pada titik ini, fraksi n-heksan yang bening, residu yang tidak larut dalam n-heksan dan air
terpisah sehingga terbentuk 3 lapisan. Kemudian, fraksi air dan fraksi n-heksan dipindahkan ke dalam
cawan penguap dan diuapkan di waterbath pada suhu 50°C hingga mencapai bobot konstan. Berat kosong
cawan telah diukur sebelumnya. Setelah evaporasi, berat fraksi kental yang dihasilkan diukur untuk
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menghitung persentase rendemen. Bagian fraksi air dan fraksi n-heksan ekstrak kental kulit batang
Xylocarpus granatum dijadikan objek penelitian (Fadlilaturrahmah et al, 2021).

Pengujian Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
Granatum)

Pada perlakukan ini, dilakukan pengaktifan plat kromatografi lapis tipis (KLT) berukuran 10x2 cm
dengan pemanasan pada oven pada suhu 100°C selama 30 menit sebelum aplikasi sampel. Penelitian ini
bertujuan untuk menentukan kondisi elusi optimal dalam KLT untuk menganalisis fraksi n-heksan dan
fraksi air dari daun serta kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum). Variasi perbandingan fase gerak n-
heksana dan etil asetat, yaitu (1:9), (2:8), (3:7), (4:6), (5:5), (6:4), (7:3), (8:2), dan (9:1) yang digunakan
untuk elusi sampel n-heksan daun nyirih (Xylocarpus granatum). Sampel dilarutkan dalam metanol p.a dan
diaplikasikan ke plat KLT yang telah diberi tanda. Kemudian, plat KLT dielusi dengan fase gerak yang
berbeda-beda hingga mencapai batas atas yang telah ditandai sebelumnya. Hasil elusi diamati di bawah
lampu UV 254 dan 366. Nilai Rf (retention factor) dihitung setelah noda yang diinginkan terlihat. Hasil ini
akan menjadi dasar untuk pengujian selanjutnya. Langkah serupa dilakukan untuk sampel fraksi n-heksan
kulit batang nyirih, fraksi air daun nyirih, dan fraksi air kulit batang nyirih (Abdulkadir et al, 2023;
Djuwarno et al, 2022; Fadllilaturrahmah, 2021; Naselia et al, 2020).

Pengujian Aktivitas Antioksidan Pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan
Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus granatum) Menggunakan DPPH

Pengujian aktivitas antioksidan pada fraksi n-heksan daun Nyirih (Xylocarpus granatum) dilakukan
dengan menyemprotkan larutan DPPH pada semua plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang telah diberi
variasi perbandingan fase gerak. Aktivitas antioksidan diamati melalui perubahan warna bercak pada plat
KLT yang awalnya berwarna ungu menjadi putih kekuningan. Setelah mendapatkan noda yang diinginkan,
nilai Rf (retention factor) dihitung. Selanjutnya, hasil ini akan menjadi dasar untuk tahap pengujian
berikutnya. Langkah serupa dilakukan untuk sampel fraksi n-heksan kulit batang nyirih, fraksi air daun
nyirih, dan fraksi air kulit batang nyirih (Djuwarno et al, 2022; Fadllilaturrahmah, 2021).

Pengujian Kromatografi Lapis Tipis Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang
Nyirih (Xylocarpus granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
granatum)

