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RINGKASAN 

Anggur lokal Indonesia yang lebih dikenal sebagai anggur Probolinggo (Vitis labrusca) 

pai saat ini pemanfaatannya masih sangat terbatas, yaitu sebagai buah segar. Namun begitu, 

uah segar inipun masih kalah populer dibanding buah anggur impor (Vitis vinifera), baik dari 

segi harga maupun rasanya. Hal ini disebabkan anggur lokal memiliki kulit yang tebal dan rasa 

yang masam, sebingga kurang disukai (Kompas, 25 November 2004). Spesies ini bersama-sama 

dengan Vilis vinifera berada dalam genus Vitis dan famili Vitaceae. 

Vitis vinifera telah dilaporkan dalam berbagai literatur sebagai salah satu sumber utama 

senyawa turunan resveratrol dan oligoresveratrol. Senyawa tersebut merupakan senyawa 

metabolit sekunder golongan fenolik yang dilaporkan memiliki berbagai aktivitas biologi yang 

sangat bermanfaat, seperti antioksidan (Goldberg, 1996), antikanker ( Jang, 1997), anti-HIV 

(Dai, 1998), antibakteri (Sultanbawa, 1987; Geewananda, 1986), antifungal (Pryce, 1977; Bokel, 

1988), antihepatotoksik (Oshima, 1993), antiinflamasi (Kitanaka, 1990), dan lain-lain. Karena 

kekerabatannya yang dekat dengan Vitis vinifera, diharapkan anggur lokal (V. labrusca) akan 

memiliki senyawa kimia yang sejenis ataupun mungkin akan diperoleh senyawa yang baru 

dengan aktivitas yang menarik pula. 

Oleh karena itu pada penelitian ini bertujuan untuk melakukan eksplorasi senyawa 

metabolit sekunder dari buah anggur lokal dan uji aktivitas antikanker serta antioksidan terhadap 

ekstrak dan senyawa isolat murni yang diperoleh. Sehingga akan dapat direkomendasikan 

pemanfaatan anggur lokal yang lebih luas selain sebagai buah segar, misalnya sebagai bahan 

makanan sehat (healt food) atau obat-obatan alami. 

Uji antikanker dalam penelitian ini diawali dengan skrining terhadap ekstrak 

menggunakan uji BSL T (Brine Shrimp Lethality Test) menggunakan benm udang Artemia 
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alina. Selanjutnya terhadap ekstrak juga digunakan uji induksi apoptosis karena obat 

emoterapi kanker yang memiliki mekanisme kematian sel secara apoptosis memiliki beberapa 

euntungan dalam implementasi kliniknya selain tidak menyebabkan efek samping juga 

enunjukkan efek kemoterapi. dan dapat memiliki efek kemopreventif (Hsiang, et al. 1989). Uji 

. vitas antioksidan menggunakan metode spektroskopi sengan pereaksi Difenil pikril hidrazil 

(DPPH). 

Proses ekstraksi terhadap cairan buah anggur local segar menghasilka ekstrak n-heksan, 

kloroform, etil asetat, dan methanol sisa berturut-turut: 3 g (0,03%), 18 g 0,18%),31 g (0,31%), 

dan 250 g (2,5%). Sedangkan dati ampasnya diperoleh ekstrak metanol = 8 g (8%), n-heksan 

= 100 mg (0,1%), kloroform = 2,5 g (2,5%), etil asetat = 3 g (3%), dan methanol-air sisa = 2 g 

(2%). Ekstrak kloroform dan metanol sisa dari ampas anggur, serta campuran senyawa hasil 

hidrolisis ekstrak metanol air cairan buah anggur memberikan nilai ICso yang lebih kuat 

dibanding vitamin C yang digunakan sebagai kontrol positif. Sedangkan ekstrak kloroform dari 

ampas serta ekstrak n-heksan, kloroform, dan campuran kloroform etil asetat dari cairan buah 

anggur local memiliki aktivitas antioksidan yang lebih rendah disbanding vitamin C. 

Ekstrak etil asetat ampas anggur lokal mempunyai aktivitas antioksidan yang paling 

tinggi dibanding dibanding ekstrak yang lain. Namun dua buah ekstrak yaitu ekstrak etil asetat 

dan metanol air sisa dari cairan buah anggur lokal tidak aktif(ICso > 500 ~glmL). 

Sebanyak lima buah senyawa fenolik isolat murni telah diperoh dati proses isolasi dan 

pemurnian terhadap ekstrak kloroform, etil asetat, dan basil hidrolisis dati ekstrak metanol air 

cairan buah anggur segar. Tiga buah senyawa isolat murni (isolat 1, ICso = 72,9 ~glmL; isolat 

3/resveratrol, 1Cso < 5~glmL, dan isolat 4, 1Cso = 487,8 ~glmL ) dari empat isolat yang diuji 
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enunjukkan aktivitas antioksidan. Senyawa isolat 3 (resveratrol) mempunyai aktivitas 

tioksidan yang paling tinggi dibanding isolat murni yang lain. 

Ekstrak n-heksan, kloroform, etil asetat, campuran kloroform-etil asetat, dan metanol sisa 

dari cairan buah anggur local segar aktif terhadap uji skrining antikanker dengan BSLT (LCso < 

1000 ppm). Berdasarkan hasil uji antikanker dengan kultur sel kanker HeLa (sel kanker servik 

manusia) pada inkubasi 24 jam diperoleh hasil 1Cso untuk ekstrak heksan sebesar 759 Ilglml dan 

ekstrak campuran klorofom dan etil asetat 1072 Ilglml, sedangkan untuk ekstrak yang lain tidak 

dapat ditentukan harga ICso. Berbeda dengan hasil uji antikanker pada inkubasi 24 jam, ternyata 

Pada uji antikanker dengan sel kanker HeLa dengan inkubasi 48 jam terlihat harga ICso ekstrak 

air adalah 1487,47 Ilglml, ICso ekstrak heksan adalah 417,30 Ilglml, ICso ekstrak etil asetat 

adalah 537,31 Ilglml dan ICso campuran ekstrak kloroform - etil asetat adalah 473,72 Ilglml, 

sedangkan ekstrak kloroform tidak bisa ditentukan harga 1Cso nya. Harga ICso tersebut cukup 

besar sebingga ekstrak heksan dan campuran ekstrak klorofom dan etil asetat dapat dikatakan 

bahwa ekstrak tersebut kurang poten terhadap sel kanker HeLa. Menurut NCI (National Cancer 

Institute) suatu ekstrak dikatakan poten sebagai antikanker jika harga ICso :::; 20 Ilglml. 

iv 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



SUMMARY 

The Indonesian local grape, known as "Anggur Probolinggo" (Vilis labrusca) until 

now the utilization is still very limited, that is as fresh fruit. However, this fresh fruit is still less 

popular than imported grapes (Vilis vinifera), both in terms of price and taste. This is because the 

local grape has a thick skin and sour taste, making it less desirable (Kompas, 25 November 

2004). This species (Vilis labrusca) together with Vilis vinifera belong to the Vilis genus in the 

Vitaceae family. 

Vilis Vinifera reported in the literature as one of the main sources of resveratrol and 

derived oligoresveratrol compounds. These compounds are a group of secondary metabolites 

compounds, especially phenolic compounds that reported various beneficial biological activities, 

such as antioxidants (Goldberg, 1996), Anticancer (Jang, 1997), anti-lllV (Oai, 1998), 

antibacterial (Sultanbawa, 1987; Geewananda, 1986) , antifungal (Pryce, 1977; Bokel, 1988), 

antihepathotoxic (Oshima, 1993), antiinflammatory (Kitanaka, 1990), and others. Because close 

to Vilis vinifera species, local grape which is expected Vilis labrusca will have a similar 

chemical compound or novel compounds can be obtained with exciting activities as well. 

The aims of this research to explore secondary metabolites compounds from the local 

grape and also to know the anticancer and antioxidant activity of the extracts and pure 

compounds. So the result of this research would recommend the use of local grape which is 

broader than as fresh fruit, such as healthy foods or natural materials. 

The Anticancer test in this study started with the screening of extracts using BSL T test 

(Brine Shrimp Lethality Test) by Arlemia salina shrimp. Further tests were also used to the 

extract the induction of apoptosis by cancer chemotherapy drugs that have mechanisms of 
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poptotic cell death has several advantages in conducting clinics in addition to not causing side 

ffects of chemotherapy and also shows the effect could have the effect chemopreventif (Hsiang, 

t al. 1989). The antioxidant activity test using spectroscopic methods with Diphenyl picryl 

ydrazil (DPPH) as reagent. 

The extraction process of juice of fresh local grape produce n-hexane, chloroform, ethyl 

acetate, and remaining methanol rows extracts: 3 g (0.03%), 18 g 0.18%), 31 g (0.31%), and 250 

g (2.5%). While the residue of local grape (waste of juice) resulting the methanol extract = 8 g 

(8%), n-hexane extract = 100 mg (0.1 %), chlorofonn extract = 2.5 g (2.5%), ethyl acetate extract 

= 3 g (3%) , and methanol-water remaining extract = 2 g (2%). Chloroform and methanol 

extracts from the local grape solid (waste of juice), and a mixture of compounds from the 

hydrolysis of liquid methanol extract of the local grape fruit gave ICso values more powerful than 

vitamin C which is used as a positive control. Whereas the chloroform extract of the residue and 

extract n-hexane, chloroform, ethyl acetate and a mixture of chloroform of juice of fresh local 

grape has a lower antioxidant activity than vitamin C. 

The ethyl acetate extract from the residue of local grape (waste of juice) has higher 

antioxidant activity compared with other extracts. However, the two extracts (ethyl acetate and 

methanol extracts) from the liquid of the local grape juice is not active (ICSO> 500 tg / mL). 

