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ﬂTA PENGANTAR

Puji dan syukur penulis panjatkan kepada Allah Swt. karena
atas kehendaknya penulisan buku ini dapat diselesaikan. Bgfini disa-
rikan dari hasil penelitian mahasiswa Kelompok Penelitian ianic liquids
(IL) dan natural deep eutectic solvents (NADES) dari Program Sarjana,
Program Pascasarjana, baik Magister maupun Doktor di Fakultas
Farmasi Universitas Indonesia.

Tema yang diangkat adalah mengenai pemanfaatan metode
ekstraksi pada pengembangan obat herbal. Hal ini karena penulis
berpikir bahwa bagian proses merupakan salah satu bagian sangat
penting dalam pengembangan obat herbal. Walaupun tema umum,
tetapi pada buku ini sebenarnya ditekankan pada metode ekstraksi hijau
dengan disertasi contoh-contoh hasil penelitian. Walaupun metode ini
belum banyak diaplikasikan pada industri herbal secara umum, tetapi
sudah banyak digunakan pada industri bahan baku kosmetik.

Besar harapan agar kita bisa mampu bersaing dengan negara
lain dalam bidang ekstraksi. Ucapan terima kasih penulis sampaikan
pada mahasiswa bimbingan sarjana-pasca sarjana yang telah bekerja
sama dalam penelitian metode ekstraksi hijau khususnya cairan ionik dan
NADES. Juga kepada teman sejawat yang telah membimbing bersama.

Terakhir buku ini belum sempurna mohon masukan-masukan
agar bisa lebih baik lagi.
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Penulis
Agustus 2021
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BAB |

EKSTRAKSI

1.1 Latar Belakang

Produk alami seperti tanaman adalah sumber daya hayati
terkaya dari senyawa bioorganik untuk obat-obatan modern, nutraceu-
ticals, suplemen, dan aplikasi produk farmasi. Tanaman juga banyak
digunakan dalam industri makanan dan kesehatan. Keberadaan
senyawa fitokimia aktif dapat digunakan untuk pengobatan penyakit
serta untuk peningkatan kecantikan dan kesehatan memberikan efek
menguntungkan bagi manusia. Teknologi pengolahan dan ekstraksi
tanaman yang efisien telah dikembangkan untuk mendapatkan jumlah
bahan aktif dari tanaman dalam jumlah yang optimal.

Badan Kesehatan Dunia (WHO) mendefinisikan pengobatan
tradisional sebagai serangkaian keterampilan, pengetahuan, pende-
katan dan praktik Kesehatan berdasarkan kepercayaan/ keyakinan,
teori, dan pengalaman masyarakat dengan berbagai adat istiadat
yang berbeda yang memanfaatkan dan men ngkan bahan alami
(termasuk tanaman, hewan, dan mineral), yang digunakan secara
tunggal atau dalam kembinasi, untuk mengobati, mendiagnaosis dan
mencegah penyakit atau menjaga kesehatan. Produk tanaman baru-
baru inisemakin penting dalam pengobatan masalah yang berhubungan

dengan kesehatan. Laporan WHO menyatakan bahwa hampir 5,6 miliar




orang, atau sekitar 80% dari populasi penduduk dunia, menggunakan
produk tanaman untuk perawatan kesehatan primer mereka. Produk ini
juga diresepkan oleh Farmakope Nasional Cina dan India (Mohammad
Azmin, et al., 2016).

Di seluruh dunia, lebih dari 35.000 spesies tanaman telah
dilaporkan penggunaanya untuk tujuan medis. Namun, jumlah spesies
tanaman yang begitu luas, baru dilaporkan sekitar 121 senyawa
aktif yang telah digunakan, yang sekitar 25% berasal dari resep obat
tanaman. Kandungan fitokimia pada tanaman obat, seperti flavonoid,
fenolat, dan saponin, diyakini memiliki banyak kemampuan terapeutik
dan mampu mengurangi risiko berbagai penyakit, termasuk kondisi
peradangan dan kanker (Mohammad Azmin, et al., 2016).

Peneliti dari berbagai disiplin ilmu dihadapkan pada tantangan
mengekstraksi bahan biologis dengan pelarut, seringkalisebagailangkah
pertama menuju isolasi dan mengidentifikasi senyawa yang bertang-
gung jawab atas aktivitas biologis yang terkait dengan aktivitas biologis
bahan dan ekstraknya. Secara biologis dan ekologis, metabolit sekunder
dari tanaman penting sebagai senyawa pertahanan dan pembawa
pesan kimia. Isolasi metabolit dari sumber alam perlu memperhatikan
langkah-langkah persiapan sampel agar didapatkan bahan ekstrak yang
dapat dianalisis secara kimiawi dan biclogi (Roopashree & Naik, 2019).

Secara tradisional, ekstrak tanaman disiapkan dengan cara
merebus akar, daun, atau seluruhnya tanam di air menggunakan
metode yang dikenal sebagai Tisane atau Dekoksi. Jenis ekstrak ini
dapat dikensumsi secara oral, tetapi memakan waktu dan mungkin
bukan metode yang paling efektif untuk mengekstraksi bahan aktif dari
tanaman (Mohammad Azmin, et al., 2016).

Berdasarkanliteratur, perolehan zat bioorganik dengan metode
ekstraksi konvensional lebih baik, memfasilitasi ekstraksi zat bioorganik
dengan konsentrasi tinggi dengan sistem pelarut yang aman seperti
etanol murni, dan cara sederhana. Namun, metode ekstraksi konvensi-
onal tidak selalu cocok untuk keperluan industri karena waktu ekstraksi

yang lama dan konsumsi sistem pelarut berbahaya dalam jumlah besar




seperti metanol. Oleh karena itu, metode ekstraksi nonkonvensional
modern dapat menjadi alternatif. Meskipun hasil yang baik dicapai
dengan metode ekstraksi konvensional, metode ekstraksi non-konven-
sional modern dikembangkan untuk mencari metode ekstraksi yang
lebih cepat dan lebih baik yang mengkonsumsi lebih sedikit pelarut
(Roopan & Madhumitha, 2018)

1.2 Definisi Ekstraksi

Tiap langkah mulai dari tahap penanaman hingga pema-
nenan harus diperhatikan. Proses pemanenan harus dioptimalkan
berdasarkan bagian tanaman yang diinginkan. Tabel 1.1 menjelaskan
pemilihan waktu panen agar memberikan hasil optimal dalam proses
ekstraksi (Mohammad Azmin, et al., 2016).

Tabel 1.1 Panduan Umum untuk Pemanenan Bagian Tumbuhan

Bagian Tumbuhan yang Dikoleksi Waktu dan Tahap Pemanenan

Keseluruhan bagian tumbuhan Ketika mulai berbunga

Akar dan rimpang Kematangan penuh, tingkat kematangan suatu
spesies harus ditentukan terlebih dahulu

Daun Daun yang berkembang penuh

Batang atau kulit batang Di awal musim hujan, tahap kematangan
spesies harus ditentukan terlebih dahulu

Kayu Menjelang akhir musim hujan
Bunga Di awal periode bunga mekar
Buah Pematangan penuh

Biji Ketika buah sudah matang

Menurut Goeswin, 2009, ekstraksi adalah proses penarikan
zat target dari sampel menggunakan media pelarut. Ekstraksi meru-
pakan langkah awal untuk mendapatkan senyawa aktif atau senyawa
kimia dari sumber nabati atau pemisahan zat bioorganik alami dari
komponen inert-nya dengan menggunakan berbagai pelarut dalam
prosedur ekstraksi standar. Namun, seiring perkembangan ilmu penge-

tahuan dan penemuan alat-alat baru. Ekstraksi saat ini dapat dilakukan




tanpa pelarut. Pada metode ini akan terjadi pemisahan antara senyawa
yang diinginkan dengan yang tidak diinginkan. Salah satu metode yang
sangat dikenal ada pengepresan. Metode lain dengan menggunakan
alat misalnya energi gelombang mikro, dapat dilakukan tanpa penam-
bahan pelarut. Sebagai media pembawa pada metode tersebut adalah
air atau cairan yang terdalam sampel. Jadi, bahan yang bisa dilakukan
dengan metode ini harusmniliki kandungan air, misalnya: buah segar.

Pada umumnya, senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam bahan alam (terutama tumbuhan dan hewan) lebih mudah dipi-
sahkan menggunakan pelarut tertentu. Proses terekstraksinya senyawa
metabolit sekunder pada matriks sampel bahan alam terjadi ketika
pelarut mampu berpenetrasi kedalam dinding sel, hingga menembus
rongga sel di mana terdapat senyawa bolit sekunder, kemudian
melarutkan senyawa metabolit karena terjadi perbedaan konsentrasi
antara larutan yang mengandung zat terlarut di dalam sel dengan
pelarut di luar sel. Perbedaan konsentrasi ini secara terus menerus
akan terjadi hingga mencapai keseimbangan antara zat terlarut dengan
pelarut di luar sel.

Berdasarkan konsep proses tersarinya metabolit sekunder
seperti pada Gambar 1.1, menunjukkan bahwa senyawa yang terkan-
dung di dalam matriks sampel bahan alam dapat terabsorpsi melalui
permukaan pori (1), dengan adanya pelarut, metabolit sekunder akan
terabsorpsi pada permukaan pori (2), terlarutkan/terserap pada pori
berukuran mikro/nano (3), senyawa kimia terikat pada matriks (4),
atau terlarutkan dalam sejumlah besar pelarut/dalam larutan (5).
Mekanisme ini tergantung posisi metabolit sekunder sehingga sangat
berpengaruh pada proses ekstraksinya. Pada biji-bijian, buah-buahan
(padat), batang, dan akar posisi zat terlarut biasanya terdistribusi ke
seluruh sel-sel matriks dalam bentuk padat, sedangkan di daun dan
bunga zat terlarut berada di dalam kelenjar trikoma yang sifatnya rapuh.
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Gambar 1.1 Konseptualisasi dari matriks bahan alam dan tempat yang mung-
kin molekul kecil dapat ditemukan (sumber diperoleh dari S.H. Risvi, 2010.
dalam A. Rostagno dan J.M. Prado, 2013)

1.3 Faktor Mempengaruhi Ekstraksi

Proses ekstraksi metabolit dapat bergantung pada pemisahan
komponen antara fase pelarut dan pembentukan residu padat, konsen-
trasi volume pelarut harus gradien antara misel, yang kemudian harus
menjadi nol untuk mencapai tahap kesetimbangan. Keadaan kesetim-
bangan tergantung pada sifat dan sifat fisika-kimia metabolit, kuan-
titas, jenis serta kadar pelarut, rasio pelarut dengan serbuk, lamanya
ekstraksi, suhu, pH, luas permukaan sampel, dan tekanan. Faktor-faktor
yang mempengaruhi hasil ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 1.2.
Pengetahuan dasar tentang sifat fisikokimia fitokonstituen dan karak-
teristiknya sangat penting untuk memilih metode dan pelarut untuk

ekstraksi. Sifat fitokonstituen meliputi pH, polaritas, stabilitas termo,

dan sebagainya (Roopashree & Naik, 2019).
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Gambar 1.2 Parameter yang mempengaruhi kualitas ekstrak

1.3.1. pH

Ekstraksi komponen sangat dipengaruhi oleh pH pelarut.
Alkaloid non-polar tidak dapat diekstraksi secara sistem berair tetapi
dapat diekstraksi menjadi asam berair polar karena sifat dasarnya dan
pembentukan garam dalam asam. Asam berlemak, fenol, dan asam
organik dari tumbuhan lainnya diekstraksi menggunakan pelarut pada
pH basa. Senyawa yang tidak stabil pada pH yang digunakan. Misalnya,
ester rentan terhadap hidrolisis dalam alkali dan glikosida menghidro-
lisis sebagian gula asam.

1.3.2. Polaritas

Polaritas pelarut sangat berpengaruh besar pada hasil
ekstraksi. Senyawa nonpolar larut dengan pelarut nonpolar dan begitu
juga sebaliknya dengan prinsip “like dissolve like”. Pemilihan pelarut
tergantung pada salah satu sifat fisika dan kimia senyawa target secara

langsung atau ekstraksi komponen diikuti dengan menghilangkan




senyawa-senyawa penggangu terlebih dahulu. Contoh untuk ekstraksi
kurkumin dilakukan penghilangan lemak terlebih dahulu kemudian
dilanjutkan untuk ekstraksi dengan metanol dan kloroform.

1.3.3. Stabilitas terhadap panas

Biasanya kelarutan senyawa target meningkat dengan kena-
ikan temperatur. Temperatur yang lebih tinggi memfasilitasi penet-
rasi pelarut ke dalam struktur seluler tanaman dan meningkatkan
kelarutan senyawa target. Selain itu, peningkatan temperatur juga
mempercepat proses difusi larutan fitokonstituen dan dalam matriks
atau sel. Komponen yang termaolabil sensitif terhadap temperatur yang
lebih tinggi. Senyawa artefak dapat terbentuk dengan adanya pelarut/
komponen pada pemanasan, misalnya: asam organik akan bereaksi
dengan pelarut etanol atau metanol membentuk ester. Hal ini dapat
menurunkan senyawa kadar aktif secara biologis dan berakibat pada
penurunan aktivitas. Selain itu, degradasi senyawa target juga dapat
menimbulkan masalah pemisahan.

1.3.4. Pemilihan pelarut

Metabolit sekunder memiliki derajat kepolaran yang berbeda-
beda sehingga pelarut yang harus dipilih untuk ekstraksi dipertim-
bangkan dengan hati-hati untuk memastikan disolusi sekunder meta-
bolit yang diteliti. Pelarut (campuran pelarut, misalnya: alkohol-air)
yang digunakan untuk melarutkan metabolit sekunder akan berdifusi
keluar yang melarutkan zat terlarut. Pelarut yang digunakan untuk
ekstraksi harus memiliki karakteristik ideal sebagai berikut:

1. Memiliki selektivitas yang tinggi terhadap bahan, harus mela-
rutkan metabolit sekunder.

2. Mudah dihilangkan atau dipisahkan dari senyawa target,
mudah menguap, dan tidak membentuk zat yang tidak stabil
selama ekstraksi.

3. Tidak bereaksi dengan senyawa target atau bersifat inert.

Tidak Beracun, tidak mudah terbakar.




Ramah lingkungan, dan harga murah.
6. Tidak ada interaksi atau interaksi kimiawi rendah.
7. Bebas dari bahan peliat (dialkil ftalat, tri-n-butil asetil sitrat,
tri-butil fosfat)/pengotor.
8. Tidak merusak alat ekstraksi.
9. Bisa didaur ulang atau dipakai kembali.
Beberapa pelarut yang umum digunakan adalah:
a. Polar, contoh air.
b. Nonpolar, contoh petroleum eter, dan dietil eter.
c. Semipolar, contoh etanol, aseton, dan etil asetat.
d. Campuran azetropik.

1.3.4.1 Pelarut polar

Senyawa polar seperti polisakarida, fenol, aldelp keton,
amina, dan senyawa mengandung oksigen lainnya akan larut dalam
air, karena membentuk ikatan hidrogen. Senyawa kelompok alkohol
alifatik menyebabkan penurunan kelarutan metabolit sekunder dalam
air. Gugus polar yang terdapat dalam molekul, misalnya gliserin, asam
tartrat, dan propilen glikol, kelarutan dalam air meningkat pesat karena
penambahan gugus polar. Adanya percabangan gugus rantai karbon
dapat mempengaruhi kepolaran (penurunan efek nonpolar) dan
meningkatkan kelarutan dalam air (n-butil alkohol larut dengan rasio
8 g/100 ml air pada temperatur 20°C, sedangkan butil alkohol tersier
dapat dengan mudah larut pada semua proporsi dalam air.

Biasanya pelarut polar memiliki konstanta dielektrik tinggi
dapat menurunkan kemampuan gaya tarik antara ion bermuatan
berlawanan, seperti natrium klorida atau kristal molekul lain. Pelarut
polar seperti air memiliki konstanta dielektrik 80, sedangkan yang
melarutkan kaemponen polar dengan cepat dari pelarut nonpolar kloro-
form, yang memiliki dielektrik konstanta 5. Oleh karena itu, pelarut
organik nonpolar praktis tidak dapat melarutkan senyawa ionik dengan

konstanta dielektrik yang rendah.




Berikut ini adalah karakteristik dari pelarut polar:

1. Sifat gaya interaksi dipol yang dimiliki oleh pelarut polar
menyebabkan pembentukan ikatan hidrogen antara pelarut
dan zat ionik. Misalnya, kelarutan garam natrium dari asam
oleat dan air disebabkan oleh interaksi ion-dipol.

2. Pelarut polar memutuskan ikatan kovalen yang berpotensi
elektrolit kuat dengan reaksi asam-basa karena pelarut ini
amphiprotik. Misalnya, air menyebabkan ionisasi HCl sebagai
berikut:

a) Air tidak mengionisasi asam organik secara signifikan.

b) Terbentuknya ikatan hidrogen dengan air disebabkan karena
sifat kelarutan parsial. Asam karboksilat dan senyawa fenaol
mudah larut dengan basa kuat.

1.3.4.2 arut Nonpolar

Pelarut nonpolar memiliki konstanta dielektrik yang rendah
sehingga dapat melarutkan senyawa nonpolar dengan interaksi dipol
yang menyebabkan adanya induksi tekanan. Senyawa polar sedikit
larut atau tidak larut dalam pelarut nonpolar. lkatan London dan Van
der Waals yang lemah bertanggung jawab atas kelarutan molekul.

1.3.4.3 alarut Semi polar

Pelarut semi polar seperti alkohol dan keton dapat mengaki-
batkan perubahan tingkat kepolaran dengan pelarut nonpolar, seperti
benzena yang mudah mengalami polarisasi sehingga mudah larut
dalam alkohol. Pelarut semipolar berperan sebagai pelarut perantara
yang menghasilkan kelarutan cairan polar dan nonpolar.

1.3.4.4 Campuran Azeotrop

Azeotrop merupakan campuran dua atau lebih pelarut dengan
kepolaran yang berbeda dengan titik didih yang hampir sama atau
berdekatan. Komposisi pelarut ini akan berpengaruh terhadap tingkat

ekstraksi dan sifat disolusinya. Campuran azeotrop terdiri dari dua




bentuk yaitu azeotrop negatif dan positif. Azeotrop negatif merupakan
campuran dengan tekanan azeotrop minimum atau didih maksimum,
sebagai contoh asam klorida dengan rasio konsentrasi dalam air
sebesar 20,2%. Azeotrop positif merupakan campuran didih minimum
atau tekanan maksimum, sebagai contoh etanol dalam air dengan rasio
konsentrasi 95,63%.

Karena kekhasan campuran azeotrop ini, maka dapat digu-
nakan dan dimanfaatkan sebagai pelarut dalam proses destilasi maupun
dalam proses ekstraksi senyawa metabolit sekunder target tertentu,
dan terkadang memerlukan teknik khusus untuk memaksimalkan
kemampuannya untuk menarik senyawa metabolit sekunder target.

Teknik yang digunakan untuk meningkatkan ekstraksi di anta-
ranya adalah:

1. Ultrasound dapat meningkatkan proses ekstraksi untuk bebe-
rapa bahan tanaman. Misalnya, pemakaian larutan etanol 50%
opium untuk pengujian alkaloid.

2. Penggunaan gelombang mikro juga dapat meningkatkan

ekstraksi.

Mengubah polaritas.

Meningkatkan tekanan.

Pengadukan.

Mengubah pH.

Mengurangi ukuran partikel, namun harus diperhatikan untuk

Non W

bahan mengandung minyak atsiri, dan proses penyaringan.

8. Melakukan pretreatment, misalnya: menghilangkan pengotor,
merusak dinding sel.

9. Mengombinasi dua atau lebih metode ekstraksi.

1.4 Metode Ekstraksi

Dengan keragaman metode dan prinsip ekstraksi yang
berbeda, pemilihan teknik ekstraksi yang tepat dan terbaik perlu dieva-
luasi dengan cermat untuk mencapai jumlah dan kualitas ekstraksiyang

tinggi (fitokonstituen).




Selama proses ekstraksi metabolit sekunder dari tanaman,
terjadi mekanisme pembilasan/pelarutan zat ekstraktif yang keluar
dari sel tanaman yang hancur. Penambahan pelarut akan membuat sel
tanaman “membengkak” berakibat pada peningkatan permeabilitas
dinding sel, terjadi penetrasi pelarut, zat ekstraktif akan terlarut ke
dalam pelarut, kemudian terjadi pembubaran zat ekstraktif yang akan
keluar dari sel tanaman secara difusi (Gambar 1.3).

Penetrasi Rinsing

Difusi

Gambar 1.3. Proses ekstraksi metabolit

Tahap awal dalam pemisahan satu bagian dari keseluruhan
dapat disebut ekstraksi, dan sejumlah metode ekstraksi tersedia untuk
tujuan ini. Ekstraksi menggunakan pelarut cair pada suhu kamar dan
tekanan atmosfer adalah metode yang paling umum. Metode ekstraksi
yang paling popular adalah menggunakan pelarut cair pada tekanan
atmosfer, mungkin dengan menggunakan panas. Harus ditekankan
bahwa metode yang diuraikan pada buku ini, akan menghasilkan
ekstrak yang tetap multikomponen dan perlu dilanjutkan dengan frak-
sinasi atau isolasi, untuk menghilangkan bahan-bahan atau komponen
yang tidak diinginkan, tidak berkaitan, maupun bahan yang berkaitan
erat dalam matriks sampel bahan alam.




Tabel 1.2. Beberapa sifat ekstraktif terhadap senyawa metabolit sekunder

Golongan Senyawa

pada penggunaan pelarut

Sifat

Pelarut Umum

Alkaloid Mengandung 1 atom N dan ber- Dietilamin, amo-
sifat basa nia, pelarut or-
Membentuk garam dengan pela- ganik
rut asam

Karotenoid Merupakan pigmen merahj/ora- Petroleumn eter
nye/kuning pada tanaman untuk hidrokar-
Umumnya berupa tetraterpenoid, | bon, kloroform
dan digolongkan menjadi hidro- atau EtOH (etanol)
karbon teroksigenasi (xantofil) atau campurannya
Hidrokarbon kurang polar dan untuk xantofil
xantofil lebih polar

Glikosida Bersifat polar tergantung jumlah aseton, metanol,
dan jenis gula, dan struktur gula air, atau campur-
aglikon an- nya, kloroform
lika pelarut berupa air, perlu di-
tambahkan amonium sulfat atau
alkohol untuk mencegah kerusak-
an enzimatis

Fenolik Cenderung polar, bentuk sebagai Alkohol berair,
fenol bebas atau glikosidanya alkali berair
Dapat membentuk garam fenolat
dengan pelarut alkali berair

Protein Terdapat gugus karboksilat, Air, dapar, asam
amino, dan fenolik bebas pada atau basa, garam
strukturnya
Sebagian besar terionisasi pada
pH tinggi atau rendah

Polisakarida Polimer dari gula, terdiri dari 3 Air dingin/hangat

jenis yaitu yang larut air, sebagian
larut air, dan membentuk gel

untuk polisakarida
larut air dan seba-
gianlarut




Golongan Senyawa Pelarut Umum

Minyak atsiri - Menguap diudara pada suhu Air
kamar, berbau harum

Alkohol (etanol dan metanol) adalah pelarut universal dalam
pelarut ekstraksi untuk proses penelitian. Secara umum, semakin baik
ukuran partikel bahan tanaman, semakin baik hasil ekstraksinya. Efisiensi
ekstraksi akan menjadi meningkat dengan meningkatnya difusi zat terlarut
dan penetrasi pelarut kedalam matriks sampel yang disebabkan oleh ukuran
partikel yang makin kecil. Selain itu, efisiensi ekstraksi meningkat seiring
dengan peningkatan waktu ekstraksi dalam rentang waktu tertentu. Waktu
yang meningkat tidak akan mempengaruhi ekstraksi setelah terjadi kese-
timbangan zat terlarut dalam pelarut yang digunakan. Semakin besar rasio
solvent-to-solid, semakin tinggi hasil ekstraksi. Namun, rasio yang terlalu
tinggi akan mengakibatkan pelarut ekstraksi berlebihan dan membutuhkan
waktu lama untuk terkonsentrasi dan juga biaya preduksi (Zhang et al., 2018).

Tabel 1.3. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi senyawa (Rasul, 2018)

lenis Pelarut Metabolit Sekunder

Air Tannin, Antosianin, Terpencid, Saponin

Etanol Tannin, Terpenoid, Polifenol, Flavonoid, Alkaloid
Metanol Tannin, Terpenoid, Polifenol, Saponin, Antosianin
Kloroform Flavonoid, Terpenoid

Diklorometana Terpenoid

Ether Alkaloid, Terpenoid

Aseton Flavonoid

Metode ekstraksi yang tepat harus dipilih untuk memastikan
bahwa senyawa aktif p ial tidak hilang, terdistorsi atau hancur
selama proses ekstraksi. Hal-hal yang perlu dipertimbangkan sebelum
melakukan proses ekstraksi adalah (Roopan dan Madhumitha, 2018):

1. Polaritas senyawa (nonpolar ke polar dan tidak stabil secara

termal) dari senyawa untuk mengetahui metode ekstraksi




yang akan dipertimbangkan.

2. Kandungan air bahan tanaman sangat penting untuk mencegah

fermentasi mikroba dan degradasi metabaolit selanjutnya yang
t mempengaruhi kualitas ekstraksi.

3. Penggilingan bahan tanaman menjadi partikel yang lebih kecil
untuk meningkatkan ekstraksi untuk memperluas kontak pela-
rut-senyawa target dan sampel lebih homogen, meningkatkan
luas permukaan, dan memfasilitasi penetrasi pelarut ke dalam
sel.

4. Pemilihan metode ekstraksi yang tepat untuk memastikan
bahwa konstituen aktif potensial akan diekstraksi.
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BAB Il

METODE EKSTRAKSI KONVENSIONAL

2.1 Latar Belakang

Secara umum metode ekstraksi secara konvensional dikenal
ada dua cara, yaitu cara panas dan cara dingin. Metode ekstraksi cara
panas artinya proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan bantuan
pemanasan, sedangkan metode ekstraksi secara dingin artinya proses
ekstraksi tidak menggunakan pemanasan. Akan tetapi, hanya dilakukan
perendaman pada pelarut tertentu pada suhu kamar. Perbedaan cara
ekstraksi tersebut dilakukan karena mempertimbangkan sifat kesta-
bilan senyawa metabolit sekunder target.

Metabolit sekunder pada umumnya tersimpan dalam struktur
sel, maka untuk menarik senyawa tersebut perlu dilakukan ekstraksi meng-
gunakan metode tertentu agar dapat dipisahkan dari residunya. Dengan
demikian akan diperoleh ekstrak dengan kadar senyawa metabolit sekunder
tinggi dan jika diperlukan untuk pemurnian maka akan mudah dilakukan
isolasi. Namun, kompleksitas dan selektivitas senyawa metabolit sekunder
di dalam matriks tumbuhan yang menyebabkan pemisahan senyawa
target butuh metode khusus untuk dapat memisahkan senyawa metabolit
sekunder tersebut. Beberapa metode konvensional yang umum dan spesifik

digunakan untuk senyawa tertentu dibahas pada bagian bab ini.




2.2 Maserasi

Maserasi dikenal sebagai metode ekstraksi yang murah dan
mudah untuk mendapatkan senyawa bioaktif dari suatu tanaman. Kata
maserasi atau “Macerare” (berasal dari Bahasa Latin), yang berarti
rendam atau disebut ekstraksi padat — cair. Pada awalnya, maserasi
adalah proses ekstraksi dengan minyak atau lemak panas. Pada teknik
ini, sel minyak dari bunga dipecah melalui perendaman dalam lemak
atau minyak panas pada suhu 60 — 70°C yang selanjutnya menyerap
minyak esensial. Lemak dipisahkan dari bunga dan digunakan kembali
untuk menyerap keharuman dari kumpulan bunga segar berikutnya.
Lemak diperoleh kembali dengan tekanan hidrolik. Pomade sering
dimaserasi menggunakan alkohol pekat untuk menghasilkan ekstrak.

Maserasi umumnya memiliki beberapa langkah. Pertama,
penggilingan bahan tanaman menjadi partikel kecil yang bertujuan
untuk meningkatkan luas permukaan untuk pencampuran yang baik
dengan pelarut. Kedua, pelarut yang tepat ditambahkan ke dalam
wadah tertutup yang telah berisi serbuk simplisia dan dibiarkan selama
beberapa waktu pada suhu ruang. Ketiga, cairan disaring untuk memi-
sahkan dari residu. Proses pengadukan pada maserasi sesekali dila-
kukan untuk memudahkan proses ekstraksi dengan meningkatkan laju
difusi (Azmir, et al., 2013).

Metode ekstraksi maserasi baik digunakan untuk mengek-
straksi metabolit yang bersifat termolabil. Namun, metode ini juga
memiliki kelemahan antara lain, membutuhkan waktu ekstraksi yang
cukup lama, pelarut yang cukup banyak, dan adanya risiko senyawa
tidak terekstraksi seluruhnya jika kelarutan zat pada suhu ruang rendah
(Sarker, et al., 2005).




Gambar 2.1 Proses Maserasi

Teknik maserasi berevolusi, yaitu bahan tanaman direndam
dalam menstruum secara utuh, berbentuk kasar atau berbentuk tepung
dalam wadah yang tertutup rapat dengan mulut lebar dengan sering
dilakukan agitasi atau pengadukan. Hal ini untuk mengatasi masalah
pada ekstraksi, yaitu pedktu lama untuk mencapai kesetimbangan
dan kejenuhan pelarut. Cara lain untuk mengatasi masalah tersebut
adalah dengan pemanasan atau pengadukan. Modifikasi metode mase-
rasi ini dikenal dengan Digesti.

Maserasi sering digunakan sebagai langkah awal pretreatment
untuk ekstraksi selanjutnya. Bahan baku tanaman untuk ekstraksi
umumnya kering dengan kadar air rendah. Hal ini menyebabkan keka-
kuan dan kepadatan pada struktur matriks, sedangkan pada kondisi
alaminya mengandung air cukup tinggi. Dengan perendaman pelarut
berair, struktur tersebut menjadi lebih renggang terbuka dan pelarut
pengekstraksi mudah berpenetrasi dan juga berdifusi. Dengan demi-
kian proses ekstraksi dengan metode ekstraksi lain akan lebih cepat dan
mudah.




Pemilihan pelarut pada metode konvensional ini akan menen-
tukan jenis komponen bioaktif. Pelarut yang sering digunakan adalah air
dan alkohol atau kombinasi keduanya. Namun, maserasi jangka panjang
dengan pelarut air harus diwaspadai karena mudah terjadi kontaminasi
jamur dan ragi yang tidak mungkin terjadi dalam alkohol atau larutan
hidroalkohol. Selain itu enzim-enzim, seperti polifenol oksidase masih
dapat bekerja pada lingkungan berair tinggi.

Secara umum, mekanisme maserasi adalah bahan tanaman
ditempatkan dalam bejana tertutup dan pelarut ditambahkan. Keadaan
seperti itu dibiarkan untuk waktu yang lama (bervariasi dari jam ke hari)
dengan pengadukan sesekali. Waktu yang cukup diberikan bagi pelarut
untuk berpenetrasi dan berdifusi ke dinding sel untuk melarutkan
konstituen yang ada di tumbuhan. Prosesnya terjadi secara difusi
molekuler. Setelah waktu yang diinginkan tercapai, cairan disaring, dan
residu padat ditekan untuk memperoleh pelarut sebanyak mungkin.

Teknik maserasi memiliki keunggulan, yaitu sederhana tanpa
alat yang rumit, tidak perlu keterampilan operator, hemat energi, ideal
untuk senyawa yang tidak mudah larut, dan cocok untuk memperoleh
bahan baku obat yang murah atau tidak terlalu potensial dan termo-
labil. Untuk kerugiannya adalah butuh waktu lama hingga berhari-hari,
tidak banyak mengekstrak senyawa, prosesnya lambat, dan butuh
pelarut yang banyak.

2.3 Perkolasi

Perkolasi biasanya termasuk salah satu metode yang paling
sering untuk ekstraksi tanaman karena tidak membutuhkan banyak
manipulasi atau waktu. Perkolasi adalah proses berkelanjutan di mana
pelarut jenuh terus-menerus digantikan oleh pelarut menstruum segar.
Biasanya perkolasi sampel diperkuat dalam pelarut di perkolator selama
24 jam (hingga tiga kali) dan kemudian ekstrak dikumpulkan.




Gambar 2.2 Pengepresan residu Perkolator

Perkolasi banyak digunakan untuk mendapatkan tingtura dan
ekstrak cair. Proses ekstraksi secara perkolasi dilakukan dengan memba-
sahi sampel dengan sejumlah pelarut yang sesuai, kemudian dibiarkan
selama 4 jam dalam wadah tertutup dengan baik. Selanjutnya sampel
yang telah terbasahi dimasukkan kedalam wadah perkolator dan bagian
atas perkolator ditutup. Sejumlah pelarut ditambahkan hingga menu-
tupi dan membentuk lapisan tipis di atas sampel dan dibiarkan selama
perkolator ditutup selama 24 jam. Tempat keluar larutan perkolator
kemudian diatur sedemikian rupa agar cairannya keluar dengan cara
menetes secara perlahan. Secara perlahan pula, pelarut ditambahkan
sesuai kebutuhan dan dibiarkan meresap dengan diberikan sekitar tiga
perempat dari volume ekstrak yang diinginkan. Residu sampel kemudian
ditekan dan cairan ditambahkan ke perkolator. Proses ini diulangi hingga

tetesan pelarut dari perkolator saat menguap tidak meninggalkan residu.




Keuntungan teknik perkolasi lebih cepat dibanding maserasi,
dapat diterapkan terhadap konstituen yang termolabil, cocok untuk
bahan baku obat yang mahal dan potensial, serta teknik ekstraksi
paripurna. Namun, kerugian teknik ini membutuhkan waktu lebih lama
daripada teknik Sokhlet, pelarut yang lebih banyak, dibutuhkan kete-
rampilan operator, dan perlu memperhatikan ukuran partikel bahan.

Gambar 2.3 Beberapa metode perkolasi, (A dan B) perkolator biasa, (C)
perkolator kontinu

Beberapa masalah yang mungkin muncul pada saat perkolasi adalah:

a. lJika zat aktifnya termolabil, penguapan dalam volume besar
dapat menyebabkan hilangnya sebagian dari konstituen aktif

b. lika pelarutnya berupa campuran alkohol-air, hasil pengu-
apan dalam penguapan alkohol meninggalkan konsentrat
yang berair, yang mungkin tidak mampu mempertahankan
materi yang diekstraksi dalam larutan dan dapat terjadi peng-
endapan. Hal ini dapat ditanggulangi dengan cara penguapan
pada tekananrendah (vakum). Evaporasi dilakukan agar semua
bagian air dihilangkan.




Pengembangan dari metode perkolasi adalah dengan mening-
katkan temperatur dengan demikian proses pelarutan dan
kesetimbangan lebih cepat. Karena terjadi peningkatan kela-
rutan lebih cepat, metode pelarut hangat pada perkolasi bisa
dikombinasikan dengan pemberian tekanan. Dengan demikian
proses ekstraksi menjadi lebih cepat.

2.4 Infusa

Infusa merupakan salah satu metode ekstrak paling tua dan
sudah lama digunakan manusia. Infusa mengacu pada proses ekstraksi
meng kan air sebagai pelarut dalam penangas air (temperatur di
mana bejana infus direndam dalam penangas air pada temperatur
terukur 96-98°C selama waktu tertentu (15-20 menit) seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 2.4 (Departemen Kesehatan Rl, 2000). Infus
dibuat dengan merendam tanaman dalam air selama periode waktu
khusus. Prosesnya bisa umumnya panas. Umumnya, infus selalu disi-
apkan baru untuk segera digunakan menggunakan karena menggu-
nakan pelarut air, dan tanpa penambahan apapun. Dengan demikian
produk tersebut tidak memiliki waktu simpan lama. Untuk mengatas-
inya dapat dilakukan dengan metode yang mengurangi kontak dengan
udara luar, agar terhindar dari kontaminasi. Metode lain adalah dengan
penambahan bahan yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba.
Proses ini sangat sederhana dan mudah, tetapi tidak banyak zat yang
dapat diekstraksi. Prosesnya, yaitu dengan menyiapkan wadah bersih,
bagian tanaman direndam seluruhnya dalam air panas atau dingin,
diamkan sekitar 15 menit, lalu saring.




Gambar 2.4 Panci infusa

2.5 Dekokta

Dekokta juga merupakan metode ekstraksi sudah lama digu-

n untuk ekstraksi, dekokta berasal dari kata Latin “dekoktum”
merupakan sediaan cair yang dipercleh dengan cara mengekstraksi
komponen tumbuhamngan menggunakan air sebagai pelarut pada
temperature 90°C. Metode ini dilakukan dengan cara yang sama
dengan infusa, tetapi memerlukan waktu yang lebih lama. Teknik ini
cocok untuk senyawa yang dalam larut air, dan tidak hancur dengan
pemanasan menggunakan panci tim seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 2.5. Dekokta digunakan untuk ektraksi bagian tanaman keras
seperti akar, kulit kayu, kayu, dan sebagainya, yang memiliki senyawa
yang larut dalam air. Untuk potongan kulit kayu yang besar, waktu
pendidihan lebih lama hingga 2 jam atau lebih karena perlu untuk
memecah, melembutkan, dan mengekstrak potongan yang lebih besar.
Alternatif lain, potongan besar kayu tersebut dijadikan potongan lebih
kecil, dilakukan proses pendidihan selama 20 menit, kemudian dibi-
arkan (rendam) semalaman sebelum menyaring ramuannya. Ketika

penyaringan, potongan kayu tersebut diberi tekanan agar mendapat

hasil rebusan sebanyak mungkin.




Gambar 2.5 Panci dekokta

Secara umum, dekokta diterapkan dengan mekanisme mendi-
dihkan bahan dengan air menggunakan panas, sampai air berkurang
seperempatnya. Kemudian, ekstrak didinginkan dan disaring dengan
wadah bersih. Keuntungan teknik dekokta adalah cocok untuk senyawa
tahan panas, peralatan murah dan sederhana, mudah pelaksanaannya,
dan tidak memerlukan keterampilan khusus, sedangkan kerugiannya
adalah tidak cocok untuk senyawa termolabil dan juga produk tidak
tahan lama. Sama dengan infusa untuk mempanjang usia dapat dapat
dilakukan.

Keuntungan metode dekokta yaitu peralatan yang digunakan
sederhana dan biaya operasional yang relatif rendah. Sedangkan keru-
gian, yaitu (i) senyawa metabolit sekunder terlarut kemungkinan dapat
mengendap kembali, terutama jika temperaturnya kembali pada suhu
kamar, (ii) hilangnya senyawa atsiri, (iii) beberapa zat-zat akan rusak




dengan pemanasan, (iv) ekstrak tidak boleh disimpan lebih dari 24
jam pada suhu kamar karena kurang stabil dan mudah terkontaminasi
bakteri dan jamur, dan (v) terkadang beberapa simplisia akan mengha-
silkan ekstrak yang berlendir, menyebabkan penyaringan menjadi sulit.

2.6 Digesti

Digesti merupakan modifikasi dari maserasi. Modifikasi ini
dilakukan untuk mengatasi kekurangan-kekurangan metode ekstraksi
maserasi. Pengertian digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengo-
cokan tertentu) pada temperatur di atas temperatur kamar, biasanya
40-50°C (Departemen Kesehatan RI, 2000). Dengan penambahan
pengadukan dan atau pemanasan proses transfer masa lebih cepat,
dengan demikian proses ekstraksi juga lebih cepat. Selain itu, terjadi
peningkatan kelarutan senyawa target dengan adanya peningkatan
temperatur.

2.7 Sokhletasi

Pada awalnya, alat sokhlet atau soxhlet digunakan untuk
penentuan lemak dalam susu, ditemukan oleh ilmuwan pertanian
Jerman, Franz von Soxhlet pada tahun 1871 (Gambar 2.6). Alat sokhlet
terdiri dari tabung gelas vertikal yang berfungsi untuk menampung
sampel tanaman yang akan diekstraksi, memiliki siphon dan tabung uap
yang terpasang di dalamnya.