Pada KLT preparatif fraksi n-heksan daun Nyirih (Xylocarpus granatum), digunakan fase diam
berupa plat kaca silika gel 60 F254 berukuran 20%20 cm. Plat tersebut diaktifkan melalui pemanasan pada
suhu 100°C selama 30 menit dan diberi tanda pada batas atas dan bawah sejauh 2 cm. Proses ini dilakukan
sesuai dengan metode yang telah dijelaskan sebelumnya. Selanjutnya, dilakukan penjenuhan fase gerak
(eluen) dan fraksi kental n-heksan daun nyirih dilarutkan dengan sedikit pelarut metanol p.a. pada plat KLT
preparatif. Sampel ditotolkan membentuk pola pita di sepanjang plat, dengan pengulangan pada tempat
yang sama, dan plat dikeringkan menggunakan hairdryer. Penjenuhan fase gerak dilakukan dengan n-
heksan:etil asetat pada perbandingan yang terbaik pada KLT sebelumnya untuk mencapai pemisahan
optimal. Proses elusi dihentikan saat mencapai tanda batas atas yang telah ditandai sebelumnya. Plat KLT
preparatif dikeluarkan dari chamber, dikeringkan, dan noda pada plat diamati di bawah lampu UV 254 dan
366. Selanjutnya, dilakukan penyemprotan DPPH pada plat KLT preparatif, namun hanya pada £1 cm dari
pinggir Kiri plat. Noda yang dihasilkan diambil dengan mengikis dan ditempatkan dalam cawan penguap.
Noda tersebut dilarutkan dengan pelarut metanol p.a., disaring ke dalam vial dan diuapkan pada suhu 50°C
hingga terbentuk isolat. Isolat yang terbentuk akan digunakan dalam tahap berikutnya. Langkah serupa
dilakukan untuk sampel fraksi n-heksan kulit batang nyirih, fraksi air daun nyirih, dan fraksi air kulit
batang nyirih namun dengan perbandingan penjenuhan fase gerak n-heksan:etil asetat yang terbaik
(Djuwarno et al, 2022; Fadllilaturrahmah, 2021; Fasya et al, 2019; Suhardiman et al, 2018).
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Pengujian Isolat KLT Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
granatum)Menggunakan ELISA Reader

Untuk pengujian isolat KLT preparatif fraksi n-heksan daun nyirih (Xylocarpus granatum)
menggunakan ELISA Reader, diawali dengan langkah-langkah berikut. Dibuat larutan DPPH
berkonsentrasi 100 ppm dan dilarutkan dengan metanol p.a sampai tanda batas. Kemudian, Isolat dilarutkan
dalam vial menggunakan 10 ml metanol p.a. Lalu, 100 pl larutan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
ditambahkan ke sumuran 1, 2, dan 3 dalam sebuah microplate sebagai kontrol absorbansi. Selanjutnya, 200
ul isolat ditambahkan ke sumuran ke-4. Dari sumuran ke-4, 100 ul isolat ditarik dan dimasukkan ke
sumuran ke-5 yang berisi 100 ul DPPH. Proses ini diulang untuk sumuran ke-6, ke-7, dan ke-8 dengan
mengambil 100 pl isolat dari sumuran sebelumnya. Kemudian, dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan ELISA Reader pada panjang gelombang 490 nm untuk menentukan nilai 1C50. Setelah
selesai, data hasil pengukuran dapat diolah menggunakan perangkat lunak Microsoft Excel untuk
menghitung nilai IC50 yang relevan dalam analisis. Langkah serupa dilakukan untuk isolat fraksi n-heksan
kulit batang nyirih, fraksi air daun nyirih, dan fraksi air kulit batang nyirih (Anton et al, 2021; Chewchinda
etal., 2020; Seo et al., 2022).

Analisis Data Aktivitas Antioksidan

Analisis aktivitas antioksidan melibatkan penggunaan persamaan regresi linier sederhana 'y = ax + b.
Koefisien determinasi (R2) digunakan untuk menilai sejauh mana variabel bebas (X) menjelaskan variabel
terikat (Y). Semakin tinggi nilai R2, semakin baik variabel bebas dalam memprediksi variabel terikat.
Rentang nilai R"2 adalah antara 0 hingga 1. Penilaian aktivitas antioksidan berdasarkan nilai IC50 dibagi
menjadi empat kategori, yaitu sangat kuat (IC50 < 50 pg/mL), kuat (IC50 50-100 pg/mL), sedang (IC50
100-250 pg/mL), dan lemah (IC50 250-500 pg/mL). Nilai 1C50 di atas 500 pg/mL menunjukkan bahwa
sampel tidak memiliki aktivitas antioksidan yang signifikan (Arsianti et al., 2020; Parveen et al., 2021;
Yodha et al, 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil identifikasi tumbuhan