Five pure phenolic compounds have been resulted from isolation and purification process 

from the extract of chloroform, ethyl acetate, and the results of hydrolysis of methanol extracts 

of liquid fresh grapes. Three pure isolated compounds (compound 1, ICso = 72.9 tg / mL; 

compound 3/resveratrol, ICso <SIlg/mL, and' four isolates, ICso = 487.8 tg / mL) from four 

isolated compound tested showed antioxidant activity. Compound 3 (resveratrol) has the highest 

antioxidant activity compared to the other pure isolated compounds. 
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N-hexane, chloroform, ethyl acetate, a mixture of chloroform-ethyl acetate, and 

emaining of methanol extracts from local fresh grapes fruit active against anticancer screening 

sts with BSLT (LCso <1000 ppm). Based on the test results with the culture of cancer cells to 

ticancer HeLa (human cervical cancer cells) at 24 hours of incubation, ICso was obtained for 

hexane at 759 J,1g / mL and the extract mixture of chloroform and ethyl acetate 1072 J,1g / mL, 

whereas for the other extracts can not be determined ICso. In contrast to anti-cancer tests on 24-

hour incubation, turns on anticancer test with HeLa cancer cells with ICso of 48-hour incubation 

extract water looks 1487.47 J,1g / mL' hexane IC50 was 417.30 J,1g / mL, ethyl acetate extract 

IC50 537 , 31 J,1g / mL and ICso mixture of chloroform - ethyl acetate is 473.72 tg / mL, whereas 

the chloroform extract them can not be determined ICso. 
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Puji syukur kehadirat Allah SWT sehingga penelitian Strategis Nasional tahun 2009 

dengan judul Potensi Anggur Lokal Sebagai Bahan Antioksidan dan Antikanker ini dapat 

diselesaikan tepat waktu. 

Pada kesempatan ini seluruh team peneliti mengucapkan terimakasih kepada : Kepala 

LPPM Universitas Airlangga yang telah memberikan kesempatan untuk melakukan pen.elitian 

ini, Dekan Fakultas Sains dan Teknologi dan Dekan Fakultas Farmasi Universitas Airlangga 

yang telah mengijinkan pelaksanaan penelitian laboratorium kedua fakultas ini. Dekan Faculty of 

Pharmacy, Meijo University, Nagoya Japan atas ijinnya untuk melaksanakan penelitian di 

laboratorium Natural product resources, Prof. Masatake Niwa dan Dr. Yoshiaki Takaya yang 

banyak membantu dalam pnyelesaian penelitian ini. 

Besar harapan kami agar basil penelitian ini bermanfaat bagi perkemhangan ilmu kimia 

bahan alam maupun ilmu terapan terutama di bidang pengembangan sumber daya alam dan 

kesehatan. 

Akbimya, team peneliti menyadari bahwa penelitian ini masih perlu banyak 

pengembangan kedepan, untuk itu kritik dan saran yang membangun sangat diharapkan. 

viii 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



OKASAN 

UMMARY 

PRAKATA 

BAB I PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

BAB II TINJAUAN PUST AKA 

2.1. Antioksidan 

2.2. Antikanker 

2.3 Anggur Lokal 

2.4. Vitis labrusca dan Vitis vinifera 

DAFTARISI 

2.5. Senyawa Metabolit Sekunder pada Genus Vilis 

2.6. Aktivitas Bio1ogi Senyawa Turunan Resveratrol dan Oligoresveratrol 

BAB III TUJUAN DAN MANFAA T PENELITIAN 

3.1. Tujuan Penelitian 

3.1.1. Tujuan umum 

3.1.2. Tujuan khusus 

3.1. Manfaat Penelitian 

BAB IV METODE PENELITIAN 

4.1. AIur Penelitian 

ix 

Balaman 

1 

ii 

v 

viii 

1 

1 

3 

3 

5 

7 

8 

9 

14 

15 

15 

15 

15 

16 

18 

18 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



Halaman 

.2 Tempat Penelitian 19 

Bahan penelitian 19 

4.3.2 Bahan kimia 19 

4.3.3 Alat-alat penelitian 20 

4.4 Prosedur Kerja 20 

4.4.1. Pembuatan ekstrak buah anggur 20 

4.4.2. Hidrolisis ekstrak MeOH-H20-cairan 22 

4.4.3. Uji kromatografi lapis tipis (KLT) dan HPLC masing-masing ekstrak dan 22 
isolatmumi 

4.4.4. Pemisahan dan pemurnian senyawa dari ekstrak kloroform cairan dan ekstrak 23 
etil asetat cairan dengan HPLC preparatif 

4.4.5. Pemisahan dan pemumian senyawa basil hidrolis ekstrak MeOH-H20-cairan 24 

4.4.6. Analisis NMR isolat murni 24 

4.4.7. Uji aktivitas antioksidan ekstrak dan isolat murni 24 

4.4.8. Uji BSLT (Brine Shrimp Lethality test) terhadap ekstrak 30 

4.4.9. Uji antikanker terhadap ekstrak 30 

BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 32 

5.1. Penyiapan Sampel 32 

5.2. Pembuatan ekstrak buah anggur 33 

5.3. Hidrolisis Ekstrak MeOH-H20-cairan 34 

x 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



Halaman 

.4. Isolasi Senyawa Hasil Hidrolisis 36 

.4. Isolasi Senyawa dari Ekstrak Kloroform dan Etil Asetat Cairan Anggur Segar 37 

.5. Analisis Senyawa Hasil Isolasil Isolat murni 38 

.6. Uji aktivitas antioksidan ekstrak dan isolat mumi 39 

.7. Uji Brine Shrimp Lethality Test (BSL T) ekstrak cairan anggur 43 

5.8. Uji Aktivitas Antikanker Menggunakan Kultur sel kanker HeLa (sek kanker 45 
servik manusia) 

BAB VI KESIMPULAN 48 

DAFfARPUSTAKA 50 

xi 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



DAFfAR TABEL 

halaman 

abel 2.1. Senyawa oligoresveratrol pada genus Vitis dan distribusinya 11 

Tabel 2.2. Aktivitas biologi beberapa senyawa turunan resveratrol dan 14 
oligoresveratrol 

Tabel 5.1. Data hasil Uji aktivitas antioksidan dari seluruh ekstrak dan isolat 41 
murni dari buah anggur lokal. 

Tabel 5.2. Datahasil Uji BSLT terhadap ekstrak cairan anggur lokal 44 

Tabel 5.3. Hasil Uji Aktivitas Antikanker dari Beberapa Ekstrak Anggur Lokal 45 
terhadap Sel Kanker HeLa dengan waktu inkubasi 24 jam 

xii 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



DAFfARGAMBAR 

Halaman 

bar 2.1. Absorbansi pada spektrum UV dari radikal DPPH (Z·, warna 4 
violet)dan non radikal DPPH (ZH, warna kuning) 

Struktur beberapa senyawa turunan resveratrol dan oligoresveratrol 12 
pada genus Vitis 

Gambar 2.3. Struktur beberapa senyawa golongan fenolik lain pada genus Vitis 13 

Gambar 4.1. Tabung reaksi dibungkus dengan alumunium foil, untuk menghindari 27 
adanya pengaruh sinar UV terhadap DPPH 

Gambar 5.1. Buah anggur segar di pasar Sepanjang, Taman, Sidoarjo 32 

Gambar 5.2. (a) buah anggur segar yang diperoleh langung dari pasar, (b) Buah 33 
anggur terseleksi, (c) tangkai buah anggur (d) buah anggur dalam 
proses penghalusan dengan blender (e) ampas buah anggur (f) cairan 
buah anggur segar yang telah dipisahkan dari ampasnya 

Gambar 5.3. Kromatogram lLC (a) sebelum hidrolisis (b) setelah hidrolisis, tanda 36 
panah ekstrak sebelum hidrolisis 

Gambar 5.4. Kromatogram proses pemisahan dan pemurnian untuk mendapatkan 37 
isolat murni murni 

Gambar 5.5. Kromatogram pemisahan/pemurnian isolate 4 dari ekstrak kloroform 38 
(a) dan isolate 5 dari ekstrak etil asetat cairan buah anggur 

Gambar 5.6. Perubahan warna DPPH dari violet menjadi wama kuning oleh 39 
senyawa antioksidan 

Gambar 5.7. Perubahan wama DPPH yang terjadi pada uji aktivitas antioksidan 40 
dengan perubahan konsentrasi pada larutan uji. 

Gambar 5.8. Grafik aktivitas antioksidan isolat murni dari cairan buah anggur local 

Gambar 5.9. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari cairan buah anggur 
lokal 

Gambar 5.10. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari ampas buah anggur 
lokal 

42 

42 

43 

Gambar 5.11. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari ampas buah anggur 44 
lobi 

xiii 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



· .. . ya. Disamping itu juga akan diperoleh informasi tentang aktivitas antikanker dan 

tioksidan -ekstrak .buah JUlggUr. Berdasarkan .data Y1ll1g -dipero1eh 1ni -akan -dapat 

irekomendasikan pemanfaatan anggur lokal yang lebih luas selain sebagai buah segar, misalnya 

ebagai bahan makanan sehat (healt food) atau obat-obatan alami. 

Uji -antikanker -dala.m .penelitianini &.awali dengan- skrinjng terhadap ekstrak 

menggunakan uji BSLT (Brine Shrimp Lethality T~st) menggunakan benur udang Artemia 

salina. Selanjutnya terhadap ekstrak juga digunakan uji induksi apoptosis karena obat 

.kemotetapi bow yang memiliki mekaojsme kema.tian .sel.secara .apoptosis memiJiki .beberapa 

keuntungan dalam implementasi kliniknya selain tidak menyebabkan efek samping juga 

menunjukkan efek kemoterapi dan dapat memiliki efek kemopreventif (Hsiang, et al. 1989). Uji 

-Bktivitas .antioksidan menggunakan metode .spektroskQpi .senganpereaksi Difenil .pikril bidrazU 

(DPPH). 
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.1. Antioksidan 

BABD 

TINJAUAN PUSTAKA 

Antioksidan adalah suatu zat yang mudah teroksidasi dan mampu menunda atau mencegah 

terjadinya .oksidasi .substratserta Llapat .bersifat .sebagai _penangkal radikal .bebas, .atau 

penghambat elektron (Cuendet, 1997). Antioksidan ada dua jenis yaitu antioksidan alami dan 

sintetik. Antioksidan alami misalnya likopene, lutein, vitamin C, vitamin E, Ii karoten, flavonoid, 

1erpen Jakton !Ian antrakuinon(Gonda, 2000; Panichayupakaranant, -2004). Sedangkan 

antioksidan sinietik misaInya asam tiobarbiiurat (TBA), butil hidroksitoluen (BHT), butil 

hidroksi anisol (BHA), dan t-butilhidrokuinon (TBHQ) (Haraguchi, 1996; Panichayupakaranant, 

2004). 