Sampel tanaman sering digiling menjadi bentuk halus untuk
memfasilitasi transfer komponen aktif ke dalam pelarut yang lebih
baik. Kemudian sampel herbal dimasukkan ke dalam timble porous dan
tutup dengan kapas. Timble yang mengandung sampel ditempatkan ke
dalam tabung kaca vertikal pada Sokhlet, kondensor refluks dipasang
ke bagian atas sokhlet, sedangkan ujung bawahnya dipasang ke labu
yang berisi pelarut organik atau air. Pelarut yang umum dipakai pada
teknik sokhlet adalah aseton, kloroform, diklorometana, etil asetat, dan
n-heksana atau petroleum eter karena menguap relatif cepat (Roopan

dan Madhumitha, 2018). Air jarang digunakan karena mempunvyai titik




didih cukup tinggi dan beresiko terjadinya kerusakan senyawa hasil
ekstraksi. Karena hasil ekstraksi akan tertampung dalam labu destilasi
dan akan mengalami pemanasan tinggi selama ekstrkasi berlangsung.

Pada teknik Sokhlet otomatis yaitu Soxtec, dibagi menjadi
tiga tahap vyaitu perebusan, pembilasan, dan penguapan. Seperti
Sokhlet tradisional, sampel ditempatkan dalam timble, dalam tahap
pendidihan timble diturunkan ke dalam pelarut mendidih, sedangkan
segera setelah mendidih, timble dinaikkan. Pada tahap pembilasan,
pelarut yang direfluks meresap atau membilas zat terlarut dari sampel
herbal. Selama penguapan, aliran pelarut ditampung terlebih dahulu
pada wadah simplisia/ekstraksi agar tidak kembali ke labu destilasi, lalu
mengalir keluar melalui tabung ke labu destilasi.

Distillation
flask

| e|«—Electrical heal source

Gambar 2.6 Alat Sokshlet

Seringkali sampel direndam atau dibasahi dengan pelarut
dahulu. Pelarut dalam labu dipanaskan dengan pemanas mantel,
uapnya akan melalui tabung uap dan kondensor sehingga menye-
babkan uap terkondensasi dan jatuh ke ruang ekstraksi. Ketika tingkat
pelarut di tabung kaca atau ruang ekstraksi mencapai tingkat luapan,
pelarut akan mengalir kembali tabung siphon ke dalam labu destilasi




yang membawa serta konstituen yang diekstraksi. Keseluruhan proses
ini terus berulang hingga pelarut di ruang ekstraksi habis.

Keuntungan dari teknik sokhlet adalah sederhana dengan
sedikit pelatihan, mampu mengekstrak massa sampel lebih banyak
daripada kebanyakan metode alternatif terbaru seperti ekstraksi
dengan bantuan gelombang mikro dan ekstraksi cairan superkritis,
pelarut dapat digunakan kembali, tidak memerlukan filtrasi setelah
ekstraksi, tidak tergantung jenis senyawa, teknik sederhana, dan
perpindahan transfer kesetimbangan berulang kali karena pelarut fresh
bersentuhan dengan matriks padat. Namun, teknik ini memerlukan
waktu yang lama, dan penggunaan panas tidak cocok untuk senyawa
termolabil, s intensif di laboratorium, pelarut yang banyak. Selain
itu, ini juga fidak cocok untuk pelarut dengan titik didih tinggi karena
dapat merusak senyawa yang tidak tahan panas. Waktu dan pelarut
menjadi titik kritis dalam teknik sokhlet. Sampel biasanya diekstraksi
pada titik didih pelarut dalam waktu lama, panas dapat menyebabkan
dekomposisi senyawa target termolabil. Lamanya paparan bahan kimia
organik terhadap bahan juga dapat menyebabkan terbentuk senyawa
artefak. Contoh senyawa artefak pada tanaman herbal adalah keber-
adaan diterpene-metil-ester dalam ekstrak sambiloto (Andrographis
paniculate) dan ginsenoside Rg3 yang ada dalam akar ginseng.

2.8 Distilasi

Distilasi dapat didefinisikan sebagai pemisahan kompo-
nen-komponen campuran dua zat cair atau lebih berdasarkan perbe-
daan titik didih. Distilasi digunakan untuk minyak atsiri atau tanaman
yang mengandung minyak atsiri, seperti buah jeruk dan bunga harum.
Pelarut yang digunakan adalah air dan pelarut organik. Untuk menye-
barkan minyak pada segel minyak itu memisahkan komponen berda-
sarkan perbedaan tekanan uap atau tekanan osmotik unit distilasi. Ada
tiga sistem distilasi: air, uap, dan uap.
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Gambar 2.7 Skema Destilasi Uap sederhana
(Sumber diperoleh dari Houston JL., dan Raman A., 1998.)

Alat distilasi uap laboratorium sederhana ditunjukkan pada
Gambar 2.7. Setelah minyak dan uap mengembun, kedua lapisan
dapat dipisahkan secara fisik (seperti corong pemisah pada skala yang
lebih kecil). Minyak bisa berada di atas atau bawah, tergantung pada
kepadatan dalam kaitannya dengan air. Namun, jika kelarutan minyak
dalam air dapat diterima, pelarut dapat digunakan untuk mengekstrak
lapisan air untuk hasil yang lebih baik. Untuk minyak dengan densitas
yang sama dengan air, pelarut organik, seperti xilena, yang lebih
berat dari air, ditempatkan dalam wadah pengumpul. Minyak yang
menguap larut di lapisan atas dengan cara yang sama seperti minyak
mengembun. Untuk memaksimalkan hasil minyak, langkah-langkah
harus diambil untuk memastikan kondensasi efektif uap dan minyak
menguap, dan pengumpulan kondensat ini dilakukan sedemikian rupa
untuk mencegah hilangnya volatil. Namun, sistem tertutup sepenuhnya
tidak boleh digunakan untuk menghindari bahaya ledakan.

Distilasi uap didasarkan pada prinsip fisik bahwa ketika dua
cairanyangtidak dapat bercampur digabungkan, setiap cairan bertindak
seolah-olahitu hanya pelarut dan menggunakan tekanan uap. Tekanan
uap total cairan mendidih sama dengan jumlah tekanan uap parsialnya,




yaitu tekanan yang diberikan oleh masing-masing komponen. Titik didih
yang dimaksud adalah tekanan uap total yang sama dengan tekanan
atmosfer, sehingga setiap cairan mencapai titik didihnya pada suhu
yang lebih rendah daripada suhu murninya.

Memaksimalkan hasil minyak memerlukan perbaikan berkala
untuk memastikan bahwa kondensat dan minyak evaporasi beroperasi
secara efisien dan pengumpulan kondensat bekerja dengan baik untuk
mencegah hilangnya volatil. Untuk menghindari risiko ledakan, jangan
gunakan sistem yang benar-benar tertutup. Keuntungan dari distilasi
uap “kering” ini adalah relatif cepat dan menggunakan lebih sedikit
energi.

Keuntungan dari metode distilasi adalah hasil minyak yang
tinggi dan komponen minyak yang mudah menguap kurang rentan
terhadap hidrolisis dan polimerisasi. Kerugiannya adalah perubahan
kimia senyawa bioaktif dan hilangnya senyawa bioaktif sebagai molekul
yang mudah menguap ketika pelarut dihilangkan, tetapi selektivitas
senyawa dapat dianggap sangat rendah karena residu pelarut beracun
juga dapat menjadi bagian dari ekstrak, tetapi ekstrak mengandung
cenderung dilakukan. Seskuiterpen monoterpen berkecepatan tinggi
dan seskuiterpen teroksigenasi.

2.9 Enfleurage

Enfleurage adalah proses ekstraksi wewangian dari bunga dari
senyawa nonpolar dan mudah menguap, dengan menyerapnya meng-
gunakan lemak dingin (Gambar 2.9). Proses ini digunakan pada bunga
melati dan wangi bunga, yang memiliki karakteristik tetap keharuman
bahkan dalam kondisi dipetik. Lemak harus jenuh dan tidak berbau
untuk mencegah masuknya bau lemak. Lemak dari babi atau sapi lebih
disukai.




Gambar 2.9 Proses enfleurage

Lemak dilapisi tipis di kedua sisi pelat kaca yang terpasang
pada bingkai kayu persegi panjang atau casis. Bunga harum segar
dilapisi sedikit di atas lemak sasis berlapis. Enfleurage memberikan
hasil minyak bunga yang jauh lebih besar daripada metode konvensi-
onal lain. Namun, lemak dingin pada enfleurage telah diganti dengan
ekstraksi dengan pelarut yang mudah menguap karena enfleurage
adalah proses yang sangat rumit, panjang, harus banyak pengalaman,
dan tenaga terlatih.

2.10  Ekspresi/ Pemerasan

Ekspresi merupakan proses fisik yang menerapkan suatu
tekanan untuk memeras minyak keluar dari bahan atau sari dari
tanaman. Metode ini digunakan untuk minyak esensial yang sensitif
terhadap suhu, seperti minyak esensial dari kulit lemon dan jeruk,
minyak kedelai, minyak bunga matahari, dan minyak zaitun (Gambar
2.10). Proses dilakukan dengan alat pengepres atau penghancur yang
dioperasikan dengan tangan (manual) atau dengan mesin pres raksasa
diindustri. Kerusakan sel kernel dari bahan menyebabkan elusi minyak.




Gambar 2.10 Alat pengepresan

Ekspresi dapat digunakan untuk memperoleh minyak lemak
("fixed oil”) dari bahan tanaman, meliputi penggunaan tekanan pada
bahan yang akan mengganggu struktur sel dan memungkinkan minyak
keluar dari bahan. Metode ini sering digunakarmtuk industri-industri
yang memproduksi minyak-minyak tumbuhan, seperti minyak kedelai,
minyak bunga matahari, dan minyak zaitun. Panas dapat digunakan
untuk membuat minyak kurang kental, tetapi dalam beberapa kasus,
hal ini menghasilkan kualitas bahan yang diperoleh lebih rendah.
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BAB Il

EKSTRAKSI NON-KONVENSIONAL

3.1 Latar Belakang

Dengan semakin berkembangnya teknologi pengaplikasian
penemuan-penemuanbaru diaplikasikan pada proses ekstraksi. Aplikasi
paling banyak digunakan adalah tambahan berbagai jenis energi untuk
mempercepat dan meningkatkan hasil ekstraksi. Teknik ekstraksi yang
berbeda harus digunakan dalam kondisi yang beragam untuk mema-
hami selektivitas ekstraksi dari berbagai sumber daya alam. Semua
teknik ini memiliki beberapa tujuan bersama, antara lain: (a) untuk
mengekstraksi senyawa bioaktif yang ditargetkan dari sampel tanaman,
(b) untuk wﬂngkatkan selektivitas metode analisis, (c) meningkatkan
kepekaan bioassay dengan meningkatkan konsentrasi senyawa yang
ditargetkan, (d) untuk mengonversi senyawa bioaktif menjadi bentuk
yang lebih cocok untuk deteksi dan pemisahan, dan (e) untuk menyedi-
akan sebuah metode yang maksimal, reproduktif yang tidak tergantung
dari variasi dalam matriks sampel. Beberapa metode ekstraksi secara
nonkonvensional, di antaranya seperti Ultrasoundgligisted Extraction
(UAE), Pulsed-Electric Field Extraction (PEF), Supercritical Fluid
Extraction (SFE), Pressurized Liquid Extraction (PLE), dan Microwave-
Assisted Extraction (MAE).
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3..2 Microwave Assisted Extraction (MAE)

Microwave Assisted Extraction (MAE) merupakan suatu teknik
non-k sional untuk mengekstraksi senyawa metabolit sekunder
target di dalam sampel tanaman dengan bantuan gelombang mikro
yang dihasilkan dari suatu medan listrik dengan menggunakan energi
rotasi molekul yang disebabkan oleh kesejajaran medan listrik yang
dimiliki oleh molekul dengan momen dipol dalam pelarut dan sampel
yang kemudian akan melepaskan panas ke dalam medium. Teknik ini
membuat pemanasan lebih efektif dan selektif, mempercepat transfer
energi, dan mengurangi gradien termal. Gelombang mikro yang diha-
silkan oleh MAE merupakan gelombang radiasi nonionisasi yang tidak
berpengaruh pada struktur molekul. Gelombang mikro juga dapat
menembus material tertentu yang dipanaskan secara selektif berda-
sarkan sifat dielektriknya (Gambar 3.1). Efek radiasi gelombang mikro
pada proses ekstraksi didasarkan pada efek termal yang mengarah pada
peningkatan fisikokimia dan penetrasi-difusi pelarut dan zat terlarut
serta kerusakan struktural dari matriks (Seoane. Paula Rodriguez, 2018).
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Gambar 3.1 Fisikokimia dan struktural efek dari microwave irradiation sel
tanaman menggunakan microwave-assisted extraction
(Seoane. Paula Rodriguez, 2018).




Pemanasan pada gelombang mikro bekerja langsung pada
molekul target melalui dua cara yaitu rotasi dipol dan konduksi ionik
yang sering terjadisecara bersamaan. Panas yang dihasilkan disebabkan
oleh perbedaan fase antara bidang orientasi yang secara bergantian
berubah arah dan orientasi medan dipol yang cenderung sejajardengan
medan listrik dan melalui resistansi larutan untuk migrasi ion di bawah
pengaruh medan listrik karena gelombang mikro elektromagnetik
mendorong penetrasi pelarut ke dalam matriks sampel dan mening-
katkan perpindahan ion terlarut serta mengganggu ikatan hidrogen
(NN, 2015). MAE juga membuat zat terlarut lebih mudah melarut dan
membuat protoplasma lebih permeabel yang disebabkan oleh peng-
uapan cairan secara mendadak dan tekanan yang terbentuk di dalam
dinding sel sehingga membuat degradasi dan gangguan pada dinding
sel (Seoane. Paula Rodriguez, 2018).
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Gambar 3.2 llustrasi mekanisme ekstraksi menggunakan gelombang mikro
tanpa pelarut (Perino-lssartier, et al., 2010)




Proses yang dipercepat dan hasil gdestraksi yang tinggi di MAE
adalah hasil dari kombinasi sinergis dari dua fenomena transportasi:
gradien panas dan massa yang bekerja dalam arah yang sama. Di sisi
lain, dalam ekstraksi konvensional, perpindahan panas terjadi dari luar
ke substrat, sedangkan perpindahan massa terjadi dari dalam keluar
matriks (Gambar. 3.2). Selain itu, meskipun dalam ekstraksi konvensi-
onal panas ditransfer dari sumber panas menuju bagian dalam sampel,
di MAE sumber panas diiradiasikan secara volumetrik dalam media
(Perino-Issartier, et.al., 2010).

Tabel 3.1. Konstanta dielektrik beberapa pelarut (NN, 2015)

Pelarut Konstanta Dilektrik (20°C)

Heksana 1,89
Toluena 2,4

e orometana 8,9
Aseton 20.7
Etanol 24.3
Metanol 32,6
Air 78,5

Penggunaan MAE menghasilkan penghematan waktu ekstraksi
dan konsumsi pelarut dibandingkan metode ekstraksi cair-padat konven-
sional seperti sokhlet atau alat clevenger. MAE digunakan juga untuk
ekstraksi otomatis konstituen tanaman polar yang penting, seperti isof-
lavone dari kedelai atau taxane dari Taxus. MAE merupakan prosedur
yang cepat, sensitif dan selektif, dengan menggunakan kombinasi pema-
nasan gelembang dan distilasi kering pada tekanan atmosfer. Metode
MAE terbatas pada senyawa fenolik molekul kecil seperti asam fenolat
(asam galat dan asam elagat), quacertin, isoflavon, dan transresveratrol
karena molekul ini stabil di bawah gelombang mikro dengan kondisi
pemanasan sampai 100 °C selama 20 menit. Waktu ekstraksi dan daya
iradiasi menjadi suatu faktor penentu pelarut MAE. Penggunaan MAE di

laboratorium lebih banyak digunakan untuk senyawa larut dalam air.




3.3 Ultrasound Assisted Extraction (UAE)

Penggunaan ultrasound (USG) dalam pengolahan makanan,
ekstraksi, dan analisis telah banyak diteliti akhir-akhir ini dan jumlah
makalah/jurnalyangditerbitkandalam duadekadeterakhirtelah meningkat
sangat tajam. Teknologi ini dapat digunakan secara tidak langsung sebagai
sebuah teknik inovatif dan menjanjikan dari abad ke-21, dengan berbagai
aplikasi dalam bidang farmasi dan kimia sejak pertengahan abad ke-20.

16 Hr = 18 kg

Gambar 3.3 Rentang Frekuensi Suara (diadopsi dari Rastagno et al. 2013)

Dengan prinsip di mana gelombang suara ditransmisikan melalui
media dengan menginduksi gerak getaran dari molekul-molekul yang
membentuk bagian dari itu. Ambang batas pendengaran manusia tercapai
ketika frekuensi suara lebih tinggi dari 16-18 kHz. USG terdiri dari wilayah
frekuensi antara 18 kHz da 100 MHz, batas atas tidak didefinisikan secara
lengkap (Gambar 3.3). Wilayah yang luas ini masih dapat dibagi menjadi
dua wilayah yang berbeda, yaitu USG power antara 20 sampai 100 kHz
dan USG diagnostik antara 1 sampai 10 MHz. Klasifikasi di atas bergantung
pada kemampuan transmisi energi ke dalam media pada frekuensi yang
lebih rendah, yang menginduksi fenomena kavitasi (Rastagno, et al., 2013).

Energi yang digunakan untuk menginduksi gerakan getaran
dari molekul, yang dapat dibagi menjadi low power ulrasound/LPU
(frekuensi tinggi) yang frekuensinya lebih tinggi dari 100 kHz dan high
power ultrasound/HPU (frekuensi rendah) dengan frekuensi antara
16/20 dan 100 kHz (Isela Lavilla, 2018).




Teknik ekstraksi secara luas diterima sebagai prasyarat untuk
penentuan analisis dari analit organik dan anorganik pada berbagai
sampel. Sebagai bagian dari proses analisis, persiapan sampel meru-
pakan langkah yang sangat penting sehingga seluruh proses dapat
disederhanakan (Rosello-Soto, et al., 2016). Dalam hal ini kemam-
puan sistem analitis untuk menangani sampel cairan telah membawa
pengembangan metode pemisahan yang memenuhi tujuan utama
yaitu untuk mendapatkan analit/senyawa target dengan hasil yang
maksimal (Rastagno, et al., 2013).

Semua sistem ultrasonik terdiri dari tranduser yang mengubah
energi listrik menjadi energi suara dengan bergetar secara mekanis
pada frekuensi ultra sonik menghasilkan suara ultrasonik. Dari berbagai
macam tranduser yang tersedia saat ini, tujuannya adalah tetap sama.
Tranduser piezoelektrik didasarkan bahan keramik kristal yang
merespons energi listrik. Transduser ini adalah jenis yang paling umum
dan digunakan di sebagian prosesor ultrasonik dan reaktor, yang dise-
but-sebut sebagai yang paling efisien sampai 95%. Suara ultrasonik
yang dihasilkan diiradiasi oleh emitter atau emitor (atau disebut juga
reaktor) yang berfungsi untuk memperkuat gelombang. Secara umum
ada dua bentuk reaktor atau emitor, yaitu sistem bath dan sistem probe
dapat dilihat pada Gambar 3.4 (Rastagno, et al., 2013).

A
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Gambar 3.4 bentuk-bentuk reaktor dengan Bath system; (A) Ultrasonic Bath
system dan (B) Ultrasonic reactor (sumber diperoleh dari Rastagno, et al., 2013)




3.4 Supercritical Fluid Extraction (SCFE)

Teknik ini menggunakan sifat gas di atas titik kritisnya. SCFE
memiliki sifat antara dilihat dari bentuknya lebih dekat disebut cairan
dan dilihat dari difusivitasnyalebih dekat ke gas sehingga lebih konsisten
dalam menembus matriks sampel. SCFE memiliki kemampuan lebih
ekstraksi tinggi dibandingkan cairan konvensional di mana tingkat
ekstraksinya lebih cepat dan lebih efektif daripada menggunakan
fase cair-cair. Peningkatan kemampuan pelarut dengan menggunakan
co-solvent, seperti etanol atau metanol (Costa, 2016). SCFE digunakan
untuk analit nonpolar, pada senyawa polar kelarutannya sangat buruk
(NN, 2015). SCFE umumnya menggunakan karbon dioksida karena
karbon dioksida adalah pelarut yang ideal untuk ekstraksi dari produk
tanaman karena tidak beracun, tidak mudah meledak, tersedia, dan
mudah untuk dihilangkan dari hasil ekstraksi produk, serta mempunyai
suhu dan tekanan kritis yang dapat dengan mudah dicapai, yaitu pada
suhu 31°C dan tekanan 73,8 bar (Costa, 2016).

Katup Ekspansi
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Gambar 3.4 skema Teknik Supercritical Fluid Extraction (SFE)




Keuntungan dari SCFE antara lain pelarutnya dapat digunakan
untuk ekstraksi berturut-turut dengan cara dikonversikan dan didaur
ulang melalui penyetelan suhu dan nilai tekanan sehingga ramah ling-
kungan. Suhu rendah yang digunakan pada SCFE cocok untuk senyawa
yang termolabil. Kualitas ekstrak yang didapat sama seperti dengan
menggunakan sistem ekstraksi sokhletasi tetapi lebih sensitif, selektf,
dan unik. Kerugian utama SCFE adalah sulit untuk mengekstrak aglikon
polioksigenasi dan aglikon glikosida dari matriks tanaman. Untuk
meningkatkan ekstraksi metabolit ini, perlu ditambahkan co-solvent
organik seperti metanol sebelum proses ekstraksi. Namun, perolehan
kebanyakan analit polar tidak selalu memuaskan. Kerugian SCFE lainnya
adalah kompleksitas instrumentasi yang digunakan keamanan analis di
mana tekanan dan suhu tinggi dapat menyebabkan terjadinya ledakan

dan mahalnya alat yang digunakan (Costa, 2016).

3.5 Enzyme Assisted Extraction

Saat ini penggunaan enzim banyak diaplikasikan pada berbagai
bidang. Enzim umumnya dipercleh dari kultur mikroorganisme,
tumbuhan, dan jaringan mamalia atau bahkan dari mikroorganisme
dengan cara teknologi rekombinan DNA. Enzim merupakan katalis
biologis yang sangat spesifik dan mempunyai banyak keunggulan diban-
dingkan dengan katalis kimia, karena mereka berasal dari sumber yang
biodegradable dengan spesifisitas meningkatkan hasil substrat dan
mengurangi produk samping melalui proses yang ramah lingkungan.
Penggunaan enzim biasanya pada konsentrasirendah, hampir 75% enzim
yang ada merupakan enzim hidrolitik yang dapat melemahkan dinding
sel tanaman. Contoh enzim yang umum digunakan seperti glukosidase,
pektinase, amilase, glukoamilase, protease, lipase, glukanase, xylase,
papain, hemiselulase, dan oksidase. Senyawa yang dapat diekstraksi
dengan metode ini antara lain pektin, fenol, polisakarida, minyak, protein
pigmen, dan flavour (vanilin) (Soto-Maldonado. Carmen, 2018).

Perlakuan pretreatment selmlum dilakukan  ekstraksi,

seperti perlakuan mekanis yang akan merusak dinding sel tanaman




sehingga pelarut dan enzim dapat masuk dan zat aktif akan terlarut.
Pretreatment dapat berupa perlakuan mekanis maupun termal, seperti
memperkecil ukuran partikel, memperluas permukaan kontak, dapat
juga dengan memberikan pemanasan. Pemilihan pH yang tepat untuk
optimasi enzim yang digunakan biasanya menggunakan larutan dapar.
pH optimum sejumlah enzim berada dikisaran pH isoelektrik protein.
Selain pH, temperatur juga dapat mempengaruhi aktivitas enzim
sehingga laju reaksinya menjadi optimal, apabila temperatur di atas
temperatur optimum enzim yang digunkan maka enzim akan terdena-
turasi. Konsentrasi enzim yang digunakan biasanya sekitar 0,2-3,0%,
apabila konsentrasi enzim yang digunkan terlalu tinggi (lebih dari 5,0%)
maka akan tidak produktif dan akan terjadi kompetisi adsorpsi yang
dapat memblokir akses enzim (Parada Casas. M., 2018).

3.6 Accelerated Solvent Extraction (ASE)

Accelerated Sovent Extraction (ASE) atau Pressurized Solvent
Extraction (PSE) adalah teknik persiapan sampel yang menggabungkan
temperatur dan tekanan tinggi pada pelarut cair untuk mencapai pela-
rutan analit yang lebih cepat dan lebih efisien dari berbagai matriks.
Dalam sistem ASE, proses ekstraksi dilakukan pada temperatur yang
melebihi titik didih pelarut. Ekstraksi analit dari bahan tanaman berda-
sarkan kelarutan analit, efek perpindahan massa dan gangguan kese-
imbangan permukaan dengan menggunakan suhu dan tekanan secara
bersamaan (Roopashree dan Naik, 2019).

Secara khusus, tekanan memfasilitasi ekstraksi dari bahan
tanaman yang memiliki analit pada pori-pori matriks atau dalam pori-
pori yang tertutup air atau dalam pori-pori bersegel gelembung udara.
Tekanan yang digunakan pada ASE adalah sekitar 100-140 ATM, dan
pada suhu 50-200 °C. Tekanan tinggi membantu dalam menjaga pelarut
dalam keadaan cair pada temperatur tinggi. Peralatan ASE menghemat
waktu, pelarut dan biaya laboratorium, serta memiliki reproduktivitas

yang baik karena minimalnya sampel tanaman (Roopashree dan Naik,

2019; Subhash €. Mandal, 2015).
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Gambar 3.7. Sistem operasional teknik ASE

Pada studi sebelumnya telah mengevaluasi berbagai struktur
kimia (kurkuminoid, saponin, flavonoid, polifenol, dan terpenocid) dalam
matriks berbeda seperti akar, daun, buah, tanaman, dan rimpang.
Minyak esensial dapat diekstraksi menggunakan alat Clevenger dan
ekstraktor ASE menggunakan pelarut n-heksana atau diklorometana
secara bergantian (NN, 2015).

Pada temperatur yang lebih tinggi, kebanyakan antioksidan
fenolik bersifat stabil, sedangkan katekin dan epikatekin terdegradasi.
Untuk mengekstraksi polifenol seperti katekin dan epikatekin dari teh
dan biji anggur, ditemukan bahwa di antara pelarut air, metanol, etanol,
dan etil asetat, pelarut metanol memiliki hasil tertinggi. ASE juga digu-
nakan untuk ekstraksi saponin, phloroglucinols, dan procyanidins (NN,
2015).

ASE terbagi menjadi 2 jenis, yaitu mode statis dan dinamis.
ASE statis sampel diekstraksi dengan pelarut pada suhu tinggi dan

kondisi bertekanan tanpa aliran pelarut keluar. Apabila sudah mencapai




kesetimbangan makaanalit dikumpulkan dengan membilas ekstraksi sel
secara cepatdengan pelarut dan gas inert. Sedangkan pada ASE dinamis,
ekstraksi pelarut terus mengalir melalui ekstraksi sel. Keuntungan ASE
dinamis adalah pelarut yang digunakan secara terus menerus, sehingga
memerlukan pelarut yang lebih besar dibandingkan dengan ASE statis
(Subhash C. Mandal, 2015).

ASE dianggap sebagai alternatif untuk ekstraksi senyawa polar
dibandingkan dengan ekstraksi sokhlet tradisional dengan penurunan
jumlah pelarut yang digunakan serta waktu ekstraksi yang dibutuhkan.
Penggunaan suhu yang tinggi pada ASE dapat menyebabkan degradasi
senyawa termolabil. ASE digunakan unt8uk ekstraksi berbagai macam
metabolit yang besar dan polaritas yang berbeda-beda, seperti flavo-
nolignan, kurkuminoid, saponin, dan terpenoid (Subhash C. Mandal,
2015).

3.7 Pulsed Electric Field (PEF)

Pulsed electric field (PEF) menggunakan pengaruh medan
listrik yang kuat pada material yang terletak di antara 2 elektroda
yang menyebabkan gangguan membran sel sehingga meningkatkan
permeabilitas sel. Teori elektroporasi sel yang menyebabkan kerusakan
mematikan pada sel atau menyebabkan stres permeabilitas sementara
dari membran sel yang disebabkan oleh potensi dari transmembran.
Berdasarkan data eksperimental yang didapatkan bukti bahwa sito-
plasma selalu bermuatan negatif di mana seluruh anion sitoplasma
memproduksi listrik potensial sehingga mempengaruhi pengangkutan
ion dan molekul kecil. Ekstraksi bahan padat membutuhkan 0,1-5 kV/
cm’ sehingga ekstraksi yang dihasilkan menjadi 2 x lipat. PEF termasuk
dalam non-termal teknik. PEF juga banyak digunakan pada industri
makanan sebagai pengaktivasi mikroorganisme serta telah terbukti
menjanjikan untuk ekstraksi intraseluler dari bahan makan nabati
(Rosello-Soto, et al., 2016).

PEF terdiri dari tiga bagian, yaitu pulse generator, treatment

chamber, dan sistem pompa. Sistem umumnya dikendalikan oleh




komputer dan dipantau oleh osiloskop. Keuntungan yang diperoleh
dengan menggunakan ekstraksi PEF adalah hasil ekstraksi yang diha-
silkan lebih baik, penurunan waktu pemrosesan yang lebih singkat,
pengurangan degradasi senyawa yang sensitif terhadap panas, biaya
yang lebih murah dan dampaknya terhadap lingkungan lebih sedikit.
PEF banyak digunakan pada industri pangan, dan zat aktif yang dapat
diekstraksi dengan metode ini antara lain pektin, fenol, polisakarida,
inulin, dan kitosan (Costa, 2016).

Teknik ini juga sering disebut sebagai teknik hijau karena tidak
menggunakan pelarut. Di mana sampel yang berupa irisan ditempatkan
pada ruang pengepresan dan treatment PEF. Setelah ditekan jus yang
dihasilkan dikumpulkan, ekstrak yang dihasilkan mempunyai stabilitas
koloid yang lebih tinggi, protein segar dan polisakarida dalam jumlah
besar (Costa, 2016).
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Gambar 3.8 Pulse Electric Field (Costa, 2016)

Model PEF dibagi menjadi model pori-pori berair dan model
kompresi elektro. Model pori-pori berair ketika sel terkena medan listrik
eksternal, maka akan terjadi induksi transmembran yang diinduksi oleh

potensi energi bebas yang diperlukan untuk penataan ulang struktural




membran fosfolipid dan memungkinkan pembentukan pori hidrofilik
sehingga zat yang larut dalam air maupun dalam lemak akan mene-
mukan rute untuk keluar. Pada model kompresi elektro file pengenalan
medan listrik eksternal mengarah pada daya tarik yang ditingkatkan
muatan berlawanannya yang berada di luar dan di dalam sel dan
menghasilkan elektro-kompresi membran sel akhirnya menghasilkan
pembentukan pori (Okoli, et al., 2019).

3.8 Solid Phase Micro Extraction (SPME)

Solid phase micro extraction (SPME) merupakan teknik prepa-
rasi sampel tanpa menggunakan pelarut yang efektif untuk kromato-
grafi gas (GC). SPME menggunakan silika diameter sempit serat optik
menyatu dengan dilapisi secara eksternal polimer film tipis (carbowax,
polydimethylsiloxane/PDS) atau campuran polimer yang dicampur
dengan bahan padat berbasis karbon berpori (PDMS-carboxen). Serat
optik dilapisi dan direndam dalam sampel, setelah keseimbangan
tercapai kemudian serat ditarik dan dipaparkan pada injeksi ruang gas
kromatograf. Serat kemudian akan terekspos dan analitnya akan hilang
secara termal ke dalam injektor GC, kemudian secara konvensional
dikromatografi.
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Gambar 3.9 Konfigurasi Solid Phase Micro (Subhash C. Mandal, 2015)




Keuntungan dari SPME adalah batas deteksi dapat diperoleh
hingga per triliun, dan SPME bebas dari pelarut dan serat dapat digu-
nakan berulang kali sehingga SPME dapat digunakan untuk karakteri-
sasi dan kuantifikasi dari senyawa volatil biogenik organik (misalnya
isoterpena dan terpenoid) (Subhash C. Mandal, 2015).

ftar Pustaka

Azmir, 1., Zaidul, 1.5.M., Rahman, M.M., Sharif, K.M., Mohamed, A.,
Sahena, F., Jahurul, M.H.A., Ghafoor, K., Norulaini, N.A.N., Omar,
AK.M. Techniques for extraction of bioactive compounds from
plant materials: A review. Journal of Food Engineering, 2013;
117(4): 426-436.

Belwal, T., Chemat, F, Venskutonis, PR., Cravotto, G., Jaiswal, D.K,,
Bhatt, I.D., Devkota, H.P, Luo, Z. Recent advances in scaling-up of
non-conventional extraction techniques: Learning from successes
and failures. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2020; 127:
115895.

adas, TW., Mazza, K.E.L., Teles, A.S.C., Mattos, G.N., Brigida, A.LS.,
Conte-Junior, C.A., Borguini, R.G., Godoy, R.L.O., Cabral, LM.C,,
Tonon, RV. Phenolic compounds recovery from grape skin using
conventional and non-conventional extraction methods. Industrial
Crop@d Products, 2018; 111: 86-91.

Costa, R. The Chemistry Of Mushrooms : A Survey of Novel Extraction
Techniques Targeted to Chromatographic and Spectroscopic
Screening. In Atta-ur-Rahman, Studies in Natural Products

istry, 2016; 49: p. 279.

Isela Lm, C.B. Fundamentals of Ultrasound Assisted Extraction. In e.
a. Herminia Dominguez, Water Extraction of Bioactive Compound's
: From Plants to Drug, 2018; 2018: 291-316.

Kuswandani, F., Satari, M.H., Maskoen, A.M. Antimicrobial Efficacy of
Myrmecaodia pendens Extract and Fraction Combination against

Enter action Combination against Enterococcus faecalis A aococcus




faecalis ATCC 29212. Journal of Dentistry Indonesia, 2019; 26(3):
119-125.
13

Mohammad Azmin, S.N.H., Abdul Manan, Z., Wan Alwi, S.R., Chua,
L.S., Mustaffa, A.A., Yunus, N.A. Herbal Processing and Extraction
Technologies. Separation & Purification Reviews, 2016; 45(4):
305-320.

Molina, G.A., Gonzalez-Fuentes, F., Loske, A.M., Fernandez, F., Estevez,
M. Shock wave-assisted extraction of phenolic acids and flavo-
noids from Eysenhardtia polystachya heartwood: A novel method
and its comparison with conventional methodologies. Ultrasonics
Sonochemistry, 2020; 61: 104809.

NN, A. A review on the extraction methods use in medical plants, prin-
ciple, strength and limitation. Medical and Arematic Plants, 2015;
4:12-28.

kolie, C.L., Akanbi, T.O., Mason, B., Udenigwe, C.C., Aryee, A.N.A.
Influence of conventional and recent extraction technologies on
physicochemical properties of bioactive macromolecules from
natural sources: A review. Food Research International, 2019; 116:
827-839.

Parada Casas. M., Enzyme-Assisted Aqueous Extraction Processes. In
e. a. Herminia Dominguez Gonzales, Water Extraction Of Bioactive
Compounds From Plants to Drug Development: Elsevier. 2018:
333-368.

Patra, J.K., Das, G., Lee, S., Kang, S.-S., Shin, H.-S. Selected commercial
plants: A review of extraction and isolation of bioactive compounds
and their pharmacological market value. Trends in Food Science &
Technology, 2018; 82: 89-1

Périno-Issartier S, Zill-e-Huma, Abert-Vian M, Chemat F. Solvent free
microwave-assisted extraction of antioxidants from Sea Buckthorn
(Hippophae rhamnoides) food by-products. Food Bioprocess
Technol. 2011; 4(6): 1020-1028.




Easm, M.G. Conventional Extraction Methods Use in Medicinal Plants,
their Advantages and Disadvantages. International Journal of Basic
Scr'ences and Applied Computing. 2018; 6: 10-14.

Roopan, S. M., Madhumitha, G. Bioarganic Phase in Natural Food: An
Overview. In S. M. Roopan & G. Madhumitha (Eds.), Bioorganic
Phase in Natural Food: An Overview. Springer International
Publishing: 2018.

Roopashree, K.M., Naik, D. Advanced method of secondary metabolite
extraction and quality analysis. Journal of Pharmacognosy and
Phytochemistry. 2019; 8(3): 1829-1842.

Rosello-Soto, E., Parniakov, O., Deng, Q., Patras, A., Koubaa, M., Grimi,
N., Boussetta, N., Tiwari, B.K., Vorobiev, E., Lebovka, N., Barba, F..
Application of Non-conventional extraction Methods : Toward a
Sustainable and green Production of Valuable Compounds from
Mush . Food Eng Rev. 2016; 8: 1-10.

ushrooms. Foo g Rev. ,

Seoane. Paula Rodriguez, N.F-F. Microwave-Assisted Water Extraction.
In G.-M. J. Herminia Dominguez, Water Extraction of Bioactive
Compounds From Plants to Drug Development: Elsevier. 2018:

163-198.

Soto-Maldonado. Carmen, M.E.-H. Enzyme-Assisted Extraction Of
Phenolic Compounds. Ine.a.Hermina Dominguez, Water Extraction

Of Bioactive Compounds From Plants to Drug Development:
Elsevier. 2018: 369-384.

Subhash C. Mandal. Clasification of Extraction Methods. In e. a.
Subhash C. Mandal, Essential of Botanical Extraction, Principles
and Applications: Elsevier. 2015: 110-136.




BAB IV

APLIKASI CAIRAN IONIK (IONIC
LIQUID) PADA PROSES EKSTRAKSI
METABOLIT SEKUNDER

4.1. Latar Belakang

Eksplorasi kandungan aktif bahan alam telah dilakukan sejak
lama. Namun, produk yang dihasilkan masih relatif kecil sehingga tidak
dapat digunakan secara komersial. Penelitian ilmiah terhadap bahan
alam (khususnya bahan alam yang digunakan pada sistem pengobatan
tradisional) yang mulai dari pencarian, proses produksi, hingga uji
toksisitas, efikasi, dan khasiat telah dilakukan selama ini. Namun, masih
sering mengalami kendala dan masalah dalam proses pengembangan
bahan alam dengan kualitas yang tidak homogen atau tidak konsisten
terhadap kandungan dan aktivitas yang sangat tergantung dari berbagai
kondisi.

Produk alam (tanaman, hewan, dan mikroorganisme) meru-
pakan sumber yang dapat diperbaharui di alam yang telah secara
umum dirmanfaatkan oleh masyarakat secara turun temurun selama
ribuan tahun. Keanekaragaman sumber daya alam hayati masih
menjadi sumber utama inspirasi dalam pengembangan obat baru,

pangan fungsional, dan bahan tambahan pangan (Cragg dan Newman,




2013). Secara umum, senyawa metabolit sekunder target dari bahan
alami dihasilkan melalui jalur biologis dari berbagai jalur biosintetik
dan diperoleh dengan menggunakan prosedur ekstraksi yang tepat
(Azmir, et al., 2013; Bucar, et al., 2013). Senyawa aktif produk alami
dapat diekstraksi dengan beberapa teknik ekstraksi konvensional dan
nonkonvensional (Sarker dan Nahar, 2012; Khoddami, et al., 2013).
Kebanyakan metode ini berdasarkan eksplorasi sifat, jenis, dan keku-
atan masing-masing pelarut.

Aplikasi metode ekstraksi dengan pendekatan prinsip kimia
hijau (green chemistry) untuk menggali potensi komponen metabolit
sekunder dari bahan alam terus meningkat, dalam hal ini penggunaan
larutan garam cair sebagai pelarut (Espino, et al., 2016). Cairan ionik
(ILs) dipilih karena tidak mudah terbakar, tidak mudah menguap,
stabil pada suhu tinggi, tidak beracun, dan memiliki fleksibilitas untuk
menyesuaikan sifat fisikokimia senyawa target (Jessop, et al., 2012).
Selanjutnya, juga dipertimbangkan dari sudut pandang dampak ling-
kungan dan dampak ekonomi dalam pemilihan pelarut (Chemat dan
Vian, 2014).