Identifikasi tumbuhan pada penelitian ini dilakukan berdasarkan bantuan buku Panduan Mangrove
Estuari Perancak sehingga ditemukan ciri khas dan dapat disimpulkan bahwa tumbuhan ini bernama lokal
Nyirih (Xylocarpus granatum) dengan famili Meliaceae. Sampel tumbuhan yang digunakan yaitu daun
Nyirih (Xylocarpus granatum) yang didapatkan dari Pulau Sembilan, Kabupaten Langkat, Sumatera Utara.
Hasil Pembuatan Ekstrak Kloroform:Metanol (2:1) Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus granatum)

Table 1. Hasil Pembuatan Ekstrak Kloroform:Metanol (2:1) Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus

granatum)
Sampel Berat Ekstrak Rendemen
Daun nyirih 11,8 gram 3,9%
Kulit Batang Nyirih 90,0 gram 14,28%

Tabel 1 menunukan hasil pembuatan ekstrak kloroform:metanol (2:1) daun nyirih dan kulit batang
nyirih (Xylocarpus granatum) dengan sejumlah 300 g serbuk simplisia daun nyirih (Xylocarpus granatum)
dilakukan ekstraksi secara maserasi dengan pelarut kloroform:metanol (2:1) sehingga diperoleh 1700 ml
maserat. Lalu, diuapkan hingga memperoleh 11,8 gram ekstrak kloroform:metanol (2:1) yang kental
berwarna coklat kehijauan dengan nilai persentase rendemennya yaitu 3,9%.
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Pada perlakukan yang sama dilakukan dengan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dengan
sejumlah 630 gram serbuk simplisia kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dilakukan ekstraksi secara
maserasi dengan pelarut kloroform:metanol (2:1) sehingga diperolenh 850 ml maserat. Lalu, diuapkan
hingga memperoleh 90,0 gram ekstrak kloroform:metanol (2:1) yang kental berwarna coklat dengan nilai
persentase rendemennya yaitu 14,28%.

Hasil Fraksinasi Ekstrak Daun Nyirih dan Ekstrak Kulit Nyirih (Xylocarpus granatum) dengan
Aqua Pro Injeksi:N-Heksana (2:1)

Table 2. Hasil Fraksinasi Ekstrak Daun Nyirih dan Ekstrak Kulit Nyirih (Xylocarpus granatum) dengan Aqua Pro
Injeksi:N-Heksana (2:1)

Sampel Berat Ekstrak Rendemen
Ekstrak daun nyirih 0,14 gram 7,0%
Ekstrak kulit batang nyirih 0,31 gram 15,5%

Tabel 2 menunjukan hasil fraksinasi ekstrak daun nyirih dan ekstrak kulit nyirih (Xylocarpus
granatum) dengan aqua pro injeksi:n-heksana (2:1) dengan ekstrak kloroform:metanol (2:1) daun nyirih
(Xylocarpus granatum) sebanyak 2 gram ekstrak kloroform:metanol (2:1) daun nyirih yang didapatkan,
dipartisi dengan pelarut non-polar dan polar bertingkat yakni pelarut n- heksan:aqua pro injeksi (2:1) yakni
pelarut n-heksan sejumlah 20 ml dan aqua pro injeksi sejumlah 10 ml sehingga diperoleh sejumlah 0,14
gram fraksi n-heksan kental berwarna hijau kehitaman dengan nilai persentase rendemennya yaitu 7%.

Pada perlakukan yang sama dilakukan dengan pembuatan fraksi air kulit batang nyirih (Xylocarpus
granatum) dengan menggunakan metode fraksinasi dengan cara ekstrak kloroform:metanol (2:1) kulit
batang nyirih (Xylocarpus granatum) sebanyak 2 gram ekstrak kloroform:metanol (2:1) daun nyirih yang
didapatkan, dipartisi dengan pelarut non-polar dan polar bertingkat yakni pelarut n- heksan:aqua pro injeksi
(2:1) yakni pelarut n-heksan sejumlah 20 ml dan aqua pro injeksi sejumlah 10 ml sehingga diperoleh
sejumlah 0,31 gram fraksi n-heksan kental berwarna kecoklatan dengan nilai persentase rendemennya yaitu
15,5%.