Tumbuh-tumbuban mengbasilkan berbagai senyawa metabolit sekunder, yang beberapa 

diantaranya memiliki aktivitas antioksidan. Senyawa-senyawa metabolit sekunder tersebut 

diantaranya adalah vitamin, .senyawa -iolongan fenoJik, karotenoid, !Ian flavonoid. _Senyawa 

golongan flavonoid kelompok flavon, isoflavon, flavonon, flavonol, antosianin, dan katecin 

dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan yang kuat (pastrana-Bonilla, 2003). Disamping itu 

_senyawa tunman Iesv.eratrol !Ian o)jgoresVNatrol menIpakan .senyAwa .bahan .a1am yang 

mempunyai aktivitas biologis sebagai antiradikal bebas yang dapat menangkap senyawa oksigen 

reaktif. Aktivitas antiradikal bebas akan menurun atau tidak aktif sarna sekali bila gugus hidroksi 

-Liisubstitusi .oleh~ metil, meto1csi mallptm.gugus.Jain. Semakin _banyak.gugus bidroksi.maka 

semakin meningkat aktivitas antiradikal bebasnya (Cos, 1998). 
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Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan adalah dengan mengukur 

penangkapan radikal bebas dari DPPH (2,2-difenil-l-pikrilhidrazil) (1). DPPH 

upaKan radikal bebas yang stabil dengan delokalisasi elektron yang berlebih. Delokalisasi ini 

111"'llllll',A ......... .u wama violet dan absorbansi dalam etanol sekitar 517 run. Ketika DPPH bersama 

';'O' ... JUI"."LLl senyawa lain yang siap memberikan atom hidrogen, maka akan terbentuk DPPH non 

(2,2-difenil-l-pikrilhidrazin) (2), ditandai dengan hilangnya wama violet menjadi kuning 

dari pikril yang masih ada (Molyneux, 2004). 

u 

0.0 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

Ykllmlting. (ntnt 

Gambar 2.1. Absorbansi pada spektrum UV dari radikal DPPH (Z', wama violet)dan non radikal 
DPPH (ZH, wama kuning) 

Reaksi antara DPPH radikal (ZO ) dengan senyawa pendonor hidrogen (AR) : 

Z· + AH ZH + A· 
~ l"\. 

----l~~ A--A 
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DPPH radikal (Z·) bereaksi dengan senyawa pendonor hidrogen menghasilkan DPPH non 

ra<tlK81 (ZH) dan terbentuk radikal bebas bam (A e). Radikal ini akan mengalami reaksi lebih 

~ut.danmengendalikankeseluruban stoikiometri.Radikal A eakanmengalami ·reaksiberantai 

akan membentuk senyawa A-A. 

Parameter yang digunakan untuk uji ini yaitu 1Cso (Inhibitor Concentration yang memberi 

50%). AbsorhansinYji diuk))r pada panjang geJomhang 511 lUll. P=ihmgan Jmpasitas 

antioksidan sebagai prosen peredaman absorbans menggunakan rumus sebagai berikut : 

Absorbansi blanko - Absorbansi sampel setelah inkubasi 

%Peredaman= X 100% 
AbsorbanSi blariko 

AnaIisis aata aaya -hanibat lCso (IIiliibitor Concentration 5U%) ditenttikan berdasaikan 

analisis regresi tinier % peredaman DPPH terbadap konsentrasi senyawa. Jika ICso < 1000 ppm 

maka senyawa tersebut mempunyai aktivitas sebagai antioksidan (Cos, 1998). Struktur DPPH 

.adalab.sebagai.berikut.: 

2.2. Antikanker 

Kanker terjadi karena adanya perubahan mendasar dalam fisiologi sel yang akhimya 

tumbuh menjadi maJignan.serta mempunyai ciri-£iri umnm .sehagai berikut -= .(1) mandiri dalam 
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pertumbuhan, (2) tidak peka terhadap signal antipertumbuhan, (3) menghindari apoptosis, 

) Jnemiliki _potensi _replikasi yang fu:lak ierbatas _, -<5) ..angiogenesis ~ (6) inv-BSi _dan rnetastase lee 

. gan lain ( Manahan dan Wierberg, 2000). Oleh karena itu target pengembangan obat 

tikanker diarahkan pada induksi (pemacuan) apoptosis (Fisher, 1994), penghambatan 

. agenesis temtama lUltuk Jcanker -solidsep.erti Jcanker payudara .(Keshet.and -Sasson, 1999 ~ 

ianguo et 01.,2002) , faktor pertumbUhan dan growth factor signaling (Gibbs,2000), regulasi 

ell cycle dan checkpoint control (Saphiro and Harper, 1999). 

Apoptosis merupakan program bunuh diri dari sebuah sel. Program ini memiliki peran 

yang .penting untuk menjaga homeostatisperkembang - biakan sel dan dengan adanya 

disregulasinya bisa berakibat timbulnya macam-macam penyakit ( Evan dan Litlewood, 1998). 

_Salah -satu -perall _pentingny.a adaJah .untuk membatasi -proHferasi.sel y.ang tidak .diperJukan y.ang 

sekiranya akan dapat menyebabkan kanker. Pada sel-sel kanker program apoptosis ini telah 

mengalami gangguan sebingga sel akan mengalami metastasis (peter et ai, 1997). Apoptosis 

.dapat diamati _pada _penampakan fisio1ogis ., .antara lain bempa _pengemtansel, kemsakan _pada 

plasma membran dan adanya kondensasi kromatin . Tidak seperti pada nekrosis sel, sel-sel yang 

mengalami apoptosis tidak kehilangan kandungan internal sel dan tidak menyebabkan respon 

inflarnasi. Bi1a .program .apoptosis 1elah _seIesai pada .sebnab _se1maka.akan meningg.aJkan 

kepingan sel mati yang disebut badan apoptosis yang akan dikenali oleh sel makrofag dan 

dirnakan (engulfed) (peter et ai, 1997). Obat kemoterapi kanker yang memi1iki mekanisme 

, Jrematian _sel .secara .apoptosis maka memiJiki .beberapa kenntnngan .daJam impJementasi 

kJiniknya selain tidak menyebabkan efek samping juga menunjukkan efek kemoterapi dan 

dapat memiliki efek kemopreventif (Hsiang, et 01. 1989). 

-6 
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Lysis of 
Apoptotic 

Bodies 

2.3. Anggur Lokal 

Apoptosis 
(Programmed Cell Death) 

-

Selain dikenaI sebagai Kota Angin dan Kota Mangga, dulu Probolinggo juga dikenal 

sebagai Kota Anggur. Sekitar dekade 80-an, budidaya anggur ini sempat booming di Kota 

Probolinggo. Saking maraknya, di sepanjang Jl Mastrip Desa Wonoasih-sentra anggur terbesar di 

KotaProbolinggo-rihuan pohonllIlggur terbentang sejauh matamemandang. Dj kiri kanan jaIan, 

buah anggur itu teIjuntai mempesona di antara para-para bambu yang menopangnya. Anggur-

anggur itu menggoda setiap insan yang melihatnya, untuk segera memetiknya dan kemudian 

mencicipinyz. Namun .kedaan mi saat mi budidayzllIlggursudahsangat jauh berkurang(kompas, 

28-06-2001). 

Tanaman anggur Anggur (Vitis sp) bukan asH Probolinggo, tetapi merupakan tanaman 

introduksi yllIlg sudah beradaptasi .dalam kurun wllktu ylmgsangat lama. Terdapat .dua jenis 

anggur yang ditanam di wilayah Probolinggo, yaitu Vitis vinifera dan Vitis labrusca dengan 

berbagai varietas. Di Probolinggo juga terdapat satu-satunya kebun percobaan anggur di 
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donesia (berdiri tahun 1955). Saat ini di kebun percobaan anggur Probolinggo tepatnya di desa 

~ lrecamatan Probolinggo, memiHki .kebun .seluas 5 hektar y-ang ditanami 37 varietas 

ggur dari dua spesies, yaitu Vilis vinifora (26 varietas) dan Vitis labrusca (11 varietas) ( 

eyne, 1986 dan Loraine, 2006). Baik kebun percobaan anggur Banjarsari, maupun petani 

~~ ill wilayah PIoholinggo,.saat ini lumya memanfaatkan pabon anggursebagai _buah . segar. 

amun buah segar inipun maslh kalah popular dibanding buah anggur import, sehingga 

masyarakat mengeluhkan sulitnya pemasaran buah anggur Probolinggo. 

24. J(Jtis·-labr-llSCll.mm -Vitis -vbUferll 

Vilis vinifora dan Vilis labrusca , termasuk dalam genus Vilis dan genus ini merupakan 

salah satu genus dari tumbuhan famili Vitaceae. Tumbuhan ini mempunyai nilai ekonomi yang 

jinggi, _karena _menghasilkan _buah anggnr yang.dapat ilikonsumsi .secata langsungsebagai _buah

buahan, diperas dan difennentasi untuk menghasilkan minuman yang dikenal dengan wine, 

ataupun dibuat sebagai bahan selai (Kompas, 26 Maret 2004) . 

. Vitislliniferll .mempunyai .ci1'i-ciri: Jailit tipis, .rasa manis .dan .segar. Thnaman .ini 

mempunyai kemampuan tumbuh dari dataran rendah hingga 300 m dari permukaan laut dan 

beriklim kering. Beberapa varietas Vilis vinifera yang populer di wilayah Probolinggo adalah 

ilios Colman, Probolinggo bim .dan putih, Situbondo Kuning, Alphonso lay • .dan Golden 

Champion. Karena rasanya yang manis dan segar Vilis vinifera lebih disukai oleh konsumen 

(Kompas, 26 Maret 2004, Loraine, 2006) . 

. Vitis .labr.usca mempunayi .ci1'i-.ci1'i: lrulit .tebal, .rasa masam, .dan kurang .segar. Tanaman 

ini mempunyai kemampuan tumbuh dari dataran rendah hingga 900 m dari permukaan laut. 