Ekstraksi berbantuan gelombang mikro berbasis cairan ionik
@AAE) adalah salah satu metode ekstraksi non-konvensional yang
telah dikembangkan dan diterapkan dalam beberapa tahun terakhir.
Prinsip penggunaan IL-MAE sama dengan prinsip metode MAE, hanya
berbeda pada prinsip dan jenis pelarut yang digunakan. Keberhasilan
dalam menerapkan teknik ini untuk mendapatkan konstituen target
yang optimal telah banyak dilaporkan termasuk ekstraksi resveratrol
dari Polygonum cuspidatum Sieb.et.Zucc. (Du, et al., 2007), ekstraksi
alkaloid fenolik dari Nelumbo nucifera Gaertn. (Lu, et al., 2009), Ekstraksi
minyak atsiri dﬂaberapa tanaman, yaitu lllicium verum, Cuminum
cyminum (Zhai, et al., 2009), Schisandra chinensis (Ma, et al., 2011),
Cinnamomum spp. (Liu, et.al.,2013), ekstraksi kuersetin dan kaemp-
ferol dari Toona sinensis dan Rosa sinensis (Liu, et al., 2013), ekstraksi
flavonoid dari Cajanus cajan dan Scutellaria baicalensis (Wei, et al.,
2012; Zhang, et al.,, 2015), metabolit sekunder dan ekstraksi polifenol




dari Peperomia pellucida (L) Kunth (Ahmad, et al, 2017a; 2017h),
dan seterusnya. Tinjauan ini bertujuan untuk memberikan informasi
rinci tentang penerapan metode IL-MAE sebagai ekstraksi metabolit
sekunder yang cepat dan hijau dari tanaman herbal.

4.2, Cairan ionik sebagai pelarut hijau untuk ekstraksi

Penerapan prinsip kimia hijau dalam pemilihan pelarut
yang bertujuan untuk mengkaji dan mempelajari potensi kandungan
senyawa metabolit sekunder dari bahan alam terus mengalami pening-
katan dari tahun ke tahun, terutama pemanfaatan dan pengembangan
pelarut cairan ionik sebagai pelarut alternatif (Espino, et al., 2015).

Kombinasi ion dari cairan ionik dapat dikembangkan dan
dimanfaatkan sebagai pelarut alternatif karena memiliki fleksibilitas
untuk menyesuaikan sifat fisikokimia senyawa target, selain itu, juga
dianggap sebagai bahan alternatif potensial sebagai pengganti pelarut
organik deng empertimbangkan dampak lingkungan dan ekonomi
yang sifatnya tidak mudah menguap dan tidak mudah terbakar, tidak
beracun dan aman bagi operator atau peneliti (Jessop, et.al., 2012;
Chemat dan Vian, 2014).

Agar proses ekstraksi dan pemisahan dapat berhasil secara
maksimal sangat penting untuk memiliki pengetahuan tentang sifat
kelarutan konstituen target dalam bahan alami. Beberapa komponen
potensial bahan alam (terutama tanaman obat) memiliki kelarutan
yang rendah terhadap pelarut air, oleh karena itu, digunakan pelarut
organik seperti eter, alkana, etil asetat, kloroalkana, alkohol, dan
pelarut organik lainnya. Namun, pemilihan pelarut ditentukan oleh
jenis konstituen yang ditargetkan atau sudah diketahui. Jika informasi
tersebut tidak tersedia, maka harus mengikuti prinsip “like dissolve
like"” (Hanani, 2015).
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Gambar 4.1 Pengembangan dan pemanfaatan ionic liguid/cairan ionic pada
berbagai bidang

Konsep polaritas yang diterima dan dipahami secara luas,
berdasarkan definisi polaritas, adalah jumlah semua antarmolekul
(interaksi spesifik dan nonspesifik) antara pelarut dan zat terlarut
potensial, dan interaksi ini memicu reaksi kimia (Reichardt, 2005).
Ini dapat dilihat sebagai fenomena fisik dan kimia yang terdiri dari
interaksi Coulomb, interaksi dipol-dipol, interaksi ikatan hidrogen,
dan interaksi donor-akseptor asam-basa. Terkait dengan polaritas
IL, biasanya berkisar dari pelarut nonhidrogen donor dipolar (DMF,
DMSO, dan asetonitril) hingga pelarut ikatan hidrogen polar (alkohol
primer, air), tergantung pada sifat komponen (Hanani, 2019; Reichardt,
2005). Hal ini juga dipengaruhi oleh faktor penting lainnya seperti titik
didih dan titik leleh, densitas, viskositas dan tegangan permukaan
pelarut (Jacquemin, et al., 2006). Cairan ionik dapat dianggap sebagai
“self-assembly amphiphiles” yang membentuk jaringan polimer dengan

ikatan hidrogen dalam bentuk model struktur umum bentuk padat dan




cair (Dupont, 2004; Greaves, et al., 2013).

Sepertiyang ditunjukkan pada Tabel 4.1, cairanionik padasuhu
kamar adalah kandidat yanenjanjikan untuk memenuhi persyaratan
di atas karena seluruhnya terdiri dari kation organik stabil dan anion
anorganik atau organik, yang cair pada suhu kamar dan menunjukkan
sifat unik seperti sifat tinggi. Stabilitas termal, ta@api, dan reaktivitas
kimia rendah (Ventura, et al., 2014; Bogdanov, et al., 2009; Bogdanov,
lliew, et al., 2009; Poole and Poole, 2010). Karena keunikan tersebut
yang memiliki sifat dengan viskositas, kerapatan yang dapat disesuikan
halus, polaritas, dan dapat bercampur dengan pelarut organik umum,
yang sangat dapat diterapkan di berbagai bidang seperti kimia analitik
(Parvilescu and Hardacre, 2007), katalis dan sintesis (Poole and Poole,
2011; Opallo and Lesniewski, 2011), elektrokimia (Hallet and Welton,
2011), dan yang paling penting, IL dapat diterapkan dalam proses pengn)
sahan (ekstraksi) dari bahan alam (Poole dan Poole, 2010; Chemat, et
al., 2012; Ho, et al., 2013; Zhang, et al., 2009).

Tabel 4.1 Beberapa contoh cairan ionik yang biasa digunakan sebagai pelarut
alternatif untuk ekstraksi metabolit sekunder target dari bahan alam.

Titik _ i i
Densitas Viscositas

(g/mL) (cP)

Cairan lonik (lonic liquid) Singkatan Didih
°C

1-ethyl-3-methylimidazoli-

[EMIM][BF ] 6 1.248 66 197.8
um tetrafluoroborate 2
1-ethyl-3-methylimidazoli-
um hexafluorophosphate [EMIM][PFG] 58-62 1.373 450 256.13
1-butyl-3-methylimidazoli-

[BMIM][BF ] 82 1.208 233 225.80
um tetrafluoroborate 4
1-butyl-3-methylimidazoli-
um hexafluorofosphate [BMIM][PF] 10 1.373 400 284.18
1-butyl-3-methylimidazoli-

i [BMIM]Br 60 1.134 Padat 2189

um bromide




Titik

Densitas Viscositas

Cairan lonik (lonic liquid) Singkatan Didih
(g/mL) (cP)

°C

77

1-butyl-3-methylimidazoli-
) [BMIM]CI 89 1120 padat 146.50
um chloride
1-butyl-3-methylimidaz-
. . [BMIM][CF-
olium trifluoromethylsul- 50 16 1.290 90 260.0
fonate o
1-butyl-3-methylimidazoli-
um bis (trifluoromethylsul- | [BMIM] [NtfO_] -8 1.404 48 433.0
1} amide
1-allyl-3-methylimidazoli-
[AMIM][BF,] -88 1.231 321 240.02
um tetrafluoroborate
1-hexyl-3-methylimidazoli-
[HMIM][BF ] -82 1.075 211 254.08
um tetrafluoroborate
1-butyl-3-methylimidazoli-
[HMIM][PF ] -61 1.304 800 312.0
um hexafluorophosphate 4
1-octhyl-3-methylimidaz-
) [OMIM][BF ] -79 1.11 440 281.2
olium tetrafluoroborate 4
1-octhyl-3-methylimidaz-
) ) [omMIM]CI 0 1.000 16,000 | 230.50
olium chloride
N-methylpyrrolidinium bis [MPPyr][NtO,] 0 1.44 39 416
(trifluoromethylsulfonyl)
amide BAF -10 0.99 11.5 91
N-butylpyrrolidinium bis
. viey [BMPyrrol]
(trifluoromethylsulfonyl) -50 1.4 71 422
) [NtfO]
amide

Pemilihan pelarut terus meningkat, dengan memperhatikan
prinsip-prinsip kimia hijau dalam studi tujuan komposisi dan potensi
metabolit sekunder dari bahan alami, yaitu penggunaan cairan ionik
sebagai pelarut hijau (Espino, et al., 2016). Hal ini dikarenakan cairan
ionik memiliki fleksibilitas menggabungkan ion (kation dan anion) yang
sesuai dengan sifat fisikokimia metabolit sekunder target dan dapat

dijadikan pelarut alternatif yang aman karena tidak mudah menguap




dan tidak beracun (Ho, et al., 2013). Selain sifat fisikokimia cairan ionik

yang mempengaruhi hasil ekstraksi, ada beberapa pertimbangan lain
yang memerlukan pertimbangan keseluruhan ElF3es dari segi dampak
ekonomi dan lingkungan (Chemat dan Vian, 2014; Ho, et al., 2013;
Smiglak, et al., 2014; Claudio, et al., 2014; Du, et al., 2009).

Cairan ionik sebagai pelarut banyak digunakan untuk meng-
ekstraksi metabolit sekunder (terutama polifenol dan alkajsid) dari
produk alam seperti 1-butil-3-metil imidazolium klorida [BMIM]CI,
1-butil-3-metilimidazoliumbromida ([BMIM]Br), 1-heksil- 3-metilimi-
dazoliumbromida ([HMIM]Br), 1-butil-3-metilimidazolium tetraflu-
orobw ([BMIM]BF,), 1-etil-3-metil imidazoliumbromida ([EMIM]
Br), 1-butil-3-metilimidazolium dihidrogenfosfat ([BMIM] [H,SO ]),
1-butil-3-metilim idazoliumhidrosulfat ([BMIM] [HSO,]), lmil-
3-metilimidazoliumbromida ([OMIM]Br), dan jenis lainnya (Du, et al.,
2007; Zhang, et al., 2015; Fan, et al., 2012; Pham, et al., 2010). Secara
umum, peningkatan kemampuan untuk menarik konstituen kimia
tertentu dapat meningkat dengan peningkatan hidrofobisitas pelarut
yang digunakan (Wang, et al., 2016). Selanjutnya, kemampuan ikatan
hidrogen dari cairan ionik juga merupakan f@yang mempengaruhi
ekstraksi dengan mempertimbangkan anion (Du, et al., 2009; Zhang, et
al., 2010).

4.3. Sudut pandang toksisitas dan dampak lingkungan

Setelah pengenalan kimia hijau, terutama penggunaan cairan
ionik sebagai pelarut alternatif dalam hal ini, ada juga kekhawatiran
tentang toksisitas dan dampak lingkungan dari produsen pelarut cairan
ionik pada saat itu. Selama dekade terakhir, berbagai kajian dan riset
yang difokuskan pada upaya optimasi kemampuan biodegradabilitas
dan mempelajari pengurangan efek toksik dari cairan ionik (Landry,
et al., 2005). Selain itu, beberapa penelitian telah melaporkan cairan
ionik di mana anion memiliki efek terbatas pada laju biodegradasi ionik,
komponen yang paling urgen adalah komponen kation. Toksisitas cairan

ionik sangat dipengaruhi oleh lipofilisitas, yang terkait dengan panjang




dan derajat percabangan @ai alkil rantai lurus, dan juga tergantung
pada sifat anionik (Garcia, et al., 2010; Peric, at. al., 2013; Bubalo, et al.,
2014). Uji toksisitas cairan ionik protik (asam alifatik dan organik) dan
cairan ionik aprotik (imidazolium dan pyridinium) terhadap organisme
akuatik telah dilaporkan oleh (Peric, et al., 2013), serta tes pada sel
leukemia tikus (IPC-18) dan enzim asetilkolinesterase, dengan aktivitas
cairan ionik protik >100 mg/L, dan cairan ionik protik lebih kuat dari-
pada cairan ionik aprotik (Oliver-Bourbiqou, et al., 2010).

Ini adalah alasan utama mengapa kami percaya bahwa cairan
ionik dengan sifat tidak beracun dan tidak mudah menguap yang
menjadikan pelarut ini sebagai pelarut hijau potensial dapat menjadi
alternatif atau pengganti pelarut organik konvensional. Sayangnya,
citra hijau ini salah diartikan dan digunakan tidak sesuai tujuan awal
sehingga menyebabkan menarik perhatian ahli kimia, terutama yang
bekerja di bidang kimia hijau. Pham, et al., 2010, telah melaporkan
bahwa beberapa kation dananion memiliki sifat toksik yang berbahaya
(Pham, et al., 2010). Namun, risiko bahaya dapat dikurangi dengan
menggabungkan kation dan anion tertentu ke dalam pelarut cairanionik
(Landy, et al., 2005). Disisi lain, masuknya gugus fungsi lain mempersulit
pengujian toksisitas karena berpotensi memiliki gugus fungsi sitotoksik.
Cairan ionik dapat membantu mengurangi risiko pencemaran udara,
tetapi ketika dilepaskan ke alam terutama wilayah perairan, mereka
yang dapat mengakibatkan pencemaran air yang serius karena efek
toksisitas dan biodegradabilitas yang tidak terkendali (Pan, et al., 2003).
Cairan ionik umumnya berbentuk cair dan relatif stabil, sehingga dapat
terakumulasi di lingkungan perairan. aak lingkungan dan toksisitas
terkait dirinci dalam literatur (Landry, et al., 2005; Pan, et al., 2003;
Mandal, et al., 2007). Namun, dengan sifat tidak mudah terbakar dan
dapat direproduksi, sehingga pemanfaatan cairan ionik sebagai pelarut
hijau menjadi lebih ekonomis dan ramah lingkungan.




4.4, Ekstraksi metabolit sekunder menggunakan cairan ionik
dengan bantuan gelombang mikro

Pengembangan metode ekstraksi non-konvensional telah
banyak dilakukan. Metode MAE merupakan salah satu metode nonkon-
vensional yang cukup mudah diterapkan untuk mengekstrak konsti-
tuen targeman' bahan alam (Ballard, et al., 2010; Routry dan Orsat,
2012; Xie, et al., 2014; Rodriguez-Perez, et al., 2016; Baki, et al., 2018;
Kaufmann dan Christen, 2002; Perino-Issartier, et al., 2011). dasarnya,
metode MAE berbeda dengan metode ekstraksi konvensional karena
ekstraksi ini terjadi sebagai akibat dari perubahan. dalam struktur sel

yang disebabkan oleh elektromagnetik (Rodriguez-Perez, et al., 2016).
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Gambar 4.1 Perbedaan mendasar antara mekanisme transfer panas pada
metode ekstraksi konvensional dan non-konvensional
(Perino-Issartier, et al., 2011)

Kaufmann dan Christen, 2002 telah menjelaskan mekanisme
proses ekstraksi metode MAE secara lebih riman telah diklarifikasi
oleh (Mandal, et al., 2007; Routray dan Orsat, 2012; Périno-lssarmt
al., 2011; Zhang, et al., 2011; dan Sagarika, et al., 2017). Seperti dapat
dilihat pada Gambar 4.1 yang telah dijelaskan oleh (Périno-Issartier et




al., 2016) dalam metode MAE melibatkan tiga langkah: (1) pemisahan
zat terlarut dari sisi aktif matriks sampel karena peningkatan suhu dan
tekanan, (2) difusi pelarut melintasi sampel matriks, dan (3) pelepasan
zat terlarut dari sampel matriks oleh pelarut. Berdasarkan mekanisme
tersebut, beberapa keunggulan metode MAE seperti ekstraksi cepat,
pengurangan gradien termal, dan peningkatan hasil ekstrak. Selain
itu, metode MAE juga diakui sebagai teknologi hijaqena mengu-
rangi penggunaan pelarut (Routry dan Orsat, 2012; Rodriguez-Perez,
et al., 2016; Sagarika, et al., 2017; Pare, 1995). Metode MAE pertama
kali diperkenalkan dan dipatenkan sebagai metode ekstraksi senyawa
organik oleh Pare pada tahun 1995 (Pare, 1995). Namun, telah mulai
diterapkan untuk mengekstrak minyak esensial dari Cordia curassavica
oleh Gomez dan Witte pada tahun 2001 (Xiao, et al., 2008).

Prinsip pemanasan menggunakan energi gelombang mikro
didasarkan pada efek langsung gelombang mikro pada molekul mate-
rial (Zhang, et al, 2011). Transformasi energi elektromagnetik terjadi
melalui dua mekanisme, yaitu rotasi dipol dan konduksi ionik baik pada
pelarut maupun sampel. Dalam banyak aplikasi, kedua mekanisme ini
terjadi bersamaan, yang secara efektif mengubah energi gelombang
mo menjadi energi panas (Routry dan Orsat, 2012; Rodriguez-Perez,
et al., 2016; Zhang, et al., 2011; Sagarika, et al., 2017; Pare, 1995).

Penerapan metode MAE untuk mengekstrak metabolit
sekunder produk alam telah berhasil dilaporkan. Beberapa penelitian
telah dilaporkan termasuk ekstraksi minyak esensial dari C. curassavica
(Gomez dan Witte, 2001), ekstraksi polifenol dan kafein dari daun teh
hijau (Pan, et al., 2003), flavonoid ekstraksi Radix Astragali (Astragalus
mongolicus) (Xiao, et al., 2008), ekstraksi senyawa fenolik dari kulit
kacang (Ballard, et al., 2010) dan ampas anggur (Perez-Serradilla dan
Castro, 2011), ekstraksi senyawa fenolik dari Gordonia axillaris (Li,
et al., 2017), ekstraksi alkaloid bioaktif Stephania sinica (Xie, et al.,
2014) dan N. nucifera (Lu, et al, 2008), ekstraksi senyawa Wnol
dari tanaman obat terpilih yang ditanam di Turki (termasuk Papaver

fugax Poiret var. Platydiscus cullen, dan Achillea vermicularis Trin dan




Hypericum scabrum L.) (Baki, et al., 2018), optimasi ekstraksi limbah
teh hijau (Handayani, et al., 2014), ekstraksi senyawa aktif dari P. pellu-
cida (Mun'im, et al., 2017), dan lain-lain.

4.5 Aplikasi berbasis cairan ionik

Penggunaan metode IL-MAE dalam pengembangan metode
ekstraksi untuk mendapatkan senyawa hasil alam yang ditargetkan
secara optimum. Beberapa pertimbangan penting yang harus diper-
hatikan untuk mencapai kadar senyawa target yang optimal dalam
proses ekstraksi dari bahan alam ditunjukkan pada Gambar 4.2. Salah
satu faktor penting untuk dipikirkan dan difokuskan pada artikel
ulasan ini adalah pemilihan metode ekstraksi (terutama metode MAE).
Pemanfaatan metode MAE yang dikombinasikan dengan cairan ionik
sebagai pelarut hijau telah berhasil dan telah dilakukan sejak tahun
2007 (Du, et al, 2007), meskipun penggunaan cairan ionik sebagai
larutan telah diterapkan sejak tahun 2003 (Claudio, et al., 2013).
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Gambar 4.2 Faktor-faktor utama yang dipertimbangkan dalam proses ekstraksi

Metode IL-MAE memiliki keunggulamjibandingkan cara
konvensional lainnya, selain memberikan hasil yang lebih tinggi dan
waktu ekstraksi yang lebih singkat tetapi juga harus melihat sudut
pandang ekonomi dan dampak lingkungan sebagai pelarut hijau.

Misalnya, penelitian yang telah dilaporkan oleh Du, et al., 2007,




menjelaskan bahwa ekstraksi resveratrol menggunakan cairan ionik
lebih baik daripada menggunakan metode konvensional maupun
metode MAE dengan pelarut organik konvensional (metanol) (Du, et al.,
2007), serta pada tanaman lain seperti Jamu biji (Psidium guajava) dan
Smilax china (Du, et al., 2009). Sementara itu, untuk kelompok senyawa
targe@innya, senyawa yang juga berhasil diekstraksi seperti alkaloid
(Sun, et al., 2008; Lu, et al., 2008, Ma, et al., 2010; Bogdanov, et al.,
2013; Bogdanov, et al., 20 Bogdanov, et al., 2015; Liu, et al., 2011),
polifenol (Ahmad, et al., 2017; Sixt, et al., 2016), flavonoid (Zhang,
et al., 2015), minyak atsiri (Zhai, et.al., 2009), dan lainnya. Kondisi
optimum IL-MAE tergantung pada matriks sampel tanaman dan jenis
ILs yang dipilih, tetapi beberapa istilah yang menjadi parameter dalam
proses optimasi IL-MAE (Tabel 4.2) termasuk daya gelombang mikro,
konsentrasi cairan ionik, cairan-padat rasio, waktu ekstraksi, suhu, pH,
ukuran partikel matriks sampel, dan sebagainya.

Tabel 4.2 Penggunaan cairan ionik untuk mengekstraksi senyawa target
dari tumbuhan

Jenis Cairan Metode IL-MAE dan

Tumbuhan Senyawa Target . . K Referensi
lonik Kondisi Optimum
Polygonum Transresveratrol [BEMIM]Br 2.5 M [BMIM]Br, tempe- (Du, et al.,
cuspidatum rature of 60°C, extraction 2007)
Sieb.etZucc. time of 10 minutes,

particle size of 0.3-0.4
mm, liguid-solid ratio of

20 mlfg
Micium verum Essential oils [BMIM][PF,] [BMIM][PF,], microwave (Zhai, et al.,
power of 440 W, tempe- 2009)

rature of lﬁﬂﬁam'de
size <0,4 mm, liguid-solid
ratio of 20:1,5 (ml/g)




Jenis Cairan Metode IL-MAE dan
Tumbuhan Senyawa Target i . . Referensi
lonik Kondisi Optimum
Cuminum cymi- | Essential ails [EMIM][PF ] [BMIM][PF, ], microwave [Zhai, et al.,
num power of 440 W, tempe- 2009)
rature of 100°C, extrac-
tion time of 20 minutes,
ticle size <0,4 mm,
liguid-solid ratio of
20:1,5 (ml/g)
Cinnamomum Essential oils [BMIM]Br 0.5 M [BMIM]Br, micro- (Liu, et al.,
spp. Progntho-cya- wave power of 230 W, 2012)
nidins extraction time of 15
minutes, and liguid-solid
ration of 10 ml/g
Rosa sinensis Quercetin [OMIM]BF 2.5 M [OMIM]Br, tempe- (Liu, et al.,
Kaempferol rature of 70°C, extraction 2013)
e of 20 minutes, ond
liguid-solid ratio of 40
ml/g
Peperomia Total Polyphenolic | [BMIM]BF 0.79 mol/L[BMIM]BF4, (Ahmad, et
pellucida (L) content [BMIMICI, extraction time of 18.5 al., 2017)
Kunth. [BMIM]Br, minutes, liguid-solid ratio
[EMIM]BF of 10.72 ml/g, and micro-
wave power 270 Watts
Radix Puerariae | Isoflavone [BMIM]BF a. mol/L [BMIM]Br, (Liu, et al.,
microwawve power of 600 2013)
W, extraction time of 5
minutes, temperature
of B0 °C, and liquid-solid
ratio of 20 mlfg
Nelumbo nu- N-nornuciferine, [HMIM]Br 1M [HMIM]Br, mic- (Ma, et al.,
cifera O-narnuciferine, rowave power of 280 2010)

MNuciferine

W, extrmarr time of 2
minutes, liguid-solid ratio
of 30 ml/g




Jenis Cairan

Metode IL-MAE dan

Tumbuhan Senyawa Target . . . Referensi
lonik Kondisi Optimum 9
Nelumbo nuci- Phenolic atkaloid | [BMIM][BF,], | 1,5 M [EMIM][BF,] and (Lu, et al.,
fera Graertn. (Liensinine, Isa- [HMIM][BF,], | 1M [HMIM][BF ], mic- 2008)
liensinine, and rowave power of 280
Neferine) W, extraction time of
1.5 minutes, liguid-solid
ratio of 15 and 10 (ml/g),
respectively
Dysosma versi- | Podophyllotoxin [BMIM][BF,] 0.6 g/mL[BMIM][EF,], (Yuan, et al.,
pellis temperature of 50 °C, 2011)
extraction time of 10
minutes, liguid-solid ratio
of 10 ml/mg
Sinopodophyl- Podophyllotoxin [DEMIM][BF,] | 0.Bg/ml[DEMIM][BF,], (Yuan, et al.,
lum hexandrum temperature of 60 °C, 2011)
extraction time of 10
minutes, liguid-solid ratio
of 10 (ml/g)
Diphyleia Podophyllotoxin [AMIM][BF ] 0.4 mg/mL [AMIM][BF4], | (Yuan, etal,
sinensis temperature of 50 °C, 2011)
extraction time of 15 mi-
nutes, liguid-solid ration
of 10 (ml/mg)
Rosmarinus Carnasic acid [OMIM]Br 1M [OMIM]Br, micro- (Liu, et al.,
officinalis Rosmarinic acid wave power of 700 W, 2011)
extraction time of 15
minutes, liguid-solid ratio
of 12 (ml/g)
Schisandra Essential oils [C MIM]Br 0.25 M [C  ,MIM]Br, (Ma, et al.,
chinensis Lignamn presoaking for 4 hours, 2011; Cheng,
microwave power of 385 et al., 2015)

W, extraction time of 40
minutes, and liquid-solid
ratio of 12 ml/g




Jenis Cairan

Metode IL-MAE dan

Tumbuhan Senyawa Target i . . Referensi
lonik Kondisi Optimum
Myrica rubra Myricetin [EMIM][HSO,] | 2.0 M [EMIM][HSO,], (Du, et al.,
Quercetin temperature of 70°C, 2012)
extraction n‘naaf 10
minutes, and liguid-solid
ratio of 30 ml/g
Bauhinio chom- | Myrcetin [BMIM]BF 2.0M [BMIM]Br with 0.8 (X, et ol.,
pionii (Benth.) Quercetin mol/l HCl, temperature 2012)
Kaempferol of 70°C, extraction time
of 10 minutes, particle
size of <0,30 mm, and
liguid-solid ration of 30
ml/fg
Dryopteris Phloroglucinols [OMIM]Br 0.75 [OMIM]Br, tempera- (Li, et al.,
fragnans ture of 50°C, microwave 2012)
power of B0OOW, extrac-
n‘onam of 7 minutes,
and liguid-solid ratio of
12 mlfg
Lemon Peels Pektin [BMIM]BF 0.1 M [BMIM]Br, tempe- (Liu, et al.,
rature of 60°C, extraction 2012)
time minutes, and
liguid-solid ratic 20 ml/g
Cajanus cajan Glyeosida Flavo- [BMIM]BF 1.OM [BMIM]Br, tempe- (Wei, et al.,
noid rature of 60°C, extraction 2015)

Bve of 13 minutes, and
liguid-salid ratio of 20
ml/g
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P calliantha H. | Phenolic com- [BMIM]BF, 0.5 M [@%£Hl] BF,, mic- (Zhang, et al.,
Andr. pound rowave power of 700W, 2013)
temperature af 40°C,

extraction time of 15

minutes, and liguid-solid

ratio 20 ml/g
Scutellaria bai- | Flovanoid [OMIM]Br 1.0 M [OMIM)]Br, mic- (Zhang, et,
calensis Georgi rowave power of 400 al, 2015)

W, extraction time of 90

minutes, liguid-solid ratio

of 6mlfg
Gnetum gne- Transresveratrol [BMIM]Br 2.5 mol/l [BMIM)]Br, [Ayuningtyas,
maon microwave power of 90 et al, 2017)

W, extraction time of 10
minutes, liguid-solid ratio

of 15 ml/g
Rice bran (Ory- | Gamma-oryzanol | [BMIM]PF, 1M [BMIM]PF,, micro- (Trinovita, et
20 sativa) wave power of 270 W, al., 2017)

extraction time of 10
minutes, liquid-solid ratio
of 10 ml/g

4.6 Mekanisme Metode Ekstraksi Cairan ionik

Mekanisme metode IL-MAE pertama kali dilaporkan oleh
Du, et al., dengan mengukur kinetika ekstraksi konstituen polifenol
menggunakan cairan ionik sebagai pelarut hijau (Fan, et al., 2012).
Mekanisme ekstraksi dilakukan dengan menggunakan spektroskopi
inframerah Fourier-transform dan scanning electron microscopy (SEM),
dengan mengamati tingkat kerusakan permukaan sel matriks sampel.
Sebuah studi yang dilakukan oleh Du, et al., menunjukkan mekanisme
serupa untuk ekstraksi kuersetin dan kaempferol dari R. sinensis dan T.
sinensis menggunakan IL-MAE dengan [OMIM]Br dan [BMIM]Br (Fan,
et al., 2012). Ahmad, et al, 2017., menunjukkan bahwa permukaan
dan struktur dinding sel dari sampel P pellucida tampak hancur setelah

perlakuan ekstraksi IL-MAE dan maserasi seperti yang ditunjukkan




pada Gambar 4.3 (Ahmad, et al., 2017). Reaksi sinergis antara penyi-
naran gelombang mikro dengan penetrasi kombinasi pelarut cairan
ionik menyebabkan kerusakan pada permukaan dinding sel sehingga
konstituen metabolit sekunder yang terkandung dalam matriks sampel
dapat melewati celah sel yang rusak. Pengaruh faktor kondisi ekstraksi
menggunakan metode IL-MAE secara lebih rinci pada tingkat kert.ekan
dinding matriks sampel dijelaskan dalam beberapa literatur (Du, et al.,
2009; Xu, et al., 2012; Li, et al., 2012; Trinovita, et al., 2017; Ahmad, et
al., 2017).

Gambar 4.3 Hasil tangkapan gambar menggunakan Scanning Electron Micros-
copy (500 kali dan 10.000 kali) dari simplisia P. pellucida. Di mana (1) simplisia
sebelum ekstraksi, (2) setelah ekstraksi secara maserasi, dan (3) ekstraksi
secara IL-MAE. Sumber (Ahmad, et al., 2018)

Berdasarkan Gambar 4.3, analisis SEM mengilustrasikan
berdasarkan hasil penangkapan gambar pada tingkat kerusakan
dinding sel pada matriks sampel tumbuhan setelah proses ekstraksi
dengan berbagai pelarut. Diperlihatkan perbedaan perubahan permu-
kaan dinding sel pada sampel yang telah diekstraksi menggunakan
metode IL-MAE dibandingkan terhadap metode maserasi dan sampel
tanpa perlakuan, sedangkan rasio laju perubahan permukaan dinding
sel sampel tanpa perlakuan dan setelah ekstraksi maserasi tidak




berbeda nyata. Hasil analisis SEM berkorelasi dengan nilai rendemen
(kandungan polifenol total) yang dihasilkan oleh ekstraksi maserasi dan
ekstraksi IL-MAE (Ayuningtyas, et al., 2017). Gross, et al. telah mela-
porkan dan memaparkan alasan selulosa dapat larut dalam cairan ionik
(secara normal tidak dalam air), yang diasumsikan bahwa anion dari
cairan ionik dapat bereaksi dengan gugus hidroksi dari selulosa, dan
pengikatan kation ke rantai samping dan pengikat oksigen yang kuat
dalam kondisi pipih (Gross, et al., 2011). Payal, et al., juga berhipo-
tesis bahwa semua ikatan hidrogen intermolekul dalam media cairan
ionik jelas dihilangkan karena interaksi yang kuat dari ikatan hidrogen
antara cairan ionik dan bagian selulosa dari matriks sampel (Payal, et
al., 2012). Dengan demikian, dinding sel mudah rusak oleh cairan ionik
selama ekstraksi panas. Untuk alasan ini, ekstraksi termal atau metode
ekstraksi cairan ionik nonkonvensional lainnya memakan waktu lebih
sedikit daripada metode ekstraksi pelarut organik konvensional. Oleh
karena itu, pelarut cair ionik dapat digunakan sebagai alternatif atau
pelarut hijau yang terus dikembangkan untuk ekstraksi bahan aktif
pada tanaman obat dengan menggunakan metode ekstraksi nonkon-
vensional.
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BABV

EKSTRAKSI POLIFENOL DARI
HERBA SURUHAN MENGGUNAKAN
CAIRAN IONIK

5.1 Latar Belakang

Suruhan (Peperomia pellucida (L.) Kunth atau di@at P. peliu-
cida) merupakan herba dari keluarga Piperaceae yang dapat dengan
mudah ditemukan di tempat yang terlindung seperti di bawah tembok,
di tanah pinggir jalan, dan di bawah pohon. Herba ini digunakan secara
tradisional untuk pengobataakit kepala, sakit perut, hipertensi,
dan diabetes (Heyne 2007). Secara empiris digunakan sebagai obat
antihipertensi oleh masyarakat Esan di Edo State Nigeria (Mensah, et
al., 2009) dan masyarakat India, bahkan tercantum dalam Ayurvedic
Medicinal Plant (Majumder, et al., 2011a; 2011b). Berdasarkan pene-
litian yang dilakukan oleh Saputri dan kawan-kawan, ek metanol
herba suruhan memiliki aktivitas penghambatan ACE, yaitu dengan
nilai IC,, sebesar 7,17 pg/mL (Saputri, et al., 2015). Fraksi dan isolat
memiliki aktivitas penghambatan ACE dengan nilai IC_; masing-masing
yaitu 3,44 dan 7,22 ug/mL (Kurniawan, et al., 2016).

Herba suruhan (P pellucida) telah diketahui memiliki berbagai

jenis konstituen kimia yang bervariasi meliputi tanin, saponin, fenol,




steroid, terpenoid, asam amino, dan alkaw (Majumder, et al., 2011a;
Abere, et al., 2012; Gini dan Jothi 2013;new drugs have been disco-
vered, along with new applications. The present study was aimed at
investigating the phytochemical constituents of Peperomia pellucida
(P. Pellucida Verma, et al., 2014; Abere dan Okpalaonyagu 2015).
Bahkan sebagian besar senyawa metabolit sekunder telah berhasil
diisolasi misalnya senyawa pellucidin A (Verma, @f., 2014), senyawa
peperomins (Xu, et al., 2006), xanton patulosida A (Khan, et al., 2010),
senyawa dillapiole (Rojas-Martinez, et al., 2013), dan senyawa kromen
(Susilawati, et al., 2015), dan kuersetin (Kurniawan, et al., 2016).

Dalam kajian kandungan dan potensi senyawa aktif dalam
bahan alam, pemilihan pelarut dengan prinsip Green Chemistry terus
berkembang, dalam hal ini pelarut jonic liquids (ILs) atau cairan ionik
(Espino, et al., 2016). Cairan ionik memiliki fleksibilitas dari kombinasi
ion untuk menyesuaikan sifat fisikokimia senyawa target sehingga
sangat potensial digunakan sebagai pelarut untuk menggantikan
pelarut organik yang sifatnya mudah menguap, mudah terbakar, dan
toksik, sedangkan pelarut cairan ionik memiliki sifat sebaliknya (Jessop,
et al., 2012). Selain cairan ionik memiliki sifat fisikokimia yang spesifik
dapat meningkatkan atau menurunkan senyawa target yang terek-
straksi, dampak ekonomi dan lingkungan juga harus dipertimbangkan
dalam proses pemilihan pelarut terutama penggunaan cairan ionik
(Chemat dan Vian, 2014).

Pelarut cairan ionik pada umumnya banyak digunakan untuk
mengekstraksi senyawa golongen polifenol antara lain 1-butil-3-metilimi-
dazc@ﬂ klorida ([bmim]Cl), 1-butil-3-metilimidazolium bromida ([bmim]
Br), 1-butil-3-metil imidazolium tetrafluoroborat ([bmim]BF,), 1-butil-3-
metilimidazolium dihidrogen fosfat ([bmim][H,S0,]), 1-butil-3-metil imida-
zolium hidrosulfat ([bmim] [HSO,]), 1-etil-3-metilimidazolium bromida
([emim]Br), 1-heksil-3-metil imidwm ([hmim]Br), 1-oktil-3-metilimi-
dazolium bromida ([omim]Br) (Fu-You, et al., 2007; Fu-You, et al., 2009;
Jie-Ping, et al., 2012; Feng, et al., ZDWueqing, et al., 2014; Qing, et al.,,
2006; Zhijian, et al., 2016; Xin-Hong, et al., 2016; Fengli, et al,, 2017)
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5.2 Klasifikasi dan Morfologizrba Suruhan

Herba suruhan (Pe,oerom pellucida (L.) Kunth. atau disingkat
P. pellucida) memiliki klasifikasi sebagai berikut ini (Majumder, et al.,
2011; Anonim, 2015):
Kingdom : Plantae,
Subkingdom : Tracheobionta,
Superdivisi  : Spermatophyta,
Kelas Divisi  : Magnoliophyta,

Kelas : Magnoliopsida,

Subkelas : Magnoliidae,

Ordo : Piperales,

Famili : Piperaceae,

Genus : Peperomia,

Spesies : Peperomia pellucida (L.) Kunth.

(Sumber: koleksi pribadi)
Gambar 5.1 Herba Suruhan dari habitat alam

Herba Suruhan adalah tanaman yang biasanya tumbuh di

daerah yang lembap dan padat. Tanaman ini mudah ditemukan di
pekarangan, pekarangan, pinggir jalan, tepi parit, dan area basah atau
lembap lainnya. Tumbuhan ini merupakan tumbuhan annular karena




terus berbunga sepanjang tahu, daun gundul yang hijau muda %a
permukaan atas dan hijau putih pada permukaan bawahgsherdaging
tipis, berbentuk bulat telur atau oval, dengan luas + 1,5-4 cm, lebar
1-3,3 cm. Akar yang berserat, batang berwarna hijau tembus pucat,
tegak atau menaik, dengan tinggi + 15-45 cm (Hariana, 2006; et al.,
2011; Rahman, et. al, 2014; Abere dan Okpalaonyagu, 2015).

Herba suruhan memiliki nama daerah, seperti saladoan
(Sunda), sladanan, rangu-rangu, suruhan (Jawa), gofu goroho (Ternate),
tumpangan air (Sumatera, Jakarta) (Hariana, mﬁ). Selain itu, dikenal
juga dengan beberapa nama asing antara lain ulasiman bato (Filipina),
cao hu liao (Cina), bhui-amla (Bangladesh) (Rahman, Hossain, dan
Islam, 2014), coracaojinho atau lingua de sapo (Brazil), shiny bush atau
silver bush (Ingw (Arrigoni-Blank, et al., 2004).

Herba suruhan ebar luas di Amerika Selatan dan banyak
negara Asia dantumbuh sebagaigulmadi pinggir]alarmrtanian,tanah
lembap, dan daerah rindang di sekitar lwah pada ketinggian sekitar
400 mdpl (meter diatas permukaanlaut) yang biasanyamenggerombol.
Sebagian besar herba ini tumbuh di daerampis (Majumder, et al.,
2011; Rahman, et al., 2014). Herba suruhan secara luas terdistribusi di
banyak negara Asia Selatan dan Amerika (Arrigoni-Blank, et al., 2004).

5.3 Penggunaan secara Empiris

Studi etnobotani dan etnofarmaka tentang suruhan menya-
takan bahwa setiap bagian tumbuhan telah lama digunakan sebagai
tanaman obat. Secara empiris, digunakan oleh masyarakat Indonesia
untuk mengobati sakit kepala yang disertai demam, hasil perasan
daunnya digunakan untuk pengobatan sakit perut, asam urat, hiper-
tensi, dan diabetes (Heyne, 2007). Di Bolivia, seluruh bagian tanaman
ini digunakan untuk menghentikan pendarahan. Akarnya digunakan
untuk mengobati demam dan luka. Di timur laut Brazil, digunakan untuk
tekanan darah dan menurunkan kadar kolesterol serta digunakan dalam
kegiatan-kegiatan religius (de Albuquerque, et al., 2007). Di Guyana dan

Amazon, berfungsisebagai obat batuk, emolien, diuretik, dan digunakan




untuk pengobatan proteinuria (Nwokocha dan Owu, 2012). Di Filipina,
digunakan untuk menurunkan kadar asam urat dan gangguan ginjal
dalam bentuk dekokta. Pada berbagai daerah di Bangladesh, daun dari
tanaman ini digunakan sebagai pengobatan penyakit gangguan mental.
Di Amerika Selatan digunakan sebagai pengobatan inflamasi pada mata
(Majumder, et al., 2011).

