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Abstract

Bioactive substances with pharmacological difects, including natural antioxidant activity, have
been found in extracts of insulin leaves stus Igneus), turmeric (Curcuma longa L.) and
nutmeg seeds (Myristica fragrans Houtt). In order to assess the antioxidant capability of both
individual extracts and midres made using formulas A and B, the study's objective was to
calculate the ICsc values. To measure antioxidant activity, the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) technigue was used. Insulin leaves, turmeric, and nutmeg seeds yielded ethanol extracts
with respective yields of 25.2%, 29.6%, and 29.2%. All extracts contained phenolic chemicals,
flavonoids, and alkaloids, ac ing to phytochemical screening. Formula A and formula B
showed 1Cso values of 113.98 pg/mL and 108.74 pg/mL, respectively, whereas the 1Csg values
for insudaaves, turmeric, and nutmeg seeds were 106.96 pg/mL, 117.90 pg/mL, and 108.14
pg/mL, respectively. The findings showed that there were no appreciable variations between
the ICs values of the individual extracts and their mixtures. Thus, additional research should
be done to examine the potential for synergistic effects in cunnectioith antioxidant
regeneration, extract-specific radical scavenging mechanisms, and the stability and
bioavailability of the active ingredients.
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nutmeg seeds (Myristica fragrans Houtt), antioxidant activity.

. Abstrak

1

Ekstrak daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan Biji Pala (Myristica
Fragnans Hout.) diketahui memiliki kandungan bioaktif yang berperan dalam aktivitas
farmakologis seperti antioksidan alami. Tujuan penelitian, yaitu menentukan nilai 1C50 untuk
mengetahui potensi antiok: pada ekstrak tunggal dan kombinasi yang di buat dalam bentuk
formula A dan B. Pengujian antioksidan dean metode 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Hasil
ekstrak rendamen sampel masing-masing daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa
L.), dan Biji Pala (Myristica Fragnans Hout), yaitu 25,2%, 29,6% dan 29,2% dan skrining
fitokimia diketahui ekstrafi§ampel mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, dan fenolik. Pada
pengujian nilai ICsp untuk daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan Biji Pala
Myristica Fragnans Hout) berturut-turut, yaitu 106,96 pg/mL, 117,90 pg/mL, 108,14 pg/mL
a untuk formulasi A, yaitu 113,98 pg/mL dan formulasi B, yaitu 108,74 pg/mL. Hasil
menunjukkan bahwa tidak ada perubahan signifikan pada nilai konsentrasi 1Cso baik pada
ekstrak tunggal maupun kombinasi ekstrak, sehingga efek sinergis harus diamati lebih lanjut
berkaitan dengan regenerasi antioksidan, mekanisme penangkal radikal bebas dari ekstrak
tunggal yang berbeda-beda, stabilitas dan bioavibilitas senyawa aktif.

Kata kunci: Rorano, Ekstrak Daun Insulin (Costus Igneus), Kunyit (Curcuma longa L.), Biji Pala
(Myristica Fragrans Houtt.), Anticksidan.




1. PENDAHULUAN

Radikal bebas didentifikasi sebagai molekul dengan elektron bebas yang reaktif. Ketika terjadi
ketidakseimbangan dengan antioksidan dalam proses metabolisme, maka dapat menyebabkan
stress oksidatif yang berimplikasi pada kerusakan sel dan menjadi penyebab penyakit degenaratif
seperti, diabetes mellitus, kanker, &nvakit jantung, dan neurodegeneratif. Mekanisme reaksi
sederhana yang dapat terjadi, yaitu elektron bebas yang reaktif dari radikal bebas dapat bereaksi
dengan biomolekul dalam tubuh sperti protea, lipid, dan, DNA serta menyebabkan stress
oksidatif. Secara alami dalam tubuh terdapat enzim yang Eneran sebagai antioksidan, yaitu
superoksida dismutase, katalase, dan glutation peroksidase (Nimse and Pal, 2015; Martemucci et
al., 2022; Chandimali et al., 2025).Tetapi, dalam proses biologisnya antioksidan tersebut tidak
dapat mengimbangi radikal bebas (Chandimali et al., 2025). Sehingga diperlukan antioksidan
ekstra dari ektrak tanaman esensial yang aman untuk dikonsumsi sebagai pengimbang radikal
bebas dalam tub@d.