Varietas Banyuwangi hitam, Tegal hitam, Delaware, Brilliant, Carman, dll termasuk dalamjenis 
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itis labrusca. Karena rasanya yang masam buah anggur dari jenis ini kurang disukai dan 

punyai llilai .ekonomi yang Jebih I.endah.Namun karena jeWs ini mempunym ketahanan 

. dup lebih tinggi, beberapa petani di Probolinggo masih bertahan untuk menanamnya (Kompas, 

-SenYAll'JlMetaboJitSek.uoder pada Genlls .Vltis 

Resveratrol (3,5,4' -trihidroksi-trans-stilben) yang merupakan senyawa utama dari 

buban anggur, pertama kali diisolasi sebagai fitoaleksin dari daun anggur (Vilis vinifera L.) 

pada 1ahun 1971. PJldapenelitian .selanjutnya,senYAwa ini temyAta juga .terdapat .pada Jailit 

anggur (Vilis vinifera L.) dan minuman beralkohoVwine hasil ferm.entasi dari buah tersebut. 

Disamping itu senyawa resveratrol dan turunannya juga dilaporkan pada wine dan kultm sel dari 

.Y. .viniforo(Iakaya,2001). 

Resveratrol adalah senyawa golongan stilben yang memiliki 3 gugus hidroksi pada posisi 

3,5,4' (3). Oligostilbenoid adalah senyawa turunan fenol yang tersusun oleh unit-unit resveratrol 

-Btau.~4'-1rihidroksistilben.(3) melaJni reaksi penggabnngan kopling oksidatif,.8esuai dengan 

jumlah unit penyusunnya, oligostilben terbagi ke dalam kelompok dimer, trimer, tetramer, 

heksamer, heptamer, dan oktamer stilbene Senyawa-senyawa ini telah berhasil diisolasi dati 5 

fiunili, y.aitu Dipterocar:paceae Vitaceae, Cyperaceae, Gnetac.eae, .dan I.egnminosae. Rev.iew 

tentang senyawa oligostilbenoid pertama kali ditulis oleh (Sotheeswaran, 1993), kemudian oleh 

Takaya (2001) untuk oligostilben yang berasal dari famili Vitaceae, dan oleh (Hakim, 2002) 

.khususnyaJJntuk .oligostilben.dalam famili Dipterocarpaceae. 

Ditiqjau dari struktur kimianya, senyawa oligostilben dapat dibagi atas dua kelompo~ 

yaitu kelompok yang mengandung paling sedikit satu cincin lima heterosiklik yang menjadi 
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abel 2.1. Senyawa oligoresveratrol pada genus Vilis dan distribusinya 
f 

~o Nama senyawa kelompok Sumber Pustaka 

-Resveratrol-(-3} -monomer V. -vinifera Takara, 2001 

Pterostilben (5) monomer V. vinifera Takaya, 2001 

(+)-e-Viriiferin (6) - dimer V. vinifera, Takaya, 2001 
, V. heyneana Li,1996 

~ (+ )-e-Viniferin diol/betuJifol dimer V. betulifolia Li,1998 

B(7) 

~ BetuJifol A (S) dimer V. betulifolia Li,1998 

6 Ampelopsin A (9) dimer V. h~eana Li,1996 

7 Amurensin C (10) trimer V. amurensis Huang, 2000 

8 - Amurensin-D-(ll) -trimer - -v.amurensis -Huang, 2000 

9 Ampelopsin C (12) trimer V. heyneana Li,1996 

10 - Vitisifuran A -(13) - -tetramer - -v. vinifera - -Ito, 1999 

11 Vitisifuran B (14) tetramer V. vinifera Ito, 1999 

12 Heyneanol A (IS) tetramer V. heyneana Li,1996 

13 (+)-hopeafenol (16) tetramer V. amurensis Huang, 2001 

13 Amurensin E (17) pentamer V. amurensis Huang, 2000 

14 Amurensin F (IS) pentamer V. amurensis Huang, 2000 

11 

- - 1. -") ~~, - . l\II' :.,. u 

IR-Perpustakaan Universitas Ailangga 

Laporan Penelitian Potensi Anggur Lokal ..... Nanik Siti Aminah



Disamping senyawa resveratrol dan tunmannya, pada genus Vilis juga dilaporkan adanya 

nyawa~olongan fenolik yang lain. BenYllwll-senyawa tersebnt adaJab -= (+)-katecin -(19), (-)

pikatecin (20), asam galat (21), asam elagat (22), mirisetin (23), kuersetin (24) dan kaemferol 

25) (pastrana-Bonilla, 2003). 

, OH 

~ QH 
HO 

HO 
OH --i-i 

UH 
OH 

(19) 

l20) 

0 

'HQ -OH 

0 -0 

(22) (23) 

OH H 

Gambar 2.3. Struktur beberapa senyawa golongan fenolik lain pada genus Vilis 
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·6. Aktivitas Biologi Senyawa Turunan Resveratrol dan Oligoresveratrol 

Senyawa 1e.SVeratrol dan oligoresve.ratrol dilaporkan .memiHki .aktiYitasantikanker~ 

tioksidan, fitoaleks~ antifungal, hepatoprotektif, hepatotoksik, dan inhibitor pada biosintesis 

teuJrotnerLa (Y.osbiaJd, 2001). Beberapa .contoh ..aktiv.itas -masing~masingsenyawa .terlihat .pada 

Tabel 2.2. Aktivitas biologi beberapa senyawa turunan resveratrol dan oligoresveratrol 

.AktMtas1Jiologi .Nama.seny-awa Pustaka 

Antikanker resveratrol Y oshiaki; 2001 

Jang,1997 

Clement, 1998 

Antiobldan Resveratrol Y osliiaId, 2001 

Glikosida resveratrol Goldberg, 1996 

Fitoaleksin Pterostilben Yoshiaki, 2001 

Resveratrol 

(+)-8-Viniferin 

a-Viniferin 

Antifungal Cyphostemmin A Yoshiaki, 200 1 

. CYJ)hostemmin B 
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DADO} 

TIlJUAN DAN MANFAAT PENEUTIAN 

.1. Tujuan Penelitian 

.1.1. Tujuan umum 

Mengetahui potensi antioksidan dan antikanker buah anggur lokal (Vilis labrusca) 

hin~a dapat merekomendasikan _pemanfaatan an~ lokalyan..g lebih luas selain seb~ai buah 

segar, misalnya sebagai bahan makanan sehat (healt food) atau obat-obatan alami. 

11.2. Tujllan .khusus 

Tujuankbususpada_peneJitian ini adaJab· 

a. Mendapatkan ekstrak: buah anggur lokal (Vilis labrusca) . 

. b.Melakllan isolasi .senYAwa fenolik .dati ekstrak .buah anggllr lokal (Vitis 

labrusca). 

c. Mengetahui hasil uji aktivitas antioksidan dari ekstrak dan senyawa basil isolasi 

.buah anggur lokal (Viti81abT'JISCQ). 

d. Mengetahui hasil uji aktivitas antikanker dari ekstrak buah anggur lokal (Vilis 

labrusca) . 

.e. Membandingkan .aktivitas antjoksidan .dati .dati .beberapa macam ekstrak.buah 

anggur lokal (Vilis labrusca). 

f. Membandingkan aktivitas antikanker dari dari beberapa macam ekstrak buah 

angguT lokal (Vitis labrusca). 
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g. Membandingkan aktlvitas antioksidan dari beberapa macam isolat murni pada 

.buah anggllr lokal (Vilis Jabr.usca) . 

• 1. Manlaat I'enelitian 

Penelitian ini adalah langkah awal dari suatu rangkaian kegiatan evaluasi sumber daya 

nsi daerah ill wilayBbJawa T~ y.aitu tanaman anggllf lokal ProboJinggo y-angmempakan 

tanaman unggulan Kabupaten Probolinggo, Jawa Timur, sebagai sumber bahan kimia yang 

berguna dalam bioindustri. Sejak awal peradaban umat manusia, tumbuh-tumbuhan telah 

.menyediakan .berbagai .bahanprimer .untuk memenuhi .kebutuhan .hidup .bagi .kesejahteraan .umat 

manusia, seperti pangan, sandang, papan, energi, dan bahan-bahan kimia untuk obat-oba~ 

agroindustri, dan bahan baku industri lainnya Walaupun demikian, sebagian besar (lebih 99%) 

.dati .tumbuh .. tumbuhanbelum .pemah .diselidikisecarakimia, .apalagitumbuh .. tumbuhan yang 

berada di daerah tropika. 

Dengan akan ditemukannya senyawa-senyawa bioaktif pada tanaman anggur loka! 

.ProboJinggo .serta.aktivitas antioksidan .dan antikan1rerny.a.akan memherikan bany.ak informasi 

dan peluang baru bagi pemanfaatan anggur lokal yang sebelumnya hanya sebagai sumber 

pengbasil buah.segal; misalnya dioJah sebagai .bahan produk makanan .sehat .(bealt food) .atau 

obat-obatan alami. Dengan demikian ak.an menarik investor untuk mengembangkan anggur ini di 

wilayah Probolinggo lebih besar lagi dan mungkin juga di daerah lain di wilayah di Indonesia 

yang .sesnai. Disamping .itu .seny.awa bioaktif y.ang .telah berhasil diisolasi, .dapat .diproduksi 

dalam jumlah besar dengan cara sintesis maupun dengan menggunakan metode kultur jaringan 

untuk memperbanyak jumlah biomassa. Untuk meningkatkan aktivitas senyawa basil isolasi, 

16 
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.1. Alur Penelitian 

BABIV 

METODE PENEUTJAN 

J>.roses_peneJitian y.a.ng diJakukan mengikuti langkah-Iangkah.sebagai be.tikut.: 

a. Pengumpulan bahan, bahan berupa buah anggur loka! (Vitis labrusca) dibeli dati pasar 

-Sepanj.ang, Kecamatan Taman, Kabupaten Sjdoarj~1awa r~ Indonesia. 

b. Pemisahan antara buah anggur dengan tangkai buah dan pemisahan buah anggur yang 

kurang baile. 

-c. P..engba1usan -buah anggnT.segar _serta .pemisahan antara.cairan.dan ampasny.a. 

d Pembuatan ekstrak methanol, n-he~ kloroform dan etil asetat dan metanol-air sisa dari 

cairan buah anggur dan juga ampasnya. 