5.4 Aplikasi Cairan lonik pada Proses Ekstraksi Polifenol

Proses ekstraksi dilakukan menggunakan metode kanvensional
dan nonkonvensional bertujuan untuk memperoleh metode ekstraksi
yang optimal agar dapat diperoleh ekstrak dengan kandungan metabolit
sekunder yang ditargetkan. Pada tahapan ini senyawa target adalah
senyawa yang memiliki aktivitas sebagai penghambat ACE. Berdasarkan
penelitian sebelumnya bahwa ekstrak/fraksi etil asetat memiliki akti-
vitas penghambat ACE pada IC, dengan rentang 3-7 ppm (Saputri, et
al., 2015; Fatimah, 2015; Kurniawan, et al., 2016) dan sebagai fraksi
dengan kandungan polifenol total yang tertinggi. Senyawa-senyawa
yang telah berhasil diisolasi pada umumnya merupakan golongan
polifenol sebagair@a yang telah dilaporkan oleh beberapa penelitian
sebelumnya oleh (Bayma, et al., 2000; Su, et al., 2006; RDMarﬁnez,
et al., 2013; Pappachen dan Chacko, 2013; Sangsuwon, et al., 2015;
Susilawati, et al., 2015; Kurniawan, et al., 2016). Inilah alasan pemi-
lihan metode ekstraksi untuk dapat mengekstraksi secara optimal serta
menerapkan konsep kimia hijau dengan mengaplikasikan pelarut ILs
sebagai pengganti pelarut konvensional.




Serbuk kering
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Proses ekstraksi (MAE)
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Gambar 4.1 Proses ekstraksi menggunakan lonic Liquid-based Micro-
wave-Assisted Extraction (ILMAE), pemisahan ekstrak dan ionic liquid, dan
kemungkinan recovery jonic liguid (Ahmad, et. al, 2017b).

Secara umum metode ekstraksi secara konvensional digu-
nakan sebagai pembanding dengan ekstraksi secara non-konvensional
menggunakan pelarut ILs dengan metode ILMAE. Sementara itu, untuk
proses ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 5.2 (Ahmad, et al., 2017b)
dengan yield (kadar polifenol total) sebagai parameter terhadap asam
galat yang dihitung berdasarkan nilai GAE.

5.5 Penentuan Kadar Polifenol Total

Kurva kalibrasi standar menggunakan metode microplate
reader yang disajikan pada Tabel 5.1 (Ahmad, Yanuar, Mulia, dan
Mun’'im, 2017c). Hasil analisis @gan regresi linier diperoleh pada
konsentrasgstandar asam galat berturut-turut, 12,5; 25; 50; 100; dan
200 ppm berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaporkan oleh
(Bobo-Garcia, et al., 2014).




Tabel 5.1 Hasil pengukuran absorbansi standar asam gallat
(Ahmad, et al., 2017c)

. Absorbansi Absorbansi rata-rata _
Konsentrasi (ppm) (750 nm) (750 nm) Standar Deviasi

0,112
12,5 0,118 0,116 0,004
0,119

0,205
25 0,212 0,209 0,003
0,210

0,415
50 0,405 0,405 0,009

0,396

0,874
100 0,832 0,843 0,027

0,823

1,559
200 1,531 1,57 0,045
1,619

Berdasarkan hasil analisis regresi linier yang juga diperoleh
secara otomatis dari instrumen analisis microplate reader 96 well
(VersaMax™ ELISA Microplate Reader), diperoleh persamY: 0.023
+ 7.812X dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0.999 (dapat dilihat
pada Gambar 5.3), di mana Y adalah yield (kadar polifenol total), dan
X adalah absorbansi standar atau sampel (Ahmad, Yanuar, Mulia, dan
Mun'im, 2017c). Persamaan tersebut digunakan untuk menghitung
kadar polifenol dari sampel dari berbagai jenis pelarut dan metode

ekstraksi yang digunakan.
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Gambar 5.3 Kurva baku dari hasil analisis regresi linier standar asam gallat
(Ahmad, et al., 2017c)

Berdasarkan hasil pengukuran absorbansi dari sampel baik

ekstrak yang diperoleh secara maserasi maupun secara ILMAE, dapat

diketahui bahwa terdapat perbedaan kadar polifenol total dari masing-

masing metode. Hasil pengukuran absorbansi dan hasil perhitungan
kadar polifenol total apat dilihat pada Tabel 5.2, di mana sebanyak 29
ekstrak dari masing-masing jenis pelarut ILs berdasarkan hasil desain

eksperimental menggunakan metode RSM.

Tabel 5.2 Hasil pengukuran absorbansi (750 nm) dan kadar polifenol total
(ug/g sampel) dari masing-masing sampel ekstrak
(Ahmad, et al., 2017a; 2017c; 2017d)

b

b

ABS GAE ABS GAE ABS GAE ABS GAE | ABS GAE
1537 | 16147 1 2,056 21,69 | 1,006 10,48 1,048 10,93 | 1492 | 1567

2 1,809 19,05 | 0,858 8,90 0,663 682 | 1286 | 1347

Ekstrak N-heksana 3 3,068 3248 | 1,498 15,73 1,312 13,75 | 0934 | 971
ABS GAE 4 2,266 2393 | 0,939 9,78 0,822 958 | 0995 | 1037
0,342 3,408 5 1,839 19,38 | 1,083 10,78 1,004 11,43 | 0805 | B34




ABS GAE ABS GAE ABS GAE ABS GAE | ABS GAE
6 2,795 | 2957 1,183 12,37 1,061 11,08 | 0618 | 635

Ekstrak Etil asetat 7 1,470 | 1544 | 0,822 8,52 0,541 553 | 0409 | 411
ABS GAE ] 1,136 | 11,87 | 0,637 6,55 0,672 692 | 1,029 | 1073
0,756 7,823 9 1,072 | 11,19 | 0467 4,74 0,857 820 | 0444 | 449
10 2620 | 2770 | 0,300 9,35 1,060 11,06 | 0951 | 990

11 2591 | 2739 | 0980 10,21 1,029 10,73 | 1,737 | 1829

12 1,074 | 11,22 | 0,807 8,36 0,983 10,24 | 1,026 | 1070

13 1634 | 1719 | 0475 4,82 1,280 13,41 | 0511 | 521

14 2853 | 3019 1,289 13,51 0,972 10,13 | 0931 | 968

15 2477 | 2618 1,008 10,50 0,955 994 | o708 | 730

16 3078 | 3259 | 0973 10,13 0,922 950 | 0871 | 9,04

17 2495 | 2637 1,067 11,13 1,118 11,68 | 0899 | 9,34

18 3100 | 32,82 1,288 13,49 1,017 10,54 | 089 | 935

19 1364 | 1431 | 0,687 7,08 1,348 14,13 | 0568 | 581

20 2341 | 2473 | 0,818 8,48 1,125 11,76 | 0940 | 9,78
21 2416 | 2553 | 0,765 7,91 0,986 10,28 | 1012 | 1055

22 2434 | 2572 | 0661 6,80 0,883 918 | 0793 | 821

23 238 | 2521 | 0961 1,01 0,834 865 | 0934 | 972
24 2,067 | 2180 1,226 1,83 1,017 10,60 | 09297 | 1039
25 3171 | 3358 | 0735 7,60 1,104 11,53 | 1,063 | 11,00
26 3121 | 3305 | 0580 5,95 0,866 839 | 1,046 | 1092

27 300 | 3276 | 0942 9,81 1,000 10,42 | 0845 | 877

28 2125 | 2242 1,287 13,48 0,581 606 | 0858 | B20

29 3006 | 31,82 1,007 11,46 0,558 572 | 0787 | &15

g

Keterangan: No. SPL adalah nomor urut standar sampel untuk ekstraksi secara

non konvensional; ABS adalah absorbansi rata-rata sampel uji (750 nm); GAE
adalah kadar polifenol total dalam bentuk gallic acid equivalen (ug/g).




Pada Tabel 5.2, hasil penentuan kadar polifenol total yang
diperoleh berbeda-beda berdasarkan jenis pelarut yang digunakan.
Kadar polifenol total dari metode ekstraksi secara non-konvensional
menggunakan beberapa faktor berturut-turut dimulai dari yang
tertinggi vaitu ekstrak [bmim] BF, dengan rentang 11,19-33,58 ug
GAE/g sampel, ekstrak [bmim]Br dengan rentang 4,74-15,73 ug GAE/g
sampel, ekstrak [bmim]Cl dengan rentang 4,11-15,67 ugGAE/g sampel,
dan ekstrak [emim]Br dengan rentang 5,53-13,75 ug GAE/g sampel,
sedangkan kadar polifenol total dari metode ekstraksi secara konven-
sional berturut-turut yaitu ekstrak etil asetat langsung sebesar 16,15
Mg GAE/g sampel, ekstrak etil asetat sebesar 7,82 ug GAE/g sampel,
dan ekstrak n-heksana sebesar 3,41 pug GAE/g sampel (Ahmad, et al.,
2017a; 2017c; 2017d). Berdasarkan hasil di atas, pelarut [bmim]BF,
sangat efisien digunakan sebagai pelarut dibandingkan dengan pelarut
ILs lainnya. Pelarut [bmim]BF, dua kali lebih tinggi kandungkan kadar
polifenol total dibandingkan dengan pelarut etil asetat (merupakan
pelarut yang banyak digunakan pada penelitian-penelitan sebelumnya
menggunakan tumbuhan ini) (Saputri, et al., 2015; Fatimah, 2015;
Kurniawan, et al., 2016).

5.6 Dasar Pemilihan Jenis Cairan lonik

Secara umum cairan ionik yang sering digunakan untuk meng-
ekstraksi terutama golongan polifenol sebagai target adalah menggu-
nakan kation 1-alkil-3-metilimidazolium daaanion Cl, Br, BF, dihidro-
gensulfat, dan beberapa yang lain (Fu-You, et al., 2007; Chunxia et al..
2011; Tien, et al., 2013; Yuefei, et al., 2014, Qing, et.al., 2015; Xiao et
al.. 2016; Xin-Hong, et al., 2016; Deng-lang, et al., 2016).
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Gambar 5.4 Kadar fenol total dari Suruhan dengan metode IL-MAE menggu-
nakan ILs yang berbeda (Ahmad, et al., 2017a; 2017¢; 2017d)

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.3 (Ahmad, et al, 20173;
2017c; 2017d), dapat diamati bahwa [bmim]BF, dapat mengekstraksi
metabolit sekunder dengan kadar fenol total tertinggi dibandingkan
dengan pelarut cairan ionik lainnya yang digunakan pada penelitian ini.
Hal ini kemungkinan disebabkan karena kemampuan ekstraksi sangat
terkait dengan hidrofobisitas dari cairan ionik yang digunakan. Secara
umum, peningkatan kemampuan menarik komponen kimia tertentu
dapat meningkat dengan peningkatan hidrofobisitas dari pelarut yang
digunakan (Chemat dan Vian 2014). Hidrofobisitas dari keempat cairan
ionik yang digunakan dalam penelitian ini yaitu berturut-turut [emim]
Br<[bmim]Br<[bmim]Cl <[bmim]BF, (Zhijian, et al., 2016). Selain itu, ke-
mampuan ikatan hidrogen dari cairan ionik juga menjadi faktor &l >76)
mempengaruhi ekstraksi dengan memperimbangkan anion (Claudio, et
al., 2014)agueous two-phase systems (ATPS.




5.7

5.7.1

Optimasi Metode Ekstraksi IL-MAE

Analisis Faktor Tunggal

Faktor-faktor yang digunakan pada penelitian ini, meliputi:

waktu ekstraksi, kekuatan microwave, konsentrasi cairan ionik, dan
rasio cair/padat yang dapat berpengaruh terhadap hasil ekstraksi. Oleh
karena itu, kita harus mengoptimalkan kondisi tersebut untuk menda-
patkan yield (kadar polifenol total) yang maksimal.

Yield (%))

Yield (%)
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Gambar 5.5 Pengaruh masing-masing faktor terhadap yield (kadar fenol total)
di mana masing-masing faktor melibatkan beberapa interaksi dengan faktor

lain. Sumber: (Ahmad, 2018)




Pengaruh waktu ekstraksi pada rentang (mulai dari 10-20
menit) telah dikaji untuk mencari waktu yang optimal dalam proses
ekstraksi. Berdasarkan Gambar 5.5A, waktu ekstraksi maksimal diper-
oleh pada ekstraksi selama 15 menit cukup untuk mengesktraksi meta-
bolit sekunder dengan kadar fenol tinggi sedangkan penurunan kadar
polifenol total terjadi setelah 15 menit. Hal ini berarti bahwa disolusi
dan difusi zat terlarut dari matriks tanaman terjadi kesetimbangan
konsentrasi komponen aktif dalam 15 menit (Sahin dan Samli, 2013)
ultrasound-assisted extraction (UAE.

Pengaruh kekuatan microwave (power) dalam rentang 10-50
%Watt. Pada Gambar 5.58, memperlihatkan bahwa semakin tinggi
power semakin tinggi nilai yield (kadar polifenol total) yang dihasilkan.
Berdasarkan fakta tersebut sebaiknya masih dinaikkan powernya,
tetapi hal ini tidak dilakukan karena terkendala pada kapasitas micro-
wave yang masih sederhana sehingga peneliti kesulitan bahkan tidak
bisa melakukan pengaturan suhu. Peningkatan suhu yang terlalu
tinggi dapat menyebabkan kerusakan matriks sampel dan juga dapat
menyebabkan perubahan struktur senyawa yang ditargetkan. Karena
pertimbangan suhu, kestabilan cairan ionik, dan kandungan metabolit
sekunder yang ditargetkan maka power yang digunakan yaitu 30 %Watt
yang cukup dianggap mampu mengekstraksi secara maksimal.

Pengaruh konsentrasi cairan ionik pada rentang 0,2-1,2 mol/L.
Gambar 5.5C, memperlihatkan bahwa konsentrasi pada kisaran 0,7
mol/L telah mampu mengekstraksi secara optimum. Pengaruh konsen-
trasi ILs terkait dengan tingkat kekentalan (viskositas) dari ILs sehingga
sulit berpenetrasi untuk merusak dinding sel. Selain itu, berperan
penting dalam mereduksi biaya operasional.

Rasio cair-padat (jumlah dalam g) serbuk kering berbanding
volume pelarut ekstraksi) merupakan faktor lain yang berpengaruh
terhadap proses ekstraksi. Penggunaan rasio cair-padat yang tinggi
kemungkinan dapat menyebabkan penggunaan pelarut cairan ionik
yang berlebihan, sedangkan jika rasio cair-padat yang rendah kemung-

kinan dapat menyebabkan proses ekstraksi tidak sempurna. Oleh




karena itu, penting untuk dilakukan optimasi rasio cair-padat. Untuk
tujuan tersebut, pengaruh rasio cair-padat pada rentang 10:1 — 14:1
mL/g pada yield (kadar fenol total) telah dilakukan. Pada Gambar 5.5D,
memperlihatkan bahwa ekstraksi secara maksimal terhadap yield
(kadar fenol total) diperoleh pada rasio cair-padat yaitu 12:1 mL/g.

5.7.2 Analisis Response Surface Methodology

Untuk mempelajari pengaruh timbal balik antara faktor-ator
yang digunakan pada penelitian ini, yang meliputi waktu ekstraksi,
kekuatan (power) microwave, konsentrasi ILls dan rasio cair-padat.
Perangkat lunak Design-Expert 10 di aplikasikan untuk memperoleh
kondisi optimum pada penelitian ini. Empat faktor dan tiga level dengan
pendekatan Box Benhken Design yang meliputi Kekuatan microwave
(10, 30, dan 50 %Watt), waktu ekstraksi (10, 15, dan 20 menit), kosen-
trasil ILs (0,2; 0,7; dan 1,2 mol/L), dan rasio cair-padat (10, 12, dan 14
mL/gram) yang dikembangkan menggunakan RSM. Proses ekstraksi
dilakukan berdasarkan masing-masing rancangan eksperimen yang
berbeda dan yield (kadar polifenol total) di tunjukkan pada Tabel 5.3
(Ahmad, et al., 2017d).

Tabel 5.3 Desain eksperimen berdasarkan rancangan RSM dengan Box-Behn-
ken Design terhadap yield (kadar polifenol total)

. . Kadar po-
Konsentrasi Rasio Kadar i
Waktu Power . . . . lifenol to-
Run i . Cairan lonik Padat-cair Polifenol total

(Menit) (%W) tal (pg/g)

(mol/L) (mi/g)  (ug/g) aktual o

prediksi
1 15 30 0,7 12 33,58 30,73
2 15 10 0,2 12 17,19 22,72
3 10 30 0,7 14 27,39 24,97
4 20 30 0,7 14 11,22 9,63
5 10 30 0,7 10 11,19 12,99
<] 15 50 0,7 14 21,80 22,64
7 15 30 0,2 10 19,38 19,37




LELETHLLE

ELT] Power Ko.nsentra.si Rasio . .Kadar lifenol to-
(Menit) (%W) Cairan lonik Padat-cair Polifenol total tal (ug/e)
(mol/L) (mL/g) (ng/g) aktual -
8 10 30 0,2 12 26,37 23,73
9 15 50 0,2 12 30,19 31,13
10 20 30 1,2 12 24,73 24,37
11 15 30 1,2 14 11,87 14,65
12 20 50 0,7 12 23,93 27,35
13 20 30 0,2 12 32,82 22,75
14 15 30 0,7 12 32,76 30,73
15 15 30 0,7 12 33,05 30,73
16 15 50 0,7 10 25,72 28,80
17 15 10 1,2 12 26,18 25,46
18 15 50 1,2 12 32,59 27,47
19 15 30 0,2 14 15,44 21,89
20 15 30 0,7 12 32,76 30,73
21 10 50 0,7 12 32,48 29,31
22 10 30 1,2 12 14,38 21,39
23 20 30 0,7 10 27,70 30,34
24 15 10 0,7 10 25,53 21,69
25 15 10 0,7 14 25,21 19,13
26 10 10 0,7 12 21,69 21,04
27 20 10 0,7 12 19,05 25,00
28 15 30 0,7 12 31,82 30,73
29 15 30 1,2 10 29,57 25,89

Data yang diperoleh kemudian dianalisis dengan regresi multi-

variat menggunakan program Design Expert 10. Model regresi dalam

bentuk faktor yang ditandai sebagai persamaan terhadap variabel

independen (yield) diperoleh di mana koefisien korelasi (R?) sebesar
0,82519, sebagai berikut (Ahmad, et al., 2017d): Y = 30,250 — 1,356X_
+ 2,655X, + 2,252X, — 0,565X, + 0,990X X, -8,172X X, — 3,439XX, -
4,178X*-3,210X,’ - 6,786X,” -7,290X ’X, + 5,575X X,” — 4,843X X, di




mana Y adalah yield ekstrak (kadar polifenol total), X adalah faktor A
(Waktu ekstraksi; menit), X, adalah faktor B (Kekuatan (Power) micro-
wave; % Watt), X, adalah faktor C (konsentrasi IL; mol/L), dan’X, adalah
faktor D (Rasio cair-padat; mL/g).

Tabel 5.4 Analisis varians untuk respon permukaan dengan regresi kuadratik
model (Ahmad, et al., 2017d)

Sumber Derajat bebas Jumlah kuadrat ronggt Nilai F | Nilai p Prob>F
(df) rata-rata
Model 13 1147,027 88,233 5,4554 0,001276
X 1 14,702 14,702 0,9080 0,35549
X, 1 84,587 84,587 5,230 0,03715
L8 1 40,561 40,561 2,5079 0,13413
X, 1 2,553 2,553 0,1579 0,69673
X X, 1 3,923 3,923 0,2425 0,62951
XX, 1 267,131 267,131 16,5166 0,00102
XX, 1 47,316 47,315 2,9256 0,10779
Xlz 1 117,441 117,441 7,26133 0,01663
ij 1 69,325 69,325 4,2863 0,05609
X2 ¥ 309,824 309,824 19,156 0,00054
Xf?(a 1 141,727 141,727 8,7629 0,00973
Xl)(:z 1 82,869 82,869 512376 0,03886
. 1 62,534 62,534 3,86642 0,06805
Residual 15 242,6025 16,1735
Lack of Fit 11 154,74 14,0673 0,64042 0,7477
Pure Error 4 87,8625 21,9656
Cor Total 28 1389,6292

Pada Tabel 5.4 memperlihatkan bahwa koefisien korelasi (R?)
yang diperoleh dari model perhitungan sebesar 0,82519 yang menun-
jukkan bahwa pada rndel dengan variabel tersebut memiliki korelasi
yang relatif baik, dan nilai F hitung dari lack of fit sebesar 0.64 menyi-
ratkan bahwa lack of fit tidak signifikan terhadap kesalahan murni. Nilai
signifikansi dari nilai F dari lack of fit sebesar 0,7477 (p> 0,05) tidak




signifikan atau sekitar di atas 74,77% rjadi karena faktor respons
permukaan yang digunakan. Nilai F Model sebesar 5,45 yang mengin-
dikasikan model signifikan, dan ya 0,13% probabilitas untuk nilai F
Model terjadi karena gangguan. Nilai Prob>F lebih kecil dari 0,05 yang
juga mengindikasikan bahwa model signifikan. Semua hasil analisis di
atas, menjelaskan bahwa model dapat diterima.
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) (b}
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Gambar 5.6 Plot respons permukaan secara 3 Dimensi memperihatkan pe-
ngaruh dari (a) waktu ekstrakgglan kekuatan microwave, (b) waktu ekstraksi
dan konsentrasi cairan ionik, (c) waktu ekstraksi dan rasio cair-padat, dan (d)
konsentrasi cairan ionik dan rasio cair/padat terhadap nilai Yield (kadar fenol

total) (Ahmad, 2018)

Pada Gambar 5.6 memperlihatkan respon permukaan secara
tiga dimensi untuk saling interaksi antara waktu ekstraksi, kekuatan
microwave, rasio cair/padat, dan konsentrasi ILs. Berdasarkan Tabel
5.5, kondisi optimum terbaik yang disarankan berdasarkan hasil analisis
menggunakan RSM dengan Box Behnken Design dengan program




Design Expert 10 adalah sebagai berikut: waktu ekstraksi adalah 18,6
menit, kekuatan microwave sebesar 26,47 %Watt, rasio cair-padat
sebanyak 10,72 mL/g, dan konsentrasi cairan ionik sebesar 0,79 mol/L.

Tabel 5.5 Sepuluh peringkat kondisi optimum yang disarankan berdasarkan

hasil analisis RSM dengan Box Behnken Design

Rank Waktu Power Konsentrasi ILs Rasio cair-padat Yield prediksi

(Menit)  (%Watt) (mol/L) (mL/g) (He/g)
1 18,6 26,5 0,8 10,7 30,31
2 10 50 0,7 12 30,08
3 14,7 22,4 0,73 11,6 29,25
4 19,5 36,9 0.9 11,1 28,89
5 10 30 0,7 14 28,25
6 11,8 32,8 0,9 12,5 26,38
7 18,3 25,2 0.4 12,5 25,33
8 20 30 1,2 12 23,03
9 12,9 31,2 0,7 10,1 21,37
10 14,1 13,8 0,2 10,5 18,91
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BAB VI

APLIKASI CAIRAN IONIK PADA
EKSTRAKSI GAMMA-ORYZANOL DARI
DEDAK PADI (Oryza sativa L.)

6.1 Latar Belakang

Padi (Oryza sativa L.) merupakan salah produk komoditi
pertanian terbesar di Indonesia. Produksi padi di Indonesia menempati
posisi ketiga setelah Cina da ia (Sabir, et.al., 2017). Produksi gabah
padi tahun 2015 meningka’tli”i1 juta ton (6,37%) dibandingkan tahun
2014 (Badan Pusat Statistik, 2016). Semakin besar produksi beras maka
semakin besar pula hasil sisa yang dihasilkan dari beras giling. Salah
satu produk samping dari hasil penggilingan ini adalah dedak padi
(Hapsari, et al., 2013).

Dedak padi merupakan salah satu sumber senyawa
gamma-oryzanol dengan konsentrasiantara 1,5 % sampai 3 % (Patel dan
Naik, 2004). Senyawa ini terdiri dari gabungan paling sedikit sepuluh
komponen alkohol triterpen dan ester asam ferulat. Gamma-oryzanol
terdiri dari empat komponen utama terdiri dari sikloartenil ferulat,
2,4-metilen sikloartenil ferulat, B-sitosterilferulat, dan kampesteril
ferulat (Makynen, et al., 2012).

g-Oryzanol berisifat nonpolar karena itu untuk memperolehnya




dari dedak pada dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut idopropanol
atau n-heksana. Pelarut ini mempunyai beberapa kelemahan antara
lain, mudah terbakar, tidak ramah lingkungan dan membutuhkan
ekstraksi lama. Trinovita melaporkan penggunaan ekstraksi cairan ionik
untuk memperoleh senyawa tersebut (Trinovita, 2019).

Endosperm

Aleurone layer — 1]
Seed coat
Palea — |
Penicarpal layers
rpal laye -
Sterde lemmas — = Rachis

Gambar 6.1 Anatomi buah padi (Esa et al, 2013)

Dedak adalah produk sampingan dari proses penggilingan biji-
bijian yang diperoleh dari lapisan luar gabah, yang terdiri dari perikarp,
testa, dan aleuron (Badan Standarisasi Nasional, 2013). Dedak terdiri
dari lapisan dalam bulir beras, yaitu bagian kecil dari endosperm dan
aleuron. Secara anatomi buah padi termasuk buah sejati tunggal kering
yang hanya mengandung satu biji (Tjitrosoepomo, 2003). Pada bagian
dalam kulit biji terdapat endosperm yang menutupi buah (mencakup
83% dari buah) dan mengandung pati dan protein. Lapisan terluar dari
endosperma adalah lapisan sel yang mengandung alueron, yang berisi
penyimpanan lipid dan protein. Lapisan aleuron mengelilingi endo-
sperma yang berisi pati dan embrio (Hidayat, 1995). Aleuron termasuk

salah satu bahan ergastik dan pemeriksaan mikroskopik aleuron terlihat




kristaloid serta globoloid (Katrin, et al., 2010).

Dalam proses penggilingan beras, sekam adalah 1628%,
dedak adalah 611%, dedak adalah 24%, dan endosperm sekitar 60%. Di
Indonesia, proses penggilingan menghasilkan dedak pada proses peng-
gilingan primer dan dedak pada proses penggilingan kedua (Astawan
dan Leomitro, 2009).

6.2 Kandungan Kimia Dedak Padi

Ekstrak dedak padi adalah sejenis minyak dan lemak yang
mengandung berbagai macam asam lemak dan senyawa biologis meli-
puti gamma-oryzanol, tokoferol, tokotrienol, fitosterol, polifenol, dan
skualen (Goffman, et al, 2003). Komposisi asam lemak dari ekstrak
dedak padi, seperti yang disajikan pada Tabel 6.1 di bawah ini.

Tabel 6.1 Komposisi Asam Lemak Dari Ekstrak Dedak Padi
(Parado, et al., 2006)
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Asam lemak Komposisi (%)
Asam miristat 0,21
Asam palmitat 16,4
Asam palmitoleat 0,13
Asam stearat 1,72
Asam oleat 42,4
Asam linoleat 36,4
Asam linolenat 0.8
Asam eikosanoat 0.6

6.3 Gamma-Oryzanol

Secara kimia gamma-oryzanol merupakan campuran alkohol
triterpene dan fitosterol dengan ester asam ferulat. Gamma-oryzanol
paling banyak terdapat di minyak dedak padi (Xu dan Godber, 1999).
Kandungan gamma-oryzanol yang diperoleh tergantung pada metode
ekstraksi, varietas padi, daerah tumbuhnya tanaman padi, dan musim
(Sakunpak, et al., 2014). Pada penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa empat komponen utama dalam gamma-oryzanol meliputi




2,4 metilensikloartenilferulat (34-44%), sikloartenilferulat (19-26%),
kamfesterilferulat (15-23 %) dan B-sitosterilferulat (7-17 %) (Goufo dan
Trindade, 2014). Komponen gamma-oryzanol memiliki aktivitas antiok-
sidan tertinggi adalah 24-metilen sikloartenil ferulat (Xu, et al., 2001).

6.4 Mekanisme Gastroprotektif Gamma-Oryzanol

Aktivitas gastroprotektif dikaitkan dengan penurunan indeks
ulkus lambung, penurunan keasaman lambung dan inflamasi yang
disebabkan adanya penghambatan NF-kB, penurunan sel neutrofil dan
reduksi ROS melalui sifat antioksidannya. Selain itu, terjadinya tukak
lambung juga ditandai dengan timbulnya inflamasi dengan pelepasan
mediator inflamasi yang diatur oleh NF-kB (Asmari, et al., 2016).
Kerusakan oksidatif lambung menyebabkan ketidakseimbangan faktor
agresif dan defensif pada lambung sehingga terjadi pendarahan gastrik
dan pembentukan lesi. Produksi ROS yang berlebihan merupakan
salah satu faktor patogen utama yang secara langsung mengakibatkan
kerusakan oksidatif, termasuk peroksidasi lipid, oksidasi protein, dan
kerusakan DNA yang akhirnya menyebabkan kematian sel (Jeon, et al.,
2014)

Menurut peneliian ~ sebelumnya melaporkan bahwa
gamma-wnol memiliki aktivitas biologi berspektrum luas. Gamma-
oryzanolmempunyaiaktivitas sebagai antioksidan yangdapat mencegah
kerusakan oksidatif karena adanya gugus hidroksi dan fenoksi dalam
struktur asam ferulatnya sehingga dapat menetralisir ROS (reactive
oxygen species) dengan menyumbangkan elektron (Juliano, et al.,
2005). Pembentukan radikal bebas dan ROS berperan penting dalam
timbulnya lesi lambung. ROS diproduksisecara bertahap dalam keadaan
fisiologis normal dan produksi ROS yang berlebih dapat dihambat oleh
mekanisme pertahanan sebagai antioksidan. Dalam kondisi patologis,
ROS diproduksi secara berlebihan, menyebabkan kerusakan oksidatif,
yang menyebabkan peroksidasi lipid. Ketidakseimbangan antara ROS
dan mekanisme pertahanan antioksidan menyebabkan modifikasi

oksidatif membran sel atau molekul intraseluler (Kanter, et al., 2005).




Stres oksidatif juga dapat menyebabkan terbentuknya peroksidasi lipid
dan dilaporkan pada penelitian sebelumnya bahwa gamma-oryzanol
dapat menekan peroksidasilipid pada tikus (Minatel, et al., 2016). Oleh
karena itu peran gamma-oryzanol sebagai antioksidan dapat menu-
runkan kerusakan mukosa lambung akibat etanol.

6.5 Penapisan Cairan lonik dan Garam untuk Ekstraksi
Gamma-Oryzanol

Dedak pada yang digunakan untuk bahan ekstraksi adalah
varietas padi IR 64. Padi jenis ini banyak ditanaman di daerah Jawa
barat. Selain itu jenis padi ini juga memperlihatkan peredaman radikal
tertinggi pada DPPH dengan IC  sebesar 350,64 ppm. g-oryzaol pada
padi diduga bertanggung jawab terhadap efek antioksidan dalam
menghambat stres oksidatif (Dede Sugiat, 2010).

Dalam upaya stabilisasi dedak padi untuk mencegah kete-
ngikan dilakukan dalam oven 110°C selama 15 menit sebelum ekstraksi.
Dedak padi mempunyai umur pendek karena kandungan asam lemak
bebas. Tujuan stabilisasi adalah untuk mencegah kerja enzim perok-
sidase (enzim lipase) yang menyebabkan padi mudah tengik akibat
terpapar udara dalam waktu lama (Thanonkaew, et al., 2012).

6.6 Optimasi Metode IL-MAE

Berdasarkan penelusuran literatur, belum ditemukan ekstraksi
dedak padi dengan metode IL-MAE sehingga perlu dilakukan optimasi
pada cairan ionik [BMIM]BF, dan [BMIM]PF, yang dapat menarik lebih
banyaksenyawa gamma-oryzanol. Halini juga dianalisis dengan bantuan
metode RSM untuk menentukan kondisi optimum Penambahan garam
kosmotropik merupakan salah satu cara menarik senyawa target lehih
banyak dari pelarut cairan ionik. NaNO,, KH,PO,, NaCl, dan NaH2PO4
merupakan beberapa jenis garam kosmotropik yang digunakan. Cairan
ionik merupakan garam chaotropic (pendestruksi air). Interaksi antara
garam kosmotropik dengan garam chaotropic akan menyebabkan terja-

dinya proses salting out. Proses salting out terjadi karena persaingan




antara garam dengan cairan ionik dalam mengikat air sehingga menye-
babkan tertariknya molekul air untuk berikatan Hal ini bertujuan untuk
memudahkan dalam proses penarikan Imbali senyawa target dari
cairan ionik dengan pelarut organik (Tan, et al., 2011). Pada penelitian
ini tidak dilakukan preoptimasi pada konsentrasi garam anorganik yang
digunakan.
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Gambar 6.2 Hasil PreOptimasi Garam Anorganik pada cairan ionik [BMIM]BF,
(Elsa, 2019)

Pada Gambar 6.2 menunjukkan hasil pre optimasi
garam anorganik cairan ionik [BMIM]BF, menunjukkan bahwa
NaNO,>KH,PO,>NaCl>NaH,PO,. Hal ini berarti bahwa penambahan
garam NaNQ, lebih efektif dibandingkan garam anorganik lainnya dalam
memberikan kadar gamma-oryzanol tertinggi sebesar 0,0208 mg/g.
Penambahan ion natrium meningkatkan viskositas sehingga menye-
babkan penurunan konduktivitas ion (Chaban dan Danreeva, 2016).
NaNO, yang ditambahkan pada cairan ionik [BMIM]BF, akan menga-
lami ionisasi di mana NO, akan berikatan BF, sehingga membentuk
sistem ATP (aqueous two phase) akan meningkatkan hidrofilisitas dan




meningkatkan kandungan senyawa target (Sampaio, et al, 2016).
Proses terbentuknya sistem aqueous biphasic system (ABS) atau sistem
dua fase, di mana garam yang ditambahkan akan menarik cairan ionik
sehingga dapat melepaskan ikatan dengan senyawa target dan memu-
dahkan penarikan dengan pelarut organiknya (Tan, et. al, 2011).

Pengaruh penambahan garam menyebabkan adanya gang-
guan ikatan hidrogen antarmolekul. Oleh karena itu, selanjutnya akan
melarutkan dinding sel dan melepaskan senyawa target. Menurut
penelitian sebelumnya bahwa penambahan garam anorganik pada
cairan ionik akan meningkatkan hasil ekstraksi, hal ini ditunjukkan
dengan peningkatan kadar senyawa syringin dan oleuropein dengan
penambahan garam litium pada cairan ionik [C_ MIM]Br dibandingkan
dengan penggunaan [C MIM]Br saja (Zhao et al., 2016).

Pada Gambar 6.3 menunjukkan hasil preoptimasi garam anor-
ganik cairan ionik [BMIM]PF, bahwa KH,PO,>NaNO,> NaCl>Na,CO,. Hal
ini dapat disimpulkan bahwa penambahan garam KH,PO, diperoleh
kadar gamma-oryzanol tertinggi sebesar 0,26 mg/g. Hal ini menun-
jukkan bahwa penambahan garam KH,PO, dapat meningkatkan kadar
gamma-oryzanol yang disebabkan oleh interaksi zat terlarut (ion garam
anorganik dan cairan ionik) dan pelarut. Beberapa teori salting out yang
paling umum melibatkan konsep garam pembentuk struktur (kosmo-
tropik), di mana ketika garam dilarutkan dalam cairan ionik terjadi
proses hidrasiion di manaion dikelilingi oleh lapisan molekul air, molekul
air bergerak sehingga perannya sebagai pelarut untuk molekul atau
ion lainnya berkurang. Penambahan garam anorganik ke cairan ionik
menjadi “kompetitif” satu sama lain untuk molekul pelarut. Persaingan
dimenangkan oleh ion anorganik karena ion anorganik memiliki afinitas
dan migrasi molekul pelarut yang kuat untuk melepaskan diri dari ion
cairan ionik dengan garam anorganik dengan mengurangi kekuatan
hidrasi ion sehingga menyebabkan fase cairan ionik akan terpisah.
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Gambar 6.3 Hasil Preoptimasi Garam Anorganik pada IL [BMIM]PF_
(Elsa, 2019)

Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa efek salting out
yang terkait dengan hidrasi daya ion yang berbeda dari garam anor-
ganik (Trindade, et al., 2007). Studi terbaru telah menunjukkan bahwa
baik interaksi ion makromolekul langsung atau interaksi dengan
molekul air di shell hidrasi pertama dari makromolekul yang mengatur
efek Hofmeister serta pemisahan fase dalam sistem ATP (aqueous two
phase) (Zhang dan Cremer, 2006). Metode penambahan garam anor-
ganik dalam cairan ionik bertujuan untuk menarik senyawa target lebih
banyak, tetapi kekurangannya garam anorganik yang dibutuhkan lebih
banyak agar terjadi proses salting out dan kemungkinan masih ada
senyawa gamma-oryzanol yang tertinggal.

6.7 Kondisi Optimum IL [BMIM]BF4-MAE

Optimalisasi metode IL-MAE dilakukan oleh RSM, yang dapat
memperkirakan interaksi antara faktor dan proses parameter (para-
meter independen) pada hasil perolehan senyawa target (parameter




dependen) (Ahmad, et al., 2017). Analisis penetapan kadar gamma-ory-
zanol dilakukan dengan metode KCKT sesuai dengan prosedur yang
telah ditentukan sebelumnya yaitu panjang gelombang 327 nm dan
volume yang diinjeksikan adalah 20 plL. Kadar tertinggi gamma-oryd
zanol diperoleh sebesar 0,421 mg/g dengan kondisi ekstraksinya pada
konsentrasi cairan ionik [BMIM]BF4 0,7 M, perbandingan rasio sampel
/pelarut 1:15 (g/mL), waktu ekstraksi 10 menit dan daya MAE 10 %
(Tabel 4.6).
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Gambar 6.4 Kromatogram Percobaan Ekstraksi ke-1 IL [BMIM]BF4-MAE
(Elsa, 2019)

Pada Gambar 6.4 menunjukkan lima puncak gamma-oryzanol
mulai dari kiri yaitu silkloartenil ferulat, 2,4-metilen sikloartenil ferulat,
kamfesteril ferulat, 7-sitostenil ferulat, dan B sitosteril ferulat (Makynen,
et al., 2012). Berdasarkan penelusuran literatur belum ditemukannya
ekstraksi dengan menggunakan pelarut cairan ionik dengan metode
MAE. Menurut penelitian sebelumnya bahwa pelarut cairan ionik dapat
meningkatkan kelarutan senyawa target karena adanya multi interaksi
cairan ionik, terutama ionik dan ikatan hidrogen antara imidazolium
sebagai kation dengan senyawa target tersebut. Cairan ionik dapat
mengubah faktor disipasi larutan dan transfer energi dari gelombang
energi microwave terhadap sampel sehingga mempengaruhi efisiensi
ekstraksi dan kecepatan transfer energi sesuai pemanasan konduksi
ionik (Danerson, et al., 2002)




Pada percobaan ekstraksi ke-1 pada kondisi konsentrasi cairan
ionik [BMIM]BF, 0,7 M, perbandingan rasio sampel /pelarut 1:15 (g/
mL), waktu ekstraksi 10 menit dan daya MAE 10% menunjukkan
perolehan gamma-oryzanol sebesar 0,421 mg/g dedak padi. Namun,
pada percobaan ekstraksi ke-15 pada kondisi konsentrasi cairan ionik
[BMIM]BF, 0,7 M, perbandingan rasio sampel/pelarut 1:15 (g/mL),
waktu ekstraksi 15 menit dan daya MAE 50 % menunjukkan perolehan
gamma-oryzanol sebesar 0,420 mg/g dedak padi dan menunjukkan
hasil tidak terlalu signifikan dibandingkan percobaan ekstraksi ke-1.
Kondisi ekstraksi yang sama antara percobaan ekstraksi ke-1 dan ke-15
terlihat pada konsentrasi IL dan rasio sampel/pelarut. Namun, perbe-
daan waktu ekstraksi dan daya microwave yang digunakan kemung-
kinan berperan dalam perolehan gamma-oryzanol yang tidak terlalu
signifikan antar dua variasi perlakuan ekstraksi tersebut. Kombinasi
antara waktu ekstraksi dan daya microwave merupakan faktor-faktor
yang mempengaruhi satu sama lain. Semakin tinggi daya gelombang
mikro memberi hasil perolehan lebih tinggi. Kenaikan temperatur yang
terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan pada matriks sampel
dan juga dapat menyebabkan perubahan pada struktur senyawa yang
ditargetkan (Ahmad, et al.,, 2017). Dasar pertimbangan temperatur dan
kestabilan cairan ionik serta kandungan senyawa target, maka daya
gelombang sebesar 10 % pada waktu ekstraksi 15 menit dilihat cukup
mampu mengekstrak dedak padi dalam perolehan gamma-oryzanaol
secara maksimal.

