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Abstrak

Penghambatan aterogenesis dapat dilakukan melalui beberapa mekanisme salah
satunya melalui penghambatan absorbsi kolesterol intestinal melalui penghambatan
NPCI1L1. Aktivitas ekstrak bunga telang dalam mengatasi berbagai permasalahan
penyakit degeneratif terutama cardiovaskuler sudah banyak dibuktikan dengan
penelitian ilmiah. Begitu juga terkait aktivitas bunga rosella. Penelitian sebelumnya yang
dilakukan peneliti menunjukkan potensi ekstrak bunga rosella sebagi agonis LXR salah
satu jalur yang berperan pada hambatan NPC1L1. Kombinasi kedua ekstrak tersebut
diharapkan dapat meningkatkan aktivitasnya sebagai kandidat inhibitor NPC1L1. Tujuan
penelitian ini adalah berdasarkan hasil penentuan kadar fenolik total serta karakterisasi
senyawa aktif dengan LC MS/MS ekstrak bunga telang dan rosella diharapkan dapat
dikembangkan menjadi penelitian lanjutan secara invivo untuk menguatkan bukti
ilmiahnya sehingga dapat dikembangkan menjadi sediaan fitofarmaka. Metode analisis
instrumentasi dengan LC-MS/MS untuk mengidentifikasi kandungan seyawa aktif
sehingga didapatkan ekstrak bunga telang dan rosela yang terstandarisasi. Demikian
juga dengan metode Folin Ciocalteu dapat digunakan unutk penentuan kadar total
fenolik dalam ekstrak yang dianalisis. Kadar fenolik total berdasarkan urutan terbesar
adalah ekstrak bunga rosella ungu (114,129.35 + 266.20 ug GAE), kombinasi ekstrak
rosella ungu dan bunga telang (101,760.58 + 116.09 ug GAE ), ekstrak bunga telang (
90,477.41 + 107.38 ug GAE) dan ekstrak bunga rosella merah (  84,601.00 * 266.91 ug
GAE). Kombinasi ekstrak menunjukkan kadar fenolik total yang berkurang dibandingkan
dengan ekstrak tunggalnya. Kandungan fenolat pada masing- masing ekstrak
mempengarubhi total fenolik pada kombinasi ekstrak.Teridentifikasi 8 senyawa antosinin
baik pada ekstrak bunga telang maupun ekstrak Bunga Rosella .Kesimpulan penelitian ini
adalah ekstrak bunga telang dan bunga rosella potensial dikembangkan sebagai
kandidat inhibitor NPC1L1

Kata Kunci: Inhibitor NPC1L1, ektsrak bunga telang , Rosela, fenolik total, LC-MS/MS,
atherogenesis.

Abstract

Inhibition of atherogenesis can be done through several mechanisms, one of which is
through inhibition of intestinal cholesterol absorption through inhibition of NPC1L1. The
activity of Telang flower extract in overcoming various problems of degenerative
diseases, especially cardiovascular disease, has been proven by many scientific studies.
Likewise, related to the activity of Rosella flowers. Previous research conducted by
researchers showed the potential of Rosella flower extract as an LXR agonist, one of the
pathways that play a role in NPC1L1 inhibition. The combination of the two extracts is
expected to increase its activity as a candidate for NPC1L1 inhibitor. The study was based

This is an open-access article distributed under the term of the Creative Commons Attribution License

(http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided

the original work id properly credited

164


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0
http://jurnal.unej.ac.id/index.php/JAMS

Susanti & Istianasari

Journal of Agromedicine and Medical Sciences. 2022. 8(3): 164-169

on the results of the determination of total phenolic levels and the characterization of the
active compounds with LC MS/MS extracts of telang flower and rosella, which are
expected to be developed into further research in vivo to strengthen scientific evidence so
that they can be developed into phytopharmaca preparations. Instrumentation analysis
method with LC-MS/MS to identify the content of active compounds and determination
of total phenolic content with Folin ciocalteu in order to obtain standardized extracts of
telang flower and roselle. The total phenolic content based on the largest order was
purple rosella flower extract (114.129.35 + 266.20 g GAE), a combination of purple rosella
and telang flower extract (101.760.58 + 116.09 g GAE), telang flower extract (90.477.41
+ 107.38 g GAE) and extract red rosella flowers (84,601.00 + 266.91 g GAE). The
combination of extracts showed reduced total phenolic content compared to the single
extract. The phenolic content in each extract affected the total phenolic in the
combination of extracts. 8 anthocinin compounds were identified in both the telang
flower extract and the rosella flower extract.