..e. -Analisis lcromatografi lapis tipis JJDtuk menetapkan -strntegi pemisahan .dan petnlU'llian 

senyawa bioaktif turunan resveratrol dan oligoresveratrol yang terdapat pada masing

masing ekstrak. 

1: lsolasi.senyawa bioaktif dengan berbagai teknik kromatografi. 

g. Verifikasi kemurnian senyawa basil isolasi. 

h. Analisis speldroskopi terhadap isolat murni. 

j. Analisis.spektnlm .danpenenhJ8n struktnr molekuJ. 

j. Uji aktivitas antioksidan dari ekstrak. n-heksan, kloroform, etil asetat, dan metanol-air sisa 

dati cairan buah anggur dan juga ampasnya. 
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k. Uji aktivitas antikanker dari ekstrak n-heksan, kloroform, etil asetat, dan metanol-air sisa 

-dati .cairan_buah.angglJT. 

l. Analisis aktivitas antioksidan dan antikanker dari masing-masing ekstrak dan isolat mumi. 

2. Tempat Penelitian 

j>eneJitianJni dilaksanakan di tiga tem.pat: 

1. Isolasi, penetuan struktur, dan uji aktivitas antioksidan dilaksanakan di Laboratorium 

Kimia Organjk, Faknltas .Matematika .dan llmu Pengetahuan Alam., Univ.ersitas 

Airlangga, Surabaya. 

2. Uji aktivitas antikanker dilaksanakan di Laboratorium Botanifarmasi-Farmakognosi, 

Bagian llmu Bahan.A1am, Fakultas F.armasi UNAIR 

3. Pemumian dan analisis dengan HPLC serta HPLC preparatif, dan analisis dengan 

spektroskopi IH_NMR serta 13C_NMR dilaksanakan di laksanakan di faculty of 

Phannacy ,Meijo -University, Nageya, Japan. 

4.3 Bahan dan Alat Penelitian 

4.3.1 Bahan peneHtian 

Bahan penelitian y.ang digunakan bempa bnah anggur Jo.kal .(Vitislabr:usc.a) yang diheli 

di pasar Sepanjang, Kecamatan Taman, Kabupaten Sidoarjo, Jawa Timur, Indonesia setelah 

.memperbatikan ciri-ciri y.ang diungkapkan 1lalam Uteratur .dan mengkolsu]tasikannya dengan 

pakar dari kebun percobaan anggur di desa Banjarsari, kecamatan Probolinggo. 

4.3.2 BahaD kimia 

Babsn-bahan Jcimia Y1lD8 digunakan dalampenelitian lni adaJab JDetanol, aseton,.n

heksana, kloroform, etil asetat, akuades, pelat silika gel GF2S4, silika gel GF6(), silika gel GF2S4, 
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am corong pisah dan dikocok beberapa saat untuk memastikan adanya kontak antara sampel 

ngan n-beksan. -SeteJah .pengacakan dianggap CUkllP, £aDlpuran diiamkan ill daIam .corong 

isah sampai terbentuk dua lapisan yang sempurna. Lapisan atas adalah lapisan sampel yang 

rIarut dalam n-heksan dan· lapisan bawah adalah lapisan sampel yang tidak larut dalam n

ksan. Kedua Japisan ini .dipisabkan .dan proses ini dilaksanakan .selama .tiga kaliLapisan n

eksan dari tiga kali proses selanjutnya digabung dan diuapkan dengan rotary vacuum evaporator 

pai semua n-heksan menguap. Ekstrak yang diperoleh ini selanjutnya disebut ekstrak n

beksan.dari.cairan .(ekstrak H-Cairan). 

Terhadap cairan yang mengandung sampel tidak larut dalam n-heksan, dengan cara yang 

sama selanjutnya diekstraksi cair-cair dengan menggunakan pelarut berturut-turut kloroform dan 

.etil asetat. Sebingga.pada.akhir proses ekstraksi .diperoleh ekstrak n-beksan .dari .cairan .(Hex

cairan), ekstrak kloroform dari cairan (CHCh-cairan), ekstrak etil asetat dari cairan (EA-cairan), 

dan ekstrak metanol-air sisa cairan (MeOH-H20-cairan). Masing-masing ekstrak selanjutnya 

ditimbang lllltUk mengetabuj rendemenny.a. 

Terbadap ampas buah anggur yang telah dikeringkan, selanjutnya ditimbang dan 

dikstraksi dalam labu erlenmeyer dengan menggunakan pelarut metano!' Proses ekstraksi 

mpercepat dengan meJetalckan .lab.u erJenmey.er .diatassonikator seJama 2 jam. .seIanjutny..a 

dipisahkan antara ekstrak dan supernatan. Ekstraksi dengan cara yang sarna diulang sebanyak 3 

kali. Supernatan yang diperoleh dari 3 ka1i proses ekstaksi, digabung dan diuapkan dengan rotary 

vacuum .evaporator .sampai .serona metanal menguap. Ekstrak .kental y.ang dipero1eb ditimoong 

untuk mengetahui rendemennya. 
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Ekstrak metanol yang diperoleh ini, selanjutnya dilarutkan kembali dengan metanol-air 

rbandingan 1:.1) -dan diekstraksi cair-cair dengan menggunakan peJamt berturut4urut n-

ksan, kloroform, serta etil asetat, sebingga diperoleh ekstrak n-heksan (Hex-ampas), kloroform 

HCI3-ampas), etil asetat (EA-ampas), dan metanol-air sisa (MeOH-H20-ampas) dari ampas . 
.. 

ing-masing ekstrak diuapkan dengan .rotary V-acUUln .evll)lOlator -sampai -semua pe1arut 

enguap dan ditimbang untuk mendapatkan rendemennya. 

.4.2. IDdrolisis ekstrak MeOH-H1O-eairan 

SehanyAk3D g ekstrak-1Iletanol air ~isa dilarutkanJre dalam2DOmL-1Iletanol, ketnlldian 

·tambahkan 20 mL Hel 6 N dan 50 mL H20. Selanjutnya dihomogenkan dengan menggunakan 

~UIAII~ . se1ama 2 men it J .amtan y-ang terbentuk dipanaskan -Jl8da -SUhu flOoCselama 3 jam.. 

Setelah itu dihomogenkan lagi dalam sonikator selama 2 meDit. 

Untuk mendapatkan senyawa hasil hidrolisis, dilakukan dengan cara eks1raksi cair-cair 

menggnnakan pelaoR kloroform _sebany.ak 3 kali. Ekstrak klorofonn y.ang diperoleh .diuapkan 

dengan rotary vacuum evaporator dan dipisahkan dengan teknik kromatografi untuk 

mendapatkan isolat murni. 

4.4.3. Up JaoDiltografi Japis Jipjs.(KLT) A8D BPLC Dllsiag-Dllsial ekstrak .daD JsoIat 
marni 

T-erbadapmasing-masing -ekstrak -dan isolat mumi yang-diperoleh -dilakukan -uji KLT-dan 

HPLC dengan menggunakan eluen yang sesuai. Uji KL T dilakukan dengan cara melarutkan 

sedikit sampel kedalam pelarut yang sesuai dan menotolkan larutao tersebut ke dalam plat tipis 

-silika -8Cl .(TLCaluminillm -sheets, -silica .gel flO F2u ). .sete1ah peJanlt mengu8p, -plat dieJusi 

dalam bejana kromatograti yang telah dijenuhkan dan ditunggu proses elusi sampai dengan garis 

batas. Jika proses elusi telah selesai, selanjutnya plat KL T diperiksa dengan mengglmaJcan lampu 
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JV untuk mengetahui adanya komponen/spot yang berpendar dibawah sinar UV. Setelah 

omponen yang -berpendar ill bawah lampu UV ditandaj dengan pinsil, plat KLT illsemprot 

engan penampak noda anisaldehid. 

Untuk uji dengan HPLC dilakukan dengan cara melarutkan 0,5 mg sampel kedalam 1 mL 

.. y-mgsesuai. untu memastikan -bahwa .daIam kolom HPLC tidak ~rtinggal .senyaw.a lain 

"ang diuji sebelumnya, kolom HPLC terlebih dulu dicuci dengan metanol selama ± 30-60 menit. 

Kemudian pencucian dilanjutkan dengan eluen yang akan digunakan selama ± 10 menit dan 

~jjlmti dengan proses -baseline .correction selama ± 10 menii. SeteJah proses baseline correction 

menunjukkan bahwa kolom bersih, selanjutnya diambil sampel sebanyak 10 J.1L dan diinjeksikan 

ke dalam kolom dan proses analisis dilangsungkan, proses analisis dan komposisi eluen yang 

dignnakan terganhmg pada.sampeJ y.ang dianalisis. 

4.4.4. Pemisahan dan pemurnian 5enyawa dari ekstrak kloroform cairan dan ekstrak etil 
asetat cairaa deDpn -llPL-C preparatif 

Untuk mendapatkan senyawa murni, dapat dilakukan dengan menggunakan HPLC 

preparatif. Bluen yang digunakan didasarkan pada analisis yang telah dilakukan sebelumnya 

.pada uji HPLC. Sebaoy..ak 100 mg sampel diJanrtkao.dalam .5 mL peJamt yang sesnai. 

Selanjutnya diinjekkan ke dalam kolom HPLC yang telah dicuci dengan metanol sebelumnya. 

Jumlah sampel yang diinjekkan tergantung dengan pola pemisahan yang terjadi dengan melihat 

pola kromatogram yang terbentuk Untuk HPLC preparatif yang JIda .ill .labNatural product 

resourses, Faculty ofPbarmacy, Nagoya University, maksimum sampel yang dapat dimasukkan 

untuk sekali running adalah 1000 J.1L. 
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Nomor tabung Asam askorbat (fIL) H20(JtL) 

I 20 1980 

II 100 1900 

III 200 1800 , 

IV 1000 1000 

V 2000 0 

B. Pembuatan buffer asetat pH 5,5 

Sebanyak 50 mL 0,2 M CH3COONa kemudian tambahkan sedikit demi sedikit 

CH3COOH dan dieek pH nya menggunakanpH-meter sampai diperoleh harga _pH 5,5. 

pH-meter yang digunakan terlebih dahulu dikalibrasi. 

c. Pembuatan larutan 5 x 10-4 DPPH dalam etanol 

Untuk membuat 10 mL larutan 5 x 10-4 DPPH dalam etanol adalah dengan 

melarutkan 1,97 x 1O-3g DPPH dalam 9,99803 mL etanol. 