Prinsip kelarutan like dissolve like digunakan dalam proses maserasi ini yaitu non polar akan
melarutkan zat non polar dan polar akan melarutkan zat polar sehingga zat-zat yang terambil secara selektif
sesuai dengan kepolarannya (Bahriul,2018; Djuwarnoet al, 2022).

Hasil Pengujian Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
Granatum)

Table 3. Nilai Rf pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus

granatum)
Sampel PR Rl (256 Visual UV 254 UV 366
Gerak

0,17 (c)
Fraksi n-heksan  N-heksan:etil asetat 0,20 (b) 0,82 (c)

. : 0,94(a) 0,82 (b)
daun nyirih (2:8) 0,91 (c)
0,94 (a) 0.94 (c)
Fraksi n-heksan  N-heksan:etil asetat 0,94 (b) 0,87 (d) 8;2 8
kulit batang nyiri (4:6) ’ 0,90 (b) 0189 ©)

Keterangan: a= hijau tua, b= hijau, c=jingga, d= biru
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Hasil secara berturut analisis KLT terhadap fraksi n-heksan dari daun nyirih dan kulit batang nyirih
(Xylocarpus granatum) yang dilarutkan dalam metanol p.a menunjukkan bahwa nilai Rf memperlihatkan
perbedaan sifat senyawa dan dapat dimanfaatkan untuk mengidentifikasi senyawa sehingga diantara 9
perbandingan fase gerak yang dibuat dalam pengujian ini dipilih perbandingan eluen n-heksana:etil asetat
(2:8) dan (4:6) karena menghasilkan pemisahan yang optimal dengan nilai Rf yang menunjukkan
pemisahan yang jelas antara komponen-komponen. Hasil dari perlakuan ini dapat dilihat pada Tabel 3.

Table 4. Nilai Rf pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus

granatum)
Sampel Perbandingan Fase Visual UV 254 UV 366
Gerak
0,70 ()
0,77 (f)
Fraksi air daun N-Heksan:Etil 0,98(a) 822 Egg 0,82 (b)
nyirih Asetat (6:4) ’ 0’96 @) 0,87 (b)
' 0,92 (a)
0,97 (9)
Fraksi air kulit  N-Heksan:Etil 0,34 (h) 0,34 (c) 0,34 (j)
batang nyirih Asetat (4:6) 0,76 (a) 0,78 (i) 0,96 (c)
' 0,91 (i) 0,90 (b) '

Keterangan: a= hijau, b=jingga, c= biru, d= biru tua, e= biru muda, f= putih, g= jingga kemerahan, h= coklat,
i= kuning kecoklatan, j= kuning

Hasil secara berturut analisis KLT terhadap fraksi air dari daun nyirih dan kulit batang nyirih
(Xylocarpus granatum) yang dilarutkan dalam metanol p.a menunjukkan bahwa nilai Rf memperlihatkan
perbedaan sifat senyawa dan dapat dimanfaatkan untuk mengidentifikasi senyawa sehingga diantara 9
perbandingan fase gerak yang dibuat dalam pengujian ini dipilih perbandingan eluen n-heksana:etil asetat
(6:4) dan (4:6) karena menghasilkan pemisahan yang optimal dengan nilai Rf yang menunjukkan
pemisahan yang jelas antara komponen-komponen. Variasi perbandingan fase gerak (eluen) dilakukan
untuk menentukan kondisi terbaik yang dapat digunakan dalam analisis KLT dengan penggunaan DPPH
pada tahap selanjutnya (Naselia et al, 2020). Hasil dari perlakuan ini dapat dilihat pada Tabel 4.