Tanaman seperti daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica
Fragnans Hout) diketahui memiliki kandungan bioaktif yang berperan dalam aktivitas
farmakologis, yaitu hipolipidemik, diuretik, antimikroba, dan anti kanker, pelindung jantung,
antiinflamasi, antimikroba, pelindung nefro, antineoplastik, pelindung hepato, imunomodulator,
memberi efek hipoglikemik, anti rematik (Hegde, Raoc and Rao, 2014; Pivari et al., 2019; Tran,
Pham and Le, 2020; Marton et al., 2021; Solikah, 2024; Yadav, Sahu and Sahu, 2025). Selain
itu, juga diketahui memiliki senyawa obat, seperti alkaloid, tanin, saponin, dan flavonoid yang
berpotensi sebagai ekstrak bioaktif antioksidan jika dikombinasikan (Solikah, 2024).

Kombinasi ekstrak tanaman sebagai antioksidan sangat menarik untuk dikaji. Karena dapat
mberikan efek sinergik yang lebih besar jika dibandingkan dengan ekstrak ﬂlggalnya (Zhang
et al., 2022; Jiménez-Ortega et al., 2024; Villanueva-Bermejo et al., 2024). Kombinasi ekstrak
daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica Fragnans Hout).
Kombinasi ekstrak seperti ini, telah banyak dilakukan secara tradisional khususnya di Maluku
Utara atau yang disebut dengan istilah Rorano. Penggunaan rorano telah banyak dikenal sebagi
ramuan obat, tetapi belum memiliki penjelasan ilmiah untuk menjelaskan efek sinergiknya
terutama sebagai ramuan yang dapat berperan untuk dijadikan antioksidan alami berbasis pada
[ESrifan lokal.

Berdasarkan hal tersebut diatas maka dilakukan uji aktivitas antioksidan kombinasi ekstrak daun
insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica Fragnans Hout) E8rta
diukur efek sinergitasnya yang dibandingkan dengan ekstrak tunggalnya. Metod ang
digunakan, yaitu metode 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH). Secara umum metode ini banyak
digunakan dalam uji aktivitas antioksidan sebagai senyawa radikal bebas yang stabil. Prinﬂ:nya
dpph memiliki kemampuan menerima elektron dari senyawa aktif antioksidan yang dapat diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang antara 400-600 nm.

2.Methodology

Penelitian dilakukan dalam tiga tahapan, yaitu tahap I, ekstraksi sampel dengan menggunakan
teknik Maserasi menggunakan pelarut etanol dan air. Tahap II, yaitu dilakukan uji fitokimia pada
ekstrak akhir. Tahap III, vaitu dibuatkan formulasi rorano dengan ketentuan perbandingan
masingmasing ekstrak (daun Insulin:kunyit:biji pala) dimana formulasi A (3:2:1), formulasi B
(2:3:1). Hal bertujuan untuk menentukan formulasi terbaik yang direkomendasikan sebagai
antidiabetik. Selanjutnya dilakukan uji Aktivitas antioksidan dengan menggunakan metade dpph.
Alat yang digunakan dalam penelitian, yaitu oven (Memmert UN55 B217.3244), blender (Miyako
BL-101), erlenmeyer, hot plate, magnetic stirrer, ayakan 100 mesh, batang pengaduk, beaker
glass, gelas ukur, gelas arloji, pipet tetes, labu takar, pipet volume, pisau, sendok tanduk, tabung
vial, neraca an k, centrifuge (Hettich EBA 200), Microwave. Bahan yang digunakan dalam
penelitian, yaitu daun insulin (Costus igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica
fragrans Houtt.), aquades, etanol 96%, kertas saring whatman, silika gel Merck G 60 ukuran 230-
400 mesh dan aluminium foil, dragendorf 0,1 mL (uji alkaloid), NaOH dan HCI untuk uji flavonoid
Serta FeClz 2 mL untuk uji fenolik.

Persamaan yang digunakan untuk menentukan rendamen ekstrak, %]Inhibisi ekstrak, dan nilai
ICsp sebagai berikut.

Berat akhir
% rendamen = beraatawal x 100% (1




T Abs. kontrol — Abs. Sampel G )
S¢mhiblsl = Abs. kontrol 8 %o (2)

+b
10 =222 @
Keterangan persamaan (3)
Persamaan diperoleh dari kurva regresi antara konsentrasi (x) dan %inhibisi (y)

