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Abstrak

Dahu (Dracontomelon dao) termasuk famili Anacardiaceae yang
mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder yang dimanfaatkan
sebagai sumber antioksidan alami. Penelitian ini bertujuan untuk
mengekstraksi senyawa metabolit sekunder dari batang tumbuhan D.
dao, menentukan aktivitas antioksidannya dan menganalisis
kandungan senyawa metabolit sekundernya dengan LC-MS/MS.
Sampel batang D. dao diekstraksi secara bertahap dengan berbagai
jenis pelarut seperti methanol, etil asetat, dan n-heksana. Setiap ekstrak
dianalisis aktivitas antioksidan menggunakan metode 2,2-difenil-1
pikrilhidrazil (DPPH). Ekstrak teraktif dikarakterisasi dengan LC-
MS/MS. Ekstrak metanol batang D. dao menunjukkan aktivitas
antioksidan paling baik dengan nilai 1C50 sebesar 30,86 ppm, diikuti
oleh ekstrak etil asetat dengan 1C50 senilai 200,83 ppm dan ekstrak n-
heksana dengan nilai 1C50 348 ppm. Hasil identifikasi dengan LC-
MS/MS ekstrak metanol mengandung senyawa tributilamina,
medroksiprogesteron asetat, dan flavanon.

Abstract

Dahu (Dracontomelon dao) belongs to the Anacardiaceae family which contains various secondary
metabolites that can be used as a source of natural antioxidants. The aim of this study was to extract
secondary metabolites from stems bark of D. dao, determine their antioxidant activity and analyze the content
of secondary metabolites using LC-MS/MS. The stem samples of D. dao were extracted in stages with various
types of solvents such as methanol ethyl acetate, and n-hexane. Each extract was analyzed for its antioxidant
activity using the 2,2-diphenyl-1 picrylhydrazyl (DPPH) method. The most active extracts were
characterized by LC-MS/MS. The stem methanol extract of D. dao showed the best antioxidant activity with
an ICso value of 30.86 ppm, followed by ethyl acetate extract with an 1Cso of 200.83 ppm and n-hexane extract
with an 1Csy value of 348 ppm. Identification results with LC-MS/MS methanol extract containing
tributylamine, medroxyprogesterone acetate, and flavanones.

PENDAHULUAN

Radikal bebas merupakan unsur atau seyawa
kimia yang memiliki satu elektron tidak
berpasangan. Radikal bebas dalam tubuh dapat
terbentuk melalui hasil metabolisme dan dapat
berasal dari luar tubuh (Parwata, 2016). Radikal
bebas dapat menyerang bagian sel seperti lipid,
lipoprotein, protein, pati, RNA, dan DNA.
(Sayuti & Yenrina, 2015). Radikal bebas diduga
menjadi  penyebab kerusakan sel memicu
munculnya berbagai infeksi seperti keganasan,
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penyempitan pembuluh darah (atheosklerosis),
masalah paru-paru, ginjal, hati, katarak, reumatik
dan diabetes (Khaira, 2010). Pemanfaatan
senyawa antioksidan semakin banyak diteiliti baik
untuk bidang pengobatan maupun pangan
(Mangela dkk.,  2016).  Antioksidan  dapat
melindungi tubuh dari serangan radikal bebas
(Wahdaningsih dkk., 2011).

Tumbuhan Dracontomelon dao
(Anacardiaceae) tersebar luas di hutan Indonesia
yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
antioksidan alami. D. dao dalam bahasa Melayu
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dikenal sebagai sengkuang dan di Indonesia
dikenal sebagai dahu. Secara etnobotani D. dao
digunakan sebagai tanaman obat, kulit kayu
digunakan untuk penyakit disentri, daun dan
bunga juga digunakan dalam pengobatan
tradisional (Orwa et al., 2009). Tumbuhan D. dao
digunakan bahan obat Cina tradisional telah
banyak digunakan untuk mengobati berbagai
penyakit yang tak tertahankan, misalnya,
dekubitus dan bisul kulit (Li et al., 2017). Hasil
evaluasi aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol
kayu sapwood (bagian lebih luar pada kayu
gelondongan sebelum kulit) D. dao menunjukkan
aktivitas antioksidan yang dengan nilai 1Cso
sebesar 5 ppm (Jeha et al., 2019). Berdasarkan
penelusuran Pustaka D. dao belum banyak
dimanfaatkan  dalam  eksplorasi  senyawa
kimianya dan aktivitas biologisnya.

