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ABSTRAK 

Aktivitas antioksidan tumbuhan buas-buas (Premna serratifolia Linn) telah diketahui terdapat 
pada ekstrak akar, batang, serta daunnya.  Selain memiliki aktivitas antioksidan, daunnya juga 
aktif sebagai hepatoprotektif, antitumor, antibakteri, antifungi, dan larvasida terhadap larva 
nyamuk Aedes aegypti. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui aktivitas antioksidan fraksi 
n-heksana, kloroform, dan metanol daun buas-buas dan mengetahui golongan senyawa 
antioksidan yang telah difraksinasi berdasarkan uji fitokimia. Ekstraksi daun dilakukan dengan 
cara maserasi dan partisi. Hasil partisi dilakukan uji fitokimia dan uji aktivitas antioksidan 
dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Fraksi yang memiliki aktivitas antioksidan 
terbesar difraksinasi menggunakan metode kromatografi vakum cair, kromatografi lapis tipis, 
dan kromatografi kolom gravitasi. Hasil uji fitokimia menunjukkan fraksi  n-heksana 
mengandung senyawa steroid, fraksi kloroform mengandung senyawa alkaloid, polifenol, 
steroid, dan saponin. Fraksi metanol mengandung senyawa flavonoid, polifenol, terpenoid, dan 
saponin. Nilai IC50 dari fraksi n-heksana, kloroform, dan metanol  daun buas-buas adalah 
15,2240 μg/ml, 8,7729 μg/ml, dan 20,3418 μg/ml, dimana fraksi kloroform menunjukkan 
aktivitas antioksidan terbesar. Hasil fraksinasi (fraksi E5.7.3.5) diidentifikasi menggunakan reagen 
Dragendorff yang menunjukkan adanya golongan senyawa alkaloid. 

Kata Kunci: Premna serratifolia Linn, antioksidan, alkaloid 
 
 
PENDAHULUAN 

Kalimantan Barat merupakan suatu 
daerah yang kaya akan sumber daya alam. 
Berbagai jenis tumbuhan dengan 
keanekaragaman spesies tumbuh subur 
pada daerah ini. Salah satunya yaitu 
tumbuhan buas-buas (Premna serratifolia 
L.).Buas-buas merupakan suatu tanaman 
semak dengan tinggi hingga 9 meter yang 
termasuk ke dalam famili Verbenaceae. 
Batangnya tidak terlalu besar dan memiliki 
banyak cabang (Vavidu et al., 2009). 
Tanaman ini tumbuh di pekarangan rumah 
atau diperkebunan. Masyarakat  biasa 
memanfaatkan daunnya sebagai bahan 
pangan. Menurut Warrier et al (1995) 
bagian-bagian tanaman ini biasa digunakan 
sebagai obat herbal, di antaranya sebagai 
antitumor, neuralgia, inflamasi, kelainan 
jantung, hepatoprotektif, batuk, asma, 
bronkitis, perut kembung, dan wasir. 

Muthukumaran et al (2013) melaporkan 
bahwa ekstrak kayu dari tanaman buas-buas 
menunjukkan aktivitas antioksidan terhadap 
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS 

(2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)), dan H2O2 (hidrogen 
peroksida) dengan nilai IC50 berturut-turut 
155 μg/ml, 211 μg/ml, dan 619 μg/ml. 
Akarnya memiliki aktivitas antioksidan yang 
tinggi yang disebabkan oleh adanya suatu 
senyawa acteoside. Senyawa ini memiliki 
nilai IC50 4x lebih tinggi dibandingan ekstrak 
kasar kayu buas-buas. Penelitian-penelitian 
sebelumnya telah banyak melaporkan 
mengenai bioaktivitas dari acteoside, 
diantaranya yaitu memiliki aktivitas 
antiinflamasi, hepatoprotektif, dan dapat 
menghambat pembelahan sel leukemia 
pada manusia (Bose et al.,2013). Aktivitas 
antimikrobial juga ditunjukkan oleh ekstrak 
akar tanaman ini sedangkan daunnya 
memiliki aktivitas biologis tersendiri 
(Rajendran dan Basha, 2010). 

Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan Selvam et a l (2012),  ekstrak 
alkohol daun P. serratifolia yang diuji 
terhadap beberapa sel kanker yaitu sel 
MCF7, HepG2, dan A549 diketahui bahwa 
daun tanaman ini memiliki sitotoksisitas yang 
tinggi sehingga berpotensi sebagai 
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antikanker. Dalam penelitian Purba (2014) 
juga melaporkan bahwa ekstrak kasar daun 
buas-buas memiliki aktivitas antioksidan 
sebesar 227,72 μg/ml yang diuji 
menggunakan metode DPPH.  Aktivitas 
sitotoksisitasnya yang dinyatakan dalam nilai 
GI50 terhadap sel kanker MCF7 sebesar 11.3 
± 0.63 μg/ml dengan nilai kontrol positif 
berupa obat andriamycin yaitu <10 μg/ml.  
Vavidu et al (2009) dan Sing (2011) 
menambahkan bahwa ekstrak alkohol daun 
ini juga memiliki aktivitas hepatoprotektif, 
antitumor, dan antimikroba. Sejauh ini 
senyawa metabolit sekunder yang diketahui 
berperan di dalam ekstrak alkohol daun 
buas-buas adalah senyawa golongan 
alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid yang 
dideteksi dengan uji fitokimia. Oleh karena 
itu maka pada penelitian ini dilakukan 
penapisan fraksi antioksidan dari daun buas-
buas tersebut. 

 
METODOLOGI PENELITIAN 

Bahan Tanaman 
Sampel yang digunakan adalah daun 

buas-buas (P. serratifolia).Sampel diperoleh 
dari hutan yang berada di jalan Sepakat I 
Pontianak, Kalimantan Barat. Keakuratan 
spesies tanaman dideterminasi di Herbarium 
LIPI Bogor. 
 
Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan diantaranya: 
seperangkat alat gelas, alat evaporasi, 
kromatografi vakum cair (KCV), kromatografi 
lapis tipis (KLT), kromatografi kolom gravitasi 
(KKG) , dan spektrofotometer UV-Vis. 

Bahan-bahan yang digunakan adalah 
berbagai jenis pelarut organik, pereaksi uji 
fitokimia, silika gel 60 (70-230 mesh), plat 
kromatografi lapis tipis silika gel 60 F254 
(merck) dan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
(DPPH). 

 
Preparasi Sampel  

Sampel daun buas-buas berasal dari 
kota Pontianak, Kalimantan Barat. Daun 
buas-buas  dibersihkan, kemudian dipotong 
tipis-tipis dan dikering-anginkan. Sampel 
yang telah kering dihaluskan sampai 
menjadi serbuk. 
 
Maserasi dan Partisi 

Serbuk daun buas-buas sebanyak 1 kg 
dimaserasi selama 3x24 jam pada suhu 

kamar dengan metanol yang telah 
didestilasi. Maserat kemudian disaring, fitrat 
yang diperoleh diuapkan pelarutnya 
menggunakan rotary evaporator sehingga 
diperoleh 79,98 g maserat kental  metanol. 

Maserat kental etanol dipartisi berturut-
turut dengan n-heksana dan kloroform, 
sehingga diperoleh fraksi n-heksana, 
kloroform dan metanol. Fraksi kloroform 
kemudian dipekatkan menggunakan rotary 
evaporator sehingga diperoleh 18,21 g fraksi 
kloroform. 
 
Uji Fitokimia 

Uji fitokimia dilakukan terhadap masing-
masing fraksi untuk mengidentifikasi 
golongan alkaloid, flavonoid, tanin/polifenol, 
terpenoid, steroid, dan saponin. Metode 
yang digunakan adalah sebagai berikut : 

 
Alkaloid  

Sampel ditambahkan dengan 5 ml 
kloroform dan 5 ml amoniak kemudian 
dipanaskan dan dikocok. Hasil campuran 
disaring dan dimasukan ke tabung reaksi. 
Masing-masing filtrat ditambahkan 5 tetes 
asam sulfat 2 N, kemudian dikocok dan 
didiamkan. Bagian atas dari masing-masing 
filtrat diambil dan diuji dengan reagen 
Meyer, Wagner, dan Dragendorff. 
Terbentuknya endapan putih atau coklat 
muda hingga kuning menunjukkan adanya 
alkaloid (Harborne,1987). 