Pelarut cairan ior@BMIM]BF" dengan anion BF,~ bersifat
hidrofilik dan mempunyai kewan yang baik dalam air (Xu, et al.,
2012). Oryzanol, di sisi lain, adalah senyawa yang tidak Iarut@lam
air, sehingga dapat meningkatkan interaksi antara keduanya. Hal ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa cairan ionik dapat digu-
nakan sebagai pelarut untuk ekstraksi produk alam karena adanya
gugus fungsi kimia yang melekat, yang dapat meningkatkan interaksi
antara analit dan pelarut (Ahmad, et al., 2017). Cairan ionik yang larut

air merupakan agen chaotropic sehingga dapat melemahkan efek




hidrofobik molekul senyawa yang ada di larutan, sehingga lebih mudah
larut dan dapat mengganggu ikatan hidrogen molekul air dan akan
menurunkan tegangan permukaan sehingga membran sel rusak (Tan,
et al., 2011). Hal ini menyebabkan pelarut menjadi lebih mudah berpe-
netrasi ke dalam sel untuk menarik senyawa gamma-oryzanol. Rantai
alkil kation juga mempengaruhi proses ekstraksi menggunakan pelarut
cairan ionik terhadap senyawa target, semakin panjang rantai alkil
kemampuan mengekstraksi dapat meningkat, terutama untuk senyawa
yang kelarutan di air tidak bagus atau hampir tidak terekstrak dengan
air (Xu, et al., 2015).

Cairan ionik dengan BF~ sebagai anion bersifat asam lemah
(Cui, et al., 2010). Menurut penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa
pelarut cairan ionik [BMIM]BF, dapat menghasilkan kandungan poli-
fenol tertinggi dibandingkan cairan ionik lainnya. Hal Ini mungkin dise-
babkan kemampuan ekstraksi yang sangat terkait dengan hidrofobisitas
cairan ionik (Tan, et al., 2016).

Pada penelitian tersebut dilakukan optimasi pada konsentrasi
pelarut [BMIM]BF, meliputi konsentrasi 0,4 M, 0,7 M dan 1 M. Hasil
yang diperoleh bahwa konsentrasi optimum pelarut [BMIM]BF adalah
0,7 M. Konsentrasi yang semakin tinggi berhubungan dengan viskositas
pelarut yang meningkat. Viskositas yang terlampau tinggi akan mempe-
ngaruhi transfer senyawa target dan menurunkan efisiensi ekstraksi
(Xu, et al., 2015). Efek konsentrasi cairan ionik terkait dengan tingkat
viskositasnya sehingga menyebabkan sulitnya menembus kerusakan
dinding sel dan juga berperan penting dalam mengurangi biaya opera-
sional (Ahmad, et al., 2017).

Rasio sampel/pelarut merupakan faktor lain yang mempenga-
ruhi proses ekstraksi. Besarnya rasio sampel/pelarut cairan ionik dapat
menyebabkan proses ekstraksi yang tidak efektif dan sedikitnya rasio
sampel/pelarut cairan ionik juga dapat menyebabkan proses ekstraksi
yangterjaditidak sempurna (Ahmad, et al., 2017). Rasio sampel/pelarut
diperoleh 15 g/mL menunjukkan kondisi optimum dalam melarutkan
simplisia dedak padi stabil dan ekstraksi maksimum untuk perolehan




gamma-aryzanol tertinggi. Volume pelarut yang digunakan untuk mela-
rutkan seluruh matriks padat selalu terendam dalam pelarut selama
yinaran gelombang mikro. Semakin banyak pelarut yang digunakan,
semakin banyak energi dan waktu yang dibutuhkan untuk memadatkan
larutan ekstraksi dan proses pemurnian (Tatke dan Jaiswal, 2011).
Pelarut harus cukup untuk merendam bahan selama proses ekstraksi
untuk memaksimalkan penarikan senyawa. Jumlah pelarut yang terlalu
banyak menyebabkan energi gelombang mikro tidak adekuat untuk
memanaskan pelarut. Hal tersebut membuat pelarut tidak cukup
panas untuk merusak dinding sel sehingga senyawa tidak dapat tertarik
seluruhnya oleh pelarut keluar dari sel dan senyawa tidak terekstrak
sempurna (Mandal, et al., 2007).

Waktu ekstraksi yang singkat dan daya gelombang mikro yang
tinggi dapat meningkatkan zat analit yang diperoleh (Camel, 2000).
Waktu ekstraksi 15 menit merupakan kondisi optimum dalam mempe-
ngaruhi hasil ekstraksi. Kombinasi output rendah atau sedang dengan
eksposur yang lebih lama akan menghasilkan hasil yang lebih baik.
Waktu esktraksi yang optimum pada penelitian ini adalah 15 menit.
Semakin lama waktu ekstraksi, semakin lama waktu radiasi gelombang
mikro, sehingga pelarut menyerap lebih banyak energi gelombang
mikro. Namun, jika waktu pemaparan terlalu lama, analit dapat terde-
gradasi saat terkena panas energi gelombang mikro (Mandal, et al.,
2006).

Memilih daya gelombang mikro yang tepat untuk menghindari
penumpukan panas yang ekstrim atau panas berlebih dapat merusak
bahan yang ditargetkan (Mandal, et al., 2007). Daya yang tinggi dapat
menyebabkan energi yang dipancarkan juga menjadi tinggi sehingga
suhu menjadi naik dan senyawa dapat terdegradasi oleh panas yang
dihasilkan. Pada penelitian ini menggunakan daya gelombang mikro
optimum sebesar 10%. Kemurnian ekstrak yang diperoleh pada daya
yang lebih tinggi menurun. Ini karena, akibat daya listrik, suhu naik dan
sel-sel lebih cepat rusak (Mandal, at. al., 2007).
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Gambar 6.5 Model Hubungan Respon Permukaan Tiga Dimensi IL [BMIM]
BF4-MAE (Elsa, 2019)

Area puncak menunjukkan kondisi optimumnya seperti yang
terlihat pada Gambar 6.5, di mana saat faktor aktual waktu ekstraksi
ditetapkan pada 15 menit dan daya microwave 10 % maka nilai respon
meningkat pada konsentrasi cairan ionik 0,7 M dan rasio sampel/
pelarut 15 g/mL. Nilai respons dapat menurun pada konsentrasi 0,4 M
dan 1 M serta rasio sampel/pelarut 10 g/mL dan 20 g/mL. Gambar 6.5
(B) menunjukkan hubungan respon permukaan tiga dimensinya antara
konsentrasi cairan ionik dan waku ekstraksi terhadap perolehan kadar
gamma-oryzanol. Respons meningkat pada konsentrasi cairan ionik
0,7 M dan mulai menurun pada konsentrasi 0,4 M dan 1 M. Gambar
6.5 (C) menunjukkan hubungan respons permukaan tiga dimensinya
antara konsentrasi cairan ionik dan daya microwave. Konsentrasi cairan
ionik juga memberikan pengaruh terhadap nilai kadar gamma-oryzanol




dengan menunjukkan kondisi optimum (ditunjukkan pada area panas
pada konsentrasi 0,7 M. Daya gelembang mikro tidak menunjukkan
adanya pengaruh terhadap peningkatan kadar gamma-oryzanol.

Permukaan respons tiga dimensi mempresentasikan garis-
garis yang menunjukkan nilai ekspektasi y dari nilai minimum ke
maksimum. Konsentrasi cairan ionik 0,7 M menunjukkan titik optimum.
Faktor aktual waktu ekstraksi 10 menit dan daya microwave 30 %
menunjukkan nilai respons yang meningkat pada konsentrasi 0,7 M
dan rasio sampel/pelarut 15 g/mL. Gambar 6.5 (B) menunjukkan model
permukaan tiga dimensi antara daya microwave dan konsentrasi cairan
ionik terhadap peningkatan nilai respon (kadar gamma-oryzanol). Daya
gelombang mikro 30 % dan konsentrasi cairan ionik 0,7 M menunjukkan
kondisi optimum pada titik tengah kelengkungan gambar. Gambar 6.5
(C) menunjukkan permukaan respons tiga dimensi antara hubungan
waktu ekstraksi dan konsentrasi cairan ionik. Semakin meningkatnya
waktu ekstraksi maka semakin meningkatnya nilai respon (kadar
gamma-oryzanol). Konsentrasi 0,7 M berada pada titik optimum dan
semakin menurun pada konsentrasi 1 M.

6.8 Kondisi Optimum Cairan lonik [BMIM]PF -MAE

Berdasarkan analisis ANOVA dengan RSM dalam menen-
tukan optimasi cairan ionik [BMIM]PF_-MAE disimpulkan bahwa nilai
F-hitung dan nilai p-hitung masing-masing, yaitu 1,46 dan 0,27. Hal ini
berarti bahwa model ini tidak signifikan dalam mempengaruhi opti-
malisasi perolehan gamma-oryzanol dalam ekstrak dedak padi stabil.
Gambar 5.6 menunjukkan kromatogram percobaan ekstraksi ke-5 yang
menunjukkan kadar gamma-oryzanol tertinggi dengan kondisi ekstraksi
optimum dengan konsentrasi 0,7 M, rasio sampel-pelarut 15 g/mL
dengan daya microwave sebesar 30% selama 10 menit dan diperoleh
kadar gamma-oryzanol sebesar 0,27 mg/g.
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Gambar 6.6 Kromatogram Percobaan Ekstraksi ke-5 IL[BMIM]PF&-MAE
(Elsa, 2019)

Pada optimasi dengan menggunakan pelarut cairan ionik
[BMIM]PF_diperoleh kadar gamma-oryzanollebih rendah dibandingkan
dengan penggunaan pelarut cairan ionic [BMIM]BF . Hal ini disebabkan
karena cairan ionik dengan anien PF~ mempunyai sifat hidrofobisitas
dan hanya sedikit yang larut dalam air sehingga efisiensi ekstrak yang
dihasilkan juga rendah (Xu, et al., 2012). Cairan ionik [BMIM]PF, digu-
nakan sebagai medium absorpsi gelombang mikro dari microwave dan
diaplikasikan terhadap minyak esensial dari buah kering lllicium verum
hook. F. dan Cuminum cyminum L. Hasil penelitian tersebut menun-
jukkan bahwa energi yang tidak bereaksi dengan senyawa dalam minyak
esensial, di mana komponen utama dalam minyak esensial tersebut 1-
metoksi-4-(1-propenil)-benzena dan p-alil-anisol yang mempunyai sifat
sedikit larut dalam air (Zhai, et al., 2009).
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BAB VII

APLIKASI CAIRAN IONIK PADA
EKSTRAKSI BRAZILIN DARI
KAYU SECANG

7.1 Latar Belakang

Secang (Caesalpinia sappan) merupakan tanaman obat tradi-
sisonal yang mudah tumbuh dan ditemukan di Indonesia. Tanaman
ini telah lama digunakan sebagai agen pewarna (Arsiningtyas, 2014),
untuk perawatan kulit (terutama di Pulau Sumbawa), dan kayunya
dimanfaatkan sebagai pewarna dalam Bir Pletok (minuman khas kota
Jakarta) (Batubara, et al., 2016), serta digunakan sebagai salah satu
bahan dalam jamu untuk pengobatan diabetes (Indariani, et al., 2014).

Penelitian kami sebelumnya meakukan penapisan terhadap
sepuluh tanaman obat tradisional yang diujikan aktivitas pengham-
batan DPP-IV. Ekstrak kayu secang memiliki aktivitas penghambatan
DPP-1V yang terbaik dibandingkan dengan ekstrak tanaman lainnya,
dan nilai aktivitas penghambatannya setara dengan sitagliptin.




Gambar 7.1 Simplisia kayu secang (kiri), Serbu kayu secang (kanan) (Erwi, 2019)

Kayu secang diketahui mengandung brazilin merupakan
senyawa utama. Uji penghambatan DPPIV oleh larutan standar brazilin
menunjukkan adanya aktivitas penghambatan yang signifikan. Brazilin
merupakan komponen utama dalam secang (Lioe, et al., 2012). Brazilin
merupakan senyawa alami yang aman dan memilikipatensi untuk
dikembangkan sebagai senyawa obat. Aktivitas brazilin yang telah
tervalidasi di antaranya adalah antioksidan, antibakteri, antiinflamasi,
antidiabetes, dan hepatoprotektor (Nirmal, at. al., 2015).

Kayu secang diketahui memiliki berbagai kandungan senyawa
kimia, antara lain fenolik, termasuk xanthon, kumarin, kalkon, flavon,
homoisoflavonoid, dan brazilin (Nirmal, et al., 2015). Dari kandungan
kimia tersebut yang paling dominan adalah brazilin, seperti disebutkan
sebelu . Senyawa ini yang memberikan warna merah pada kayu
secang. Pigmen ini memiliki warna merah cerah yang tajam pada pH
netral (pH = 6-7) dan berubah menjadi warna merah keunguan dengan
meningkatnya pH. Pada pH rendah (pH = 2-5), brasilin berwarna kuning
(Fardhyanti dan Riski, 2016).

7.2 Khasiat Kayu Secang

Kayu secang telah lama sebagai bahan makanan dan obat
tradisional. Penggunaannya dalam bahan makanan adalah sebagai
pewarna merah. Misalnya, minuman Bir Pletok. Penggunaan sebagai

obat tradisional, kayu secang juga dimanfaatkan untuk mengobati




tuberkulosis, diare, disentri, infeksi kulit, dan anemia (Nirmal, et al.,
2015). Efek antidiabetes kayu secang dilakukan oleh Pasaribu dan Basri
(2014). Pada pemberian ekstrak 30mg/kg BB tidak berbeda dengan
kontrol positif, menggunakan hewan coba.

OH

Gambar 7.2 Struktur kimia brazillin

Pada penelitian awal untuk pencarian pelarut ionik terbaik
untuk ekstraksi kayu secang digunakan tiga jenis pelarut hidrofilik yaitu
(BMIM)Br, (BMIM)BF,, (BMIM)BF . Dari ketiga pelarut ini dipilih memilih
jenis pelarut cairan ionik yang sesuai dan memiliki efisiensi yang lebih
baik dalam mengekstraksi senyawa aktif secang dalam hal sebagai
biomarker adalah brazilin. Pemilihan pelarut dilakukan secara kualitatif
dengan menggunakan standar brazilin 100 ppm (Erwi, et al., 2019).

Gambar 7.3 Hasil uji pelarutan brazilin dalam larutan cairan ionik (a) [BMIM)]
Br, (b) [BMIM]BF , (c) [BMIM]BF_(Erwi, 2019)




Penapisan awal dan sederhana dapat dilakukan secara visual
dengan melarutkan senyawa brazilin dalam pelarut cairan ionik. Warna
paling pekat menunjukkan bahwa pelarut tersebut dapat melarutkan
secara baik (Gambar 7.3). Selain itu dapat dilakukan dengan pene-
tapan kadar senyawa brazilin dalam larutan cairan ionik menggunakan
spektrofotometer. Warna standar brazilin pada pelarut (BMIM)Br
lebih pekat dibandingkan pelarut lainnya, hal ini menunjukkan bahwa
brazilin yang terlarut dalam [BMIM]Br lebih tinggi. Rantai alkil pada
kation pelarut cairan ionic diketahui berpengaruh terhadap polaritas
pelarut dan berpengaruh pada kemampuan ekstraksi suatu senyawa,
dengan perpanjangan rantai alkil, kkmampuan mengekstraksi senyawa
target nonpolar semakin meningkat (Xu, et al., 2015)

Bagian Kation dari pelarut cairan ionik (BMIM)Br, (BMIM)BF ,
(BMIM)BF, adalah 1-butil-3-metilimidazolium memiliki efek terhadap
ekstraksi brazilin. Hal tersebut terjadi karena terbentuknya ikatan
ion dan ikatan hidrogen antara kation imidazolium dengan brazilin.
Terbentuknya ikatan tersebut dapat meningkatkan kelarutan brazilin
pada pelarut (Xia, et al., 2017).

7.3 Penarikan Senyawa Target dari Pelarut Cairan lonik

Proses lanjutan setelah dilakukan ekstraksi cairan ionik,
adalah menarik senyawa-senyawa hasil ekstraksi dari cairan ionik
menggunakan metode partisi. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan dari
pelarut ioniknya dengan penambahan pelarut organik. Syarat pelarut
harus tidak bercampur dengan cairan ionik dan harus memiliki pola-
ritas mendekati polaritas senyawa target. Brazilin merupakan senyawa
target yang bersifat hidrofobik, dengan demikian akan lebih mudah
larut dalam pelarut organik hidrofilik.

Pelarut cairan ionik memiliki sifat tidak mudah menguap,
dengan demikian diperlukan pelarut organik untuk menarik senyawa
target yang mudah menguap, agar mempermudah proses recovery.
Pelarut tersebut antara lain: diklorometana, kloroform, n-butanol,

isoamil alkohol, dietil eter, petroleum eter, etil asetat, dan n-heksana




(Mai, at. al., 2014). Etil asetat dipilih untuk memisahkan pelarut cairan
ionik memiliki polaritas mendekati polaritas senyawa target sehingga
diharapkan memiliki efisiensi yang paling tinggi dibandingkan pelarut
organik lainnya untuk mengekstraksi kembali senyawa fenolik. Etil asetat
dapat berinteraksi melalui ikatan hidrogen dengan senyawa fenolik dan
molekul air sehingga senyawa target akan tertarik kedalam fase pelarut
organik dibandingkan cairanionik (Tan,et al., 2016). Penarikan senyawa
target dari cairan menggunakan etil asetat.

Gambar 7.4 Penarikan senyawa target ekstrak kayu secang dari cairan ionik
menggunakan etil asetat (Erwi, 2019)

Salah satu metode untuk meningkatkan efesiensi penarikan
senyawa target dari cairan ionik adalah dengan penambahan garam.
Interaksi antara cairan ionik dan garam akan terjadi proses salting out.
Proses salting out terjadi karena persaingan antara garam dengan ionic
liguid untuk mengikat air. Garam yang ditambahkan menyebabkan
tertariknya molekul air untuk berikatan. Selain itu, juga membantu
mengendapkan senyawa lain yang tidak diinginkan. Dengan demikian
proses pemisahan lebih mudah dan akan diperoleh kandungan senyawa
lebih tinggi pada hasil akhir (Tan, et al., 2012). Kandungan brazilin pada




ekstrak ditetapkan kadarnya menggunakan metode KLT densitometri.
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Gambar 7.5 Densitogram Spektrum standar brazilin (a), sampel (0,1 M K H-
PO,) (b), dan sampel tanpa penambahan garam (c)

Hasil optimasi penarikan brazilin dari cairan ionik diperoleh
bahwa 0,1 M KHPO, merupakan garam terbaik berasarkan kadar
senyawa pada pengujian densitometri. Penambahan garam menye-
babkan adanya gangguan ikatan hidrogen antar molekul. Keberhasilan
dari partisi juga dapat dilihat dari rendemen ekstrak. Gambar di bawah
ini memperlihatkan efek penambahan berbagai jenis garam terhadap
kadar brazilin dalam ekstrak.
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Gambar 7.6 Pengaruh penambahan beberapa jenis garam pada beberapa
konsentrasi terhadap konsentrasi brazilin (Erwi, 2019)

7.4 Optimasi Ekstraksi

Proses selanjutnya setelah diperoleh jenis pelarut cairan ionik
yang terbaik dan garam untuk salting out adalah optimasi kondisi
ekstraksi. Untuk mempermudah optimasi dapat digunakan berbagai
software, salah satunya adalah RSM (Response surface methodology).
Proses ekstrak juga umumnya lebih berhasil dengan penambahan salat
bantu, seperti microwave-assisted extraction (MAE). Parameter kondisi
ekstraksi yang sering diteliti adalah rasio solid/liquid, konsentrasi cairan
ionik, waktu ekstraksi, dan power gelombang mikro.

Kadar brazilin yang lebih besar pada ekstraksi dengan meng-
gunakan metode IL-MAE dapat disebabkan karena cairan ionik dapat
meningkatkan kelarutan senyawa target karena adanya multi interaksi
cairan ionik, terutama ionik dan ikatan hidrogen antara imidazolium
sebagai kation dengan senyawa target tersebut. Cairan ionik dapat
mengubah faktor dispersi larutan dan transfer energi dari gelombang
energi microwave terhadap sampel sehingga mempengaruhi efisiensi
ekstraksi dan kecepatan transfer energi sesuai pemanasan konduksi
ionik (Danerson, et al., 2002).




Tabel 7.1 Desain Eksperimental menggunakan RSM dengan

Box Behnken Design

Variabel Kondisi Ekstraksi Respons
Konsentrasi Rasio solid/ Waktu Rendemen  Kadar Aktivitas
[BMIM]Br liquid Ekstraksi Brazilin Inhibisi
mol/L g/mL menit % Mg/g %
1 1,0 1:10 9 0,59 848,64 95,9
2 1,5 1:10 7 0,29 889,77 94,55
3 1,0 1:15 7 0.8 809,37 95,08
4 0,5 1:10 7 0,1 866,52 92,8
5 1,5 1:20 7 0.3 805,28 93,56
6 1,0 1:15 7 0,3 810,8 95,9
7 1,0 1:15 7 0,29 814,11 96,24
8 1,0 1:10 5 0,59 944,79 96,47
9 1,0 1:15 7 0.3 817.27 95,99
10 1,0 1:20 5 0,7 906,37 95,73
11 0,5 1:20 7 0,1 814,14 95,79
12 1,5 1:15 9 0,59 809,84 96,34
13 0,5 1:15 5 0.8 047,46 97,16
14 1,0 1:20 9 0.9 948,12 98,75
15 1,5 1:15 5 01 807,56 93,83
16 1,0 1:15 7 0,29 825,22 96,57
17 0,5 1:15 9 0,79 893,33 96,11

Cairan ionik dapat digunakan sebagai pelarut dalam proses

ekstraksi bahan alam karena karakteristik cairan ionik yang mempunyai
gugus kimia fungsional yang unik sehingga dapat meningkatkan inter-
aksi antara analit dan pelarut (Ahmad, et al., 2017). Cairan ionik yang
larut air merupakan agen chaotropic sehingga dapat melemahkan efek
hidrofobik molekul senyawa yang ada di larutan sehingga lebih mudah
larut dan dapat mengganggu ikatan hidrogen molekul air dan akan
menurunkan tegangan permukaan sehingga membran sel rusak (Tan,
et al., 2011). Hal ini menyebabkan pelarut menjadi lebih mudah berpe-
netrasi ke dalam sel untuk menarik senyawa brazilin. Rantai alkil kation
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juga mempengaruhi proses ekstraksi menggunakan pelarut cairan ionik
terhadap senyawa target, semakin panjang rantai alkil kemampuan
mengekstraksi dapat meningkat, terutama untuk senyawa yang kela-
rutan di air tidak bagus atau hampir tidak terekstrak dengan air (Xu, et
al., 2015).

Hasil optimasi dari kondisi ekstraksi cairan ionic-MAE memper-
lihatkan efek rasio makin besar jumlah pelarut makin tinggi jumlah
senyawa tertarik. Demikian juga waktu ekstraksi makin lama jumlah
brazilin makin tinggi, harus diingat brazilin tidak stabil terhadap cahaya
dan panas. Kondisi optimum untuk ekstraksi brazilin dengan menggu-
nakan metode IL-MAE adalah pada konsentrasi cairan ionik (BMIM)Br 1
mol/L, rasio solid liquid 1:20 (g/mL), dan waktu ekstraksi 9 menit.

Hasil respons rendemen ekstrak dengan metode ekstraksi
IL-MAE berkisar antara 0,1-0,9%, sedangkan rendemen h@kstraksi
denganmetode konvensional sebesar18,29-21,7% (Nirmal, etal., 2015).
Perbedaan hasil rendemen antara metode ekstraksi konvensional dan
metode ekstraksi IL-MAE disebabkan karena penarikan senyawa target
yang belum optimal pada ekstraksi I.-MAE dan dimungkinkan masih
ada senyawa yang tertinggal dalam pelarut cairan ionik.

7.5 Aktivitas Penghambatan Enzim DPP-IV

Kayu secang sudah dikenal memiliki aktivitas antidiabetes.
Pada penelitian kami sebelumnya ekstrak kayu secang juga memper-
lihatkan efek penghambatan DPP-IV paling kuat dibandingkan ekstrak
tanaman lain yang biasa digunakan untuk mengontrol kadar gula darah
(Erwi, et al., 2019). Hasil pengujian ekstrak IL-MAE kayu secang untuk
penghambatan DPP-IV dapat dilihat pada Tabel 7.1. Dari data ini setelah
dianalisis tidak terdapat hubungan kuat antar respons. Artinya, dapat
pada penelitian ini tidak ada hubungan antar rendemen, kadar brazilin,
dan aktivitas penghambatan DPP-IV.




Tabel 7.1 Hasil uji persentase penghambatan enzim DPP-1V dan nilai IC,,
(Erwi, et al., 2019)

Konsentrasi  Persentase penghambatan

Inhibitor ) Nilai IC__ (ug/mL)
() (%) *

Sitaglipin 100 90,09
80 74,51
40 60,21

9,37
20 48,29
10 44,25
5 40,36
Brazilin Standar 100 84,55
50 67,68
25 65,23

11,7
12,5 50,32
6,25 44,45
3,25 26,18
Sampel 100 93,14
50 72,44
25 52,84

16,35
12,5 34,59
6,25 30,77
3,25 25,46
Sampel (hasil 100 83,26
eliminasi tanin) 50 70,05
25 51,70

22,15
12,5 29,56
6,25 24,54
3,25 12,22




@ﬂar Pustaka

Ahmad |, Arifianti AE, Sakti AS, Saputri FC, Mun’im A. Simultaneous
natural deep eutectic solvent-based compounds of cinnamon Bark
ans sappan wood as a dipeptidyl peptidase IV inhibitor. Molecules,
2020a; 25(17): 3832-43.

Ahmadl|, Elya B, Ismail YI, Noviani A, Kuncoro H, Maryono M, Ambarwati
NSS. Design of ionic liquid-based microwave-assisted extraction of
flavonoids from Cyclea barbata Miers. and its lipoxygenase inhibi-
tory activity. ) Appl Pharm Sci, 2020b; 10(4): 1-7.

Ahmad, |., Setyaningsih, E.P, Arifianti, A.E., Saputri F.C., Mun’im, A.
Optimization of ionic liquid-based microwave-assisted extraction
on brazilin levels from sappan wood and its dipeptidyl peptidase IV
inhibition activity. ] Appl Pharmaceutic Scie, 2021; 11(07):072-079

Ahmad |, Yanuar A, Mulia K, Mun’im A. lonic liquid-based micro-
wave-assisted extraction: fast and green extraction method of
secondary metabolites on medicinal plant. Pharmacogn Rev, 2018;
12(23):20-6.

Ahmad |, Yanuar A, Mulia K, Mun’im A. Optimization of ionic liquid-
based microwave-assisted extraction of polyphenalic content from
Peperomia pellucida (L) Kunth using response surface methodo-
logy. Asiaﬁac ) Trop Biomed, 2017; 7(7):660-5.

Anderson L, Ding J, Welton T, Armstrong DW. Characterizing ionic
liquids on the basis of multiple solvation interactions. J Am Chem
Soc, 2002; 26:14247-54.

Ayuningtyas |, Rahmawati M, Mun’im A. Optimization of ionic liquid-
based microwave assisted extraction to obtain transresveratrol
from Gnetum gnemon. ) Young Pharm, 2017; 9(4):457-62.

%ami S, Geetha B, Sharma SV, Rajan S. Microwave-assisted rapid

extraction of red dye from Caesalpinia sappan heartwood. Nat
Prod Res, 2014; 21:37-41.




Ballard TS, Mallikarjunan P, Zhou K, Keefe SO. Microwave- assisted
extraction of phenolic antioxidant compounds from peanut skins.
Food Chem, 2010; 120(4):1185-92.

Chen F, Hou K, Li S, Zu Y, Yang L. Extraction and chromatographic
determination of shikimic acid in Chinese conifer needles with
1-benzyl-3-methylimidazolium bromide ionic liquid aqueous solu-
tions. J Anal Methods Chem, 2014; 2014.256473.

Chen F, Zhang Q, MoK, Fei S, Gu H, Yang L. Optimization of ionic liquid-
based homogenate extraction of orientin and vitexin from the
flowers of Trollius chinensis and its application ona pilot scale. Sep
Purif Techno 17; 175:147-57.

DuF, Xiao X, Li G. Application of ionic liquids in the microwave- assisted
extraction of transresveratrol from Rhizma Palygoni Cuspidati. )
Chromatogr A, 2007; 1140:56-62.

Du F, Xiao X, Luo X, Li G. Application of ionic liquids in the micro-
wave-assisted extraction of polyphenoclic compounds from medi-
cinal plants. Talanta, 2009; 78:1177-84.

Erwi Putri Setyaningsih, 2019. Aplikasi Metode Ekstraksi lonic liquid
- MAE untuk Meningkatkan Kadar Brazilin dari Kayu Secang
(Caesalpinia sappan Linn) dan Uji Efektivitas Antidiabetes Melalui
Mekanisme Penghambatan DPP-IV. Thesis Magister Herbal,

Fakultas Farmasi, Universitas Indonesia.

Espino M, de los Angeles Fernandez M, Gomes FIV, Silva MF. Natural
designer solvents for greening analytical chemistry. TrAC Trends
Anal Chem, 2016; 76:126-36.

Fadhila M, Mun’im A, Jufri M. lonic liquid-based microwave- assisted
extraction (I-MAE) of oxyresveratrol from Morus alba roots. ) Appl
Pharm Sci, 2018; 8(6):8-13.

Kim BR, Kim HY, Choi I, Kim JB, Han AR. DPP-IV inhibitory potential of
flavonol glycosides isolated from the seeds of lens culinaris: in vitro
and molecular docking analyses. Molecules, 2018; 23(8):1998.




Liu X, Huang X, Wang Y, Huang S, Lin X. Design and performance evalua-
tion of ionic liquid-based microwave-assisted simultaneous extrac-
tion of kaempferol and quercetin from Chinese medicinal plants.
Anal Methods, 2013; 5(10):2591-601.

Mai NL, Ahn K, Koo YM. Methods for recovery of ionic liquids-a review.
Process Biochem, 2014; 49(5):872-81.

Nirmal NP, Rajput MS, Prasad RGSV, Ahmad M. Brazilin from Caesalpinia
sappan heartwood and its pharmacological activities: a review.
Asian Pac ] Trop Med, 2015; 8(6):421-30.

Putri AM, Putri NB, Rachmaday R, Dilalah |, Murwanti R, Meiyanto
E. Secang heartwood ethanolic extract (Caesalpinia sappan L.)
inhibits mesenchymal stem cells senescence. Indones J Cancer
Chemoprev, 2017; 8(3):119-26.

Settharaksa S, Mantan C, Pathompak P, Madaka F. HPLC method vali-
dation for determination of brazilin in Caesalpinia sappan L. heart-
wood extract. Thai J Pharm Seci, 2017; 41:141-4.

Setyaningsih EP, Saputri FC, Mun'im A. The antidiabetic effectivity of
Indonesian plant extracts via DPP-IV inhibitory mechanism. ) Young
Pharm, 2019; 11(2):161-4.

Svinyarov|, Keremedchieva R, Bogdanov M. lonic liquid- supported solid-
liquid extraction of bioactive alkaloids IV. New HPLC method for
guantitative determination of galantamine in Leucojum aestivum
L. (Amaryllidaceae). J Sep Sci Tech, 2016; 15(15-16):2691-9.

TanZ, YiY, Wang H, Zhou W, Wang C, McPhee DJ. Extraction, preconcen-
tration andisolation of flavonoids from Apocynum venetum L. leaves
using ionic liquid-based ultrasonic-assisted extraction coupled with
an aqueous biphasic system. Molecules, 2016; 21(3):1-11.

Wei W, Fu YJ, Zu YG, Wang W, Luo M, Zhao CJ, Li CY, Zang L, Wei ZF. lonic
liquid-based microwave-assisted extraction for the determination
of flavonoid glycosides in pigeon pea leaves by high-performance
liquid chromatography-diode array detector with pentafluorop-
henyl column. J Sep Sci, 2012; 35(21):2875-83.




Xia Z,Li D, Li Q, Zhang ¥, Kang W. Simultaneous determination of brazilin
and protosappanin B in Caesalpinia sappan by ionic-liquid ispersive
liquid-phase microextraction method combined with HPLC. Chem
Central J,2017; 11(114):1-11.

Xu W, Chu K, Li H, Zhang Y, Zheng H, Chen R, Chen L. lonic liquid-based
microwave-assisted extraction of flavonoids from Bauhinia cham-
pionii (Benth.) Benth. Molecules,2012; 17(12):14323-35.

Zhang Q, Zhao S, Chen J, Zhang L. Application of ionic liquid-based
microwave-assisted extraction of flavonoids from Scutellaria
baicalensis Georgi. ] Chromatogr B, 2015; 1002:411-7




BAB VIII

APLIKASI CAIRAN IONIK PADA
PROSES EKSTRAKSI RESVERATROL
DARI KULIT KACANG TANAH

8.1 Latar Belakang

Resveratrol (3,5,4-Trihidroksistilben) merupakan senyawa
polifenol alami dengan struktur dasar stilben yang terdiri dari dua cincin
fenolik terikat dengan ikatan rangkap stiren (Gambini, et, al., 2015).
Senyawa ini pertama kali ditemukan pada tahun 1940 dari akar Veratrum
grandiflorum O. Loes, kemudian pada tahun 1963 dari akar Polygonum
cuspidatum (Aggarwal, et al, 2004; Soleas, et al, 1997). Senyawa
tersebut menarik perhatian untuk diteliti karena memiliki manfaat
bagi kesehatan, di ant@#ya sebagai kardioprotektif, antioksidan, dan
anti-kanker (Aggarwal, et al., 2004; Belguendouz, et al., 1998; Jang, et
al., 1997). Selain itu, ditemukan pula pada buah-buahan, seperti beri
(Vaccinium spp.), anggur (Vitis vinifera), pinus (Pinus sylvestris), kacang
tanah (Argﬁs hypogaea), dan wine (Mark, et al., 2005; Pezzuto, 2008;
Rimando, et al., 2004; Soleas, et al., 1997; Tokusoglu, et al., 2005).

Kulit kacang tanah (A. hypogaea) diketahui mengandung
senyawa resveratrol, luteolin, eriodiktiol, dan E-dihidroksikromon
(Lopes, etal.,2011; Sales dan Resurreccion, 2014). Halinisejalan dengan




penelitian yang telah dilaporkan oleh (Hetta, et al, 2014), berhasil
mengekstraksi kulit kacang tanah menggunakan pelarut methanol dan
etil asetat dan mengandung resveratrol dengan kisaran 27-28%. Kulit
kacang tanah diketahui mengandung 40,5% selulosa, 26,4% lignin, dan
14,7% hemiselulosa (Bharthare, et al., 2014). Selulosa terdiri dari ikatan
B-(1->4) unit D glukosa dengan rantai panjang selulosa yang kaku serta
ikatan hidrogen intermolekul dan intramolekul yang kuat, dikemas
dalam bentuk mikrofibril (Jin, et al., 2007). Mikrofibril tersebut dilapisi
hemiselulosa dan lignin menjadikan aksesibilitas pelarut rendah (Zhang,
et al.,, 2010). Oleh karena itu, dilakukan pretreatment untuk membuat
struktur selulosa lebih mudah diakses oleh pelarut.

8.2 Morfologi, Habitat, dan Penyebaran Kacang Tanah

Kacang tanah (Gambar 8.1) adalah herba semusim dengan akar
lateral dan tunggang yang berkembang baik. Seiring dengan pertum-
buhan tanaman, batang cenderung berongga, silindris, dan berbulu.
Tinggi batang utama berkisar antara 12-35 cm. Kacang tanah memiliki
empat daun yang disebut empat daun. Bentuk daunn ncing, lonjong
agak runcing, lanset dengan daun berwarna hijau tua. Bunga terdiri dari
kelopak, mahkota, benang sari, dan putik. Mahkota bunga biasanya
berwarna oranye, tetapi bisa berwarna putih, kuning, dan berwarna bata.

Gambar 8.1 Morfologi Kacang Tanah. (A) Bagian daun, (B) polong (biji), dan
(C) bagian Bunga kacang tanah




Kacang tanah tumbuh pada daerah tropis, subtropis, serta
beriklim sedang dari lintang 40°S hingga 40°U dengan suhu rata-rata
tahunan 10,5-30°C dan curah hujan tahunan 500-600 mm. Sensitif
terhadap suhu dingin dan pertumbuhan berhenti pada suhu di bawah
15°C. Tumbuh subur pada tempat berpasir, gembur, terkena sinar
matahari, dan tanah padat pada kisaran pH 4,3-8,7 dengan pH optimum
5,5-6,5 (Tim, 2012). Pertama kali ditemukan di Peru dan keragaman
varietas spesies Arachis terdapat di Amerika Selatan (Gregory, et al.,
1980; Hammons, 1994). Tanaman ini telah dibudidayakan di dareah
tropis, subtropis, dan beriklim sedang (Stalker, 1997).

8.3 Khasiat Resveratrol

Resveratrol atau 3,5,4 -Trihidroksistilben (Gambar. 8.2) meru-
pakan senyawa polifenol alami denganstruktur dasarstilben yang terdiri
dari dua cincin fenolik terikat dengan ikatan rangkap stiren (Gambini, et
al., 2015). Senyawa ini pertama kali ditemukan pada tahun 1940 dari
akar Veratrum grandiflorum 0. Loes dan kemudian pada tahun 1963
dari akar Polygonum cuspidatum (Aggarwal, et al., 2004; Soleas, et al.,
1997). Senyawa tersebut disintesis oleh tanaman dari kondensasi satu
molekul p-coumary! CoA dan tiga molekul malonyl CoA dengan bantuan
enzim stilbene synthase (Soleas, et al., 1997).
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Gambar 8.2 Rumus Struktur resveratrol, (A) trans dan (B) cis-

Resveratrol diketahui memiliki aktivitas farmakologi, di antaranya
sebagai kardioprotektif dengan mengurangi LDL, antioksidan dengan
menginhibisi produksi reactive oxygen species (ROS), dan antikanker




dengan menginhibisi tiga tahap karsinogenesis (Aggarwal, et al, 2004;

Belguendouz, et al., 1998; Jang, et al., 1997). Aktivitas lainnya, seperti
antiamiloidogenik poten dapat digunakan untuk mengobati alzheimer,
hipoglikemik, antiaging, dan dikategorikan sebagai fitoestrogen dengan
struktur mirip dengan estrogen sintetis, dietilstilberol (Chi, et al., 2007; De
La Lastra dan Villegas, 2005; Gehm, et al., 1997; Marambaud, et ai., 2005).

8.4 Ekstraksi Resveratrol Menggunakan Cairan lonik

Ekstraksi serbuk kulit kacang tanah dilakukan dengan metode
Microwave-Assisted Extraction (MAE). Pada metode ini, radiasi micro-
wave berpenetrasi ke dalam matriks tumbuhan dan menghasilkan
panas karena berinteraksi dengan molekul polar, seperti air dalam
matriks. Penetrasi gelombang mikro bergantung pada konstanta dielek-
trik, kadar air, dan suhu (Takeuchi, et al., 2009). Air yang terkandung
dalam matriks bertanggung jawab dalam penyerapan gelombang mikro
sehingga menyebabkan pemanasan internal dan kerusakan struktur
sel. Hal tersebut menyebabkan difusi senyawa aktif keluar dari matriks
tumbuhan menuju pelarut (Chan, et al., 2011).