Keywords: NPC1L1 inhibitor, telang , extract, Roselle, total phenolics, LC-MS/MS,

atherogenesis

Pendahuluan

Aktivitas ekstrak bunga telang dalam mengatasi berbagai
permasalahan penyakit degeneratif sudah banyak dibuktikan
dengan penelitian ilmiah ( Alfrian,et al 2013; Karuna,et al, 2013).
Beberapa penelitian yang terkait aktivitas bunga telang antara
lain penelitian Ponnusammy menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidan ekstrak bunga telang tertinggi dibandingkan dengan
15 jenis ekstrak bunga lain(Ponnusamy S, et al, 2014). Daisy
menjelaskan juga terkait antivitas antidiabetic dari ekstrak air
bunga telang telah dibuktikan dengan pemberian ekstrak air
bunga telang pada dosis 400 mg/kg berat badan secara oral. Efek
tersebut ditunjukkan oleh menurunnya glukosa serum dan
glikosilasi hemoglobin pada tikus percobaan. Efek lain dari
ekstrak bunga telang dapat meningkatkan insulin serum dan
glikogen otot hati dan tulang (Daisy et al., 2009). Penelitian lain
oleh Nair et al menunjukkan bahwa ekstrak bunga telang
memiliki aktifitas antiinflamasi pada cell line makrofag RAW
264.7(Nair et al. 2015). Menurut Shen et al kandungan bioaktif
bunga segar Bunga Telang vyang bersifat lipofilik (kelompok
fitosterol dan asam lemak )lebih banyak dibanding kandungan
hidrofilik (antosianin dan flavonol glikosida) yaitu sebesar 27,67
dan 11,08 mg/100 g bunga segar (Shen et al., 2016). Kandungan
senyawa fenol dalam ekstrak kering Bunga Telang menurut
penelitian Singh et al antara antara 53-460 mg ekuivalen asam
galat (Singh et al., 2018).

Sedangkan penelitian aktivitas Rosella antara lain oleh
Mahadevan et al menunjukkan hambatan radikal anion
superoksid sebesar 70+80% ekstrak rosela aktivitas pada dosis
1000pg (Mahadevan et al. 2009; Al-hashimi, Alaa G. 2012).
Rosela juga memiliki aktivitas antiinflamasi menurut penelitian
Dianasari & Fajrin hambatan inflamasi sebesar 22,03; 31,48; dan
31,93%. Senyawa antosianin salah satu kandungan dari ekstrak
rosela mampu meningkatkan sekresi insulin (Dianasari & Fajrin
2015). Efek lain terhadap tekanan darah ditunjukkan oleh
penelitian Kusumastuti dengan pemberian teh rosela dapat
menurunkan tekanan datah sistolik dan diastolic (Kusumastuti
2014).

Penelitian terkait aktivitas kombinasi kedua ekstrak tersebut
antara lain adalah penelitian Adisakwatana dimana kombinasi
kedua ekstrak tersebut meningkatkan penghambatan enzim a-
amilase (Adisakwattana et al., 2012). Efek hipoglikemik juga

ditunjuukan oleh kombinasi bunga telang dan buah delima
(Punica gratum) yang setara dengan obat diabetes metformin
(Borikar et al., 2018). Hasil penelitian ini meningkatkan
eksplorasi aktivitas kombinasi dari beberapa ekstrak bunga
telang dengan ekstrak sumber antosianin lain. Berdasarkan
keberagaman aktivitas farmakologi dari kedua ekstrak tersebut
sangat dimungkinkan keduanya memiliki aktivitas sebagai
penghambat absorbsi kolesterol intestinal atau dikenal sebagai
inhibitor NPC1L1 sebagai protein kunci yang berperan pada
proses tersebut. Polifenol berhubungan dengan aktivitas
sebagai inhibitor NPC1L1 berdasar penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa luteolin and quercetin menunjukkan
efek penghambatan NPC1L1 yang sama dengan
Ezetimibe.