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun
Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit
Batang Nyirih (Xylocarpus Granatum) Menggunakan DPPH

Table 5. Nilai Rf pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
granatum) Menggunakan DPPH

Perbandingan

Sampel Visual UV 254 UV 366
Fase Gerak
Fraksi  n-heksan N-heksan:Etil 0,94 (c)(d)
daun nyirih asetat (2:8) 0,94 (8)(d) 0,94 (b)(d) 0,90 (c)
Fraksi  n-heksan N-heksan:Etil 0,94 (2)(d)
kulit batang nyirih asetat (4:6) 0,80 (2)(d) i i
' 0,23 (a)(d)

Keterangan: a= putih kekuningan, b= kuning, c= jingga, d= positif antioksidan

Berdasarkan hasil analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang tercantum dalam Tabel 5,
pemisahan komponen terbaik pada daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dapat
dicapai dengan menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil asetat sebesar (2:8) dan (4:6). Hasil ini
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menunjukkan bahwa fraksi n-heksan dari daun nyirih dan kulit batang nyirih, ketika dilarutkan dalam
metanol p.a, menghasilkan bercak noda berwarna putih kekuningan pada KLT. Bercak tersebut tampak
lebih jelas karena latar belakangnya berwarna ungu. Pemilihan perbandingan eluen n-heksana:etil asetat
(2:8) dan (4:6) ini memiliki implikasi penting untuk analisis KLT preparatif. Dalam konteks ini,
perbandingan eluen tersebut akan digunakan dalam analisis lanjutan. Dalam percobaan preparatif, fraksi-
fraksi yang diinginkan dari daun nyirih dan kulit batang nyirih akan dipisahkan dengan lebih efisien
menggunakan perbandingan eluen yang telah ditentukan ini.

Table 6. Nilai Rf pada Kromatografi Lapis Tipis Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus
granatum) Menggunakan DPPH

Perbandingan

Sampel Fase Gerak Visual UV 254 UV 366
Fraksi air daun N-Heksan:Etil 0,94 (a)(9) 0,88 (3)(q) 882 8
nyirih Asetat (6:4) 0,81 (a)(q) ’ : 0,76 (@)(9)
Fraksi air kulit N-Heksan:Etil 832 Egg 0,97 (f) Oé)(él(fl()é)g)
batang nyirih Asetat (4:6) ' 0,64 (d) '

0,34 (a)(g) 0,37 (a)(9)

Keterangan: a= Putih kekuningan, b= Biru muda, c= Jingga, d= Kuning keputihan, e= Kuning, = Hijau kekuningan,
g= positif antioksidan

Berdasarkan hasil analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang tercantum dalam Tabel 6,
pemisahan komponen terbaik pada daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dapat
dicapai dengan menggunakan perbandingan eluen n-heksana:etil asetat sebesar (6:4) dan (4:6). Hasil ini
menunjukkan bahwa fraksi air dari daun nyirih dan kulit batang nyirih, ketika dilarutkan dalam metanol
p.a, menghasilkan bercak noda berwarna putih kekuningan pada KLT. Bercak tersebut tampak lebih jelas
karena latar belakangnya berwarna ungu.

Pada Kromatografi Lapis Tipis (KLT), bercak yang terlihat berwarna putih kekuningan dengan latar
belakang berwarna ungu mengindikasikan adanya potensi aktivitas antioksidan pada senyawa tersebut,
yang diuji menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Pada awalnya, larutan DPPH
memiliki warna ungu yang intens. Namun, ketika senyawa yang memiliki sifat antioksidan bereaksi dengan
DPPH, senyawa tersebut mereduksi DPPH, yang menyebabkan perubahan warna dalam larutan DPPH.
Dalam proses ini, semakin kuat aktivitas antioksidan dari senyawa yang diuji, maka warna ungu dalam
larutan DPPH akan semakin pudar seiring dengan waktu. Bahkan, dalam kasus di mana aktivitas
antioksidan sangat kuat, larutan DPPH dapat mengalami perubahan warna menjadi kuning atau bahkan
tidak memiliki warna sama sekali. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa bercak putih kekuningan
pada KLT dengan latar belakang ungu menandakan adanya senyawa dengan potensi aktivitas antioksidan
yang dapat mereduksi DPPH. Semakin kuat aktivitas antioksidan dari senyawa tersebut, semakin signifikan
perubahan warna yang terjadi dalam larutan DPPH, dari ungu menuju ke kuning atau bahkan tidak ada
warna, mengindikasikan kemampuan senyawa tersebut dalam melawan oksidasi (Fadillaturrahman, 2021;
Muthia et al., 2019).
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Hasil Pengujian Kromatografi Lapis Tipis Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit
Batang Nyirih (Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus Granatum)