Sedangkan cairan ionik memiliki daya melarut tinggi dan
secara efisien dapat menyerap gelombang mikro lebih banyak diban-
dingkan pelarut organic (Morais, et al., 2017). Cairan ionik [bmim]
Br telah berhasil digunakan untuk ekstraksi resveratrol dari rimpang
Polygonum cuspidatum dan biji Gnetum gnemon (Ayuningtyas, et
al., 2017; Du, et al.,, 2007). Cairan ionik, yaitu [bmim]Br diaplikasikan
pada ekstraksi resveratrol dari kulit kacang tanah karena menghasilkan
persentase rendemen transresveratrol paling banyak dibandingkan
pelarut [bmim]Cl dan [bmim]BF, pada rimpang Polygonum cuspidatum
(Du, et al., 2007). Selain itu, [bmim]Br mampu melarutkan transres-
veratrol lebih baik karena adanya interaksi ion dan ikatan hidrogen
antara kation imidazolium dengan transresveratrol, serta adanya anion
Br- menyebabkan larutan menjadi sedikit lebih asam dibandingkan
anion Cl, sehingga mampu mengekstraksi transresveratrol lebih banyak
(Anderson, et al., 2002).




Setelah diekstraksi, filtrat yang diperoleh ditambahkan garam
untuk memisahkan senyawa aktif dari cairan ionik dengan prosessalting
out. Garam natrium karbonat digunakan untuk membantu mengen-
dapkan cairan ionik sehingga membuat resveratrol lebih mudah untuk
berpindah ke pelarut organik (Ayuningtyas, et al., 2017). Kemudian,
dipartisi dengan etil asetat karena dapat menarik resveratrol dari cairan
ionik (Tan, et al., 2016). Penambahan etil asetat diulangi sebanyak
empat kali dikarenakan masih adanya senyawa resveratrol pada partisi
ke-empat menggunakan KCKT seperti yang ditunjukkan pada Gambar
8.3. Hasil partisi etil asetat diuapkan menggunakan rotary vacuum
evaporator dengan suhu 50°C dan tekanan pompa 250 mbar hingga
diperoleh ekstrak pekat. Resveratrol bersifat sebagai antioksidan dan
berpotensi besar untuk mengalami oksidasi. Oleh karena itu, rotary
vacuum evaporator digunakan untuk menguapkan pelarut sekaligus
mengurangi paparan dengan bahan pengoksidasi, yaitu oksigen.
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Gambar 8.3 Hasil percobaan partisi etil asetat dengan KCKT. Partisi 1 (A); Par-
tisi 2 (B), Partisi 3 (C), dan Partisi 4 (D)




Selain itu, untuk memastikan ada atau tidaknya senyawa
resveratrol dalam larutan tersebut, larutan urea 10% hasil pretreatment
dipartisi dengan etil asetat. Etil asetat memiliki interaksi ikatan hidrogen
dengan resveratrol dan air sehingga dapat menarik resveratrol ke fase
etil asetat (Ayuningtyas, et al., 2017). Selanjutnya, larutan sampel diuji
menggunakan KCKT dan menunjukkan adanya puncak pada waktu
retensi yang sama dengan standar resveratrol. Kadar yang diperoleh
dari hasil pretreatment urea 10% sebesar 0,0186 pg/gram serbuk
sehingga larutan hasil pretreatment kemudian diekstraksi bersamaan
dengan cairanionik. Berdasarkan penelitian sebelumnya, sebagian dari
lignin dan hemiselulosa hilang oleh pretreatment urea (Li, et al., 2010).
Oleh karena itu, luas permukaan selulosa meningkat dan menjadi lebih
mudah untuk penetrasi pelarut dalam melarutkan senyawa aktif (Yao,
etal., 2018).
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Gambar 8.4 Grafik konsentrasi urea terhadap kadar resveratrol

Sebelum optimasi kondisi ekstraksi menggunakan RSM
dengan pretreatment urea, dilakukan orientasi terhadap lima konsen-
trasi urea yang kemudian diekstraksi dengan pelarut [BMIM]Br-MAE.
Dari lima konsentrasi tersebut, diuji secara kuantitatif menggunakan
KCKT terhadap kadar resveratrol dan dipilih satu yang kemudian akan




dioptimasi dengan RSM. Hasil kadar resveratrol dari ke-5 konsentrasi
tersebut, ditunjukkan pada Gambar 8.4.

Tabel 8.1 Hasil kadar resveratrol pada tiap run sampel

Kadar
Konsentrasi Rasio Waktu
Run Resveratrol
[bmim]Br  pelarut:sampel Ekstraksi
ke- (pg/gram
(M) (ml/gram) (menit)
serbuk)
1 2.5 20 13 0,1947
2 0,5 15 10 0,0813
3 0,5 15 16 0,0792
[4 0.5 20 13 0,2900 |
5 1.5 10 16 0.2440
6 1.5 20 16 0,1721
7 1.5 10 10 0,1253
8 2,5 15 10 0,2005
9 1.5 15 13 0,1759
10 2.5 15 16 0,2394
11 0,5 10 13 0,1230
12 1.5 20 10 0,1125
13 2.5 10 13 0,0706

Berdasarkan grafik tersebut menunjukkan bahwa kadar resve-
ratrol tertinggi diperoleh pada ekstraksi dengan pretreatment urea
15% dan mengalami penurunan pada konsentrasi 20 dan 25%. Semakin
tinggi konsentrasi urea, kristalinitas selulosa semakin meningkat dan
sulit mengalami peregangan (Yao, Bergeron, & Davaritouchaee, 2018).
Demikian, terjadi penurunan pada konsentrasi urea 20 dan 25%.




Konsentrasi urea 15% dengan kadar resveratrol 0,2079 pg/gram serbuk
dipilih untuk optimasi ekstraksi menggunakan RSM karena mengha-
silkan kadar lebih tinggi dari sampel yang diekstraksi tanpa pretreat-
ment urea, yaitu sebesar 0,1572 pg/gram serbuk. Sebanyak 13 larutan
sampel hasil ekstraksi dengan pretreatment urea 15%, diinjeksikan
sebanyak 20 pl dengan dilakukan dua kali pengulangan. Kadar resve-
ratrol yang diperoleh dari tiap run ditunjukkan pada Tabel 8.1.
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BAB IX

APLIKASI NATURAL DEEP EUTECTIC
SOLVENTS (NADES) SEBAGAI
PELARUT PADA PROSES EKSTRAKSI

9.1 Latar Belakang

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder dalam simplisia
tumbuhan, seperti fenol, flavonoid, tanin, alkaloid, terpenoid, steroid,
dan glikosida merupakan langkah awal untuk memperoleh ekstrak.
Ekstraksi ini bertujuan memisahkan senyawa-senyawa metabolit
yang diinginkan dari matriks atau senyawa yang tidak diinginkan
karena senyawa metabolit inilah yang sudah diketahui memiliki akti-
vitas farmakologis. Ekstrak yang diperoleh akan menjadi bahan baku,
dan selanjutnya akan dikembangkan lebih lanjut menjadi produk
yang diinginkan. Pada proses ekstraksi beberapa senyawa yang tidak
diinginkan akan dihilangkan.

Agar diperoleh ekstrak seperti yang diinginkan maka harus
dipilih pelarut dan metode ekstraksi yang sesuai. Pelarut harus
memiliki selektivitas tinggi (sesuai dengan polaritas senyawa target),
aman (tidak toksik atau toksisitas rendah, tidak mudah meledak dan
tidak mudah terbakar), innert, mudah dipisahkan dari senyawa target
(biasanya mempunyai titik didih rendah), viskositas rendah (agar mudah




berpenetrasi dan difusi sehingga transfer masa lebih cepat), dan yang
terakhir murah serta mudah didapat.

Selamaini hampir sebagian industri herbal Indonesia, khususnya
IEBA (Industri ekstrak bahan alam) melakukan ekstraksi dengan metode
konvensional menggunakan pelarut organik. Pelarut yang digunakan pada
ekstraksi konvensional seperti yang disampaikan sebelumnya berupa
pelarut mudah menguap dengan polaritas yang beragam dari mulai polar
sampai dengan nonpolar. Pelarut tersebut antara lain: petroleum eter,
n-heksana, toluena, dietil eter, kloroform, diklorometana, etil asetat,
aseton, n-butanol, etanol, danmetanol. Pada proses ekstraksi dibutuhkan
jumlah pelarut cukup banyak. Misalnya, pada metode maserasi atau
perkolasi. Hal ini menyebabkan peningkatan biaya produksi, walaupun
pada proses selanjutnya dilakukan proses pemekatan dan pengeringan
bisa diperoleh kembali. Masalah lain dari penggunaan pelarut organik
ini adalah keamanan. Beberapa pelarut relatif toksik dan memungkinkan
adanya sisa pelarut pada produk akhir. Sifat mudah menguap berpotensi
mencemari lingkungan dan beberapa dapat memberikan efek yang tidak
diinginkan pada pekerja.
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Berdasarkan sifat-sifat tersebut di atas, pelarut hijau dapat
menjadi alternatif sebagai pengganti pelarut konvensional. Pelarut
hijau harus memenuhi kriteria hijau sehingga ramah terhadap ling-
kungan dan relatif aman. Keuntungan dari pelarut ini adalah mudah
dibuat (disintesis dengan prosedur sederhana dan bahan ramah ling-
kungan), membutuhkan energi rendah, relative aman, dapat didaur
ulang, dan biodegradable. Di antara pelarut tersebut adalah ggfarut
eutektik alami (NADES: Natural Deep Eutectic Solvents). NADES saat ini
mendapat perhatian besar dari para peneliti dan industri bahkan sudah
digunakan secera komersial untuk pembuatan bahan baku kosmetik di
Uni Eropa (Gambar 9.1).

Beberapa senyawa metabolit alami dari tumbuhan, seperti
piperin, kurkumin, atau baicalin (flavonoid), yang saat ini tersedia
di pasaran diekstraksi dengan metode ekstraksi konvensional
(Hikmawanti, et al, 2021). Namun, beberapa dari senyawa tersebut
memiliki kelemahan antara lain: kelarutan yang rendah dalam air, tidak
stabil, adsorpsi rendah di saluran pencernaan, dan bioavailabilitas juga
rendah. Permasalahan ini dapat mempengaruhi aktivitas farmakologis
senyawa tersebut. Efek farmakologis dari suatu senyawa terkait dengan
parameter farmakokinetik, yaitu penyerapan (absorpsi), bioavailabi-
litas, distribusi, metabolisme, dan ekskresi.

Keuntungan NADES sebagai pelarut pengekstraksi dilaporkan
dapat meningkatkan kelarutan dan bioaktivitas senyawa. Penggunaan
NADES juga dapat meningkatkan stabilitas dan umur simpan senyawa
dalam ekstrak. Selain itu, bioavailabilitas senyawa yang dilarutkan
dalam NADES juga dilaporkan meningkat. Perlu diingat bahwa pelarut
NADES sulit dipisahkan dengan senyawa sehingga bahan baku ekstrak
yang ada di pasaran dalam bentuk larutan ekstrak.

9.2 NADES sebagai Pelarut Alternatif

Pelarut eutektik (DES: Deep Eutectic Solvents) masuk kedalam
subkelas gajgan ionik (IL: lonic Liquid). Pelarut ini merupakan campuran

eutektik terdiri dari dua atau tiga komponen senyawa penyusun.




umnya interkasi pada DES terjadi melalui ikatan hidrogen, yang
memiliki titik leleh lebih rendah daripada titik leleh masing-masing
komponen. Rasio molar antara kamponen harus tepat agar diperoleh
cairan DES yang bening (Gambar 9.2 dan 9.3).
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Hydrogen bond

A SR Ay
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Gambar 9.2 Proses pembentukan ikatan hidrogen antara HBA dan HBD (Fuad,
etal 2021)

(a)

Gambar 9.3 Pembentukan DES kolin klorida-gliserol, (a) kolin klorida, (b) gli-
serol, dan (c) DES (Nisrina, 2021)

lkatan hidrogen yang terjadi antara HBA (hydrogen Bonding
Acceptor) dan HBD (Hydrogen Bonding Donor) pada DES dapat dilihat
pada Gambar 9.2. Dengan demikian jumlah gugus penerima ikatan
hidrogen dan pemberi ikatan sangat penting dalam pembuatan DES.




Komponen penyusun DES adalah HBA dan HBD. Tabel 9.1 memperli-
hatkan beberapa contoh HBA dan HBD.

Tabel 9.1 Komponen HBA dan HBD
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Gambar 9.4 Pembentukan eutektik dalam dua komponen diagram fasa
(Smith, et. al, 2014)

Saat ini Kolin klorida merupakan HBA yang paling banyak digu-
nakan dalam pembuatan DES. Selain kolin klorida, digunakan juga betain,
yang merupakan analog dari kolin klorida. Namun, proses pembuatan DES
dengan betain relative menyulitkan jika dibandingkan dengan menggu-
nakan kolin klorida. Pelarut eutektik alami (NADES: Natural Deep Eutectic
Solvents) adalah turunan baru dari DES. NADES dianggap lebih “alami”
karena komponen penyusun campuran eutektik adalah kelompok meta-
bolit primer. Metabolit ini secara alami digunakan diperoleh dari tanaman,
seperti gula, asam, dan basa organik, serta asam amino. Dengan demikian
keamanan NADES lebih baik dibandingkan dengan DES. NADES dapat dike-
lompokkan menjadi: (1) NADES cairan ionik (terbuat dari asam dan basa),
(2) NADES netral (tersusun dari gula atau gula dan polialkohol), (3) NADES
netral dengan asam (terdiri dari gula/palialkohol dan asam organik), (4)
netral NADES dengan basa (terbuat dari gula/polialkohol dan basa organik),
dan (5) NADES berbasis asam amino (terbuat dari asam amino dan asam
organik/gula) (Choi, et al., 2013).

Beberapa peneliti melaporkan bahwa NADES dapat mengek-
strak senyawa fitokimia dengan berbagai polaritas dari mulai hidrofilik




dan hidrofobik, tergantung pada komponen penyusunnya. Fenomena
menarik terjadi pada NADES hidrofilik seperti golongan NADES berair,
karena dapat menarik senyawamﬁlik. Hal ini tidak terjadi pada
pelarut konvensional seperti air (Liu, et al., 2018). Menurut Dai, et al.,
2013, campuran eutektik dengan senyawa organik dengan komponen
penyusun asam organik umumnya memiliki polaritas tinggi, diikuti oleh
yang NADES dengan penyusun amino asam. Sedangkan, campuran
NADES dengan komponen polialkohol dan gula memiliki polaritas yang
lebih rendah. Mekanisme pelarutan senyawa dalam NADES dapat
dilihat pada Gambar 9.5. Dari gambar tersebut terlihat terjadinya
ikatan hidrogen antara kurkumin dan pelarut NADES. Dengan demi-
kian jumlah gugus penerima dan pemberi ikatan hidrogen dari NADES
sangat penting untuk ekstraksi suatu senyawa.
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Gambar 9.5 Proses pelarutan kurkumin dalam NADES kolin klorida-asam
laktat (Cao, et al., 2020)

lkatan hidrogen yang terbentuk dapat diamati menggunakan
FT-IR. Selain itu pengamatan lebih mendalam tentang gugus yang
berperan dalam proses pelarutan senyawa dalam NADES dapat diamati
menggunakan NMR dua dimensi. Gambar 9.5 memperlihatkan peru-
bahan spektrum FT-IR dari NADES, kurkumin dan larutan kurkumin

dalam NADES. Dari gambar tersebut terlihat perubahan spektra pada




bilangan gelombang spesifik dari gugus fungsional yang terlibat dalam
pembentukan ikatan hidrogen.
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Gambar 9.6 Spektrum FT-IR dari senyawa NADES kolin klorida-asam laktat,
kurkumin dan kurkumin dalam NADES (Cao et al, 2020)

Pelarut pengekstraksi seperti cairan ionik, DES, dan NADES
memiliki sifat fisikokimia yang mirip. Namun, NADES lebih banyak digu-
nakan dan dapat memenuhi banyak kriteria sebagai alternatif pengek-
straksi lebih ramah lingkungan daripada pelarut konvensional. Hal ini
karena NADES memiliki sifat-sifat berikut: (1) komponen penyusun
memiliki struktur sederhana dan mudah ditemukan melimpah di pasar
dan harga murah, (2) tidak mudah menguap selama proses ekstraksi
sehingga NADES dapat langsung digunakan sampai produk akhir dan
bisa didaur ulang (Mbous, et al., 2017), (3) NADES mudah disintesis, (4)
toksisitas rendah, (5) mudah terurai tanpa menghasilkan produk yang
beracun untuk lingkungan, (6) NADES memiliki kemampuan ekstraksi
mirip dengan pelarut organik konvensional, (7) NADES stabil pada suhu




tinggi, dan (8) tidak mudah terbakar (Vanda, e@
antara cairan ionik, DES, dan NADES disajikan p

2018). Perbandingan

ada Tabel 9.2.

Tabel 9.2 Perbandingan sifat cairan ionik, DES dan NADES
(Ni Putu Ermi, 2021)

Parameter Cairan ionik (ILs) DES NADES
Penyusun Kation organik, anion | HBA-HBD HBA-HBD (alami)
organik/ anorganik
Titik leleh <100°C <100°C <100°C
Polaritas Luas Luas Luas
Kelarutan Tinggi Tinggi Tinggi
Stabilitas Stabil (cairan) Kadang bisa Kadang bisa berubah
berubah padat padat
Viskositas Tinggi Tinggi Tinggi
Thermolabilitas | Tahan panas Thermolabil The rmolabil
Pemisahan Mudah susah Susah
Harga Relatif mahal murah Murah
Pembuatan Susah mudah Mudah
Toksisitas Tinggi Lebih rendah dari | Rendah
Cairan ionik
Biodegradibiltas | Sedang Mudah Mudah
Keamanan Sedang Aman Aman
Daur ulang Ya Ya Ya




Tabel 9.3. Metode pembuatan NADES (Ruesgas-ramon et al, 2017)

Metode pemanasan Komponen NADES dimasukkan kedalam botol bertutup selan-
jutnya dipanaskan pada 60°C dibantu pengadukan magnetik
dan pengadukan hingga terbentuk cairan bening. Namun, harus diperhatikan,
apabila digunakan asam karboksilat sebagai HBD dikombinasi
dengan ChCl, sebagai HBA jangan dilakukan pemanasan un-
tuk menghindari terbentuknya senyawa ester. Alternatinya
dapat dilakukan dengan cara penggerusan komponen NADES
dalam mortar dengan alu pada suhu kamar

Metode evaporasi Komponen NADES dilarutkan dalam air dan diuapkan pada
suhu 50°C dengan rotary vaccum evaporator. Cairan yang di-
peroleh dimasukkan ke dalam desikator berisi silika gel hing-
ga diperoleh bobot konstan.

Metode freeze-drying | Pada metode ini digunakan prinsip metode freeze-dryer
untuk mengeringkan larutan berair dari campuran NADES.

Metode ini jarang digunakan.

9.3 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Hasil

Proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut NADES mirip
dengan pelarut organik. Gambar 9.7 memperlihatkan proses ekstraksi
menggunakan NADES. Pada tahap awal pelarut akan berpenetrasi
kedalam matris (sel). Mekanisme ini tak terjadi pada senyawa yang
terdapat dil luar sel. Pada senyawa tersebut akan terjadi kontak lang-
sung dengan NADES dan terjadi hanya proses pelarutan. Tahap selan-
jutnya adalah proses pelarutan senyawa dalam sel kedalam pelarut
NADES. Tahap akhir dari ekstraksi dengan NADES adalah diffusi, pada
proses ini memerlukan waktu.
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Gambar 9.7 Mekanisme ekstraksi NADES (Alam, et al., 2021)

Dari penjelasan tersebut di atas maka faktor-faktor yang
memengaruhi hasil ekstraksi dengan NADES beberapa sama dengan
pelarut organik. un, karena ada perbedaan sifat fisik-kimia NADES
dengan pelarut ada beberapa faktor lain yang mempengaruhi. Faktor-
faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi menggunakan NADES
dirangkum dalam Gambar 9.8.
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Gambar 9.8. Faktor-faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi dengan NADES




Faktor yang berbeda dengan pelarut organik adalah viskositas.
NADES pada umumnya agak kental. Hal ini tentunya tak sesuai dengan
kriteria untuk pelarut ekstraksi. Oleh karena itu, perlu penambahan
air. Namun, penambahan air harus dioptimasi karena penambahan air
yang tinggi dapat mengakibatkan putus ikatan hidrogen pada NADES.
Tipe HBA dan HBD juga dapat mempengaruhi hasil. Karena kombinasi
keduanya menyebabkan perubahan fisikokimia, antara lain: polaritas,
pH, titik leleh, dan viskositas. Polaritas sangat mempengaruhi hasil,
tetapi seperti disebutkan sebelumnya ada fenomena menarik bahwa
NADES dapat mengekstraksi dan melarutkan senyawa nonpolar,
seperti kurkumin. Jumlah atom/gugus NADES untuk membentuk ikatan
hidrogen dengan senyawa target juga mempengaruhi hasil.

Meochlorogenic Acid

Neochlorogenic Acid

ChCFLA
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Gambar 9.9 Steric hindrance terjadi pada interaksi asam neoklorogenat de-
ngan NADES asam organik (Fuad, et al., 2021)

Mekanisme lain yang cukup berbeda adalah pelarutan
dinding sel. NADES diketahui dapat membentuk ikatan hidrogen
dengan senyawa-senyawa penyusun dinding sel. Dengan demikian
akan terjadi lisis sel tersebut dan akan memudahkan proses ekstraksi.




Tahap penetrasi dapat diminimalisis, sehingga proses ekstraksi akan
lebih cepat. Gambar 9.9 memperlihatkan perusakan dinding sel akibat
ekstraksi dengan NADES (Nadhira, 2019).

Perbedaan komponen penyusun NADES menyebabkan perbe-
daan polaritas, viskositas, dan kelarutan. Hal ini terkait dengan efisi-
ensi ekstraksi. Menurut Cao, et al., 2020, kelarutan yang tinggi terkait
dengan interaksi NADES-senyawa fitokimia, sepertiinteraksi dipol-dipol
dan ikatan hidrogen (Cao, et al., 2020). Beberapa penelitian menyim-
pulkan bahwa ekstraksi metabolit tanaman menggunakan NADES
dapat dioptimalisasi. Kondisi optimum ekstraksi tersebut akan mengha-
silkan ekstrak dengan senyawa target secara maksimum. Hal ini terjadi
karena kelarutan senyawa target dalam NADES lebih tinggi. Salah satu
contoh adalah asam klorogenat. Senyawa ini berupa termasuk dalam
golongan fenol dan dilaporkan dapat diekstraksi secara optimal dari
beberapa tanaman berbeda dengan NADES yang terdiri dari berbagai
jenis komponen HBA-HBD yang herbeda-beda, seperti betain-trietilen
glikol (1:2), prolin-asam malat (1:1), dan kolin klorida-1,3-butanediol
(1:2). Adanya poliol pada penyusun NADES tersebut kemungkinan
dapat meningkatkan difusi dan perpindahan masa. Hal ini terlihat dari
peningkatan jumlah poliol dalam NADES dapat menyebabkan pening-
katan hasil ekstraksi. Selain itu didukung penurunan viskositas dan
tegangan permukaannya yang menyebabkan perpindahan masa lebih
mudah (Hikmawanti, et al., 2021).




Gambar 9.10 Gambaran SEM serbuk kulit kayu manis (a) sebelum ekstraksi,
(b) maserasi etanol 96%, (c) kolin klorida-asam laktat, (d) kolin klorida asam
malat, dan (e) Kolin klorida-asam sitrat (Nadhira, 2019)

Hasil studi ekstraksi kurkuminoid dari kunyit (Curcuma longa)
memperlihatkan fenomena yang mirip dengan di atas. Kurkuminoid
dapat diekstraksi secara optimal dengan komponen NADES yang
berbeda-beda, seperti asam sitrat-glukosa (1:1), kolin klorida-gliserol
(1:1), dan kolin klorida-asam laktat (1:1) (Hikmawanti et al, 2021). Asam
sitrat adalah asam organik dengan satu asam hidroksil dan tiga gugus
karboksilat. Dengan memiliki lebih banyak gugus -COOH daripada
asam malat (satu asam hidroksil dan dua gugus karboksilat) dan asam
laktat (satu asam hidroksil dan satu gugus karboksilat). NADES asam
sitrat efektif untuk ekstraksi kurkumin karena asam sitrat memiliki lebih




banyak gugus karboksilat dan kesempatan untuk membentuk ikatan
hidrogen (Cao, et al., 2020).

Kelarutan kurkumin murni meningkat pada DES yang mengan-
dung kolin klorida dikombinasi dengan HBA perbandingan molar 1:2,
dengan urutan yaitu etilen glikol>gliserol>urea. DES ini meningkatkan
kelarutan kurkumin hingga 13.000 kali lipat dibandingkan dengan dalam
air pada 25°C, dan 33.000 kali lipat pada 40°C) (Shakeri, et al., 2021).
Pada ekstraksi alkaloid boldin, Torres-Vega et al., 2020 melaporkan
bahwa komponen NADES dengan L-prolin dan asam oksalat (1:1) dan
air 20% menghasilkan hasil terbaik dibandingkan dengan komponen
lainnya. NADES tersebut 8 kali lebih efektif mengekstraksi boldin
dibandingkan metanol. NADES berbasis alkohol, dengan polaritas yang
sama dengan etanol, tidak menghasilkan hasil yang baik untuk ekstraksi
boldin dibandingkan dengan metanol. Perbedaan antara NADES dan
metanol mungkin dikaitkan dengan ketidakmampuan metanol untuk
mengekstrak sebagian molekul terionisasi, di mana interaksi elektro-
statik dapat memainkan peran kunci dalam ekstraksi senyawa tersebut
(Torres-Vega, et al., 2020)

Salah satukelemahan NADESjika%andingkan dengan pelarut
konvensional adalah viskositasnya yang tinggi. Viskositas NADES dipe-
ngaruhi oleh ikatan hidrogen dan interaksi van der Walls (Gambar 7.5).
Viskositas NADES yang tinggi mengakibatkan pelarut sulit berdifusi dan
masuk dalam matriks sampel untuk mencapai senyawa target. Selain itu
dengan tegangan permukaan tinggi proses pelarutan juga makin sulit
terjadi. Hal tersebut menyebabkan perpindahan masa yang rendah dan
waktu ekstraksi menjadi lama. Kondisi ini dapat mempengaruhi kela-
rutan senyawa target dalam NADES dan berdampak pada efektifitas
ekstraksi. Namun, masalah tersebut dapat diatasi dengan dua cara,
yaitu: pertama dengan menambahkan air ke dalam komponen NADES
dan kedua dengan meningkatkan suhu (Shishov, et al., 2020).




Tabel 9.4 Aplikasi NADES dalam meningkatkan

Senyawa target Kondisi optimum Pelarl.ft e
vensional

Biji Kopi Kafein dan asam | Kolin klorida-sorbitol Maceration Yuniarti, et
hijau klorogenat (4:1), rasio solid-liquid al., 2019

(1:30), 60 menit, air

40%
Kayu Brazilin Betain-asam laktat Refluks Setiawan,
Secang (1:1), rasio solid-liquid etal.,

{1;20), 30 menit 2020.
Kulit Transsinamalde- | Kolin klorida -asam Refluks dan Aryati, et
Kayu hid dan kumarin | sitrat (1:1), rasio maserasi al., 2019
manis solid-figuid (1:10), air

40%, waktu 30 menit
Bunga Phenol dan Kolin klorida-propilen Oktaviyan-
Soka antosianain glikol (1:1), 5 menit, ti, et al.,
Jawa temperature 57°C, ra- 2019

sio solid-liquid (1:50)

Pada penelitian yang dilakukan oleh Juri'c, et al.,, 2021, di
antara enam jenis kolin klorida-NADES, viskositas terendah dimiliki
oleh sorbitol sebagai HBD (1:1), diikuti oleh fruktosa sebagai HBD
(1:1). Namun, NADES kolin klorida-sorbitol tidak meningkatkan efisi-
ensi ekstraksi untuk senyawa flavonoid dibandingkan dengan kolin
klorida-fruktosa NADES. Beberapa melaporkan bahwa kolin klorida
(HBA)-NADES yang mengandung polialkohol seperti gliserol dan gula
sebagai HBD lebih efektif dalam mengekstraksi flavonoid dibandingkan
dengan etanol 70%.

Oomen et al.,, 2020 melaporkan bahwa penambahan 40
dan 50% air mampu menurunkan viskositas komponen NADES, yaitu
prolin- asam sitrat (1:1, b/b) dan alanin-asam sitrat (1:1, b/b). Media
NADES ini diaplikasikan pada ekstraksi Scutellaria baicalensis. Tanaman
ini mengandung aglikon flavonoid (baicalein, scutellarein, wogonin,

dan oroxylin) serta glikosida flavonoid (baicalin, wogonoside, dan




oroxylosid). Kelarutan aglikon flavonoid dan glikosidanya dalam NADES
masing-masing meningkat 2-6 kali dan 1,5-1,8 kali, dibandingkan
dengan menggunakan metanol hidroalkoholik (80%). Namun, pada
penelitian ini juga dilaporkan bahwa terlalu banyak air (60%) dalam
matriks NADES (yang bersifat hidrofilik) tidak mempengaruhi hidrofi-
lisitas NAGER} sehingga tidak meningkatkan jumlah glikosida flavonoid
(Oomen, et al., 2020).

Studi lain yang dilakukan oleh Liu, et al, 2019 melaporkan
bahwa kurkuminoid (bisdemetoksikurkumin, dimetoksi kurkumin, dan
kurkumin), senyawa berwarna kuning dari rimpang kunyit (Curcuma
longa), sangat larut dalam NADES dengan asam sitrat-glukosa (1:1)
yang ditambahkan 15% air dibandingkan dengan pelarut konvensi-
onal, seperti etanol dan metanol. Penambahan air yang terlalu banyak
(>15-35%) dapat melemahkan ikatan hidrogen antara pelarut dan
senyawa target, sehingga menurunkan hasil kurkuminoid. NADES yang
optimal untuk ekstraksi senyawa alam memiliki viskositas yang tidak
terlalu tinggi maupun terlalu rendah (Liu, et al., 2019). Hal ini menun-
jukkan bahwa kapasitas NADES untuk melarutkan senyawa target pada
tanaman dapat dimodifikasi dengan mengatur jenis komponen NADES
pada rasio campuran molar dan kadar air yang tepat dalam NADES
(Cao, et al., 2020).

Selain pemilihan NADES yang sesuai untuk meningkatkan
kelarutan senyawa target dalam proses ekstraksi, juga perlu memper-
timbangkan kondisi ekstraksi, termasuk metode ekstraksi. Beberapa
metode ekstraksi dilengkapi alat penghasil energi seperti: pemanasan,
energi ultrasonik, dan radiasi gelombang mikro akan menyebabkan
peningkatan transfer masa molekul target dari fase sampel padat ke
NADES dan mempercepat kesetimbangan (Shishov, et al., 2020).

Wang, et al., 2017 melakukan penelitian untuk memilih DES
yang tepat untuk ekstraksi asam klorogenat yang efektif dari daun
blueberry. Delapan jenis DES yang berbeda dibuat dan diuji. Kolin
klorida-1,3-butanadiol (2:1) NADES terpilih dan digunakan dalam
proses optimasi kondisi ekstraksi. Parameter optimasi pelarut yang




diuji meliputikadar air, rasio cair-padat, suhu dan waktu. Ekstraksi daun
blueberry dengan NADES dibantu dengan ekstraksi kavitasi tekanan
negatif (NPCE) memberikan efisiensi ekstraksi asam klorogenat yang
baik dibandingkan dengan metode ekstraksi lain yang umum digunakan
(NPCE>MAE >HRE >UAE). Pada kondisi ini, ekstraksi dilakukan pada
suhu rendah (59°C) hanya dalam waktu 24 menit (Wang, et al., 2017).

Studi lain oleh Peng, et al., 2016 menemukan bahwa menggu-
nakan metode MAE untuk mengekstrak lima jenis fenolat (asam kloro-
genat, asam kafeat, asam 3,4-dikafeoilkuinat, asam 3,5-dikafeoilkuinat,
dan asam 4,5-dikafecilkuinat) dari bunga Lonicera japonica dengan
NADES lebih efisien daripada metode lain (MAE > UEA dan HRE).
Ekstraksi MAE membutuhkan suhu 60°C dan dilakukan dalam waktu 20
menit (Peng, et al., 2016). Dibandingkan dengan MAE, ekstraksi dengan
UEA memakan waktu lebih lama (Missan, et al., 2020). Meskipun ada
banyak laporan tentang besarnya perolehan kembali senyawa target
fenolik dengan MAE (Ruesgas-Ramon, et al., 2017). Namun, juga sangat
tergantung pada sifat fisikokimia NADES yang digunakan dan molekul
kimia dari senyawa target. Dengan demikian, pemilihan kombinasi
NADES dan metode ekstraksi yang tepat tentunya akan dapat mening-
katkan kelarutan senyawa target dalam NADES. Efisiensi ekstraksi ini
terkait dengan pengurangan volume pelarut yang digunakan untuk
ekstraksi, biaya produksi, dan waktu ekstraksi (Ruesgas-Raman, et al.,
2017).

9.4 Stabilitas Senyawa dalam NADES

Jenis komponen NADES berbeda menghasilkan berbagai sifat
fisik yang dapat menyebabkan kemampuan ekstraksiyang berbeda (Dai,
et al., 2014). Di antara 100 NADES yang diuji, sebagian besar menun-
jukkan stabilitas pada suhu tinggi (>200°C) (Dai, et al., 2013). Sifat-sifat
NADES, seperti stabilitas kimia dan termal, juga terkait dengan penyim-
panan senyawa alami (Mbous, et al, 2017). Kemampuan stabilisasi
NADES untuk senyawa target sangat penting untuk aplikasi lebih lanjut
dalam makanan, kosmetik, dan formulasi sediaan farmasi (Dai, et al,,




2014). Salah satu kegunaan NADES adalah untuk stabilisasi pigmen
alami tumbuhan (Kudlak, et al., 2015).

Ringkasan aplikasi NADES untuk meningkatkan stabilitas
metabolit tanaman ditunjukkan pada Tabel 7.5. Misalnya, stabilitas
karthamin, zat warna merah alami utama dari safflower (Carthamus
tinctorius), dilaporkan oleh Dai, et al., 2014. Dalam larutan berair,
senyawa ini sangat tidak stabil. Oleh karena itu, umumnya diekstraksi
menggunakan larutan alkali. Para peneliti melaporkan bahwa dalam
kolin klorida-xylitol pada 40°C, waktu paruh (tm) karthamin adalah
5 kali lebih stabil dibandingkan dengan 60°C, tetapi 8 kali lebih stabil
dalam air pada suhu yang sama. Jadi, kolin klorida-xylitol memberikan
efek perlindungan pada karthamin terhadap pemanasan dibandingkan
dengan air. Stabilitas karthamin terhadap cahaya dalam larutan NADES
berbasis gula juga dipelajari pada suhu kamar. Selama periode 15 hari,
larutan terkena cahaya selama 24 jam dibandingkan dengan gelap.
Hasilnya menunjukkan bahwa kolin klorida-glukosa dan kolin klorida-
sukrosa adalah pelarut yang lebih baik daripada etanol 40% atau air
untuk stabilisasi karthamin. NADES ini juga membantu menjaga kart-
hamin tetap stabil selama penyimpanan. Karthamin dapat disimpan
dalam kolin klorida NADES yang mengandung sukrosa selama seti-
daknya 30 hari pada 4°C dan setidaknya 90 hari pada 20°C. Viskositas
tinggi NADES yang mengandung gula dan interaksi molekuler antara
pelarut dan karthamin kemungkinan besar bertanggung jawab atas
efek perlindungan terhadap degradasi yang disebabkan oleh panas,
cahaya, dan waktu sehingga meningkatkan stabilitas biokomponen
(Dai, et al., 2014).




Tabel 9.5 NADES untuk meningkatkan stabilitas (Hikmawanti, et al., 2021)

IELELED Senyawa aktif NADES optimum Konvensional

Glukosa-asam sitrat (1:1),
air 15%, rasio solid-liquid Etanol dan meta-
0,1:10 g/mL, 50°C, 30 nol

menit, pengadukan

Curcuma longa Kurkuminoid

Na asetat-asam format
o ) o Air, etanol 70%,
Hibiscus sabdariffa | Antosianin (1:2), UAE, temperatur

. metanol80%

ruang, 20 menit

Catharanthus o Glukosa-asam laktat (1:5),
Sianidin

roseus UAE, 30 menit

Kolin klorida-glukosa, kolin
Carthamus tinc- . klorida-sukrosa, kolin klori- | Air dan etanol

. Karthamin

torius da-xylosa, 40°C, pengadu- | 40%

kan, 30 menit

Jeli'nski, et al., 2019 menguji stabilitas serbuk kurkumin
dalam metanol dan kolin klorida-gliserol setelah paparan sinar mata-
hari buatan. Setelah 120 menit, konsentrasi kurkumin dalam larutan
metanol turun menjadi 5% dari kadar awalnya, sedangkan dalam
larutan NADES, kurkumin stabil dan tidak ada degradasi (Jeli'nski, et
al., 2019). Liu, et al., 2019 juga melaporkan kurkumin lebih stabil dalam
NADES (glukosa-asam sitrat) daripada etanol dan metancl pada 80°C.

Kemampuan stabilisasi NADES yang tinggi kemungkinan dise-
babkan oleh interaksi antara kurkuminoid dengan molekul NADES. Atom
oksigen dari gugus hidroksil membentuk ikatan hidrogen dengan dua
komponen glukosa-asam sitrat, yang dapat melindungi kurkuminoid
dari serangan oksigen, yang dapat menyebabkan kerusakan oksidatif
(Liu, et al., 2019). Pendapat serupa disampaikan oleh Dai, et al., 2016.
Dengan menggunakan sianidin sebagai marker. Peneliti menyelidiki
pengaruh pelarut, suhu, dan lama penyimpanan terhadap stabilitas
antosianin dalam NADES glukosa-asam laktat, dan menemukan bahwa
pada 60°C, sianidin lebih stabil dalam NADES daripada dalam etanol
pada pH rendah, dan stabil di kedua pelarut selama 1,5 jam dalam




kondisi tanpa cahaya pada 40°C. Sementara itu, pada 60°C, waktu paruh
(t,,,) sianidin di NADES lebih dari tiga kali lipat lebih lama dari etanol
pH rendah. Dengan demikian jika ingin disimpan harus pada tempe-
ratur dingin. Interaksi antarmolekul komponen NADES dengan sianidin,
terutama ikatan hidrogen dengan gugus hidroksil dan karboksil dapat
menurunkan mobilitas molekul zat terlarut dan kontak oksigen bebas
pada permukaan NADES-udara. Dengan demikian bisa mengurangi
kemungkinan kerusakan oksidatif (Dai, et al., 2016).

Stabilitas senyawa pewarna nonpolar, seperti f-karoten dalam
NADES dilaporkan oleh Stupar, et al., 2021. Asam lemak NADES yang
mengandung asam kaprilat-asam kaprat (3:1) secara optimal mengek-
straksi -karoten dari labu (96,74 g/ ml). NADES ini juga meningkatkan
kelarutan p-karoten hingga 200,77 g/mL, dibandingkan dengan 107 g/
mL ekstraksi menggunakan n-heksana. Selain itu, ekstrak NADES juga
menunjukkan stabilitas yang tinggi selama penyimpanan selama 180
hari dalgpg keadaan tanpa cahaya. 3-Karoten dari labu kuning dalam
NADES memiliki stabilitas yang baik jika disimpan pada suhu 4°C.
Interaksi ikatan hidrogen antara molekul terlarut dan pelarut serta pH
berhubungan dengan stabilitas karoten dalam larutan (Stupar, et al.,
2021).