D. Vji aktivitas asam askorbat (vitamin C) sebagai pembanding 

Masing-masing isi tabung reaksi asam askorbat yang telab dibuat menurut 

_prosedur A. ( tabung I, II, III, IV, dan V) dipindahkan kedalam 3 buah tabung reaksi 

denganjumlah volume sebanyak 500 J.1L. Sehingga akan didapat tabel sbb: 
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Nomor tabung Nomor tabung Nomor tabung Nomor tabung Nomor tabung 

-I IA -m IC Isisa 

II IIA 1m IIC I1sisa 

III IlIA IIIB IIIC IlIsisa 

IV IVA IVB IVC IVsjsa 

V VA VB VC Vsisa 

- -
Catatan: masing2 tabung berisi 500 tiL dan tabung 1, H, HI, IV, & y 

menjadi kosong 

Selanjutnya keda1am masing2tabung reaksi (A sampai -C) ditambabkanbtiffer 

asetat 0,2M sebanyak 500 J.1L dan 1000 J.1L etanol sebingga volume menjadi 2000 J.1L. Ke 

dalam campuran ini dimasukkan 500 J.1L 5x10"" DPPH. Campuran dikocok menggunakan 

kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV pada ASI7 nm. Untuk 

menjaga agar sampel tidale terganggu oleh cahaya, pada saat akan di bawa ke ruang 

. spektrofutometer UV tabung.reaksi dibnngkus dengan aluDluninm foil. 

Supaya .pengukuran berjalan dengan baik. diberi jeda waktu penambaban DPPH ± 

10 menit, misalnya seperti terlibat dalam tabel berikut (dapat disesuaikan dengan 

keadaan): 
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Notabung Waktu Waktu catatan 
penambahan pengukuran 

DPPH 

lA,m,IC 02.00 02.30 Bila sudah 30 menit 

dimasukkan ke dalam 
llA,IIB,IIC 02.10 02.40 

cuvet dan ukur 

IIIA,IIB,IIC 02.20 02.50 serapannya pada ),517 

nm 
dst 03.00 03.30 

E. Pembuatan larutan blanko 

Disiapkan 3 buah tabung reaksi masing-masing diisi dengan 500 ilL H20 + 500llL 

buffer asetat + 1000 ilL etanol + 500 ilL DPPH dan setelah 30 menit diukur serapanya. 

Pengujian blanko ini juga dikerjakan di dalam ruang gelap. Untuk menjaga agar sampel 

tidak terganggu oleh cahaya, pada saat akan di bawa ke ruang spektrofotometer UV 

tabung reaksi dibungkus dengan alumunium foil. 

Gambar 4.1. Tabung reaksi dibungkus dengan alumunium foil, untuk menghindari 

adanva pengaruh sinar UV terhadap DPPH 
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F. Uji aktivitas sampel (ekstrak dan isolat) 

Ditimbang 2,5 mg sampel dan diJarutkan kedalam 5 mL etanol. Kemudian larutan 

ini dibagi ke dalam lima tabung reaksi dan masing-masing tabung reaksi diencerkan 

dengan air dengan komposisi sebagai berikut: 

Nomor tabung Sampel (JIL) 

8-1 20 3980 

8-2 100 3900 

8-3 200 3800 

8-4 1000 3000 

8-5 2000 2000 

Masing-masing isi tabung reaksi berisis sampel yang telah dibuat pada table 

tersebut .diatas {.8-1 sill .8-6h seJanjutn)'ji dipindabkan kedalam -3 .buah tabung .reak:si 

dengan jumlah volume sebanyak 1000 J.1L. 8ehingga akan didapat tabel sbb: 

Nomor tabung Nomortabug Nomor tabung Nomor tabung Nomor tabung 

-8-1 -S-1A -S-1B -s-tc I-sisa 

8-2 8-2A 8-2B 8-2C IIsisa 

8-3 8-3A 8-3B 8-3C 8-3sisa 

8-4 8-4A 8-4B 8-4C IVsisa 

8-5 8-5A S-5B S-5C Vsisa 

Catatan: mas1ngl tabung berisl500 JiL aan tabung 1, 11, ID, lV, & V 
menjadi kosong 
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Selanjutnya kedalam masing2 tabung reaksi (A sampai C) ditambahkan buffer 

JlSetat .Q,2M .sebanyak 10.0.0. J1L. Ke .dalam .campuran .ini .dimasukkan .500. -ilL 5xlo.-4 

DPPH. Campuran dikocok menggunakan vortex dalam ruang gelap (kedap cahaya UV) 

dan ditunggu sampai dengan 30. menit kemudian diukur absor~ansinya dengan 

.spektrofotometer UV pada .lS17 .nm. U.ntuk menjaga.agar .sampeltidak terganggu .o1eh 

cahaya, pada saat akan di bawa ke ruang spektrofotometer UV tabung reaksi dibungkus 

dengan alumunium foil. 

Supaya pengukuran berjalan dengan baik, diberi jeda waktu penambahan DPPH :I: 

10. menit, misalnya seperti terIihat dalam tabel berikut (dapat disesllaikan dengan 

keadaan): 

Notabung Waktu Waktu catatan 
penambahan pengukuran 

DP.PB 
S-IA,S-IB,S-IC 0.2.0.0. 0.2.30. Bila sudah 30. menit 

·dimasukkan k-e·da1am 
S-2A,S-2B,S-2C 0.2.10. 0.2.40. 

cuvet dan ukur 

S-3A,S-3B,S-3C 0.2.20. 0.2.50. serapannya pada AS17 

dst 0.3.00 0.3.30. nm 
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·4.8. Uji BSLT (Brine Shrimp Lethality test) terhadap ekstrak 

.Penyiapan Jamtan.sampel (1000 ppm) 

Sampel (ekstrak) ditimbang I mg, dilarutkan dalam 100 J1L (etanol, atau metanol, dan 

DMSO} sambil-diaduk, -ditambah 25Q iLL ·aquades sambil-diaduk, -dan -dicatat warna 1arutan. 

elanjutnya ke dalam 200 ilL larutan ini diencerkan dengan 600 ilL aquades sambil diaduk 

~C6'" homogen, dan selanjutnya disebut larutan sampel dengan konsentrasi 1000 ppm. 

• Penyiapan Iarutan kontrol 

Larutan kontrol dibuat sama dengan.prosedur di atas tanpa menggunakan sampel. 

c. Penyemaian benur udang 

Bibit udang.(± 1000 bibit) -disemaikan .dalam 100 mL larutangaram .(1,8%) dalam 

aquades menggunakan bak semai selama 48 jam. Setelah itu, benur udang ini siap digunakan 

untuk uji toksisitas. 

D. Prosedur ujl metode Meyer 

1. Disiapkan dua .plat mikro standar (yang mempunyai sumur keeil, terdiri dari 12 baris dan 8 

kolom) masing-masing untuk plat uji dan plat kontrol. 

2. ICe dalam baris I.dan II masing..masmgnya tip kolom dimasukkan@ 100 .,.u.larutan.sampel 

pada plat uji dan 100 J1L larutan kontrol pada plat kontrol. 

4.4.9. Ujl antikanker terhadap ekstrak 

.Pembuatan Jamtau.stok, .sebany.ak 1J)..m.g.sampel dilarutkan dalam Dimethyl suJphoxide 

(DMSO) (l ml) sebelum ditambahkan medium untuk kultur sel, sebingga konsentrasi larutan 

.stole 1 mglml. 
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Kultur sel kanker HeLa (sek kanker servik manusia) dikultur dalam medium RPMI 1640. 

ditambah dengan 10% FBS, 100 p,Wml -stretomisin, 10.0. unitJml penisilin .dan mM 

utamin. Sel diinkubasikan pada suhu 31'C dengan C~ sebanyak 5%. 

Sebanyak 2 xlOS sel T47-D yang telah diberi sampel dengan konsentrasi62,5; 125; 250.; 

- .; -dan lOO0t-tglmldidalam 96-weU microtiter plates,danmasing-masing -konsentrasi -diulang 

am 10. sumuran . Setelah diikubasi pada suhu 31'C selama 24 jam kemudian viabilitas sel 

analisis dengan metode pewarnaan MIT. Dilakukan dengan penambaban 4).11 MIT ( 5mglml 

) kedalam masing-masing.snmuran.dan diinkubasi _selama2 jam,.dan kemudian disentrifhse 

ngan kecepatan 1800 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C. Larutan MIT diambil dari sumuran , 

mudian kristal formasan dilarutkan dalam ISO. ).11 DMSO. Absorbansi dianalsis dengan 

tnc:roptate reader .pada panjanggelombang 540. mn. Aktivitas antikanker dihitnng herdasarkan 

sentase viabilitas sel = (Absorbansi Kontrol- Absorbansi Perlakuan I Absorbansi Kontrol X 

0.0. % ). Dan dilanjutkan dengan penentuan harga ICso dengan menggunalcan program persen 
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BABV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Penyiapan Sampel 

Buah anggur lokal segar dibeli dari pasar sepanjang, kecamatan Sepanjang, kabupaten 

iUU ... VU.I.·o, Jawa Timur, Indonesia sebanyak 15 kg. Setelah dipisahkan dari tangkainya dan 

sortir buah yang tidak bagus kualitasnya, kemudian dicuci bersih dan ditiriskan, diperoleh buah 

... ~_ .... _ terseleksi sebanyak 10 kg. Buah terseleksi ini selanjutnya dihaluskan dengan blender dan 

disaring untuk memisahkan cairan dan ampasnya. Cairan yang diperoleh siap untuk diekstraksi 

dan ampasnya dikeringkan dibawah sinar matahari untuk mengurangi kadar air dan menghindari 

tumbuhnya jamur. Untuk menghindari proses fermentasi, cairan yang telah dipisahkan dari 

ampasnya harus segera diekstraksi. Gambar 5.1. & 5.2 Memperlihatkan buah anggur segar di 

pasar Sepanjang, Taman, Sidoarjo dan hasil dari rangkain proses pemisahan cairan dan ampas 

anggur segar. 