Table 7. Hasil Dari Berat Isolat Pengujian KLT Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus granatum) Menggunakan Fase Gerak N-heksan:etil asetat

Perbandingan Fase

SEEE Gerak

Pita Berat (gram)

0,02
0,03
0,02
0,04
0,03
0,04
0,02
0,03
0,05
0,05

Fraksi n-heksan daun

- N-heksan:Etil asetat (2:8)
nyirih

Fraksi n-heksan kulit

batang nyirih N-heksan:Etil asetat (4:6)

CURWNRERNWNR

Tabel 7 menunjukkan hasil pengujian KLT preparatif fraksi n-heksan daun nyirih dan kulit batang
nyirih (xylocarpus granatum) dengan menggunakan fase gerak n-Heksan : etil asestat (2:8) dan (4:6) secara
berturut memperlihatkan pola kromatogram sebanyak 4 pita dan 6 pita yang akan dikerok sebelum
dilakukan pengerokan pinggir plat disemprot DPPH dahulu agar mengetahui noda mana yang akan dikerok,
jika berwarna kuning pucat tampak dipinggir plat maka noda tersebut yang akan dikerok, kemudian serbuk
yang didapatkan dikumpulkan dan dilarutkan menggunakan metanol p.a, hingga didapat larutan bening
pada vial yang akan diuapkan menggunakan hairdyer hingga metanol p.a menguap seluruhnya menyisakan
isolat pada pelarut. Pada fraksi n-heksan daun nyirih menghasilkan berat plat dari 4 pita yang dihasilkan
yaitu 0,02 gram, 0,03 gram, 0,02 gram dan 0,04 gram. Sedangkan fraksi n-heksan kulit batang nyirih
menghasilkan berat plat dari 6 pita yang dihasilkan yaitu 0,03 gram, 0,04 gram, 0,02 gram, 0,03 gram, 0,05
gram, dan 0,05 gram.

Table 8. Hasil Dari Berat Isolat Pengujian KLT Preparatif Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih
(Xylocarpus granatum) Menggunakan Fase Gerak N-heksan:etil asetat

Perbandingan Fase

SEmPE! Gerak

Pita Berat (gram)

0,04
0,02
0,02
0,03
0,06
0,04
0,06
0,05
0,04

Fraksi air daun nyirih N-heksan:Etil asetat (6:4)

Fraksi air kulit batang

L. N-heksan:Etil asetat (4:6)
nyirih

OB WNER~,WONPRE

Tabel 8 menunjukkan hasil pengujian KLT preparatif fraksi air daun nyirih dan kulit batang nyirih
(xylocarpus granatum) dengan menggunakan fase gerak n-Heksan : etil asestat (2:8) dan (4:6) secara
berturut memperlihatkan pola kromatogram sebanyak 4 pita dan 5 pita yang akan dikerok sebelum
dilakukan pengerokan pinggir plat disemprot DPPH dahulu agar mengetahui noda mana yang akan dikerok,
jika berwarna kuning pucat tampak dipinggir plat maka noda tersebut yang akan dikerok, kemudian serbuk
yang didapatkan dikumpulkan dan dilarutkan menggunakan metanol p.a, hingga didapat larutan bening
pada vial yang akan diuapkan menggunakan hairdyer hingga metanol p.a menguap seluruhnya menyisakan
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isolat pada pelarut. Pada fraksi air daun nyirih menghasilkan berat plat dari 4 pita yang dihasilkan yaitu
0,04 gram, 0,02 gram, 0,02 gram dan 0,03 gram.. Sedangkan fraksi air kulit batang nyirih menghasilkan
berat plat dari 5 pita yang dihasilkan yaitu 0,06 gram, 0,04 gram, 0,06 gram, 0,05 gram dan 0,04 gram.
Cara rekristalisasi termasuk kedalam pemurnian isolat yaitu suatu proses pengkristalan kembali
sehingga dilakukan penguapan pelarut hingga pelarut sudah tidak tersisa lagi (Amaliah et al., 2020).