Berdasarkan latar belakang di atas diperlukan penelitian yang
bertujuan untuk mengetahui aktivitas potensial dari kombinasi
ekstrak bunga telang dan rosella sebagai inhibitor NPC1L1
berdasarkan hasil penentuan kadar fenolik total serta
karakterisasi profil senyawa aktif dengan LC/ MS-MS.
Selanjutnya dari hasil penelitian ini dapat dikembangkan
penelitian in vivo maupun insilico sebagai bukti ilmiah yang
mendukung aktivitasnya sebagai inhibitor NPC1L1.

Metode

Penelitian ini termasuk jenis penelitian deskriptif analitik yang
bertujuan untuk mendapatkan karakteristik profil senyawa aktif
ekstrak bunga telang dan rosella serta kadar total fenolik.
Instrumen analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa aktif yang
digunakan dalam penelitian ini adalah LC-MS/MS dan
Spektrofotometri UV-Vis. Persetujuan etik penelitian telah
didapatkan dari LPPM Akfar Putra Indonesia Malang dengan
No.39/ B.2/LPPM Aka.Akfar.PIM/VI1/2021.

Pembuatan Larutan Induk Asam Galat

Sebanyak 50 mg asam galat dilarutkan dengan etanol p.a sampai
50 mL sehingga konsentrasi larutan induk 2000 mg/L. Kemudian
larutan diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 40, 60, 80, 100
dan 120 mg/L.

Pembuatan Larutan Sampel
Larutan induk dibuat dalam konsentrasi 2000 mg/L dengan cara

165



Susanti & Istianasari

100 mg ekstrak ditambahkan etanol p.a sampai volume 50 mL.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimal

Absorbansi larutan standar diukur pada panjang gelombang 500
sd 800 nm unutk menntukan panjang gelombang maksimal.
Preparasi larutan standar adalah sebagai berikut : 0,1 mL larutan
standar ditambah 1 mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air),
didiamkan 5 menit. Campuran ditambah 0,8 mL Na2COs (75 g/L
air) didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang.

Pembuatan Kurva Kalibrasi

Penentuan kurva kaliberasi dilakukan dengan proses yang sama
seperti tahapan pada penentuan panjang gelombang maksimum
dengan menyiapkan 7 seri konsentrasi yang berbeda.

Pengujian Polifenol Total

Larutan sampel disiapkan dengan memipet 0,1 mL ditambah 1
mL reagen Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air), didiamkan 5 menit
kemudian ditambah 0,8 mL Na2COs (75 g/L air) didiamkan 30
menit pada suhu ruang. Dilakukan pengukuran absorbansi.
Kandungan polifenol total dinyatakan dalam mg GAE
(ekuivalensi asam galat) dalam 1 gram ekstrak.
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Hasil

Karakteristik simplisia dan ekstrak baik ekstrak Bunga Telang
maupun ekstrak Bunga Rosella menunjukkan ciri- ciri
simplisia serta ekstrak sesuai dengan Farmakope Herbal Ed II
tahun 2017. Rendemen yang diperoleh juga memenubhi
syarat sesuai dengan referensi tersebut.

Penentuan Kurva Standart TPC (Total Phenolic Content)
Standar yang digunakan pada penentuan kadar fenolik total
adalah asam galat dengan konsentrasi baku kerja 2 sd 40 ppm.
Data absorbansi baku kerja dengan 2 replikasi dapat dilihat
pada Tabel 3. sedangkan kurva standart dapat dilihat di Gambar
1.

Penentuan Kadar Fenolik Total

Kadar Fenolik Total Ekstrak bunga telang dan ekstrak bunga
rosella berikut kombinasinya dapat dilihat pada Tabel 4.