Minimnya eksplorasi terhadap antioksidan
dari tumbuhan D. dao maka pada penelitian ini
dieksplorasi kajian aktivitas antioksidan ekstrak
batang tumbuhan D. dao, dan identifikasi
kandungan senyawa metabolit sekundernya pada
ekstrak teraktif dengan menggunakan LC-
MS/MS.

METODE

Alat dan Bahan

Batang D. dao diperoleh dari Kabupaten
Pandeglang, Provinsi Banten, Indonesia. Bahan
yang digunakan adalah pelarut organik garde
teknis redestilasi seperti n-heksana, etil asetat,
metanol, 2,2-diphenyl-1 picrylhydrazyl (DPPH)
(Sigma Aldric), vitamin C (Merck), asetonitril
LC-MS grade (Merck). Berbagai alat gelas
laboratorium, vaccum rotary evaporator RE
2010, spektrofotometer UV-Vis (optima) dan LC-
MS/MS QToF (waters).

Persiapan dan Ekstraksi Sampel

Batang D. dao sebanyak 8 kg dibersihkan
dengan mencucinya pada air mengalir, dirajang
kasar dan dijemur di bawah sinar matahari dan
ditutup dengan kain yang berwarna gelap,
dihaluskan menggunakan alat grinder. Sebanyak
1.000 g sampel halus batang D. dao diekstraksi
dengan direndam pada suhu kamar selama 3x24
jam dalam pelarut n-heksana dan setiap 24 jam
ekstrak disaring dan diganti dengan pelarut baru.
Maserat yang dihasilkan dipekatkan
menggunakan  vakum  evaporator  untuk
mendapatkan ekstrak n-heksana pekat. Maserasi
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residu kembali dilakukan dengan menggunakan
pelarut etil asetat selama 3x24 jam dan bahan larut
diganti secara berkala dengan pelarut etil asetat
baru. Hasil maserasi dipekatkan menggunakan
vakum evaporator untuk mendapatkan ekstrak
pekat etil asetat. Residu di maserasi kembali
menggunakan metanol selama 3x24 jam dan
bahan yang dapat larut diganti secara berkala
dengan metanol baru. Hasil ekstraksi dipekatkan
menggunakan ~ vakum  evaporator  untuk
mendapatkan ekstrak pekat metanol.

Uji Antioksidan dengan Teknik DPPH Free
Radical Scavenger (Molynoux, 2004)

Setiap ekstrak dibuat dalam berbagai
konsentrasi, antara lain 800, 600, 400, 200, dan
100 ppm. Pipet 2 mL tiap sampel ke dalam tabung
reaksi. Tambahkan 2 mL 0,002% DPPH ke setiap
larutan, homogenkan dan inkubasi di ruangan
gelap pada 37°C selama 30 menit. Absorbansi

gabungan dievaluasi menggunakan
spektrofotometer ~ UV-Vis pada  panjang
gelombang 517 nm. Nilai 1Cs dihitung
berdasarkan  persentase = hambatan  yang
dihasilkan.  Vitamin C digunakan untuk
perbandingan.