 
Flavonoid  

Sampel ditambahkan dengan 5 ml 
etanol, kemudian dikocok dan 
dipanaskan.Hasil campuran disaring dan 
dimasukan ke tabung reaksi. Selanjutnya 
pada masing-masing filtrat kemudian 
ditambahkan Mg 0,2 g dan 3 tetes asam 
klorida. Terbentuknya warna merah pada 
lapisan etanol menunjukkan adanya 
flavonoid (Harborne, 1987). 

 
Terpenoid-steroid  

Sampel ditambahkan reagen  
Lieberman–Burchard. Larutan dikocok 
perlahan, dibiarkan selama beberapa menit. 
Steroid memberikan warna biru atau hijau, 
untuk triterpenoid memberikan warna merah 
atau ungu (Harborne, 1987). 

 
Saponin 

Uji Saponin dilakukan dengan metode 
Forth yaitu dengan cara memasukkan 2 ml 
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sampel kedalam tabung reaksi kemudian 
ditambahkan 10 ml akuades lalu dikocok 
selama 30 detik, diamati perubahan yang 
terjadi. Apabila terbentuk busa yang mantap 
(tidak hilang selama 30 detik) maka 
identifikasi menunjukkan adanya saponin 
(Marliana et al., 2005). 

 
Tanin/Polifenol 

Adanya tanin   pada  sampel  dapat  
dideteksi dengan uji menggunakan reagen 
Gibbs (FeCl3 1%).  Uji positif  golongan tanin 
menghasilkan warna biru kehitaman atau 
warna hijau kehitaman (Rorong et al., 2012). 
 
Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode 
DPPH 

Sebanyak 2 ml larutan sampel dari 
masing-masing fraksi dengan variasi 
konsentrasi 5; 10; 15; 20 dan 25 µg/ml 
(fraksi metanol dan n-heksana) , 4; 8; 12; 16 
dan 20 µg/ml (fraksi kloroform) dicampurkan 
dengan 2 ml larutan DPPH 0,002%, 
kemudian campuran didiamkan selama 30 
menit. Perlakuanyang sama juga dilakukan 
untuk larutan blanko (Larutan blanko terdiri 
dari 2 ml DPPH dan 2ml metanol) dan 
kontrol positif vitamin Cdengan konsentrasi 
1;2;3 ;4 dan 5 μg/ml. Absorbansinya diukur 
pada λmaks 517 nm dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis. Kekuatan 
inhibisinya dihitung menggunakan rumus: 

 

           
                       

          
      

 
Selanjutnya, data yang diperoleh 
diinterpretasikan ke dalam grafik konsentrasi 
terhadap kekuatan inhibisi. Persamaan garis 
yang diperoleh kemudian digunakan untuk 
mencari nilai IC50 (Kekuda et al.,2009 ; 
Pranata, 2013). 
 
Pemisahan Fraksi Kloroform 
Kromatografi cair vakum (KCV) 

Fraksi kloroform (15 g) difraksinasi 
dengan KVC menggunakan silika gel 60 
sebagai fasa diam. Sampel kemudian dielusi 
dengan kombinasi pelarut bergradien n-
heksana 100%, n-heksana : etil asetat 
(3:1,1:1,1:3), etil asetat 100%, etil asetat : 
metanol (5:1,3:1,1:1,1:3,1:5), metanol 100%, 
metanol : aquades (5:1,3:1,1:1), dan 
aquades 100%, sehingga diperoleh 5 fraksi 
gabungan (E1-E6). Fraksi E5 (8,74 g) dipilih 

untuk dilakukan pemurnian lanjutan dengan 
kromatografi kolom gravitasi (KKG). 
Kromatografi kolom gravitasi (KKG) 