ICso : Inhibitory Concentration 50%

y :50
b :intersep
a :slope

3. Results and Discussion
Ekstraksi Sampel

Ekstraksi sampel diperoleh sengan cara mengktﬂbinasikan metode maserasi dan penguapan
pada suhu ruang. Sebanyak 100 gr sampel kering daun insulin (Costus Igneus.), kunyit (Curcuma
longa L.), dan biji pala (Myristi¢3| fragrans Houtt.) dihaluskan dan diayak menggunakan ayakan
100 mesh. Bubuk sampel halus ditimbang saanyak 30 gram dan dilarutkan dalam pelarut etanol
96% 300 mL, kemudian diaduk dengan magnetic stirrer pada suhu 30 °C selama 18 jam.
Pengadukan dilanjutkan dengan suhu 70°C selama 4 jam kemudian dilakukaaroses penyaringan
dengan kertas saring hingga diperoleh larutan ekstrak. Larutan ekstrak disentrifugasi dengan
kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. Diperoleh pellet basah yang dilanjutkan dengan proses
pengeringan dengan penguapan pada suhu ruang selama 3 hari hingga diperoleh ekstrak akhir
masing-masing sampel. Data ekstrak akhir dihitung %mdamen dari masing-masing sampel
menggunakan persamaan (1) diatas. Hasil ditunjukkan pada Tabel 1 dan Gambar 1. Sebagai

berikut. :

Tabel 1. Hasil Ekstrak Etanol daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica
fragrans Houtt.).

Jenis Ekstrak Ekstrak sebelum Ekstrak (g) Rendamen (%)
dilarutkan (g)
!Daun insulin  (Costus 30 7,65 25,5
igneus)
Eunylt (Curcuma longa 30 8,76 29,2
Biji pala (Myristica 30 8,87 29,6

fragrans Houtt.)

30
29 29,6
28
27
26

% Rendamen

25 1 25,5
24

23 T T ]
Insulin kunylt bljl pala
Ekstrak sampel
Gambar 1. Grafik persen Rendamen Ekstrak Etanol daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.),
dan biji pala (Myristica fragrans Houtt.).

Rendamen ekstrak sampel diperoleh masing-masing 25,5%, 29,2%, 29,6%. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa metode ekstraksi cukup efisien dan baik untuk memperoleh ekstrak senyawa
bioaktif dari masing-masing sampel. %rendamen dinyatakan baik, jika rendamen ekstrak tidak
kurang dari 10% (Kemenkes, 2017). Kombinasi metode maserasi dan penguapan pada suhu
ruang cukup baik untuk diterapkan pada penelitian sehingga memperoleh nilai %rendamen yang
baik. Untuk menentukan efektifitas dan efesiensi dari ekstrak sampel, maka dilakukan skrining




fitokimia untuk memastikan bahwa proses yang dilakukan tidak rmghilangkan kandungan
senyawa aktif yang terkandung pada masing-masing sampelmmanani et al., 2017; Zamakshshari
et al, 2021; Olvera-Aguirre et al., 2022). Sehingga, dilakukan skrining fitokimia untuk
mengetahui senyawa bioaktif mayor yang terkandung dalam 3 ekstrak tanaman tersebut.
Skrining Fitokimia =

Hasil skrining Fitokimia disajikan dalargglabel 2. Sebagai berikut.

Tabel 2. Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji
pala (Myristica fragrans Houtt.).

Jenis Ekstrak Alkaloid Flavonoid Fenolik Gambar Uji
Daun insulin + + +
_ﬁostus Igneus) l . - . 2z
Kunyit + + +

(Curcuma longa "' , . §
L]
Biji pala + + + ;-
(I\;Ilyristir:a l . . . !
fragrans Houtt.)
Berdasarkan hasil skrining fitokimia diketahui ekstrak masing-masing sampel pada sumur plat
tetes paling kanan membentuk endapan yang berwarna merah bata meskipun pada sampel insulin
warna merah tidak mencolok, tetapi menunjukkan adanya kandungan alkaloid. Pada sumur plat
tetes bagian tengah adanya perubahan warna dari kuning menjadi agak bening, menunjukkan
adanya kandungan flavonoid metode yang digunakan, yaitu alkalin reagen test. Pada sumur plat
tetes bagian akhir terdapat warna agak kemerahan dan ungu yang menunjukkan adanya
kandungan Fenolik.

Hasil tersebut mengkonfirmasi penggunaan metode maserasi dalam penelitiaini, cukup baik
untuk mempertahankan kandungan senyawa bioaktif sampel masing-masing. Senyawa bioaktif
utama, seperti alkaloid, flavonoid, dan fenolik memiliki peranan yang paling utama sebagai
antioksidan. Hal ini dapat dijelaskan berdasarkan pada Gambar 2. Struktur kimia senyawa
alkaloid, Flavonoid, dan fenolik sebagai berikut.

(A) (B) ©

Gambar 2. Struktur kimia Alkaloid (A), quercetin representasi Flavonoid (B), dan curcumin representasi
Fenolik (C).