Identifikasi  Metabolit  Sekunder  Ekstrak

Teraktif Menggunakan LC-MS/MS

Analisis LC-MS/MS mengikuti prosedur
Rudiana dkk. (2019) dan dimodifikasi. Sebanyak
1 mg teraktif ekstrak batang D. dao dilarutkan
dalam 10 pL metanol. Sebanyak Sul sampel
diinjeksikan ke dalam LC-MS/MS dengan laju
alir 0,2 mL/menit melalui kolom C-18 (2 x 150
mm). Spesifikasi kolom atau fase diam yang
digunakan pada LC-MS/MS vyaitu kolom
ACQUITY UPLC®BEH C18 dengan kolom
dengan fase terbalik (reverse phase). Fase gerak
yang digunakan adalah campuran pelarut
asetonitril : metanol (1:9).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak Batang D. dao

Batang D. dao halus sebanyak 1.000 g
diekstraksi secara bertingkat dengan berbagai
pelarut organik sesuai dengan kepolarannya.
Ekstraksi bertingkat memberikan keuntungan
karena dapat melarutkan senyawa-senyawa secara
total dimana senyawa yang terekstrak
dikelompokkan berdasarkan sifat kepolarannya
(Rudiana dkk., 2018).
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Teknik ekstraksi mengunakan metode
maserasi. Maserasi cocok digunakan untuk
mengekstrak senyawa-senyawa antioksidan yang
termolabil (Rahmawati dkk., 2016). Maserasi
dilakukan selama 3x24 jam agar senyawa yang
terkandung pada sampel dapat terekstrak secara
total (Runadi, 2007).

Hasil maserasi batang D. dao disajikan pada
Tabel 1. Rendemen ekstrak batang D. dao dengan
menggunakan  pelarut  metanol  diketahui
mempunyai rendemen yang paling tinggi yaitu
sebesar 2,61 % diikuti ekstrak etil asetat sebesar
0,83 % dan ekstrak n-heksana sebesar 0,19 %.
Dalam hal ini, bisa dipastikan bahwa ekstrak
metanol mempunyai  kandungan senyawa
metabolit sekunder yang lebih banyak daripada
ekstrak n-heksana maupun ekstrak etil asetat.
Sifat polar dari metanol dapat mengekstrak
senyawa-senyawa polar seperti fenolik, alkaloid,
dan flavonoid (Rudiana dkk., 2018). Etil asetat
termasuk golongan pelarut semipolar yang dapat
menarik senyawa golongan flavonoid termetilasi,
tannin, flavonoid aglikon, dan beberapa senyawa
alkaloid (Sarker et al., 2006). Pada ekstrak n-
heksana jenis senyawa yang terekstrak
diantaranya terpenoid, saponin maupun steroid
(Rudiana dkk., 2018).

Tabel 1. Ekstrak batang D. dao

Ekstrak Berat (9) Rendemen (%)
n-heksana 1,92 0,19
Etil asetat 8,25 0,83
Metanol 26,11 2,61

Aktivitas Antioksidan

Ekstrak pekat batang D. dao diuji aktivitas
antioksidan dengan teknik DPPH. Senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid dan fenolik
akan menyumbangkan protonnya terhadap radikal
DPPH sehingga metode DPPH baik digunakan
untuk menentukan aktivitas peredaman radikal
DPPH (Molyneux, 2004). DPPH merupakan
suatu radikal bebas yang stabil dan digunakan
untuk pengujian peredaman radikal bebas pada
senyawa bahan alam. Data hasil pengukuran
antioksidan dapat dilihat pada Tabel 2.

Berdasarkan penelitian Molyneux (2004),
suatu senyawa dianggap sebagai antioksidan yang
sangat kuat jika nilai ICso dibawah 50 pg/mL, kuat
untuk nilai ICso sebesar 50-100 pg/mL, sedang
jika nilai 1Cs sebesar 100-150 pg/mL, dan lemah
jika nilai 1Cso sebesar pg/mL. Ekstrak metanol
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batang D. dao memiliki aktivitas tertinggi dengan
nilai 1Cso sebesar 30,86 ppm, diikuti ekstrak
batang D. dao pelarut etil asetat dan ekstrak
batang D. dao pelarut n-heksana. Banyaknya
kandungan senyawa metabolit sekunder pada
ekstrak metanol batang D. dao berkorelasi dengan
tingginya aktivitas antioksidan.  Senyawa
metabolit sekunder yang terkandung pada
metanol jauh lebih banyak dibandingkan dengan
ekstrak yang lain. Senyawa-senyawa seperti
flavonoid, alkaloid, fenolik dpat terekstrak
dengan baik di dalam pelarut metanol. Metanol
merupakan senyawa polar yang bersifat universal
dan unik karena kemapuannya dapat menarik
berbagai senyawa organik dengan baik.