Fraksi E5 (8,74 g) difraksinasi dengan 
KKG I menggunakan kombinasi eluen 
bergradien dari hasil analisis KLT yaitu n-
heksana 100%, kloroform 100%, kloroform-
etil asetat (2:1,1:1,1:2), etil asetat 100%, etil 
asetat-metanol (2:1,1:1,1:2), metanol 100%, 
dan akuades 100%. Fraksi digabung 
sehingga diperoleh 8 fraksi (E5.1 –E5.8). 
Fraksi E5.7 (3,65 g) diteruskan pada tahap 
KKG II, dielusi dengan eluen kloroform-
metanol (10:1,1:1) metanol 100%, dan 
akuades 100%, sehingga diperoleh 13 fraksi 
gabungan (E5.7.1-E5.7.13). 

Fraksi E5.7.3 (0,0318 g) dipisahkan 
dengan KKG III secara isokratik dengan 
eluen kloroform-metanol (10:1), sehingga 
diperoleh 10 fraksi gabungan. Fraksi E5.7.3.5 
(42 mg) dilakukan uji keberadaan senyawa 
antioksidan dan diidentifikasi golongan 
senyawa kimianya dengan uji fitokimia. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Uji Fitokimia Fraksi n-Heksana, 
Kloroform, Dan Metanol Daun Buas-buas 

Uji fitokimia bertujuan untuk mengetahui 
golongan senyawa yang terkandung di 
dalam ekstrak. Golongan senyawa tersebut 
meliputi alkaloid, flavonoid, terpenoid, 
steroid, tanin/fenolik, dan saponin. Masing-
masing golongan senyawa akan 
memberikan respon berbeda terhadap 
reagen tertentu. Uji fitokimia ini termasuk uji 
secara kualitatif, dimana identifikasi 
senyawa golongan senyawa didasarkan atas 
perubahan warna yang dialami sampel.Hasil 
uji fitokimia dari masing-masing fraksi dapat 
dilihat pada Tabel 1. Fraksi  n-heksana 
positif mengandung golongan senyawa 
steroid. Fraksi kloroform positif mengandung 
golongan senyawa alkaloid, polifenol, 
steroid, dan saponin. Fraksi metanol positif 
mengandung golongan senyawa flavonoid, 
polifenol, terpenoid, dan saponin. 

Masing-masing fraksi memperlihatkan 
hasil yang negatif terhadap uji terhadap 
reagen Meyer dan Dragendorff, namun 
positif terhadap uji reagen Wagner dimana 
terbentuk endapan coklat muda. Uji fitokimia 
terhadap golongan senyawa alkaloid 
menggunakan reagen Mayer akan positif jika 
terbentuk endapan putih. Hasil positif 
alkaloid pada uji Wagner ditandai dengan 
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terbentuknya endapan coklat muda sampai 
kuning.Endapan coklat muda hingga kuning 
yang terbentuk merupakan hasil uji positif 
alkaloid menggunakan reagen Dragendorff. 
Endapan-endapan yang terbentuk ini adalah 
kalium-alkaloid (Marliana et al., 2005). 

 
Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Fraksi n-
heksana, kloroform, dan metanol 

Golongan 
Senyawa 

Fraksi 
1 

Fraksi 
2 

Fraksi 
3 

Alkaloid: 
Meyer 
Dragendorff 
Wagner 

   
- - - 
- - - 

- + - 
Flavonoid - - + 
Tanin/Polifenol - + + 
Terpenoid - - + 
Steroid + + - 
Saponin - + + 

Keterangan : - = Tidak terdeteksi  ; + = 
Terdeteksi 

          Fraksi 1 = n-heksana 
          Fraksi 2 = kloroform 

                     Fraksi 3 = metanol  
 
Tanin merupakan senyawa fenolik yang 

akan membentuk senyawa kompleks 
dengan Fe3+ sehingga muncul warna biru 
kehitaman (Kristianto, 2013). Berdasarkan 
hasil pengujian, fraksi kloroform dan metanol 
positif memberikan warna biru kehitaman 
dengan reagen FeCl3 1%.Hasil uji 
terpenoid/steroid terhadap fraksi n-heksana 
dan kloroform memberikan warna hijau yang 
menunjukkan adanya senyawa golongan 
steroid. Fraksi metanol memberikan warna 
coklat kemerahan yang menunjukkan 
adanya golongan senyawa terpenoid 
(Harborne, 1987). 