Pengaruh lama penyimpanan pada senyawa fenolat dalam
ekstrak NADES dibandingkan dengan ekstrak etanolik rosemary pada
25°C dan aktivitas anticksidannya dengan DPPH telah diteliti. Penelitian
menggunakan model Weibull, waktu paruh (tuz) ekstrak DES berkisar
antara 7 hingga 49 hari. Konstanta kinetik (k) dan t, ekstrak etanaol
secara nyata lebih rendah daripada ekstrak NADES (kolin klorida-gli-
serol) (Barbieri, et al., 2020).

Penelitian lain malaporkan pada suhu 80°C dengan waktu
berbeda-beda, empat senyawa tidak larut air, yaitu andrografolid,
baicalin, kurkumin, dan asam oleanolat, menunjukkan stabilitas yang
lebih baik dalam larutan NADES daripada larutan natrium klorida 0,9%,
yang digunakan sebagai kontrol (Cao, et al., 2020). Epigallocatechin-

3-gallat (EGCG) mungkin memerlukan perubahan formulasi dan




penyimpanan karena stabilitasnya dipengaruhi oleh suhu dan waktu.
Jeong, et al., 2017 meneliti stabilitas EGCG dalam NADES. Mereka
melaporkan bahwa terjadi penurunan kadar EGCG dalam NADES lebih
kecil daripada pelarut konvensional (Jeong, et al., 2017). Dari penelitian
tersebut interaksi antara NADES dan senyawa dapat memperpanjang
masa simpan. Hasil penelitian ini menggambarkan bahwa kemampuan
stabilisasi NADES dapat ditingkatkan dengan menurunkan kadar airnya
(peningkatan viskositas). Hal ini dipengaruhi oleh ikatan hidrogen yang
kuat antara zat terlarut dan NADES (Cao, et al., 2020).

9.5 Bioaktivitas Senyawa dari Ekstrak NADES

Kelarutan dan stabilitas senyawa bioaktif tanaman adalah
salah satu kriteria penting untuk memastikan tingkat bioaktivitas untuk
efek kesehatan (Ling, et al., 2020). Banyak penelitian yang mengiden-
tifikasi parameter tersebut sebagai kunci keberhasilan uji bioaktivitas
ekstrak NADES dari tanaman. Namun, hasilnya tidak selalu berkorelasi
dan tidak mudah diinterpretasikan sehingga diperlukan penyelidikan
lebih lanjut. Sebagian besar uji bioaktivitas yang dilakukan pada ekstrak
NADES adalah uji in vitro, seperti uji aktivitas antioksidan, pengham-
batan enzim, dan uji kultur sel. Sebagian besar pengujian ekstrak
NADES ini memberikan hasil yang memuaskan dibandingkan dengan
ekstrak pelarut konvensional (Pal, et al., 2019). Tabel 9.6 merangkum
beberapa studi tentang uji bioaktivitas ekstrak NADES yang dibahas
dalam ulasan ini.

Tabel 9.6 DES/ NADES meningkatkan aktivitas senyawa
(Hikmawanti, et al., 2021)

Tanaman Senyawa aktif Metode Non-konvensional Metode kon-
dengan NADES vensional
Curcuma Kurkuminoid Glukosa-asam sitrat (1:1), Etanol dan
longa 15% air, rasio solid-liquid metanol

0,1:10 g/ml, 50°C, 30 mnt,
pengadukan




Tanaman Senyawa aktif Metode Non-konvensional Metode kon-

dengan NADES vensional
Ixora javanica | Flavonoid dan Kolin klorida-propilen glikol Etanol
antosianin (1:1), 5 mnt, 57°C, rasio sol-

id-liquid 0,2/10 mL, UAE

Allium cepa Fenolik Kolin klorida-urea-air (1:2:4), Sokhlet meta-
MAE 100 W, rasio liguid-solid nol 70%
0,5497 mL/g, 15.03 mnt

Caesalpinia Brazilin Kolin klorida-gliserol (1:2), Etanol 96%
sappan 47 ,6% air, rasio solid-liquid
2:1, UAE, 50 mnt

Senyawa antioksidan, seperti polifenol, flavonoid, dan karote-
noid, dapat diekstraksi secara efektif menggunakan NADES. Pengujian
aktivitas antioksidan ekstrak NADES dapat dilakukan dalam bentuk kit
atau kultur sel (Muradoretal, 2 . Penelitian Mansinhos, et al., 2021,
aktivitas antioksidan terhadap 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) dan
2,2’-azinobis-(3-etilbenzothiazolin-6-sulfonat) (ABTS+) radikal NADES
(kolin ekstrak klorida-urea) menunjukkan hasil yang lebih baik daripada
ekstrak dalam pelarut konvensional (air, etanol 80%dan metanol).
Namun, di antara variasi NADES yang diuji dalam penelitianini, ekstrak
NADES ini (total fenolik=11.968 g/g ekstrak) tidak mengandung total
kandungan fenolik tertinggi. Kandungan total fenolik tertinggi terdapat
pada ekstrak prolin asam laktat (total fenolik = 12.709 g/g ekstrak).
Ekstrak ini menunjukkan aktivitas yang baik dalam uji kapasitas penye-
rapan radikal oksigen (ORAC) dan daya antioksidan pereduksi besi
(FRAP). Ini mungkin terkait dengan jumlah komponen fenolik individu
dalam ekstrak NADES.

Ekstrak kolin klorida-urea efektif dalam mengekstraksi asam
ferulat dan asam rosmarinat dari Lavandula pedunculata subsp. lulsi-
tanica (Chaytor) Franco (Manshinos, et al., 2021). Ekstrak antioksidan
dari limbah buah Mangifera pajang jauh lebih larut dalam kolin klorida-
asam askorbat (2:1) NADES dengan kadar air 10% dibandingkan dalam
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air. Hal ini terjadi mungkin karena interaksi ikatan hidrogen antara gugus
hidroksil asam askorbat dan kolin klorida. Interaksi antara kompaonen
NADES ini membantu meningkatkan kapasitas pelarutan, yang dapat
diamati dengan analisis resonansi magnetik inti (:H-NMR).

Sebagai fase cair, NADES sangat penting untuk melarutkan
bahan kimia bioaktif bersifat hidrofilik. Ekstrak yang dihasilkan dari
NADES juga meningkatkan kapasitas antioksidannya dibandingkan
dengan penggunaan air sebagai pelarut ekstraksi (Ling, et al., 2020).
Selanjutnya, bila dibandingkan dengan air menunjukkan peningkatan
kapasitas untuk melindungi komponen antioksidan terhadap suhu
tinggidan pH, dengan waktu paruh diperpanjang 4,17-25% (Ling, et al.,
2021). Namun, Gullén et al, 2019 melaporkan bahwa ekstraksi meng-
gunakan DES dengan kolin klorida dan etilen glikol (1:2) dari Eucalyptus
globulus tidak meningkatkan aktivitas antioksidan senyawa fenolik
terhadap radikal DPPH dibandingkan dengan ekstraksi dengan etanol
berair. Peneliti menyatakan bahwa diperlukan evaluasi menyeluruh
dengan menggunakan jenis NADES lainnya, yang tentunya dapat digu-
nakan untuk meningkatkan efisiensi DES. Kekuatan antioksidan ekstrak
NADES berkaitan dengan interaksi antarmolekul, terutama ikatan
hidrogen yang menstabilkan senyawa target.

Juri'c et al., 2021 berpendapat bahwa sangat penting untuk
mengevaluasi sistem NADES murni yang diujegsetuk menentukan
apakah NADES menyumbangkan atom hidrogen gadikal DPPH, yang
ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna pada larutan DPPH
(Doldova, et al., 2021). Misalnya, NADES dengan kandungan gula dapat
mempengaruhi hasil uji antioksidan terhadap DPPH. Studi ini juga
membuktikan bahwa sistem NADES murni yang diuji tidak memiliki
kemampuan untuk mereduksi ion besi. Dengan demikian, disimpulkan
bahwa senyawa bioaktif dalam ekstrak peppermint dalam NADES yang
diuji mengindikasikan aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH dan
kemampuan mereduksi ion besi (Juri'c, et al., 2021).

Selain itu, menurut Doldolova, et al., 2021, kapasitas antiok-
sidan ekstrak yang diperoleh dengan NADES dapat diuji dengan tepat




menggunakan metode uji daya antioksidan pereduksi ion kupri (Cu®),
yang secara selektif mengoksidasi senyawa antioksidan saja. Dengan
demikian, penggunaan komponen gula, asam sitrat, atau asam amino
yang rentan terhadap gangguan selama tahap analisis dapat dise-
lesaikan. Hal ini tentunya membuktikan bahwa untuk memperoleh
peningkatan aktivitas antioksidan yang optimal perlu dilakukan opti-
masi pemilihan jenis campuran eutektik untuk melarutkan senyawa
target dan tentunya optimasi ekstraksi.

Efek biologis ekstrak NADES pada penghambatan enzim
tertentu juga dipelajari oleh banyak peneliti. Dalam pengujian peng-
hambatan enzim (asetilkolinesterase, butirilkolinesterase, dan tiro-
sinase) yang terlibat dalam penyakit neurodegeneratif, ditunjukkan
bahwa kecuali asam prolin-laktat terhadap butirilkolinesterase, semua
ekstrak NADES berbasis asam organik (pH asam kuat) menunjukkan
potensi terbesar untuk menghambat asetilkolinesterase dan butirilko-
linesterase. Namun, ekstrak L. pedunculata dalam penelitian tersebut
tidak memberikan aktivitas penghambatan yang kuat terhadap tiro-
sinase (Mansinhos, et al,, 2021). Sebagai perbandingan, menurut
Oktaviyanti, et al., 2019, pada konsentrasi 50 mg/mL, senyawa bioaktif
yang diekstraksi dari bunga Ixera javanica dengan kolin klorida NADES
yang mengandung asam organik sebagai HBD (seperti asam laktat
1:2) dan asam malat (1:1)) menghambat enzim tirosinase masing-
masing sebesar 65% dan 72% (Oktaviyanti, et al., 2019). Uji aktivitas
penghambatan enzim lainnya, yaitu, dipeptidyl peptidase IV (DPP 1V),
dilakukan pada ekstrak NADES oleh Ahmad, et al., 2020. Penelitian ini
melaporkan bahwa kayu manis dan kayu secang diekstraksi, masing-
masing dengan kolin klorida-gliserol dengan rasio molar berbeda. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa nilai IC, ekstrak NADES dari masing-
masing sampel tidak lebih baik dibandingkan dengan ekstrak etanaol
refluks (82,0 g/mL). Namun, ekstrak NADES dari kombinasi dua sampel
tanaman (36,5 g/mL) memiliki nilai IC_ yang lebih baik daripada ekstrak
etanol (Ahmad et al, 2020). Menurut Sakti, et al., 2019, kolin klorida-gli-
serol merupakan NADES yang hidrofilik, dan polaritasnya lebih besar




daripada air. Perbedaan rasio molar komponen HBA dan HBD sangat
berkontribusi terhadap kapasitas ekstraksi senyawa target (brazilin
dalam kayu secang dan transcinnamaldehyde dan kumarin dari kayu
manis) (Sakti, et al., 2019).

Grozdanova, et al., 2020 melaporkan bahwa ekstraksi herba
Sideritis scardica dan Plantago major menggunakan kolin klorida-gli-
serol (1:2) dengan 30% air dan asam sitrat-1,2-propanadiol (1:4)
menunjukkan aktivitas antibakteri yang tinggi dan genotoksisitas dan

sitotoksisitas yang minimal. Menurut penelitian penggunaan asam

organik, seperti asam sitrat, dalam media NADESupakan salah satu
faktor yang berkontribusi terhadap peningkatan aktivitas antimikroba.
NADES yang mengandung asam sitrat memiliki polaritas mendekati
etanol 70%. Penulis melaporkan bahwa kandungan fenolik yang diper-
oleh lebih baik diekstraksi dengan kolin klorida-glukosa (5:2) dengan
30% air daripada jenis NADES dan etanol 70% yang diuji lainnya. Hal
ini menunjukkan bahwa ekstrak NADES ini tidak aktif terhadap semua
mikroorganisme yang diuji (Grodzanova, et al., 2020).

Penelitian dengan hasil serupa dilaporkan oleh luri'c, et al.,
2021. Pada penelitian ini menguji kemampuan ekstrak peppermint
di NADES untuk menghambat pertumbuhan bakteri dan mengetahui
toksisitas NADES saja. Berdasarkan hasil penelitian ter@t, ekstrak
peppermint dalam NADES yang mengandung komponen asam organik,
seperti asam malat dan asam sitrat, menunjukkan q&tas antimik-
roba yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak lainnya terhadap bakteri
Gram-negatif (yaitu, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, dan
Salmonella enterica) dan Gram-positif, bakteri (Staphylococcus aureus).
Demikian juga, NADES mumi yang mengandung kedua jenis asam
menunjukkan aktivitas antimikroba yang tinggi terhadap bakteri uji. Hal
ini diduga karena sifat asam NADES (pH rendah) yang mempengaruhi
pH optimal untuk pertumbuhan bakteri. Sebaliknya, NADES murniyang
mengandung gula dan alkohol sebagai HBD tidak menghasilkan efek
antimikroba terhadap E. coli dan S. aureus (Juri'c, et al., 2021).

Beberapa NADES (tanpa senyawa aktif dari tumbuhan) telah




dilaporkan memiliki sitotoksisitas rendah pada sel Hela dan MCF-7 (EC_,
>2000 mg/L) termasuk kolin kloridgsslukosa (2:1), kolin klorida-fruk-
tosa (1.9:1), kolin klorida-xilosa (2:1), kolin klorid-gliserol (1:2), dan
kolin klorida-asam malat (1:1). Lima ekstrak kulit anggur yang diperoleh
dengan menggunakan NADES ini menunjukkan sitotoksisitas yang lebih
tinggi terhadap sel kanker daripada ekstrak methanol. Kolin klorida-
asam malat memiliki aktivitas penghambatan terbesar (Radosevic’, et
al., 2016).

Pani‘c, et al, 2019 menguji aktivitas antiproliferatif ekstrak
NADES dari pomace anggur dan pomace zaitun dalam dua jenis sel
tumor manusia. Kolin klorida-asam sitrat (2:1) digunakan dalam NADES
yang mengandung 30% air. Mereka melaporkan bahwa ekstrak NADES
dari kedua pomace lebih sitotoksik dibandingkan ekstrak etanol. Hasil
ini terkait dengan tingginya kandungan fenolik ekstrak NADES dan
rendahnya nilai pH kolin klorida-asam sitrat yang digunakan sebagai
komponen NADES dalam ekstraksi (Pani'c, etal., 2019).

Cao, et al., 2020 meneliti aktivitas anti-proliferasi dari empat
senyawa kimia tanaman, yaitu, baicalin (flavonoid), kurkumin (poli-
fenol), andrografolid (diterpen lakton), dan asam oleanolat (pentasiklik
triterpenoid), yang dilarutkan dalam NADES terhadap sel HepG2 (sel hati
manusia) dan MCF-7 (sel kanker payudara manusia). Kolin klorida-asam
levulinat (1:2) diidentifikasi sebagai NADES terbaik untuk melarutkan
baicalin dan kurkumin, sedangkan asetamid-1-propanol (1:8) paling
baik untuk pelarutan asam oleanolat, dan asam laktat-1-propanol (2:1)
paling baik untuk pelarutan andrografolid. Sifat fisikokimia polaritas dan
viskositas perlu dipertimbangkan dalam pemilihan NADES. Penggunaan
kompaonen cair lebih menguntungkan karena menghasilkan campuran
dengan viskositas rendah. Hasil penelitian menunjukkan bahwa akti-
vitas antiproliferatif senyawa yang dilarutkan dalam NADES 1,22-4,19
kali lebih kuat dibandingkan ketika dilarutkan dalam DMSO yang
digunakan sebagai kontrol. Para peneliti juga melaporkan peningkatan
kelarutan dan stabilitas metabolit tanaman dalam NADES. Peningkatan
ini terkait erat dengan ikatan hidrogen dan interaksi dipol-dipol antara




NADES dan fitokimia tersebut (Cao, et al., 2020).

Dalam ekstraksi tanaman, NADES berbasis asam organik
sering menghasilkan hasil yang baik dari senyawa hidrofilik, termasuk
senyawa fenolik. Hal ini menarik karena berkaitan dengan peningkatan
aktivitas biologis dari ekstrak tumbuhan yang diuji. Namun, keasaman
tinggi dari asam organik perlu mendapat perhatian khusus karena
terkadang dapat menjadi masalah untuk pengujian aktivitas in vitro,
baik dalam uji enzimatik maupun dalam pengujian pada kultur sel.
Penting untuk digarisbawahi bahwa penilaian efek biologis memer-
lukan kontrol sebagai pembanding sehingga dapat ditentukan apakah
efek tersebut disebabkan oleh senyawa aktif, NADES murni, atau inter-
aksi keduanya. Tidak kalah pentingnya untuk menguji toksisitas ekstrak
NADES. Jika terbukti toksik, efek biologis dari senyawa bioaktif tersebut
dapat terganggu (Murador, et al., 2019).

9.6 Bioavailabilitas Senyawa dalam NADES

Seperti telah disampaikan sebelumnya, beberapa metabolit
tanaman memiliki kelarutan air yang rendah. Hal ini berisiko menjadi
kendala dalam pengembangan metabolit aktif tumbuhan sebagai obat
karena bioavailabilitasnya yang rendah. Bioavailabilitas obat adalah
faktor utama dalam keberhasilan sistem penghantaran obat (Kalepu, et
al., 2019). Bioavailabilitas yang rendah dapat mengakibatkan dosis yang
terlalu tinggi dan kemungkinan efek samping yang merugikan (Cao, et
al., 2020). NADES memiliki potensi untuk digunakan sebagai pembawa
untuk sediaan farmasi (Sut, et al., 2017). Beberapa penelitian meneliti
efek penggunaan NADES sebagai pelarut senyawa tertentu. Peningkatan
kelarutan dapat meningkatkan bioavailabilitas oral senyawa (Zao, et al.,
2020). Rangkuman kajian bioavailabilitas senyawa bioaktif pada NADES
disajikan pada Tabel 9.7.




Tabel 9.7 NADES meningkatkan bioavailabilitas senyawa metabolit
(Hikmawanti, et al., 2021)

Senyawa NADES Rute LEH
Kurkumin | Kolin klorida-gliserol - Kelarutan dalam media lambung
(1:1) dan usus meningkat
Rutin Prolin-asam glutamat Oral Memperbaiki farmakokinetika den-
gan peningkatan kadar obat dalam
darah
Berberin Prolin-asam malat-asam | Oral Memperbaiki farmakokinetika den-
laktat- air (1:0,2:0,3:0,5) gan peningkatan kadar obat dalam
darah
Kafein Kolin klorida- glutamin Topikal | Cocok untuk penggunaan topikal
dan kolin klorida — fenil ketika diformulaikan sebagai emulsi
alanin minyak dalam air dan gel Mening-
katkan loading obat dan stabilitas

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelarutan kurkumin
dalam NADES sekitar 3,5 kali lebih banyak dalam cairan lambung
buatan dan sekitar 2 kali lebih cairan usus buatan besar daripada bubuk
kurkumin dalam dan cairan usus buatan. Hasil ini menunjukkan bahwa
NADES dapat digunakan sebagai bahan untuk meningkatkan kelarutan
kurkumin untuk pemberian oral (leli, et al., 2019). Dalam studi farma-
kokinetik in vivo alkaloid berberin dalam NADES menunjukkan bahwa
kadar berberin dalam darah meningkat dari 2-20 kali pada tikus setelah
6 jam pemberian larutan NADES yang mengandung berberin dengan
dosis 50 mg/kg dibandingkan dengan suspensi air berberin hidroklo-
rida. Kelarutan berberin terbaik dalam NADES pada suhu 22°C diper-
oleh pada campuran prolin-urea (2:1) (12,3 mg/mL) dan prolin-asam
malat-laktat-air-asam (1:0.2:0.3:0.5) (25,0 mg/mL). Dengan demikian,
ada hubungan antara peningkatan bioavailabilitas dan sifat kelarutan
dari berbagai campuran eutektik. Studi farmakokinetik lain juga dila-
kukan oleh Faggian, et al., 2016 menggunakan rutin yang dilarutkan
dalam NADES. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar rutin dalam
plasma darah meningkat lebih lama pada tikus Balb/c yang diberikan




rutin dalam NADES yang mengandung asam prolin-glutamat (2:1)
dibandingkan dengan dosis oral suspensi air (Faggian, et al., 2016).

Funari, et al, 2019 melaporkan bahwa madu dan NADES
yang terbuat dari kolin klorida-propilen glikol atau asam laktat dapat
menggantikan etanol dan air untuk ekstraksi propolis hijau (Funari,
et al, 2019). Dai, et al., 2020 melaporkan efek peningkatan kualitas
madu pada Astragali Radix dibandingkan dengan NADES. Hasil mereka
menunjukkan bahwa karakteristik fisikokimia madu dan NADES
serupa. Keduanya dapat meningkatkan konsentrasi pelarutan senyawa
aktif, seperti total flavonoid dan saponin. Konsentrasi plasma kaliko-
sin-7-0-D-glukosida (isoflavonoid) pada tikus meningkat 12 jam setelah
pemberian senyawa ini dalam madu dan NADES. Tong, et al., 2021
menemukan bahwa L-proline-acetamid memiliki efisiensi ekstraksi
yang lebih tinggi pada hidroksisafflor yellow A (HSYA) (32,43 mg/g) dan
anhidrosafflor yellow B (ASYB) (8,44 mg/g). Senyawa ini merupakan
senyawa bioaktif utama dari bunga kering Carthamus tinctorius, yaitu
21,3% dan 46,6% lebih tinggi dari air. Kadar plasma senyawa pada tikus
jantan Sprague-Dawley meningkat setelah pemberian oral dengan
dosis 2 g ekstrak/kg dibandingkan dengan suspensi ekstrak berair. Hal
ini menunjukkan bahwa HSYA dan ASYB segera diserap dan kemudian
dieliminasi dalam 12 jam (Tong, et al., 2021).

9.7 Aplikasi NADES dalam Farmasi dan Nutraseutikal

Kemampuan NADES untuk meningkatkan kelarutan, stabilitas,
bioaktivitas, dan biocavailabilitas senyawa target telah dibahas sebe-
lumnya. NADES mampu mengekstrak berbagai senyawa target bioaktif,
baik hidrofilik maupun hidrofobik. Keuntungan lain dari NADES adalah
bahwa mereka aman (toksisitas rendah, tidak mudah menguap, dan
tidak mudah meledak). Sifat-sifat tersebut membuat NADES berpotensi
berguna dalam industri makanan, formulasi farmasi dan nutrasetikal,
serta kosmetik (Choi, et al., 2019). Sistem pengantaran cbat transdermal
adalah penggunaan obat DES/NADES yang menarik dan menjanjikan
(Kudlak, et al., 2015).




Cynaropicrin merupakan senyawa dari ekstrak daun Cynara
cardunculus yang berpotensi sebagai sumber nutrasetikal. Senyawa
ini berhasil diperoleh dengan kadar tinggi menggunakan NADES asam
dekanoat-tetrabutilamonium klorida dan 70% air, pada 25°C, selama
60 menit, dan rasio padat-cair 1:30. Aplikasi NADES dalam formulasi
farmasi dilakukan oleh Liu, et al., 2018. Dari penelitian yang dilakukan
diperoleh hasil bahwa NADES dapat membantu formulasi kurkumin
(molekul hidrofilik) dalam bentuk hidrogel yang kemudian digunakan
sebagai model untuk mengembangkan ekstrak kasar Schisandra
chinensis. Komponen NADES yang dipilih adalah mannosa-dimetil-
urea-water (2:5:5). NADES ini memiliki daya larut yang baik untuk
kurkumin. Proses pembuatan hidrogel dilakukan dengan memasukkan
kurkumin ke dalam kitosan-alginat (Liu, et al., 201).

Selain itu, Basar, et al.,, 2020 melaporkan bahwa melalui
penggunaan emulsi dan 10% DES kolin klorida-butadienol, i-karoten
secara efektif dienkapsulasi dalam kapsul konsentrat protein whey. Jika
dibandingkan dengan [3-karoten bebas (larutan n-heksana). Metode
enakapsulasi ini memberikan kapasitas karotenoid tertinggi dan stabi-
lity terhadap foto-oksidasi setelah 180 menit paparan cahaya (Basar,
et al., 2020). Hasil ini memberikan nilai dasar-dasar dalam enkapsulasi
bioaktif.

Sifatnya yang tidak mudah menguap dan kesulitan menghi-
langkannya secara langsung setelah ekstraksi membuat NADES pelarut
alternatif yang dapat diterapkan, dengan potensi untuk menjadi bagian
alami dari produk farmasi (Chemat, et al., 2019) dan formulasi nutra-
setikal (Fanali, at. al., 2020; Faggian, et al., 2016). Dengan demikian,
dapat mengurangi tahapan produksi dari serangkaian proses panjang
yang terlibat dalam pembuatan obat-obatan dari alam bahan. Untuk
masa depan, aplikasi NADES dalam makanan, farmasi, dan nutrasetikal
formulasinya masih perlu diteliti dan dikembangkan.

Dari paparan di atas dapat diperoleh gambaran pemanfaatan
NADES dalam pengembangan obat bahan alam. Secara ringkas peman-
faatan tersebut dapat dilihat pada Gambar 9.11.
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BAB X

APLIKASI NADES PADA EKSTRAKSI
SENYAWA TARGET DARI KULIT KAYU
MANIS DAN BATANG SECANG

10.1 @ar belakang

Kayu secang (Cesalpiniac sappan) dan kayu kayu manis
(Cinnamomum burmanii Blume) banyak digunakan di Indonesia dalam
pangan dan obat tradisional. Penggunaan bisa dalam bentuk tunggal
atau kombinasi.

10.2 Kayu manis

Bagian kayu manis yang paling banyak digunakan adalah kulit kayu.
Kulit kayu manis berasal dari tanaman yang mudah tumbuh dan ditemukan
di Indonesia. Indonesia diketahui sebagai negara penghasil terbesar kulit
kayu manis di dunia. Tanaman obat kayu manis ini telah dibuktikan oleh
penelitian sebagai sumber potensial senya ioaktif yang digunakan untuk
mengobati banyak penyakit. Kayu manis adalah salah satu ta an obat
yang saat ini mendapat banyak perhatian. Daun dan kulit batang kayu manis
biasanya digunakan sebagai rempah-rempah dan minyak esensial (Ahmad,
et al., 2013). Selain sebagai bahan rempah untuk makanan dan minuman,
kulit manis juga banyak digunakan sebagai tanaman obat tradisional. Salah
satu penggunaan dari kulit kayu manis adalah untuk mengatasi diabetes.
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10.2.1 Deskripsi Tanaman

Kayu manis merupakan pohon dengan tinggi 10-15 m. Akar tung-
gang dan berwarna cokelat, batangnya tumbuh tegak, tipe percabangan
monopodial dan berwarna abW kecokelatan. Daun tunggal, duduk daun
tersebar (folia sparsa), bentuk lanset, ujung dan pangkal runcing,‘hi daun
rata, panjang 4-14 cm, lebar 1%-6 cm, pertulangan melengkung, d uda
berwarna merah keunguan, dan setelah tua berubah menjadi hijau tua pada
permukaan atas dan hijau pucat pada permukaan bawah, tekstur permu-
kaan atas@s dan kasar pada bagian bawah (Wahyuni, et al., 2016).

Bunga majemuk, berbentuk malai, terletak di ketiak daun
(bunga terminal), berambut halus, panjang tangkai 4-12 mm. Kelopak
berjumlah 6, warna putih kekuningan. Mahkota berjumlah 5, warna
putih kekuningan. Benang sari berjumlah 12, tersusun dalam 3-4 ling-
karan, mempunyai kelenjar di h tangkai sari, panjang kepala sari
1-5mm danb rna kuning. Buah buni, bentuk bulat telur, panjang
+ 1 mm, buah muda berwarna hijau, dan setelah buah tua berwarna
hitam. Biji kecil, bentuk bulat telur dan berwarna hijau saat biji masih
muda, dan berwarna hitam ketika biji menua (Wahyuni, et al., 2016).
Daun, batang, dan bunga kayu manis tertera pada Gambar 10.1.

(a) (b)

Sumber: Wahyuni, et al., 2016

Gambar 10.1. Daun Kayu Manis (a), Batang Kayu Manis (b), dan Bunga Kayu
Manis (c)




Tanaman Cinnamomum burmannii (Nees & T. Nees) Blume
membeberapa sinonim, di Bulgaria disebut Indeonezijska kanela;
Cina: xiang jiao ye, shan rou gui, yin xiang; Denmark: indenesisk kanel,
Belanda: indonesische kaneel, korintje-cassia; Finlandia: jaavankaneli,
Prancis: canelle de padang, cannelle de malaise, cenellede java; Jerman:
birmazimt, birmazimtbaum, indonesisches zimt, padangzimt; Hungaria:
indonéz fahéj, javai kasszia; Indonesia: kayu manis, kayu manis Padang,
ki amis; Jepang: jawa Nikkei, kinamomumu burumanii; Korea: chyaba
gyepi, jyaba gyepi; Polandia: cynamonowiec burmdnski; Portugal:
falsa-canforeira; Romania: scortisoard indoneziand; Russia: indoneziis-
kaya koritsa, korichnik burmana, korichinik iavanskaia; Spayol: canela
de java; Thailand: op choei chawa, op cheei thai, suramarit; Vietnam:
qué ranh, qué tren (Ravi 2017). Sementara itu, sumber-sumber
tanaman kulit kayu manisﬁikan pada Tabel 10.1.

Tabel 10.1 Sumber tanaman kulit kayu manis

Nama Latin Nama Umum

momum verum Pres/ (Sinonim: C. | True cinnamon atau ceylon cinnamon

zeylanicum Nees)

C. cassia Pres| Cassia, Chinese cnnamon, “Cassia
lignea”

C. burmannii Blume Indonesian cassia

C. loureii Neges Vietnamese cassia

C. tamala (Buch-Ham.) Nees & Eberm Indian cassia

10.2.2 Kandungan kimia

Kulit kayu manis mengandung beberapa senyawa kimia antara
lain: minyak atsiri. Dalam r'm'ak atsiri tersebut terkandung: transsi-
namaldehid, sinamilasetat, eugenol, L-borneol, caryophyllene oksida,
b-caryophyllene, L-bornyl acetate, E-nerolidol, a-cubebene, a-terpineol,
terpinolene, dan a-thujene (Rao dan Gan, 2014). Selain itu juga mengan-
dung minyak atsiri dengan kandungan tertinggi transsinnamaldehid.
Dengan kandungan ini maka kulit kayu manis lazim diunakan sebagai




perisa pada industri makanan. Transsinnamaldehid ini juga digunakan
sebagai marker dari kulit kayu manis. Kandungan kumarin dalam kulit
manis perlu menjadi perhatian karena dalam jumlahnya yang tinggi
dapat memberikan efek yang tidak diinginkan (Sakti, et al., 2019).
Selain itu kulit kayu manis juga mengandung burmanol, [3-sitosterol,
[-sitosteone, kumarin, scopoletin, pheophytin-b, pheophytin-a, ficap-
renol-10, asam p-hidroksibenzoat, vanillin, asam vanilat, asam proto-
catekuat, kobusinol B, 4-acetonil-3,5-dimetoksi-p-quinol, (+)-syringa-
resinol, (+)-yangambin dan (+)-sesamin. Sebagai senyawa marker dari
kulit kayu manis adalah transsi aldehid dan kumarin (Ahmad, et al.,
2013. Struktur kimia keduanyag)at dilihat pada gambar 10.2.

O
e,
~w CL
W DS
A

B
Gambar 10.2 Struktur kimia A) Transsinamaldehid dan (B) Kumarin

10.2.3 Farmakologi Kulit Kayu Manis

Kayu manis sudah dikenal sebagai pengontrol kadar gula
darah. Aktivitas penurunan kadar gula darah ini sudah teruji baik klinis
maupun preklinis. Ekstrak air dengan kandungan senyawa polifenolnya
dilaporkan dapat meningkatkan produksi protein-protein yang terkait
dengan persinyalan insulin dan peningkatan aktivitas transpor GLUT-4
(Cao, et al., 2007). berian ekstrak kayu manis 200 mg/kg selama 6
minggu pada tikus diabetes tipe 2 dapat menurunkan kadar gula darah
dwn meningkatkan kadar insulin serum serta kadar HDL-kolesterol.
Selain itu, dapat menurunkan kadar trigliserida, kolesterol total, dan
menghambat aktivitas o-glukosidase usus. Dengan hasil tersebut
terlihat bahwa ekstrak kulit kayu manis berperan penting dalam penga-
turan kadar gula darah dan lipid (Kim, et al., 2006).

Pengujian secaraklinik dengan desain double-blind randomized




control trials pemberian ekstrak air kayu manis terstandar dengan dosis
250 mg/kapsul dua kali/hari selama satu bul da sukarelawan 137
pasien diabetes dengan  kadar gula darah puasa >6,1 mmol/L atau
postprandial 2 jam setelah makan >7,8 mmol/L terjadi penurunan
kadar gula darah yang lebih baik dibandingkan placebo. Dari penelitian
tersebut dapat disimpulkan bahwa pemberian suplementasi ekstrak
kayu manis 500 mg selama satu bulan mampu kadar gula darah, koles-
terol total, dan kolesterol LDL dan mampu meningkatkan sensitivitas
insulin (Anderson, et al., 2016).

10.3  Kayu Secang

Tanaman secang sudah lama dikenal di Indonesia sebagai
pewarna merah. Bagian penting daritanaman ini ada kayunya. Kayu secang
diperoleh dari tanaman Caesalpinia sappan. Bagian penting dari tanaman
ini adalah bagian batangnya mengandung bahan pewarna merah yang
larut dalam air, seperti brazilin, protosappanin, sappan kalkon dan haema-
toxylum. Karena itu pewarna merah ini digunakan untuk mewarnai kulit
tekstil. Selain itu, juga digunakan untuk pewarna makanan dan juga obat
tradisional. Salah satu khasiat dari kayu secang adalah juga untuk mengon-
trol kadar gula darah. Karena memiliki mekanisme kerja yang berbeda,
kedua simplisia ini sering dikombinasi. Salah satu bahan minuman yang
cukup terkenal ada Bir Pletok dan Wedang Uwuh.

10.3.1 Deskripsi, Taksonomi, dan Morfologi

Secang adalah tanaman berbatang berupa pohon kecil berduri,
dengan pertumbuhan yang cepat dan tingginya dapat mencapai 10 m.
Diameter kayunya berkisar antara 15-30 cm. Dalam waktu satu tahun
secang dapat mencapai ketinggian 3-5 m, bunganya mulai mekar pada
bulan April, dan berlanjut hingga Desember. Secang dibudidayakan
sebagai tanaman hortikultura. Dapat tumbuh dengan baik di semua
jenis tanah dan tumbuh subur di tanah yang berwarna merah (red
soil) di sejumlah negara, seperti Sri Lanka, India, Myanmar, Thailand,
Kamboja, Laos, Cina Selatan, dan Vietnam. Bagian penting dari tanaman




ini adalah heartwood (hati kayu atau kayu teras), yang mengandung zat
pewarna yang larut dalam air seperti brazilin, protosappanin, sappan
chalcone dan haematoxylum. Zat pewarna diekstraksi dengan merebus
potongan kayu dalam air. Brazilin adalah pewarna merah yang digu-
nakan untuk mewarnai kulit, sutra, katun, wol, berbagai jenis serat,
batik, pencetakan belacu, furnitur, lantai, dan bulu. Tawas atau besi
sulfat dapat digunakan untuk meningkatkan pengikatan pewarna ke
material yang akan diwarnai (Bechtold, 2009; Al-Dhubiad, 2012).

Kerajaan : Plantae

Divisi : Angiosperma

Bangsa : Fabales

Suku : Fabaceae

Marga : Caesalpinia

lenis : Caesalpinia sappan L.

Secang merupakan pohon belukar berukuran kecil hingga
sedang dengan tinggi 4,8 hingga 10 m, diameter dapat mencapai 14 cm,
kulitbatangnya berduriberwarna cokelat keabu-abuan, ranting dan tunas
muda berbulu, dan berwarna kecokelatan (Gambar 10.3). Akar berwarna
putih hingga kemerahan, tidak berbau. Daun berbentuk stimulate, bipin-
nate dengan panjang 20— 45 cm, lebar 10-20 cm. Daun terdiri dari 8-16
pasang pinnae, masing-masing pinnae terdiri dari 10-20 pasang oblong
dengan ukuran panjang 10-20 mm dan lebar 610 mm. Lembaran
subsesil daun sangat miring pada bagian pangkal dan membulat pada
bagian apex daun. Penducle primer bunga antara 30-40 cm, dengan
bagian berbunga berukuran 9-15 cm. Bunganya harum, berukuran 2—3
cm, mahkota bunga berwarna kuning dengan benang sari berjumlah 10
helai. Buah berbentuk polong dengan permukaan yang halus, berbentuk
pipih teb iring lonjong, ketika kering berwarna cokelat, seperti kayu,
memiliki panjang 7-10 cm dan lebar 3-4 cm. Biji secang berbentuk
ellipsoid pipid dengan ukuran 18-20 mm x 10-12 mm, dan berwarna
coklat ketika masak (Mariappan, et al., 2014).




Sumber: (A) Badami, et.al., 2004; (B) Sari dan Suhartati, 2016; (C), Koleksi pribadi

Gambar 10.3. (A) Bagian bunga dan daun, (B) Kulit Batang, dan (C) simplisa
kayu secang

10.3.2 Kandungan Kimia Kayu Secang

Kandungan utama dari kayu secang adalah senyawa homoai-
soflavonoid atau senyawa fenolik, seperti brazilin, brazilein, brazilane,
tetraasetilbrazilin, 3’-Ometilbrazilin, 4'-O-metilbrazilin, hematok-
silin, sappankalkon, 3- deoksisappankalkon, sappanone A dan B,
3-hidroksisappanone B, 3- deoksisappanone B, 3’-deoksisappanone
B, sappanol, episappanol, 3'-deoksi-4-0-metil sappanol, 3'-deoxy-4-0
metilepisappanol, 3’-0O-methyl sappanol, 3’-O-metilisosappanol,
3, 4-0 metilsappanol, 4-di-O-metilepisappanol, caesalpin J dan
P; 7,34 -rihidroksi- 3-benzil-2H-chromene, caesalpiniafenol G
dan H, quercetin-3,7-di-O- metil eter. Selain itu, kayu secang juga
mengandung senyawa derivate protosapanin atau dibenzoxin seperti
Protosappanin A-D, E1 dan E2, isoprotosappanin B, protosappanin A
dimetil asetal, protosappanin C dimetil asetal, caesappin A dan B,
10-O-metilprotosappanin B, 10-O-metil-iso-protosappanin B, neopro-
tosappanin (Wagner, et al., 2016).

Senyawa yang dikandung selain brazilin adalah protosappanin,
sappan kalkon, dan hematoxylin. Kayu secang diketahui memiliki akti-
vitas antidiabetes. Ekstrak kayu secang menghambat beberapa enzim
yang berperan pada pengaturan kadar gula darah, seperti a-glukosidase
dan dipeptidyl peptidase IV (Sakti, et al., 2019) Beberapa struktur kimia
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dari senyawa yang dikandung pada kayu secang pat dilihat pada
gambar 10.4.

OH
Brazilin Hematoxylin Sappanin
HO OMe OH HO o] OH
‘/M OH \‘/\”j\\“‘/‘:OH
o] o]

Sappanchalcone

HO  OH

Protosappanin A Protosappanin E

Gambar 10.4. Struktur senyawa utama pada kayu secang
(Wagner, et al., 2016)

Senyawa utama pada kayu secang adalah brazilin. Senyawa ini
merupakan golongan isoflavonoid, yang memberi warna merah, tetapi
senyawa ini dilaporkan mudah teroksidasi jika terpapar oksigen. Reaksi
akan lebih cepat dengan adanya paparan cahaya. Reaksi perubahan
degradasi brazilin dapat dilihat pada Gambar 10.5. Strukturnya mirip




dengan hematoxylin. Dengan berkembangnya ilmu pengetahuan dan
teknologi, saat ini brazilin dan dapat disintesis (Sakti, 2019). Pada tahun
2010, Yen et al., bisa menyintesis dan mengisolasi enantiomer brazilin
yang terdapat dalam bahan alam yaitu (+)-brazilin yang kemudian
dikonversi menjadi (+)-brazilien (Yen, et al., 2010). Senyawa ini dapat
dilarutkan dalam pelarut polar, dengan demikian ekstraksi kayu secang
dapat dilakukan dengan metanol dan etanol.