Tabel 2. Antivitas antioksidan ekstrak batang D. dao

Ekstrak Nilai I1Csp Aktivitas
(ppm) Antioksidan
n-heksana 348 Sangat lemah
Etil asetat 200,83 Sangat lemah
Metanol 30,86 Sangat kuat

Identifikasi Ekstrak Metanol Menggunakan LC-
MS/MS

Ekstrak metanol kemudian diidentifikasi
senyawa metabolit sekundernya menggunakan
LC-MS/MS. Karakterisasi menggunakan LC-
MS/MS ini merupakan salah satu analisis
kromatografi modern yang dapat digunakan
dalam pengujian kuantitatif dan kualitatif untuk
menentukan profil suatu metabolit (Abdullah
dkk., 2017). Hasil analisis menggunakan LC-
MS/MS didapatkan beberapa puncak
kromatogram dengan waktu retensi (Gambar 1).
Berdasarkan puncak-puncak tersebut setelah
dibandingkan dengan hasil kromatogram blanko
metanol (Gambar 1) diperoleh sepuluh puncak
pada waktu retensi 0,86; 2,75; 3,74; 4,80; 5,54;
6,38; 7,98; 9,98; 11,01; 11,50 menit. Pada waktu
retensi 4,85; 5,54 dan 7,98 menit berdasarkan
hasil analisis online pada aplikasi massbank
(http://www.massbank.jp/) dan  chemspider
(http://www.chemspider.com) berhasil
teridentifikasi dengan terlihat kesesuain yang
tinggi dengan data online yang tersedia pada
massbank. Hasil identifkasi LC-MS/MS ekstrak
metanol batang D. dao menunjukkan adanya
senyawa tributilamina (1), medroksiprogesteron
asetat (2) dan flavanon (3) dengan struktur yang
ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur kimia hasil identifikasi LC-
MS/MS ekstrak metanol batang D. dao

Tributilmain banyak digunakan sebagai
katalis dan pelarut dalam sintesis organik (Eller et
al., 2000). Medroksiprogesteron asetat adalah
senyawa steroid. Menurut laporan, senyawa
steroid memiliki efek antibakteri, mekanisme
kerjanya adalah menghancurkan membran sel dan
menyebabkan kebocoran sel, yang menyebabkan
penurunan integritas membran sel dan perubahan
morfologi membran, yang menyebabkan lisis atau
kematian sel (Puspawati dkk., 2020). Kuhl (2005)
melaporka bahwa medroksiprogesteron
asetat dapat digunakan sebagai agen pengobatan
hormonal dari tipe progestin yang bermanfaat
sebagai bagian dari terapi hormon menopausal
dan kontrol kelahiran.

Flavanon tersebar luas di 42 famili tumbuhan
besar, terutama di Asteraceae, Leguminosae dan
Rutaceae. Aktivitas farmakologis flavanon adalah
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antioksidan dan obat antiinflamasi. Sebagai
antioksidan, flavanon dapat menguraikan radikal
bebas melalui gugus OH (Brodowska, 2017).

KESIMPULAN

Ekstrak metanol batang D. dao memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat tinggi dengan
nilai 1Cso sebesar 30,86 ppm diikuti oleh ekstrak
etil asetat dengan nilai ICso sebesar 200,83 ppm
dan ekstrak n-heksana dengan nilai 1Cso sebesar
384 ppm. Ekstrak metanol batang D. dao
mengandung senyawa tributilamina,
medroksiprogesteron asetat dan flavanon.
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