Gambar 5.1. Buah anggur segar di pasar Sepanjang, Taman, Sidoarjo 
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.2. Pembuatan ekstrak buah anggur 

Pembuatan ekstrak anggur dilakukan dengan dua cara, yaitu: ekstraksi terhadap cairan 

uah anggur segar dan ampas anggur yang telah dikeringkan terlebih dahulu. Hal ini dilakukan 

engan pertimbangan bahwa pada umumnya anggur local dikonsumsi secara langsung buahnya 

an beberapa orang membuang kulit dan bijinya apabila makan buah anggur local. Sedangkan 

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 

Gambar 5.2. (a) buah anggur segar yang diperoleh langung dari pasar, (b) Buah anggur 
terseleksi, (c) tangkai buah anggur (d) buah anggur dalam proses penghalusan 
dengan blender (e) ampas buah anggur (f) cairan buah anggur segar yang telah 
dipisahkan dari ampasnya 
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rdasarkan studi literatur diketahui bahwa kandungan bahan antioksidan dan antikanker dati 

uah anggur yang telah diteliti, terutama justru terletak pada kulit buah atau wine. Oleh karena 

tu perlu juga dilakukan uji aktivitas pada masing-masing bagian tersebuL 

Untuk mendapatkan ekstrak n-heksan, kloroform, etil asetat, dan methanol-air sisa dati 

cairan buah anggur segar, dilakukan dengan cara menyaring buah anggur yang telah dihancurkan 
, 

dengan blender. Selanjutnya cairan yang diperoleh dicampur dengan methanol dengan 

perbandingan 1: 1 dan diekstraksi cair-cair berturut-turut dengan n-heksan, kloroform, dan etil 

asetat. Masing-masing proses ekstraksi cair-cair dilakukan sebanyak tiga kali. Sedangkan ampas 

hasil penyaringan dikeringkan dibawah sinar matahari untuk selanjutnya akan juga diekstraksi. 

Sebanyak 10 kg buah anggur segar, melalui proses ekstraksi cair-cair ini menghasilkan 

ekstrak n-heksan, kloroform, etil asetat, dan methanol sisa berturut-turut: 3 g (0,03%), 18 g 

0,18%),31 g (0,31%), dan 250 g (2,5%). Disamping itujuga diperoleh ampas kering sebanyak 

200 g (2%). 

Terhadap ampas· buah anggur yang telah dikeringkan tersebut, selanjutnya dihaluskan 

dengan blender sekali lagi sehingga menjadi serbuk dan diekstraksi dengan methanol. Untuk 

mempercepat proses ekstraksi, dibantu dengan m~nggunakan sonikator. Sebanyak 100 g serbuk 

ampas buah anggur yang telah diekstraksi, dihasilkan ekstrak metanol = 8 g (8%), n-heksan = 

100 mg (0,1%), kloroform = 2,5 g (2,5%), eti1 asetat = 3 g (3%), dan methanol-air sisa = 2 g 

(2%). 

5.3. Bidrolisis Ekstrak MeOH-H10-eairan 

Hidrolisis ekstrak MeOH-H20-cairan ini dilakukan setelah dilakukan uji KL T terhadap 

fraksi kloroform, etil asetat, dan metanol sisa dengan silika gel dan ODS tidak memperlihatkan 
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il yang memuaskan, hal ini terlihat pada uji KL T, ekstrak yang diperoleh tidak mau bergerak 

. garis dasar. Sebingga tidak dapat dijadikan indikator untuk melakukan proses pemisahan 

tuk mendapatkan isolat murni. Hal ini diduga senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada 

kstrak yang diperoleh dari cairan dalam bentuk glikosidanya sehingga terlalu polar. Terbukti 

etelah dilakukan proses pemisahan dari ekstrak kloroform dan etil asetat dari cairan, diperoleh 

yawa glikosida (sub bab 5.5). 

Sebanyak 30 g ekstrak metanol air sisa dilarutkan ke dalam 200 mL metanol, kemudian 

ditambahkan 20 mL HCI 6 N dan 50 mL H20. Selanjutnya dihomogenkan dengan menggunakan 

sonikator selama 2 menit Larutan yang terbentuk dipanaskan pada suhu 60°C selama 3 jam. 

Setelah itu dihomogenkan lagi dalam sonikator selama 2 menit. 

Senyawa basil hidrolisis selanjutnya diekstraksi dengan kloroform menggunakan corong 

pisah sebanyak tiga kati. Selanjutnya ekstrak kloroform basil hidrolisis diuapkan dengan rotary 

vacuum evaporator dan didapatkan padatan berwarna coklat muda sebanyak 1 g. Setelah 

dilakukan uji dengan KL T, terlihat bahwa senyawa basil hidrolisis memperlihatkan pemisahan 

yang cukup signifikan, sehingga memungkinkan untuk dilakukan proses pemisahan dan 

pemurnian untuk mendapatkan isolat murni. Berdasarkan data uji TLC terlihat adanya komponen 

utama pada campuran senyawa basil hidrolisis dan komponen utama ini berpendar dengan warna 

ungu dibawah sinar lampu UV, senyawa ini selanjutnya dijadikan target utama untuk diperoleh 

isolat murninya. Sedangkan spot yang cukup besar (wama hijau) dibagian atas kromatogram 

tidak berpendar di bawah sinar UV (Gamabar 5.3). 
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(a) (b) 

Tidak berpendar 

dibawah sinar UV 

Berpendar dibawah 

sinar UV 

Gambar 5.3. Kromatogram TLC (a) sebelum hidrolisis (b) setelah hidrolisis, tanda panah ekstrak 
sebelum hidrolisis 

5.4. Isolasi Senyawa Basil Bidrolisis 

Sebanyak 1 gram campuran senyawa hasil hidrolisis dipisahkan dengan kolom 

kromatografi gravitasi menggunakan eluen campuran klorofonn-metanol (9: 1) diperoleh 21 

fraksi. Fraksi no 10-11 yang mengandung noda utama, sebanyak 250 mg selanjutnya dipisahkan 

lebih lanjut dengan kromatografi kolom gravitasi menggunakan eluen klorofom 100% diperoleh 

dua buah isolat murni yaitu isolat 1 (yang merupakan spot utama) sebanyak 30 mg dan isolat 2 

(minor) sebanyak 5 mg. Selanjutnya terhadap fraksi 11-13 juga digabung dan dipisahkan lebih 

lanjut dengan kromatografi kolom gravitasi menggunakan eluen campuran klorofom metanol 

(9: 1) menghasilkan senyawa isolat 3 sebanyak 10 mg. Hanya saja kromatogram yang diperoleh 

tidak bagus setelah disemprot dengan anisaldehid, sehingga tidak dapat disajikan dalam laporan 

ini. 
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1-1 
1-1 

1-3 

o 
Gambar S.4. Kromatogram proses pemisahan dan pemurnian untuk mendapatkan isolat murni 

mumI 

5.4. Isolasi Senyawa dari Ekstrak Kloroform dan Etil Asetat Cairan Anggur Segar 

Pemisahan dan pemurnian terhadap ekstrak kloroform cairan anggur dengan HPLC 

preparatif menggunakan kolom develosil ODS UG-S eluen dan eluen campuran methanol air 

(8:2) menghasilkan senyawa isolat 4 (gambar S.S.(a». Sedangkan dari ekstrak etil asetat dengan 

cara yang sama menghasilkan isolat 5 (gambar S.S.(b». 
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· . . . . . -

(a) (b) 

Gambar 5.5. Kromatogram pemisahan/pemurnian isolat 4 dari ekstrak kloroform (a) dan isolat 5 
dari ekstrak etil asetat cairan buah anggur (b) 

5.5. Analisis Senyawa Basil Isolasil Isolat mumi 

Berdasarkan data spektrum IH_NMR dan 13C-NMR diketahui bahwa isolate 1 adalah 

suatu senyawa aromatik yang memiliki gugus karbonil. Analisis data IH-NMR terhadap isolat 2 

menunjukkan bahwa isolat ini adalah suatu senyawa aromatik. Data IH_NMR isolat 3 dan 
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.""UI;''''£ membandingkan dari literature diketahui bahwa isolate 3 adalah senyawa resveratrol (3). 

~"" ..... u.u,~".u isolat 4 dan 5 adalah glikosida. 

Uji aktivitas antioksidan ekstrak dan isolat murni 

Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan ekstrak dan isolat murni dari 

anggur lokal adalah dengan mengukur aktivitas penangkapan radikal bebas dari DPPH 

..... -... UJL\,ilJJll-l-pikrilhidrazil) (1). DPPH merupakan radikal bebas yang stabil dengan delokalisasi 

elektron yang berlebih. Delokalisasi ini meningkatkan warna violet dan absorbansi dalam etanol 

sekitar 517 nm. Ketika DPPH bersama dengan senyawa lain yang siap memberikan atom 

hidrogen, maka akan terbentuk DPPH non radikal (2,2-difenil-l-pikrilhidrazin) (2), ditandai 

dengan hilangnya warna violet menjadi kuning pucat dari pikril yang masih ada (Molyneux, 

2004). 

Gambar 5.6. Perubahan warna DPPH dari violet menjadi warna kuning oleh senyawa 
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Uji aktivitas antioksidan dilakukan terhadap ekstrak n-heksan, kloroform, campuran 

lOf{)t01ID-,etll asetat, etil asetat, dan methanol air sisa dari cairan buah anggur lokal segar. 

1J1sc:unplmg itu juga dilakukan uji aktivitas terhadap ekstrak kloroform, etil asetat, dan methanol 

ampas buah anggur. Terhadap empat isolat murni juga dilakukan uji aktivitas 

Isolat 2 tidak dilakukan uji aktivitas karena jumlahnya sangat terbatas (S mg). 

hasil uji aktivitas antioksidan seluruh ekstrak dan isolate murni dari buah anggur lokal 

.... . "' .... Ul,l'u. dalam tabeIS.I. dan gambar 5.8,5.9., dan 5.10. 

Gambar S.7. Perubahan warna DPPH yang terjadi pada uji aktivitas antioksidan dengan 
perubahan konsentrasi pada larutan uji. 