HO, HO,
(" o8
OH OH

. hy D

o
O 0 '

HO HO
OH (o)
Brazilin Brazilein

12
H—OD.

Brazilin

[Sumber : (A) Albini, et.al., 2018; (B) Dapson dan Bain, 2015 |

Gambar 10.5 Perubahan struktur kimia brazilin karena proses oksidasi

Pada Tabel 10.2 berikut ini diperlihatkan sebaran brazilin
dalam berbagai tanaman. Brazilin ini ternyata tidak hanya terdapat
pada genus Caesalpinia, tetapi juga dari tanaman lain. Masing-masing
genus juga spesifik hanya ditemukan di negara-negara tertentu (Dapson
dan Bain, 2015).




Tabel 10.2 Sebaran brazilin dalam berbagai tanaman

Nama Latin Negara

Caesalpinia echinate Brazil
Caesalpinia sappan Asia Tenggara
Caesalpinia violacea Kepulauan Karibia

(Sinonim: C. brasiliensis)

Hematoxylum brasiletto Amerika tengah, Utara, dan Selatan

Sumber: Dapson dan Bain, 2015

10.3.3 Farmakologi Kayu Secang

Kayu secang secara tradisional dipercaya untuk antidiabetes
dan komplikasinya. Senyawa utama pada kayu secang dilaporkan dapat
menghambat gluconeogenesis hepatic melalui peningkatan fruktosa-2-
6-bifosfat. Senyawa ini merupakan intermediet yﬂaerperan penting
pada produksi glukosa hepatik (You, et al., 2005). Selain itu secang juga
dapat menghambat beberapa enzim yang berperan penting dalam
pengaturan kadar glukosa dalam darah, seperti a-glukosidase dan
DPP-IV. Kayu secang juga dikenal dengan beberapa aktivitas farmako-
logi lain, seperti antimikroba, antiinflamasi, mengatasi penyakit kardio-
vaskular, antioksidan, dan antitrombotik.

Kayu secang dilaporkan cukup aman. P ji toksisitas akut
dan subakut ekstrak air kayu secang pada dosis 5000 mg/kg BB tidak
menimbulkan gejala toksik pada tikus. Juga pada dosis 1000 mg/kg
BB selama 30 hari tidak imbulkan abnormalitas pada subjek uji.
Ekstrak etanol kayu secang dengan dosis 50 mg/kg BB pada tikus dapat
menurunkan kadar glukosa darah lebih baik dibandingkan kontrol.

10.4  Ekstraksi Kayu Secang Menggunakan NADES

Ekstrak kayu secang dengan NADES telah dilakukan oleh
Angela, 2019. Pada penelitian tersebut dilakukan penapisan NADES
terbaik untuk ekstraksi. NADES yang digunakan betain sebagai HBA,
sedangkan pasangannya sebagai HBD digunakan asam laktat, asam




malat dan asam sitrat. Penambahan air sebanyak 30% memberikan
kondisi terbaik untuk menurunkan viskositas mempercepattransfer
masa. Hasil penapisan larutan NADES untuk kayu secang dapat dilihat
pada Gambar 10.6.
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Gambar 10.6 Pengaruh NADES terhadap kadar brazilin (Angela, 2019)

Pada penapisan ini diketahui bahwa NADES betain-asam laktat
memberikan hasil terbaik dibandingkan dua asam organik lainnya.
Sebagai marker ekstrak kayu secang digunakan brazilin. Kadar brazilin
dalam ekstrak NADES ditetapkan meunakan HPLC. Kromatogram
HPLC hasil penapisan ekstrak NADES kayu secang dapat dilihat pada
Gambar 10.7.
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Gambar 10.7 Profil HPLC kromatogram standar brazilin dan ekstrak NADES
kayu secang (Angela, 2020)

Pada optimasi kondisi ekstraksi NADES kayu secang dihasilkan
kondisi optimum betain asam-laktat (1:1), waktu ekstraksi 30 menit
dan penambahan air 50%. Pada kondisi optimum tersebut gheeroleh
kadar brazilin cukup tinggi yaitu 111,63 mg/g. Namun, hasil ini sedikit
EBH rendah jika dibandingkan dengan hasil ekstraksi konvensional,
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Pada
maserasi diperoleh kadar brazilin 127,95 mg/g serbuk kayu secang.
Perbandingan jumlah brazilin terekstraksi antara NADES dan maserasi
dapat dilihat pada Gambar 10.8.
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Gambar 10.8 Perbandingan kadar brazilin hasil ekstraksi NADES dan Maserasi

10.5  Ekstraksi Kulit kayu Manis Menggunakan NADES

Nadhira, 2019 melakukan ekstrak NADES-UAE kayu manis
dengan basis kolin klorida sebagai HBA dan HBD polialkohol, yaitu
gliserol, sorbitol, dan xylitol. Sebagai marker untuk ekstrak kayu manis
adalah transsinamaldehid dan kumarin.

Pada penapisan awal pelarut kadar senyawa maker tertinggi
pada NADES-UAE dengan kombinasi kolin klorida-gliserol. Kadar trans-
sinamaldehid sedikit lebih rendah dibandingkan dengan kadar kumarin
(Gambar 10.9). Kadar kumarin tidak begitu diharapkan karena sudah
diketahui bahwa kumarin memiliki efek yang tidak diinginkan pada
jumlah besar.

Validasi metode HPLC dilakukan sebelum digunakan untuk
penetapan kadar transsinamaldehid dan kumarin pada ekstrak NADES.
Hasil validasi diperoleh bahwa metode HPLC yang dilgdwkan valid. Hasil
HPLC untuk transsinamaldehid, kumarin dan ekstrak dapat dilihat pada
Gambar 10.10.
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Gambar 10.10 HPLC kromatogram (a) standar kumarin, (B) standar transsina-
maldehid, dan (c) ekstrak kulit batang kayu manis (Nadhira, 2019)




Pada optimalisasi kondisi ekstraksi NADES-UAE diperoleh
dengan parameter kolin klorida-gliserol (1:1), dengan waktu ekstraksi
40 menit dan penambahan air 50%. Hasil optimalisasi memperlihatkan
bahwa ekstrak kulit batang kayu manis menggunakan NADES kolin
klorida-gliserol jauh lebih tinggi daripada hasil ekstraksi menggunakan
refluks dan etanol 96% sebagai pelarut. Kedua kadar biomarker, yaitu
transsinamaldehid dan kumarin, kondisi optimum dengan perolehan
kadar tertinggi didapatkan dari hasil analisis RSM, yaitu 9,8707 mg/g
untuk transsinamaldehida dan 11,0938 mg/g untuk kumarin.
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Gambar 10.11 Perbandingan hasil ekstraksi dengan NADES dan refluks
kadar transsinamaldehid kiri dan kumarin kanan (Nadira, 2019)




Berdasarkan hasil penelitian tersebut, ekstraksi senyawa
transsinamaldehid dan kumarin menggunakan NADES secara UAE
menghasilkan kadar lebih tinggi dibandingkan dengan nilai kadar kedua
senyawa tersebut yang didapatkan dari ekstraksi menggunakan etanol
96% secara refluks (Gambar 10.11). Hal ini terkait fenomena kavitasi
yang terjadi pada proses UAE yang menyebabkan meningkatnya
tekanan terhadap permukaan matriks sehingga permukaan matriks
hancur dan terjadi kontak langsung antara senyawa target dalam sel
dengan NADES (Panja, 2017). Selain itu, polaritas dari NADES mempu-
nyairentang yang lebih luas karena dapat menarik senyawa target yang
polar hingga nonpolar (Plotka-Wasylka, et al, 2017).

Faktor yang memperngaruhi hasil ekstraksi menggunakan
NADES antara lain jenis dan komposisi NADES, viskositas atau penam-
bahan air, waktu ekstrak, danrasio pelarut-sampel. Mekanisme ekstraksi
NADES selain melalui pembentukan ikatan hidrogen, juga melakukan
perusakan dinding sela tau matriks sampel. Pada ekstraksi NADES-UAE
ekstrak kayu manis dilakukan pengamatan dinding sel menggunakan
SEM (scanning electron microscopy).

Hasil SEM dapat dilihat pada Gambar 10.12. Berdasarkan
hasil SEM ekstrak NADES-UAE menggunakan kolin-klorida-sorbital
dapat menyebabkan kerusakan sel paling besar dibandingkan NADES
lainnya. Hal ini juga sesuai dengan hasil ekstraksi berupa kadar senyawa
biomarker. Begitu juga dibandingkan hasil ekstrak konvensional meng-
gunakan refluks etanol 96%. Dengan demikian pelarut NADES tidak
hanya mengekstraksi melalui mekanisme rinsing, penetrasi, dan difusi
untuk terjadinya transfer masa dan juga secara tidak langsung melalui
perusakan dinding sel. Hal ini berakibat proses transfer masa lebih
cepat dan efektif.




Gambar 10.12 Hasil SEM (a) serbuk sampel kulit kayu manis, (b) refluks eta-
nol 96%, (c) kolin klorida-gliserol, (d) kolin klorida-sorbitol, dan (e) kolin klo-
rida-xilitol

Ekstrak kulit batang manis dengan NADES juga dilakukan oleh
Fransisca 2019. NADES yang digunakan betain sebagai HBA dan sebagai
HBD asam laktat, asam malat, dan asam sitrat dengan per ingan
(1:1). Sebagai bahan baku digunakan kulit kayu manis yang diperoleh
dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Bogor. Gambar kulit
kayu manis sebelum dan setelah diserbuk dapat dilihat pada Gambar
10.13.




Gambar 10.13 Kulit kayu manis a) setelah dirajang b) dan setelah diserbukkan
c) (Fransisca, 2019)

Hasil penapisan 3 pelarut NADES dapat dilihat bahwa
campuran betain-asam laktat memberikan hasil tertinggi baik pada
kadar transsinamaldehid maupun kumarin. Namun, pada ketiganya
kadar transsinamaldehid lebih tinggi daripada kada kumarin. Hal ini
berbeda pada ekstrak NADES sebelum. Pada NADES kolin klorida-poliol
kumarin lebih tinggi dibandingkan dengan transsinamaldehid. Dari
gambaran tersebut terlihat bahwa komposisi NADES dapat membe-
rikan selektivitas penarikan senyawa yang berbeda-beda.

Faktor penting dari NADES yang mempengaruhi hasil ekstraksi
salah satunya adalah polaritas. Polaritas NADES terkait dengan ikatan
hidrogen yang terbentuk antara HBA dan HBD baik intermolekul
maupun intramolekul. Oleh karena itu, makin banyak ikatan hidrogen
menyebabkan polaritas pelarut meningkat. Viskositas betain-asam
malat lebih rendah dibandingkan dengan dua NADES lainnya. Seperti
diketahui viskositas pelarut sangat mempengaruhi hasil ekstraksi. Hasil
ekstrak NADES kayu manis berbasis betain dapat dilihat pada Gambar
10.14.
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Gambar 10.14 Hasil penapisan NADES kulit batang kayu manis (Fransisca, 2019)

Pelarut terpilih adalah betain asam laktat. Pelarut ini diopti-
masi kondisi ekstraksinya. Hasil optimalisasi di aplikasi pada ekstraksi
kulit kayu manis. Kondisi optimum reaksi NADES betain-asam laktat
(1:1), waktu 30 menit, penambahan air 40%.
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Gambar 10.15 Perbedaan kadar transsinamaldehid dan kumarin pada dua
metode ekstraksi (Fransisca, 2019)




Pada kondisi ini kadar kumarin yang diperoleh adalah adalah
9,52 mg/g, sedangkan transsinamaldehid sebes.ﬂ 8,76 mg/g. Hasil
ekstraksi yang diperoleh dari NADES pada kondisi optimum jauh lebih
besar dibandingkan dengan metode konvensional sokhlets menggu-
nakan etanol 96% (ditunjukkan pada Gambar 10.15) dan hasil analisis
SEM untuk melihat perubahan kondisi dinding sel setelah dan sebelum
ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 10.16.

Gambar 10.16 Hasil SEM dari kulit kayu manis a) betain asam laktat b) be-
tain-asam malat, ¢) betain-asam sitrat, dan d) Soklet etanol 96%
(Fransisca, 2019)

Febianli, 2019 juga melakukan ekstraksi NADES terhadap
kulit batang kulit kayu manis dengan HBA kolin klorida, sedangkan
sebagai HBD menggunakan asam sitrat, asam malat, dan asam laktat
dengan perbandingan (1:2). Komponen penyusun NADES seperti kolin
klorida dan asam-asam organik berupa padatan. Setelah dicampurkan
terbentuk larutan kental. Oleh karenaitu, harus dilakukan penambahan
air untuk menurunkan viskositasnya (Gambar 10.17).
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Gambar 10.17 (a) serbuk kolin klorida, (b) NADES dan (C) NADES setelah pe-
nambahan air (Febianli, 2019)

Biomarker yang digunakan untuk mengevaluasi keberhasilan
ekstraksi NADES kulit batang kayu manis, digunakan transsinamalde-
hida dan kumarin. Penetapan kadar dapat dikukan simultan keduanya
dengan menggunakan HPLC. Metode tersebut telah berhasil divalidasi
terlebih dahulu. Sistem HPLC yang digunakan sudah divalidasi dengan
kondisi HPLC menggunakan Shimadzu LC-20AT, kolom Intertsil C18
0DS-3 5mm; 4,6x150 ;
dalam air: asetonitril (40:60), laju alir 1,0 ml/menit, vol injeksi 20ml;
detekrot UV-vis 280 nm. Hasil pengujian HPLC dapat dilihat pada

gambar 10.18.

fase gerak: 0,04% (v/v) asam asetat glasial
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Gambar 10.18 Kromatogram (a) Standar transsinamaldehida, (b) standar
kumarin, dan (c) Ekstrak NADES kulit batang kayu manis (Febianli, 2019)




Sama seperti penelitian ekstraksi NADES untuk kulit kayu
manis sebelumnya. Pada tahap awal dilakukan pencarian komposisi
pelarut terbaik untuk mengekstraksi biomarker kulit kayu manis.
Kombinasi NADES terbaik adalah kolin klorida asam sitrat (1:2). Ekstrak
menggunakan pelarut NADES ini memberikan kadar kumarin jauh lebih
tinggi dibandingkan dengan kadar transsinamaldehid (Gambar 10.19).
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Gambar 10.19 Pengaruh jenis NADES terhadap kadar transsinamaldehid dan
kumarin (Febianli, 2019)

Seperti sudah diketahui polaritas NADES mempengaruhi
kemampuan pelarut menarik senyawa marker transsinamaldehida
dan kumarin. Semakin banyak ikatan hidrogen yang terbentuk menye-
babkan polaritas dari pelarut meningkat (Mulia, et al., 2018).

Kepolaran HBD vyang digunakan makin menurun dengan
urutan sebagai berikut asam sitrat>asam malat>asam laktat. Kepolaran
ini sesuai dengan kepolaran senyawa transsinamaldehida, karena
senyawa ini cenderung nonpolar, sehingga NADES dengan HBD asam
laktat yang mampu menarik senyawa lebih banyak. Dari hasil tersebut
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menunjukkan bahwa asam laktat dapat menarik senyawa lebih banyak
karena memiliki kedekatan log p dengan senyawa target.

NADES kolin klorida-asam laktat (ChCI-LA) dipilih sebagai
pelarut untuk optimalisasi karena dapat menarik transsinamaldehida
lebih banyak. Namun pada laporan tersebut diperoleh kadar transsina-
maldehida lebih rendah dibandingkan dengan kadar kumarin.

Tujuan ekstraksi pada kulit kayu manis sebenarnya adalah
ekstrak dengan kadar transsinamaldehid lebih tinggi dari pada kada
kumarin. Kumarin memiliki dampak negatif pada kesehatan, vaitu
berefek hepatotoksik jika dikonsumsi dalam jumlah yang banyak
(Hikmawanti, et al., 2021).

Hasil optimalisasi metode ekstraksi NADES Kulit batang kayu
manis menggunakan pelarut NADES terpilih. Kondisi optimum untuk
ekstrak biomarker dari kulit kayu manis adalah NADES-UAE kolin
klorida-asam laktat (1:2), penambahan air 40% dan waktu ekstraksi 30
menit. Pada kondisi optimum ini kadar transsinamaldehid yang diper-
oleh 9,24 mg/g sermkering, sedangkan kadar kumarin 11,60 mg/g
serbuk kering. Hasil ini jauh lebih tinggi jika dibandingkan dengan hasil
ekstraksi dengan maserasi etanol 96% selama 24 jam (Febianli, 2019).
Hasil perbandingan dapat dilihat pada gambar 10.20.
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Gambar 10.20 Perbedaan kadar transsinamaldeihd dan kumarin hasil ek-
straksi NADES dan Maserasi (Febianli, 2019)




Dari ketiga penelitian ini jika dibandingkan maka ekstraksi
NADES-UAE terbaik untuk kulit batang kayu manis adalah kolin klorida-
asam sitrat. Hasil ekstraksi ini juga lebih tinggi dibandingkan beberapa
hasil ekstraksi konvesional lainnya, seperti refluks, sokhlet, dan mase-
rasi (Aryati, et al., 2020).

10.6  Ekstraksi Kombinasi Kayu Secang dan Kulit Kayu Manis
Menggunakan NADES

NADES sudah dijelaskan sebelumnya telah berhasil untuk
mengekstraksi beberapa metabolit sekunder dan tanaman obat.
Dengan perbedaan sifat fisik dan kimia metabolit sekunder, maka
diperlukan penapisan untuk pemilihan NADES yang sesuai.

Keberhasilan ekstraksi NADES pada kulit kayu manis dan kayu
secang secara tunggal telah dijelaskan sebelumnya di atas. Namun,
produk di pasaran kedua simplisia atau ekstraknya sering dikombina-
sikan dalam bentuk minumanmaupun obat tradisional. Oleh karena itu,
perlu pengembangan lebih lanjut untuk mengekstraksi secara bersama-
sama kedua bahan tersebut menggunakan NADES. Kombinasi dua
simplisia kayu secang dan kulit batang kayu manis, menjadi tantangan
sendiri pada optimasi NADES dan juga optimasi penetapan kadarnya.

Sebelum melakukan optimasi NADES perlu dilakukan penca-
rian metode HPLC yang sesuai untuk menentukan secara simultan
kadar senyawa marker dari kedua simplisia. Pada kulit kayu manis
sebagai biomarker adalah transsinnamaldehid dan kumarin. Kumarin
digunakan sebagai marker keamanan. Sedangkan pada kayu secang
sebagai biomarker adalah brazilin.
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Gambar 10.21 Profil HPLC kromatogram A) Standar kumarin, B) standar
transsinamaldehid, dan C) ekstrak NADES kulit kayu manis (Aditya, 2019)
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Gambar 10.22 HPLC kromatogram dari (A) Brazilin dan ekstrak NADES
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Gambar 10.23 HPLC kromatogram A) Campuran standar brazilin, transsina-
maldehid, dan kumarin, B) Ekstrak NADES

Sakti, et al., 2019 berhasil menemukan metode simultan untuk
penetapan kadar biomarker dari kedua simplisia. Metode tersebut
memenuhi semua parameter validasi. Dengan demikian metode inilah
yang akan digunakan pada uji selanjutnya. Gambar 10.21-10.23 di
bawah memperlihatkan kromatogram standar biomarker dan ekstrak.

Kondisi optimum NADES untuk ekstraksi kulit kayu manis
adalah kolinklorida-gliserol (2:1 w/w), rasio simplisia-NADES (1:2 w/w)
dengan penambahan air sebesar 47,56%, sedangkan metode ekstraksi
menggunakan NADES berbasis kolin klorida-gliseral (2:1 w/w), rasio
simplisia-NADES (1:8 w/w) dengan penambahan air sebesar 20,00%
merupakan metode ekstraksi optimum untuk mengekstraksi brazilin
dari kayu secang (Sakti, 2019).
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Gambar 10.23 Perbandingan kadar senyawa marker dalam ekstrak menggu-
nakan metode konvensional dan NADES

Kondisi optimum untuk mengekstraksi NADES simultan kedua
simplisa adalah sebagai berikut kolin klorida-gliserol (2:1), dengan rasio
sampel serbuk pelarut NADES (1:4) dan penambahan air 20%. Pada
kondisi optimum ini diperoleh kadar senyawa marker masing-masing
brazilin, transsinamaldehid, dan kumarin berurutan sebagai berikut
628,42 mmg/ml, 877,76 mmg/ml, dan 968,81 mmg/ml. Kadar untuk
semua marker jauh lebih besar daripada kadar marker hasil ekstraksi
menggunakan metode konvensional maserasidan refluks. Hasil lengkap
dapat dilihat pada Gambar 10.23.

Kadar marker kayu secang dan kulit kayu manis pada hasil
ekstraksi NADES pada kondisi optimum sudah cukup menggembirakan
jika dibandingkan dengan hasil ekstrak konvensional. Namun jika
dibandingkan prediksi, kadar tersebut untuk brazilin dan transsinamal-
dehid masih lebih rendah. Hasil lebih tinggi terjadi pada kumarin (Lihat
Gambar 10.24).
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Gambar 10.24 Hasil verifikasi optimasi ekstraksi dengan RSM
(Aditya Sindu, 2019).

Ekstraksi dengan menggunakan NADES menghasilkan ekstrak
cair yang kental dan sulit untuk diuapkan. Model pelarut ini dirancang
agar siap pakai (ready to use). Karena itu perlu dievaluasi lebih lanjut
terkait stabilitas senyawa marker dalam ekstrak NADES. Pada Gambar
10.25 terjadi penurunan kadar senyawa kumarin dan transsinamal-
dehid secara signifikan pada suhu penyimpanan 25 dan 40°C. Hilangnya
transsinamaldehid selama proses uji stabilitas kimia berkaitan dengan
karakter fisikokimianya yang mudah menguap.
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Gambar 10.25 Stabilitas transsinamaldehid dan kumarin dalam ekstrak
NADES (Sakti, 2019)

Gambar 10.26 menunjukkan stabilitas kimia senyawa marker
brazilin dalam ekstrak NADES pada suhu 4°C, pada penyimpanan disuhu
25 dan 40°Cselama 1 bulansudah tidak terdeteksi keberadaanya dalam
ekstrak NADES. Namun, tidak terjadi perubahan signifikan terhadap
kandungan brazilin dari ekstrak NADES kayu secang yang disimpan
pada suhu 4°C. Data tersebut dapat digunakan landasan terkait saran
penyimpanan produk bahan alam yang mengandung brazilin sebagai
marker atau senyawa bioaktif. Dapat juga sebagai landasan dalam
memformulasikan lebih lanjut ekstrak NADES ini, agar bisa diperoleh
produk akhir stabil dan memiliki umur simpan panjang.
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Gambar 10.26 Stabilitas brazilin dalam ekstrak NADES

Hasil ekstraksi NADES pada kondisi optimum selain diban-
dingkan dengan metode ekstraksi konvensional maserasi dan refluks,
juga sudah dibandingkan dengan ekstraksi menggunakan air. Air seperti
diketahui paling umum dan sering dipakai masyarakat pada penggu-
naan kayu sedang dan kulit kayu manis, karena penggunaan umumnya
berupa seduhan. Hasil ekstrak menggunakan UAE dengan air sebagai
pelarut dapat dilihat pada Gambar 10.27. Pada ektraksi menggunakan
NADES-UAE menghasilkan kadar jauh lebih tinggi dibandingkan hasil
ekstraksi menggunakan UAE dengan pelarut air (Sakti, 2019).

Berdasarkan Gambar 10.28 hasil ekstraksi menggunakan
NADES jauh lebih tinggi dibandingkan metode konvensional seperti
maserasi dan refluks. Bahkan pada kondisi ekstraksi NADES terendah
sekalipun, masih lebih dibandingkan metode konvensional.
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Gambar 10.27 Perbandingan kadar senyawa marker dalam ekstrak cair de-
ngan pelarut konvensional (H20) dan NADES
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Gambar 10.28 Hasil ekstrak kulit kayu manis dan kayu secang dengan berba-

gai macam metode ekstraksi (Sakti, et al., 2020).




Dari gambar tersebut di atas ekstraksi NADES untuk kayu
secang dan kulit kayu manis sangat potensial untuk dikembangkan
dalam mengatasi diabetes dan tukak lambung. Permasalahan yang
dihadapi untuk ekstrak NADES ini adalah stabilitas. Beberapa studi
lain melaporkan keuntungan dari NADES adalah dapat meningkatkan
stabilitas, tetapi pada kasus kayu secang dan kulit kayu manis terjadi
sebaliknya.
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11.1  Latar Belakang

Tanaman kopi merupakan salah satu potensi kekayaan alam
Indonesia. Komoditas dari tanaman ini berupa bimi dan Indonesia
merupakan penghasil kopi ke-4 terbesar di dunia. Kopi robusta (Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner) merupakan salah satu jenis kopiyang
dihasilkan negara kita. Salah satu produk hasil olahan biji kopi adalah
kopi hijau. Kopi ini berasal dari kopi robusta yang belum mengalami
proses pemanggangan. Saat ini kopi hijau banyak mendapat perhatian
peneliti herbal. Biji kopi hijau diketahui rupakan bahan yang kaya
akan kandungan senyawa fenolik berupa asam klorogenat dan alkaloid
kafein. Biji kopi hijau varian robusta memiliki kandungan kafein lebih
tinggi dibandingkan varian Arabica. Gambar 11.1 memperlihatkan
tanaman dan biji kopi.

Asam klorogenat dan kafein dilaporkan memiliki berbagai
macam akmsfarmakologi, salah satunya adalah sebagai antiobesitas
(Turnbull, et al., 2017). Berdasarkan World Health Organization (WHQ),
sebanyak 65% dari populasi di dunia, tinggal di negara-negara maju




dengan penyebab kematian terbanyak akibat kelebihan berat badan
(obesitas). Dari beberapa penelitian diketahui bahwa kopi hijau meru-
pakan salah satu tanaman yang memiliki efek penghambatan aktivitas
lipase.

Gambar 11.1 Bagian tanaman kopi hijau (a) ranﬁn@m, dan buah kopi
robusta (b) buah kopi robusta yang sudah matang (c) biji kopi robusta (Cojffea
canephora Pierre Ex A. Froehner) (Adisya, 2019)




11.2 Kandungan kimia

Asam klorogenat merupakan senyawa fenolik berupa %
ester yang terbentuk dari (-)-asam kuinat dan asam hidroksinamat,
seperti asam kafeat, ferulat dan p-kumarat. Senyawa ini terdiri dari
beberapa golongan berdasar jenis substitusi esternya, antara lain
asam kafeoilkuinat (terdapat 3 isomer: 3-, 4-, dan 5-asam kafeoilku-
inat), asam dikafeoilkuinat (terdapat 3 isomer: 3g4s 3,5-, dan 4,5-asam
dikafeoilkuinat), asam feruloilkuinat (terdapat 3 isomer: 3-, 4-, dan
5-asam feruloilkuinat), dan p-asam kumaroil kuinat (terdapat 3 isomer:
3-, 4-, dan 5-p-asam kumaroil kuinat (Rodriguez-Gomez, et al., 2018).
Kandungan asam klorogenat yang merupakan polifenol dalam kopi
hijau sebesar 7,1-12,1%, sedangkan kafein termasuk alkaloid purin
lebih rendah yaitu 1,7-4,0% (Musato, et al., 2011). 5-asam kafeoilkuinat
merupakan kandungan tertinggi pada ekstrak biji kmijau (Paula, et
al., 2016). Struktur kimia asam klorogenat dan kafein dapat dilihat pada
Gambar 11.2.
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Gambar 11.2 Struktur kimia kandungan kopi hijau [asam klorogenat (a) dan
struktur kimia kafein (b)

11.3  Manfaat Biji Kopi
Masyarakat sudah mengenal khasiat biji kopi, karena sudah

umum digunakan sebagai minuman. Khasiat yang dirasakan adalah
stimulansia. Asam klorogenat dan turunannya merupakan senyawa
fenolat dengan demikian memiliki aktivitas antioksidan kuat. Selain itu,

senyawa ini juga dilaporkan memiliki khasiat mengontrol kadar gula




darah (Ong, Hsu dan Tan 2013). Aktivitas farmakologi lain dari senyawa
ini adalah dapat menghambat proses pembentukan asam lemak (Cho,
et al., 2010).

Kafein merupakan alkaloid yang sudah dikenal dengan efek
stimulansia saraf pusat. Khasiat lain penghambatan aktivitas lipase.
Dengan mekanisme aksi kedua senyawa ini dalam penghambatan akti-
vitas lipase, maka hiji kopi hijau dapat dimanfaatkan untuk mengontrol
berat badan.

11.4  Ekstraksi NADES Biji Kopi Hijau

Ekstraksi biji kopi hijau sebelumnya telah dilaporkan oleh
Ahmad, et al., 2018. Sebagai marker digunakan kafein dan total fenol.
Pada studi tersebut NADES yang digunakan adalah asam organik
dengan gula. Total fenol ditetapkan dengan spektrofotemeter metode
Folin-Ciocalteu, sedangkan kafein dengan menggunakan HPLC. Kadar
optimum total fenol dan kafein adalah masing-masing 87,01 mg GAE/g
serbuk kering kopi, sedangkan kafein pada kondisi yang sama adalah
4,45 mg/g serbuk kering biji kopi hijau. Kondisi optimum untuk pero-
lehan tersebut adalah asam laktat-sukrosa (2:1), dengan rasio sampel-
NADES 1:10 dengan waktu ekstraksi 15 menit. Metode ekstraksi
tersebut relatif cepat, mudah, murah, serta aman terhadap lingkungan
karena pelarut yang digunakan merupakan bahan yang biasa dimakan
(Ahmad, et al., 2018).

Studi lain melaporkan ekstrai biji kopi hijau menggunakan
NADES telah dilakukan dengan HBA (hydrogen bond acceptor) betain
dan kolin klorida. Sebagai HBD (hydrogen bond donor) sorbitol. UAE
(ultrasound assisted/extraction) digunakan untuk mempercepat dan
meningkatkan efisiensi ekstraksi. UAE membantu agitasi mekanik dan
meningkatkan laju pergerakan senyawa dalam cairan (Dai, et al., 2013).
Namun penggunaan UAE juga pada kasus tertentu dapat menyebabkan
degradasi senyawa fenolik dan menghasilkan radikal bebas dalam
gelembung gas.




11.5  Ekstraksi Biji Kopi Hijau dengan NADES HBA Kolin Klorida

Optimasi ekstraksi biji kopi hijau dengan NADES menggu-
nakan kolin klorida sebagai HBA adalah dengan melakukan variasi pada
parameter-parameter yang sangat berpengaruh pada hasil ekstraksi.
Variabel tersebut antara lain: jenis-komposisi pelarut NADES, perban-
dingan atau rasio pelarut NADES dengan simplisia, waktu ekstraksi,
dan suhu. Variasi kondisi ini digunakan sebagai faktor untuk optimasi
ekstraksi dengan menggunakan RSM.

Pada uji penapisan awal kondisi ekstraksi diperoleh kondisi
perbandingan mol kolin klorida-sorbitol yang paling optimum adalah 4
mol kolin klorida dan 1 mol sorbitol. Pada kondisi kolin klorida-sorbitol
(2:1) diperoleh hasil lebih rendah. Hal ini mungkin disebabkan karena
berkurangnya ikatan hidrogen dalam sistem NADES. Hal ini berpe-
ngaruh pada pelarutan senyawa target. Namun semakin tinggi kolin
klorida akan mempengaruhi viskositas larutan NADES. Hal ini dapat
menyebabkan proses ekstraksi tidak efektif. NADES yang dihasilkan dari
perbandingan 4:1 juga relatif stabil.

Suatu NADES akan stabil jika ion klorida membentuk dua
ikatan hidrogen dengan gugus hidroksil darisorbitol. Selain itu, struktur
yang terbentuk memiliki pengaruh yang kuat terhadap stabilitas ikatan
hidrogen.

Waktu ekstraksi terbaik untuk penarikan senyawa marker dari
biji kopi hijau adalah 60 menit. Pada saat mengekstraksi asam kloro-
genat suhu ekstraksi harus diperhatikan lama waktu ekstraksi, meng-
ingat senyawa tersebut merupakan senyawa polifenol yang mudah
mengalami degradasi akibat paparan energi. Ekstraksi menggunakan
NADES-UAE dapat menghasilkan radikal bebas hidroksil yang reaktif.
Radikal hidroksil ini akan membentuk hidrogen peroksida dan dapat
mengoksidasi senyawa fenolik.

Perbandingan pelarut NADES dengan simplisia terbaik adalah
30:1 dalam mengekstraksi asam klorogenat dan kafein. Jumlah volume
besar terhadap simplisia mempercepat transfer masa antara matriks

sampel dengan pelarut. Hal ini berakibat ekstraksi berlangsung lebih cepat.




Tabel 11.1 Perbandingan Hasil antara Ekstraksi Serbuk Kopi Hijau menggunakan
Metode Maserasi dan NADES Kolin Klorida-Sorbitol dengan UAE (Erline, 2019).

Metode ekstraksi Kadar kafein Kadar asam klo- % kenaikan % kenaikan

(mg/g) rogenat (mg/g) kafein asam kloro-
genat
Maserasi 3,03 3,08 93,72 297
WADES Kolin klori- | 5,87 12,24
da-sorbitol

Hasil ekstraksi menggunakan kolin klorida-sorbitol pada
kondisi optimum menghasilkan kadar kafein lebih tinggi 93,72% dan
asam klorogenat 297% jika dibandingkan dengan metode maserasi.
Pada NADES yang digunakan ada penambahan air 50%. Fungsi penam-
bahan air selain untuk menurunkan viskositas, juga untuk meningkatkan
transfer senyawa target ke pelarut (Erline, 2019). Tabel 11.1 memperli-
hatkan hasil ekstraksi menggunakan NADES dan metode maserasi.

Ekstraksi kopi hijau robusta dengan menggunakan NADES
kolin klorida-sorbitol-UAE dapat dimanfaatkan dan dengan kondisi
yang optimum bhasil analisis RSM adalah perbandingan kolin klorida-
sorbitol 4,17:1, waktu ekstraksi 59,94 menit dan rasio pelarut NADES
dengan simplisia 29,96:1 mL/g untuk mendapatkan kadar kafein dan
asam klorogenat yang maksimum (Erline, 2019).

11.6  Ekstraksi Biji Kopi Hijau dengan NADES HBA Betain

Selain dengan menggunakan NADES berbasis kolin klorida,
ekstraksi terhadap kopi hijau juga dilakukan dengan betain klorida
sebagai HBA. Perbandingan NADES betain-sorbitol sangat mempenga-
ruhi hasil ekstraksi. Selain itu faktor penting lainnya yang mempenga-
ruhi hasil ekstrak NADES adalah viskositas. Pada ekstraksi biji kopi hijau
perbandingan HBA-HBD terbegssadalah betain:sorbitol (1:1,2) dengan
kondisi ekstraksi NADES 50%, waktu ekstraksi 30 menit dan rasio serbuk
simplisia-pelarut 1:20. Pada kondisi ini diperoleh kada asam klorogenat

dan kafein masing-masing: 13,46 dan 5,14 mg/g. Kadarkedua biomarker




ini ditentukan dengan cara KCKT (Adisya, 2019). Pada penelitian sebe-
lumnya kondisi KCKT ini telah dioptimasi dan metode sudah valid. Hasil
selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 11.3 dan 11.4 (Erline, et al,
2019).
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Gambar 11.3 Kromatogram HPLC dari standar kafein (a) dan asam klorogenat
(b) (Adisya, 2019)
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Gambar 11.4 Kromatogram HPLC ekstrak NADES dengan perbandingan
jumlah betain:sorbitol terbaik (1:1,2) (Adisya, 2019)

Kekurangan dari NADES untuk ekstraksi adalah viskositas yang
relatif tinggi. Hal ini menyebabkan penetrasi larutan kedalam matriks
atau sel sulit terjadi. Selain itu, juga dapat meningkatkan tegangan
permukaan, yang berakibat terjadinya hambatan pelarutan senyawa




yang dituju. Pada ekstraksi biji kopi hijau dengan NADES ini penam-
bahan air terbaik adalah sebanyak 100%. Pada penambahan air ini akan
diperoleh kadar asam klorogenat dan kafein sebanyak masing-masing
28,62 dan 7,89 mg/g (Adisya, 2019). Jumlah air relatif tinggi dan akan
menyulitkan proses penganan ekstrak selanjutnya.

Secaraumummakinlama waktu ekstraksiakan semakin banyak
senyawa terekstraksi. Hal ini juga berlaku pada ekstrak NADES biji kopi
hijau. Namun, harus diperhatikan untuk kasus senyawa-senyawa yang
tidak stabil. Lamanya waktu ekstraksi dapat mengakibatkan degradasi
senyawa target. Pada ekstraksi NADES biji kopi hijau dilakukan optimasi
waktu ekstraksi dengan kondisi sebagai berikut betain-sorbitel (1:1,2),
penambahan air 50%, dan perbandingan simplisia-pelarut 1:20. Dengan
melakukan variasi waktu ekstraksi diperoleh waktu ekstraksi terbaik
untuk kedua senyawa target adalah 30 menit. Pada kondisi ini diper-
oleh kadar asam klorogenat dan kafein masing 13,06 dan 4,85 mg/g.
Jika waktu diperpanjang menjadi 60 menit ternyata terjadi penurunan
kadar kedua senyawa tersebut. Kadar kedua senyawa ini pada ekstraksi
selama 60 menit adalah 9,72 mg/g asam klorogenat dan 4,23 mg/g
kafein (Adisya, 2019).

Parameter terebut di atas selanjutnya dilakukan optimasi lebih
lanjut dengan menggunakan Response Surface Methodology (RSM)
denganpendekatan Box Behnken Design. Darihasil optimasi ekstraksi biji
kopi hijau dengan pelarut NADES betain-sorbitol menunjukkan bahwa
kadar maksimum diperoleh dengan kadar asam klorogenat 10,65 mg/g
simplisia (7,91 mg/g yang diprediksi desain RSM) dan kadar kafein 4,98
mg/g simplisia (3,99 mg/g yang diprediksi desain RSM). Kadar asam
klorogenat dan kafein maksimum tersebut diperoleh dengan kondisi
ekstraksi menggunakan pelarut NADES campuran betain:sorbitol
dengan perbandingan jumlah 1,25:1,2 mol selama 60 menit dengan
perbandingan simplisia-pelarut NADES 1:30 g/ml (Adisya, 2019).

Data hasil optimasi dianalisis dengan menggunakan RSM.
Hasil analisis ini berupa kondisi ekstraksi optimum dan prediksi hasil
kadar asam klorogenat dan kafein. Selanjutnya dari hasil eksperimen




kondisi optimum ini diperoleh hasil seperti terlihat pada Tabel 11.2 di
bawah ini.

Tabel 11.2 Hasil ekperimen rekomendai kondisi optimum ekstraksi dan pre-
diksi hasil (Adisya, 2019)

Betain: Waktu i Asam kloro- Asam kloro- Kafein Kafein
Perbandingan

sorbitol ekstraksi = _ genatactual genatpre- actual prediksi
) .. simplisia:NADES e
(mol)  (menit) (mg/g) diksi (mg/g) (mg/g) (mg/g)

1,25:1,2 35 1:30 8,21 6,97 2,97 3,06

Berdasarkan penjelasan di atas ekstraksi NADES untuk kopi
hijau prospektif untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai produk
kosmetik atau topikal dan juga oral karena dapat mengekstraksi
senyawa target lebih tinggi juga memiliki berbagai khasiat terkait tujuan
tersebut. Ekstrak ini memiliki aktivitas penghambatan kerja lipase
(Ahmad, et al., 2021). Ekstrak biji hijau sudah dikenal dan digunakan
di masyarakat dan juga dijual komersial untuk pengontrol berat badan.
Problem yang dihadapi untuk ekstrak ini adalah berbentuk cair. Perlu
penelitian mendalam terkait formulasinya jika ingin diperoleh produk
akhir berupa sediaan padat. Selain itu, juga belum diketahui stabilitas
dari ekstrak NADES ini.
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