Mekanisme kerja antioksidan pada alkaloid (A), yaitu gugus amina (-NH,-NH;) pada cincin
heterosiklik dengan pasangan electron bebas dapat bertindak sebagai elektron donor untuk
mengikat radikal bebas. Pada flavonoid (B), gugus hidroksil (OH) dapat bertindak sebagai elektron
donor untuk mengikat radikal bebas. Pada fenolik (C), gugus hidroksil juga bertindak sebagai
elektron donor untuk mengikat radilal bebas. Cincin aromatik dan gugus karboksilat (-COOH)
pada fenolik juga berperan dalam menstabilkan ikatan dengan radikal bebas. Mekanisme lain
ditemukan bahwa keberadaan elektron bebas pada struktur senyawa alkaloid, flavonoid, dan
fenolik juga dapat bertindak sebagai pengkelat logam esensial dan enzim yang bertanggungjawab
terhadap produksi radikal bebas. Ion logam esensial seperti Zn, Fe, dan Cu yang diketahui sebagai
katalis dalam pembentukan radikal bebas (Macékova et al., 2019; Zeb, 2020; Speisky et al.,
2022). Jika terjadi ikatan, maka reaksi pembentukan radikal bebas dapat dihambat.




Senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak memiliki perananan yang sangat penting untuk

menentukan kapasitas antioksidan ekstrak dan kombinasi ekstrak, serta mem! kan gambaran

yang jelas bagaimana stabilitas dan bioavibilitas senyawa sebagai antioksidan alami yang dapat

diterapkan dalam kehidupan sehari-hari (Zamakshshari et al., 2021). Kapasitas antioksidan

alkaloid lebih rendah jika dibandingkan dengan flavonoid dan fenolik, tetapi lebih stabil dan
emiliki bioavibilitas yang tinggi (Kamiloglu et al., 2021).

Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggukan metode 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH). Metode dpph sangat prediktif dan um digunakan untuk menentukan aktivitas
antioksidan dalam aplikasinya pengujian dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Preparasi uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan mengukur panjang gelombang
maksimum dpph (200-700 nm) dan konsentrasi n‘a(simum. Hasil skrining panjang gelombang
maksimum dpph ditunjukkan pada Gambar 1. Spektra UV-Vis dpph (Panjang gelombang
maksimum) sebagai berikut.

Data Set: skiining dpph - RawData

Saw,
Lig Staiea Cranga way
S Exchangs 3

Gambar 3. Spekira UV-Vis dpph (Panjang gelombang maksimu

Berdasarkan spektra UV-Vis pada Gambar 1. diketahui panjang gelombang maksimum dpph,
yaitu 517 nm dengan absorbansi terukur 0,571. Penentuan panjang gelombang maksimum
penting untuk dilakukan untuk memastikan sensitifitas pengukuran absorbansi sampel yang akan
dilakukan pada tahap selanjutnya. Pada penelitian ini, juga dilakukan penentuan konsentrasi
maksimum dpph yang akan digunakan. Pengujian ini penting dilakukan untuk memperoleh respon
linear saat pengukuran sampel pada tahap selanjutnya. Tabel 3. Penentuan konsentrasi
maksimum dpph sebagai berikut;

Tabel 3. Penentuan konsentrasi maksimum dpph

Konsentrasi Absorbansi Pers. Regresi Konsentrasi
(pg/mL) maksimum
(ng/mL)
20 0,290
40 0,625 Y= 0017 - 0,036 80,74
60 0,944 o
80 1,317

Panjang gelombang maksim dan konsentrasi maksimum dpph dapat digunakan pada uji
aktivitas antioksidan sampel ekstrak daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.),
dan biji pala (Myristica fragrans Houtt.), sehingga diperoleh nilai I1Csq. Penentuan ICsq
menggunakan rumus pada persamaan (3) nilai a dan b diperoleh dari kurva regresi linear antara
konsentrasi (x) dan %inhibisi (y) yang ditunjukkan pada Gambar 4. Kurva regersi dan Tabel 4.
Nilai ICsq dan aktivitas antioksidan masing-masing ekstrak dan kombinasinya sebagai berikut.
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Gambar 4. Kurva regresi linear penentuan ICso daun insulin (Costus Igneus) (A), kunyit (Curcuma longa L.)

(B), dan biji pala (Myristica fragrans

utt.) (C), Formula A (D), Formula B (E).

Tabel 4. Nilai IC5; dan aktivitas antioksidan ekstrak daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.),

dan biji pala (Myristica fragrans Houtt.).