Hasil penentuan kadar total fenolik menunjukkan hasil dengan
urutan terbesar adalah ekstrak bunga rosella ungu, kombinasi
ekstrak rosella ungu dan bunga telang, ekstrak bunga telang, dan
ekstrak bunga rosella merah.

1
y =0,0212x + 0,0082 *

0,8 R2 = 0,9993
°
s 0,6
2
304
2

0,2 »*

‘.0
o
0 ¢
0 10 20 30 40 50
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Gambar 1. Kurva kaliberasi Kadar Fenolik Total ekivalen dengan Asam Galat

Tabel 1. Kadar Fenolik Total Ekstrak bunga telang dan ekstrak bunga rosella berikut kombinasinya

E*G/F TPC
(ng/ml) (mg GAE)
1 Rosela Merah 6,930.66 84.701
6,938.92 84.803
6,897.64 84.298
rata-rata 84.601 + 0.267
2 Bunga Telang 16,040.57 90.353
16,073.58 90.539
16,073.58 90.539
rata-rata 90.477 +0.107
3 Rosela Ungu 12,226.89 114.821
12,276.42 114.283
12,276.42 114.283
rata-rata 114.129 + 0.266
4 Kombinasi Bunga
Telang & Rosela 101.760
Ungu 14,472.17
14,488.68 101.876
14,455.66 101.644
rata-rata 101.760 0. 116
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Gambar 3. Profil LC MS/MS ekstrak bunga rosela

Pembahasan

LC-MS/MS dapat digunakan sebagai analisis
kualitatif.identifikasi suatu senyawa dalam ekstrak dapat
ditentukan dengan data M/Z yang merupakan kromatogram
hasil LC-MS/MS. Teknik analisis ini menunjukkan resolusi tinggi
sehingga identifikasi metabolit sekunder dalam ekstrak tanaman
dapat dilakukan dengan tepat(Katajama dan Oresic ,2005)

Sifat kimia analit sangat berpengaruh terhadap hasil analisis

dengan LC-MS/MS. Metode ini menggunakan teknik ionisasi
umumnya menghasilkan ion molekuler ([M+H]+ atau [M+H]-).
Faktor lain yang berpengaruh terhadap hasil analisis ini adalah
polaritas dan komposisi pelarut. Sifat matriks yang dianalisis juga
berpengaruh tehadap hasil analisis selain tegangan ESI yang
digunakan (Halket, 2005). Hasil karakterisasi LC-MS/MS ekstrak
etanol bunga telang menunjukkan metabolit sekunder dengan 8
karakteristik yang berbeda. Berdasarkan data teridentifikasi
golongan antosianin yaitu Cyanidin 3,5-O- diglucosida,
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Cyanidin3-0- sophorosida, Cyanidin3-0O-glucosida , Cyanidin3-O-
rutinosida, Cyanidin3-O-xylosylrutinosida, pelargonidin 3-O-
glucosylrutinosida, pelargonidin 3-O- rutinosida, pelargonidin 3-
O-glukosida. Metabolit golongan antosianin yang terdeteksi
adalah Cairan pelarut yang digunakan yaitu etanol. Etanol yang
digunakan dapat menyari komponen aktif dalam sampel karena
sifat polaritasnya. Hasil identifikasi LC-MS/MS menunjukkan
komponen utama dalam ekstrak adalah senyawa antosianin.

Menurut Harborne 2005, Antosianin merupakan derivate
sianidin yang mengalami metilasi maupun glikosilasi. Jumlah
gugus hidroksil membedakan karakteristik dari antosianin
(Harborne 2005). Man 1997 menyebutkan bahwa Antosianin
berubah warna jika berada pada kondisi asam maupun basa.
Antosianin juga bersifat amfoter (Man 1997). Warna merah pada
buah disebabkan karena kandungan antosianin. Hasil penelitian
Parwata 2016 menunjukkan bahwa antosianin utama ekstrak
bunga telang pada pH 6 yang diuji dengan instrumen LC-MS/MS
mengandung senyawa aktif yaitu 12 antosianin. Antosianin
merupakan golongan flavonoid. Jenis flavonoid di alam yang
telah teridentifikasi lebih dari 2000 jenis. Secara structural
flavonoid merupakan struktur kimia dengan 15 atom karbon.
Dari segi bahasa antosianin berarti pigmen berwarna dalam
bunga atau buah. Metabolit sekunder lain yang banyak ada
dalam tanaman adalah Flavon yang banyak berperan dalam
aktivitas farmakologi.