Berdasarkan data hasil uji antioksidan terhadap seluruh ekstrak dan isolat murni buah anggur 

lokal diketahui bahwa isolat 1, isolat 3, ekstrak kloroform dan methanol sisa dari ampas anggur, 

serta campuran senyawa hasil hidrolisis ekstrak methanol air cairan buah anggur memberikan 
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dIm ICso yang Iebih kuat dibanding vitamin C yang digunakan sebagai kontrol positi£ Dengan 

lemikian dapat disimpulkan bahwa buah anggur local sangat potensial untuk dijadikan sebagai 

)ahan antioksidan. 

fabel 5.1. Data hasil Uji aktivitas antioksidan dari seluruh ekstrak dan isolat mumi dari buah 
I kal anggur 0 

Dayahambat 
, terhadap DPPH 

No Nama ekstraklisolat murni 50% (lCso) dalam Asal 
mRlmL 

1 VitaminC 99,0 Merck (sebagai 
kontrol positit) 

2 Isolat I 72,9 Hasil hidrolisis 
3 lsolat2 Tidakdiuii ekstrak MeOH air sisa 
5 lsolat 3 (resveratrol) <5 dari Cairan buah 

8l!g&!I!. 
6 Isolat 4 487,8 Ekstrak kloroform 

cairan buah anggur 
7 Isolat 5 >500 Ekstrak etil asetat 

cairan buah anggur 
8 Ekstrak kloroform 329 
9 Ekstrak etil asetat 16,3 Ampas buah anggur 
10 Ekstrak metanol air sisa 37~ 
II Hasil hidrolisis ekstrak 72,9 

metanol air sisa 
12 Ekstrak n-heksan 398,2 
13 Ekstrak kloroform. 277,4 
14 Ekstrak etil asetat >500 Cairan buah anggur 
15 Ekstrak Ometanol air sisa >500 
16 Campuran ekstrak kloroform. 352 

dan etil asetat 
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Gambar 5.8. Grafik aktivitas antioksidan isolat murni dari cairan buah anggur lokal 
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Gambar 5.9. Orafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari cairan buah anggur lokal 
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Gambar 5.10. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari ampas buah anggur lokal 

5.7. Uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) ekstrak cairan anggur 

Uji BSL T dilakan menggunakan benur udang Artemia salina, uji ini pada beberapa 

literatur digunakan sebagai skrining awal untuk mendapatkan ekstrak atau isolate murni 

antikanker. Berdasarkan data hasil uji diketahui bahwa seluruh ekstrak cairan buah anggur 

menunjukkan toksisitas terhadap benur udang Artemia salina (LC50 < 1000 ppm). 
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TabeI5.2. Data hasil Uji BSLT terhadap ekstrak cairan anggur lokal 

No Nama ekstraklisolat murni 

12 Ekstrak n-heksan 

13 Ekstrak kloroform 

14 Ekstrak etil asetat 

15 Ekstrak Dmetanol air sisa 

16 Campuran ekstrak kloroform dan etil asetat 

120 

100 

80 

% MORTALITAS 
60 

40 

20 

0 

0 1 2 3 

LOG DOSIS 

Toksisitas terhadap 
benur udang Artem;a 
salina (LCso) dalam Asal 

4 

m 
249,03 

227,62 

72,34 

433,34 

276,35 

Cairan 

buah 

anggur 

-+-EKSTRAK METANOl 
AIRSISA 

_ EKSTRAK KLOROFORM 

EKSTRAK ETll LASETAT 

- EKSTRAK n-HEKSAN 

Gambar 5.11. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak dari ampas buah anggur lokal 
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8. Uji Aktivitas Antikanker Menggunakan Kultur sel kanker BeLa (sek kanker servik 
manusia) 

Menggunakan metode MIT dengan parameter kemampuan konversi substrat MIT 

nenjadi formazan oleh enzim suksinat dehidrogenase, hasil uji aktvitas antikanker dati beberapa 

kstrak anggtir terhadap sel kanker HeLa yang diinkubasi selama 24 jam disajikan pada tabeI5.3. 

Ekstrak anggur lokal yang digunakan adalah ekstrak air, ekstrak kloform, ekstrak heksan, ekstrak 

~ asetat dan campuran ekstrak campuran etil asetat dan kloroform. 

Tabel 5.3. Hasil Uji Aktivitas Antikanker dati Beberapa Ekstrak Anggur Lokal terhadap Sel 
Kanker HeLa dengan waktu inkubasi 24 jam 

Penen Penen 
Konsentrasi Kematian ICse Konsentrasi Kematian lese 

Sampel (Jlg/ml) Sel Jlglml Sampel (pg/ml) Sel Ji.Wml 
1000 3 1000 66,80 
500 0 Ekstrak 500 12,90 
250 -1 etiI 250 -15 -

Ekstrak 125 -1 - asetat 125 -8 
Air 62,5 1,64 62,5 -1,4 

0 0 0 0 
1000' 6,59 Ekstrak 1000 44,93 
500 0 CHCI3 500 17,75 
250 2,9 +EA 250 14,54 1072 

Ekstrak 125 3,21 - 125 10,37 
CBCh 62,5 5,40 62,5 7,77 

0 0 0 0 
1000 67,90 
500 30 

Ekstrak 250 17,40 759 
heksm 125 10,55 

62,5 5,63 
0 0 

Berdasarkan hasil uji antikanker diperoleh hasil ICso untuk ekstrak heksan sebesar 759 

J.1g/ml dan ekstrak campuran klorofom dan etil asetat 1072 J.1g/ml, sedangkan untuk ekstrak yang 
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. tidak dapat ditentukan harga ICso. Harga 1Cso tersebut cukup besar sehingga ekstrak heksan 

an ca.mpuran ekstrak klorofom dan etil asetat dapat dikatakan bahwa ekstrak tersebut kurang 

ten terhadap sel kanker HeLa. Menurut NCI (National Cancer Institute) suatu ekstrak 

. takan poten sebagai antikanker jika harga ICso $ 20 J.l.g/ml. Namun demikian jika 

ibandingkan antara aktivitas antikanker ekstrak heksan dan campuran ekstrak klorofom dan etil 

asetat terhadap sel kanker HeLa , maka ekstrak heksan lebih kuat dibanding ekstrak. campuran. 

Salah satu pengaruh uji akvitas antikanker secara in vitro adalah waktu inkubasi, maka 

untuk melihat pengaruh waktu inkubasi tehadap peningkatan aktivitas antkanker maka dilakukan 

penambahan waktu inkubasi menjadi 48 jam, dan basil uji antikanker dapat dilihat pada tabel 

5.4. 

Berbeda dengan basil uji antikanker pada inkubasi 24 jam, temyata pada uji antikanker 

dengan sel kanker HeLa dengan inkubasi 48 jam terlihat harga ICso ekstrak air adalah 1487,47 

J.l.g/ml,ICso ekstrak heksan adalah 417,30 J.l.g/ml, ICso ekstrak etil asetat adalah 537,31 J.l.g/ml 

dan ICso campuran ekstrak ldoroform - etil asetat adalah 473,72 J.l.g/ml, sedangkan ekstrak 

ldoroform tidak. bisa ditentukan harga ICso nya. Walaupun bampir semua ekstrak anggur lokal 

tidak. menunjukkan potensi sebagai antikanker, namun dati basil tersebut diatas temyata ekstrak 

heksan dari anggur lokal memiliki aktivitas antikanker yang lebih kuat dibandingkan dengan 

ekstrak yang lain. 
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abeI5.4. Hasil Uji Aktivitas Antikanker dari Beberapa Ekstrak Anggur Lokal terhadap Sel 
Kanker HeLa dengan waktu inkubasi 48 jam 

Persen Persen 
Konsentrasi Kernatlan ICso Konsentrasi Kematian ICso 

Sampel (IJI/ml) Sel &IIIml Sampel (&IIIml) Sel JIIIml 
1000 30,00 1000 81,30 
500 17,40 Ekstrak 500 74,90 
250 14,00 etil 250 10,80 537,31 

EkstrakAir 125 12,20 ,_ 1487,47 asetat 125 8,SO 
62,5 11,30 62,5 8,SO 

0 0 0 0 
1000 23,0 Ekstrak 1000 85,0 
500 20,67 CHCI3+ 500 82,30 
250 18,45 EA 250 14,00 

Elcstrak 125 -2 - 125 13,70 473,72 
CHa, 62,5 -3 62,S 12,10 

0 0 0 0 
1000 85,80 
500 86,20 

Ekstrak 250 40,2 417,30 

heksan 125 16,9 
62,5 7,1 

0 0 

I 
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BABVI 

KESIMPULAN 

Proses ekstraksi terhadap cairan buah anggur lokal segar menghasilkan ekstrak n-heksan, 

kloroform, etil asetat, dan methanol sisa berturut-turut: 3 g (0,03%), 18 g 0,18%), 31 g . 

(0,31%), dan 250 g (2,5%). Sedangkan dari ampasnya diperoleh ekstrak metanol = 8 g 

(8%), n-heksan = 100 mg (0,1%), ldorofonn = 2,5 g (2,5%), etil asetat = 3 g (3%), dan 

methanol-air sisa = 2 g (2%). 

2. Sebanyak lima buah senyawa fenolik isolat mumi telah diperoh dari proses isolasi dan 

pemumian terhadap ekstrak klorofonn, eti1 asetat, dan basil hidrolisis dari ekstrak methanol 

air cairan buah anggur segar. 

3. Ekstrak kloroform dan metanol sisa dari ampas anggur, serta campuran senyawa hasil 

hidrolisis ekstrak metanol air cairan buah anggur memberikan nilai ICso yang lebih kuat 

dibanding vitamin C yang digunakan sebagai kontrol positif. Sedangkan ekstrak kloroform 

dari ampas serta ekstrak n-heksan, kloroform, dan campuran kloroform etil asetat memiliki 

aktivitas antioksidan yang lebih rendah disbanding vitamin C. Dua buah ekstrak yaitu 

ekstrak eti1 asetat dan methanol air sisa dari cairan buah anggur local tidak aktif (lCso > 500 

~glmL). 

4. Ekstrak etil asetat ampas anggur lokal mempunyai aktivitas antioksidan yang paling tinggi 

dibanding dibanding ekstrak yang lain. 

5. Tiga buah senyawa isolat mumi (isolat 1, ICso = 72,9 ~glmL; isolat 3/resveratrol, ICso < 

5~glmL, dan isolat 4, ICso = 487,8 ~g/mL ) dari empat isolat yang diuji. 
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