Jenis Ekstrak Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi Pers. Regresi Nilai ICsq
((pg/mL) (pg/mL)
20 0,913 12,296
40 0,909 12,680
daun insulin 60 0,888 14,697 y = 0,5566x - 9,5357 106,96
(Costus 80 0,788 24,304 Rz = 10,8071
Igneus) 100 0,607 41,691 R = 0,898
120 0,303 70,893
Kontrol 1,041
20 0,64 6,433
40 0,625 8,626
Kunyit 60 0,595 13,012 y = 0,5351x - 13,09 117,90
(Curcuma 80 0,546 20,175 R2 = 0,8041
Jonga L.) 100 0,464 32,164 R =0,896
120 0,234 65,789
Kontrol 0,684
20 0,623 8,785
Biji pala 40 0,602 11,859
(Myristica 60 0,572 16,252 y = 0,5629x - 10,874 108,14
fragrans 80 0,509 25,476 R2 = 0,8562
Houtt.) 100 0,411 39,824 R =0,925
120 0,212 68,960
Kontrol 0,683
20 0,633 6,504
40 0,611 9,682
60 0,587 13,230 y = 0,5551x - 13,269 113,98
80 0,533 21,286 R?=10,8307
Formula A 100 0,433 35,994 R =0,911
120 0,225 66,814
Kontrol 0,677
20 0,769 10,169
40 0,753 11,981
60 0,735 14,144 y = 0,5599x - 10,886 108,74
Formula B 80 0,654 23,553 R2 = 0,8207
100 0,511 40,327 R =0,905
120 0,260 69,667
Kontrol 0,856
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E(strak daun insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica fragrans
Houtt.) memiliki aktivitas antioksidan yang cukup kuat. Konsentrasi ICso memilki nilai mendekati
100 pg/mL yang menunjukkan bahwa ekstrak dalam penelitian ini, cukup kompetitif sebagai agen
antioksidan, selain itu sangat mudah ditemukan sebagai kearifan lokal masyarakat indonesia
khususnya Maluku Utara (Maryam et al., 2023). Kombinasi Ekstrak dilakukan dalam penelitian
untuk mengamati efek sinergis dengan membuat formula A dan B. Untuk Formula A, yaitu 3
bagian daun insulin, 2 bagian kunyit dan 1 bagian biji pala sebanyak 10 mg dalam 100 mL larutan
dan Formula B, yaitu 2 bagian daun insulin, 3 bagian kunyit dan 1 bagian biji pala sebanyak 10
mg dalam 100 mL larutan. Hasil menujukkan nilai ICsp yang tidak berbeda jauh dengan ekstrak
tunggal, seperti yang ditunjukkan pada Tabel 4. tersebut diatas, yaitu ICso untuk formula A, yaitu
113,98 pg/mL dan formula B, yaitu 108,74 pg/mL. Hal ini menunjujukkan bahwa tidak ada efek
sinergi seecara langsung berdasarkan pada nilai ICsp, tetapi efek sinergis sangat mungkin
berkaitan dengan regenerasi antioksidan, mekanisme penangkal radikal bebas dari ekstrak
tunggal yang berbeda-beda, stabilitas dan bioavibilitas senyawa (Villanueva-Bermejo et al.,
2024). Pada penelitian ini, efek sinergis lebih ditunjukkan pada komposisi dan jenis bahan yang
digunakan dalam formula A maupun B. dimana formula B menunjukkan nilai ICsy yang sedikit
lebih baik dari formula A. Hal ini menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak dengan komposisi
ekstrak mayor dari kunyit (Curcuma longa L.) lebih tinggi aktivitas antioksidannya jika
dibandingkan ngan ekstrak mayor daun insulin (Costus Igneus). Nilai R mendekati 1
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak dan kombinasi ekstrak yang diberikan,
maka akan semakin baik aktivitas antioksidannya. Nilai R? yang tinggi dan mendekati 1
nunjukkan bahwa regresi antara konsentrasi dan absorbansi dalam penelitian ini dapat
digunakan untuk menentukan nilai ICsp dari masing-masing sampel (Sulistyo and Haryanti, 2020;
Sari and Kustiawan, 2023).

Conclusion

Ekstrak@n insulin (Costus Igneus), kunyit (Curcuma longa L.), dan biji pala (Myristica fragrans
Houtt.) memiliki aktivitas antioksidan yang cukup kuat. Nilai IC50 masing-masing ekstrak secara
berturut-turut, yaitu 106,96 pg/mL, 117,90 pg/mL, 108,14 pg/mL sedangkan kombinasi ekstrak
dalam untuk formulasi A, yaitu 113,98 pg/mL dan formulasi B, yaitu 108,74 pg/mL. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak dari tanaman maupun kombinasinya memiliki berpotensi sebagai
antioksidan alami serta dapat dikembangkan.
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