Uji senyawa flavonoid dilakukan dengan 
metode Wilstater, dimana hasil positif 
terhadap flavonoid ditunjukkan dengan 
timbulnya warna merah yang disebabkan 
terbentuknya garam flavilium. Fraksi metanol 
mengalami perubahan warna merah setelah 
dilakukan uji ini, sedangkan fraksi n-heksana 
dan kloroform tidak terbentuk warna merah. 
Uji Saponin dilakukan dengan metode Forth, 
yaitu hidrolisis saponin dalam air. Timbulnya 
busa pada uji Forth menunjukkan adanya 
glikosida yang mempunyai kemampuan 
membentuk buih dalam air yang terhidrolisis 
menjadi glukosa dan senyawa lainnya 
(Marliana et al., 2005). 

 

Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi N-
Heksana, Kloroform, dan Metanol Daun 
Buas-buas 

Tujuan pengukuran aktivitas antioksidan 
dari fraksi n-heksana, kloroform, dan 
metanol daun buas-buas adalah untuk 
mengetahui nilai IC50 terkecil dari ketiga 
fraksi tersebut. Fraksi dengan nilai IC50 
terkecil (kemampuan peredaman terbesar) 
selanjutnya akan dilanjutkan untuk 
dipisahkan senyawa antioksidannya. Uji 
aktivitas antioksidan terhadap ketiga fraksi 
dilakukan menggunakan metode DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil). Prinsip dari metode 
DPPH adalah senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan akan mendonorkan 
atom hidrogennya untuk berikatan dengan 
DPPH membentuk DPPH tereduksi yang 
ditandai dengan kehilangan warna ungu 
menjadi kuning pucat disertai penurunan 
nilai absorbansi (Molyneux, 2004). Data 
yang diperoleh kemudian  diinterpretasikkan 
ke dalam grafik konsentrasi terhadap 
kekuatan inhibisi (% inhibisi). Sehingga 
diperoleh nilai IC50 yang menyatakan 
konsentrasi yang dibutuhkan untuk 
menghambat radikal sebanyak 50%. 
Semakin kecil nilai IC50 maka aktivitas 
peredaman radikalnya semakin kuat 
(Molyneux, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1.Nilai IC50 dari fraksi n-heksana, 
kloroform, metanol, dan vitamin C 

 
Berdasarkan Gambar 1, terlihat nilai IC50 

dari masing-masing fraksi. Nilai IC50 fraksi n-
heksana, kloroform, dan metanol adalah 
15,2240 μg/ml, 8,77290 μg/ml, dan 20,3418 
μg/ml. Vitamin C sebagai kontrol positif juga 
dilakukan uji aktivitas antioksidannya 
dengan nilai IC50 4,9553 μg/ml. Ketiga fraksi 
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat 
kuat karena nilai IC50 fraksi-fraksi tersebut 
berada di bawah 50 μg/ml (Pranata, 2013). 
Fraksi kloroform menunjukkan aktivitas 
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antioksidan terbesar. Aktivitas antioksidan 
fraksi kloroform lebih tinggi dari pada fraksi 
n-heksana disebabkan fraksi ini hanya 
mengandung senyawa steroid sedangkan 
fraksi kloroform selain mengandung 
senyawa steroid juga mengandung senyawa 
alkaloid, saponin, dan polifenol. Fraksi yang 
akan dilanjutkan untuk dipisahkan adalah 
fraksi kloroform karena memiliki nilai IC50 

terendah. 
 
Pemisahan Fraksi Kloroform 

Pemisahan dari fraksi kloroform dibagi 
menjadi beberapa tahap, yaitu metode 
kromatografi vakum cair (KVC), kromatografi 
kolom gravitasi I (KKG I), KKG II, dan KKG 
III. 