Hasil Penentuan Nilai Antioksidan Isolat Dari Hasil KLT Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih
Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang
Nyirih (Xylocarpus Granatum)

Table 9. Hasil Penentuan Nilai Antioksidan Isolat Dari Hasil KLT Preparatif Fraksi N-Heksan Daun Nyirih Dan Kulit
Batang Nyirih (Xylocarpus Granatum) Serta Fraksi Air Daun Nyirih Dan Kulit Batang Nyirih (Xylocarpus

Granatum)
Perbandingan Fase . .

Sampel Gerak Koefesien korelasi IC50 (ppm)
Isolat fraksi n-heksan poycan:Etil asetat (2:8) 0,9341 1,1880
daun nyirih
Isolat _ fraksi n-heksan oy can-Etil asetat (4:6) 0,9429 21923
kulit batang nyirih
:f;lﬁ‘; fraksiair daun o can:Etil asetat (6:4) 0,9512. 46,910
Isolat ~ fraksiair Kulit 1oy can-Etil asetat (4:6) 0,9156. 0,3631

batang nyirih

Pada semua isolat fraksi n-heksan daun nyirih yang diujikan pada ELISA Reader hanya pada pita 1
yang memenuhi Kriteria sebagai antioksidan yang kuat yaitu 1,1880 ppm dengan nilai koefesien korelasi
0,9341. Sedangkan semua isolat fraksi n-heksan kulit batang nyirih yang diujikan pada ELISA Reader
hanya pada pita 5 yang memenuhi kriteria sebagai antioksidan yang kuat yaitu 2,1923 ppm dengan nilai
koefesien korelasi 0,9429. Hasil dapat dilihat pada tabel 9.

Pada semua isolat fraksi air daun nyirih yang diujikan pada ELISA Reader hanya pada pita 4 yang
memenuhi kriteria sebagai antioksidan yang kuat yaitu 46,910 ppm dengan nilai koefesien korelasi 0,9512.
Sedangkan semua isolat fraksi air kulit batang nyirih yang diujikan pada ELISA Reader hanya pada pita 1
yang memenuhi Kriteria sebagai antioksidan yang kuat yaitu 0,3631 ppm dengan nilai koefesien korelasi
0,9156. Hasil dapat dilihat pada tabel 9.

Dari ke 4 sampel yang diuji pada ELISA Reader telah memenuhi kriteria sebagai antioksidan yang
kuat. Kriteria antioksidan yang kuat yaitu tidak lebih besar dari 50 ppm nilai IC50 yang diperoleh (Arsianti
et al., 2020). Tingkat hubungan dikatakan kuat apabila garis regresi antara sumbu X dan sumbu Y
menunjukan hasil koefesien korelasi antara 0,8000 — 1,0000 (Sanny dan Dewi, 2020).

Dalam penelitian ini, nilai 1IC50 merupakan konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk mencapai
50% penghambatan aktivitas radikal bebas DPPH. Untuk menghitungnya, dilakukan analisis regresi linier
antara konsentrasi (ppm) dan persentase penghambatan (%). Dengan menggantikan nilai "y" dengan 50%
dalam persamaan regresi sehingga dapat menentukan nilai 1C50 sebagai konsentrasi yang diperlukan untuk
mencapai 50% penghambatan (Chewchinda et al., 2021; Sinala et al., 2020).

KESIMPULAN

Pemisahan fraksi n-heksan dari daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) serta
fraksi air dari daun nyirih dan kulit batang nyirih (Xylocarpus granatum) dengan berbagai perbandingan n-
heksan:etil asetat (eluen) telah dilakukan. Hasil percobaan menunjukkan bahwa perbandingan eluen terbaik
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secara berturut-turut adalah 2:8, 4:6, 6:4, dan 4:6. Selain itu, hasil percobaan juga mengungkapkan bahwa
nilai aktivitas antioksidan yang diperoleh secara berturut-turut adalah 1,1880 ppm, 2,1923 ppm, 46,910
ppm, dan 0,3631 ppm.
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