Antosianin bunga telang memiliki kekhasan tersendiri karena
mengandung dua gugus asil dengan delfinidin sebagai
aglikonnya. Sifat antosianin ini lebih stabil dibandingkan
antosianin yang tidak terasilasi. Antosianin tersebut adalah
ternatin. Teridentifikasi ternatin A1, A2, A3, B1, B2, B3, B4, D1,
dan D2 serta 6 jenis ternatin lain yaitu C1, C2, C3, C4, C5, D3,
Preternatin A3 dan C4 (Da-Costa-Rocha et al, 2014; Riaz G,
Chopra R. 2018). Ternatin A1 merupakan struktur antosianin
yang paling kompleks (Terahara et al., 1990) sedangkan ternatin
B2 dan B1 merupakan senyawa yang terbanyak ada dalam Bunga
Telang (Riaz G, Chopra R. 2018). Aktivitas antioksidan antosianin
terkenal paling tinggi. Kandungan gugus hidroksil dan gula
tekonjugasi memiliki peran penting dalam aktivitasnya sebagai
antioksidan. Kandungan gugus tersebut memiliki kemampuan
menyumbang hidrogen kepada radikal bebas sehingga lebih
stabil dan dapat meredam aktivitas radikal bebas.

Komponen bioaktif pada bunga telang yang lain yang
diperkirakan memiliki manfaat fungsional adalah fenol.
Kandungan utamanya adalah fitosterol, asam lemak, antosianin
dan flavonol glikosida (Shen et al., 2016). Kandungan total fenol
antara 53- 460 mg ekivalen asam galat/ gram ekstrak kering
(Adisakwattana et al., 2012; Chayaratanasin et al., 2015; Singh et
al., 2018).

Chayaratanasin menyebutkan kandungan flavonoid rata-rata
11.2 mg ekuivalen katekin tiap gram ekstrak kering
(Chayaratanasin et al., 2015). Flavonoid 25,8 mg setara kuersetin
per gram ekstrak (Singh et al., 2018). Flavonol, antosianidin,
flavanol, dan flavon merupakan 4 komponen utama flavonoid
pada bunga telang (Da-Costa-Rocha et al, 2014). Kaempferol 3-
glikosida kandungannya sekitar 87% total flavonol glikosida (Da-
Costa-Rocha, et al, 2014). Salah satu kelompok lain dari golongan
flavonoid ini adalah Quercetin dimana kandungannya sekitar 60-
75% dari flavonoid. Aktivitas antioksidan Quersetin berperan
pada penghambatan penyakit degenaratif karena efek
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antioksidan yang dimilikinya. Hambatan peroksidasi lemak serta
okdidasi Low Density Lipoproteins (LDL) merupakan mekanisme
utama dalam pencegahan penyakit degenarativ.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat ditarik
kesimpulan sebagai berikut :

1. Kadar fenolik total berdasarkan urutan terbesar adalah
ekstrak bunga rosella ungu (114.129 + 0.266 mg GAE), kombinasi
ekstrak rosella ungu dan bunga telang (101.760 +0.116 mg GAE
), ekstrak bunga telang ( 90.477 + 0.107mg GAE) dan ekstrak
bunga rosella merah (  84.601 + 0.266g mg GAE)

2. Kombinasi ekstrak menunjukkan kadar fenolik total yang
berkurang dibandingkan dengan ekstrak tunggalnya. Kandungan
fenolat pada masing- masing ekstrak mempengaruhi total
fenolik pada kombinasi ekstrak.

3. Teridentifikasi 8 senyawa antosinin baik pada ekstrak bunga
telang maupun ekstrak Bunga Rosella.
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