 
Kromatografi Vakum Cair (KVC) 

Kromatografi Vakum Cair bertujuan 
untuk memisahkan senyawa-senyawa di 
dalam ekstrak kloroform. Sampel tersebut 
bermigrasi terhadap fasa diam dan fasa 
gerak dengan cepat karena berada dalam 
suasana vakum. Pemisahan ini 
menghasilkan 21 fraksi. Semua fraksi hasil 
KVC dimonitoring menggunakan KLT 
dengan eluen heksana : kloroform (1:5). 
Selanjutnya diperoleh 5 fraksi (E1-E5) hasil 
penggabungan fraksi-fraksi di atas.  
Penggabungan fraksi dilakukan berdasarkan 
pola noda yang sama pada plat KLT. 
Terbentuknya pola noda yang sama 
mengindikasikan bahwa fraksi tersebut 
mengandung senyawa-senyawa yang sama. 
Oleh karena itu, fraksi dengan pola noda 
yang sama digabungkan menjadi satu. 
Kelima fraksi dielusi kembali dengan metode 
KLT kemudian disemprot menggunakan 
larutan DPPH (Gambar 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 a         b 
Gambar 2. Profil kromatogram E1-E5, a) 
sebelum disemprot, b) sesudah disemprot 
menggunakan larutan DPPH  
 
 

 Fraksi E5 menunjukkan warna kuning 
pucat yang lebih dominan dibandingkan 
fraksi yang lain. Hal ini mengindikasikan 
bahwa fraksi E5 lebih aktif menangkap 
radikal dibandingkan fraksi lain. Warna 
kuning pucat dengan latar belakang ungu 
muncul akibat adanya senyawa DPPH yang 
mengalami reduksi setelah bereaksi dengan 
ekstrak. Berat dari fraksi ini juga yang 
terbesar dibandingkan fraksi-fraksi lain 
sehingga fraksi ini dipilih untuk dilanjutkan 
pemisahannya menggunakan KKG I. 
 
Kromatografi Kolom Gravitasi I (KKG I) 
 Pemisahan menggunakan KKG I 
menghasilkan 95 fraksi. Semua fraksi 
tersebut dimonitoring menggunakan KLT 
dengan eluen etil asetat-metanol (3:7). 
Berdasarkan hasil monitoring, diperoleh 8 
fraksi penggabungan (E5.1-E5.8).Kedelapan 
fraksi tersebut dielusi menggunakan etil 
asetat-metanol (3:7) kemudian disemprot 
menggunakan larutan DPPH (Gambar 3). 
 Fraksi E5.7 dipilih untuk selanjutnya 
dipisahkan senyawa antioksidannya 
menggunakan metode KKG II. Pemilihan ini 
didasarkan atas terbentuknya warna kuning 
dengan latar belakang ungu yang dominan 
pada fraksi tersebut dan berat fraksi ini lebih 
besar dibandingkan fraksi-fraksi lainnya. 

 
Gambar 3. Profil kromatogram E5.1- E5.8, a) 
sebelum disemprot, b) sesudah disemprot 
menggunakan larutan DPPH  
 
Kromatografi Kolom Gravitasi II (KKG II) 
 Pemisahan menggunakan KKG II 
menghasilkan 61 fraksi.Semua fraksi 
tersebut dimonitoring menggunakan KLT 
dengan eluen kloroform-metanol (10:1). 
Berdasarkan hasil monitoring, diperoleh 13 
fraksi penggabungan (E5.7.1-E5.7.13). Fraksi-
fraksi tersebut dielusi menggunakan 
kloroform-metanol (10:1) kemudian 
disemprot menggunakan larutan DPPH 
(Gambar 4). 
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Gambar 4. Profil kromatogram E5.7.1-E5.7.13, 
a) sebelum disemprot, b) sesudah disemprot 
menggunakan larutan DPPH  
 
 Fraksi yang dipilih dari 13 fraksi yang 
dihasilkan dari KKG II adalah fraksi E5.7.3. 
Fraksi ini dipilih berdasarkan kemudahan 
memperoleh senyawa antioksidan 
dibandingkan fraksi-fraksi yang lainnya. 
Fraksi ini juga memiliki berat yang lebih 
besar dibandingkan fraksi E5.7.1- E5.7.5 
dengan pola noda yang lebih sederhana 
dibandingkan fraksi E5.7.6- E5.7.13.Noda yang 
terbentuk dari fraksi ini berjumlah 5 noda. 
Selain itu, fraksi-fraksi yang mengandung 
senyawa sangat polar (seperti pada fraksi 
E5.7.6- E5.7.13) akan tertahan pada kolom dan 
memiliki tingkat kesulitan yang cukup tinggi 
untuk dipisahkan dengan metode 
kromatografi kolom normal (fasa diam polar 
dan fasa gerak nonpolar). Kromatografi fase 
terbalik lebih sesuai digunakan sebagai 
metode pemisahannya. Akan tetapi, 
kromatografi fase terbalik sulit diterapkan 
karena membutuhkan biaya yang cukup  
besar (Hayun et al., 2004 ; Sundari, 2010). 
 
Kromatografi Kolom Gravitasi III (KKG III) 
 Pemisahan menggunakan KKG III 
menghasilkan 31 fraksi. Semua fraksi 
tersebut dimonitoring menggunakan KLT 
dengan eluen kloroform-metanol (10:1). 
Berdasarkan hasil monitoring, diperoleh 10 
fraksi penggabungan (E5.7.3.1- E5.7.3.10). Fraksi 
yang dipilih untuk selanjutnya diidentifikasi 
adalah fraksi E5.7.3.5.Pemilihan fraksi ini 
dikarenakan fraksi ini memiliki berat 
terbesar. Fraksi E5.7.3.5 selanjutnya 
diidentifikasi menggunakan uji fitokimia, dan 
uji keberadaan senyawa antioksidan. 
   
Uji Fitokimia dan Uji Antioksidan Fraksi 
E5.7.3.5 

Uji fitokimia dilakukan menggunakan 
reagen semprot yang meliputi penentuan 
golongan senyawa alkaloid, fenolik, dan 
terpenoid. Uji antioksidan menggunakan 

larutan DPPH, dengan hasil uji positif jika 
terbentuk noda kuning pucat dengan latar 
belakang ungu. 

 

 
Gambar 5. Hasil uji fitokimia dan uji 
antioksidan dari fraksi E5.7.3.5 

 
Berdasarkan Gambar 5, diketahui bahwa 

senyawa yang terdapat di dalam fraksi 
tersebut termasuk ke dalam golongan 
senyawa alkaloid. Menurut Wagner dan 
Bladt (1996), senyawa alkaloid memberikan 
bercak dengan flouresensi biru, hijau biru 
atau ungu jika diamati di bawah sinar UV 
366 nm. Jika disemprot dengan reagen 
Dragendorff bercak akan berwarna coklat 
atau coklat orange. Bercak yang terdeteksi 
memberikan warna orange kecoklatan 
setelah disemprot dengan reagen 
Dragendorff. 

Hasil uji menggunakan FeCl3 

memberikan warna biru kehitaman pada plat 
KLT. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa 
alkaloid yang terdapat di dalam fraksi E5.7.3.5 
mengandung gugus fenolik. Hasil uji 
antioksidan mengunakan larutan DPPH 
memberikan bercak melebar berwarna 
kuning pucat dengan latar belakang ungu 
pada plat. Hal ini menunjukkan bahwa 
senyawa pada fraksi tersebut positif memiliki 
aktivitas antioksidan. 
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KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa 
nilai IC50 dari fraksi n-heksana, kloroform, 
dan metanol  daun buas-buas adalah 
15,2240 μg/ml, 8,77290 μg/ml, dan 20,3418 
μg/ml. Uji fitokimia terhadap fraksi E5.7.3.5 
menggunakan reagen Dragendroff 
menunjukkan bahwa fraksi tersebut 
mengandung senyawa golongan alkaloid. 
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