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Kata kunci: ABSTRAK. Jahe merah (Zingiber officinale Roscoe var. Rubrum) merupakan tanaman rempah yang sering
digunakan untuk pengobatan tradisional. Penelitian tentang senyawa bioaktif jahe merah telah banyak

antioksidan; diteliti, namun penelitian untuk mengidentifikasi senyawa bioaktif sebagai sumber antioksidan

HPLC; . menggunakan pendekatan metabolomik berbasis HPLC belum dilakukan. Tujuan dari penelitian ini adalah
jahe merah; . untuk mengidentifikasi komponen bioaktif jahe merah sebagai antioksidan dengan pendekatan metabolomik.
komponen gknf, Profil senyawa kimia dari ekstrak dan fraksi (heksana, kloroform, etil asetat, dan air) dianalisis menggunakan
metabolomik. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) yang dilanjutkan dengan analisis metabolomik
Orthogonal Projection to Latent Structure (OPLS). Hasil uji metabolomik OPLS diperoleh fraksi etil asetat
sebagai sampel yang paling berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan. Sampel ini kemudian diidentifikasi
menggunakan UHPLC-MS/MS dan diketahui bahwa komponen bioaktif atau specific marker pada jahe
merah adalah senyawa [6]-gingerol. Kandungan senyawa [6]-gingerol merupakan senyawa yang paling
dominan diikuti oleh 8-gingerol dan 10-gingerol dengan nilai masing-masing secara berurutan adalah

88,61+0,52; 23,59+0,41; dan 21,85+0,63 mg/g ekstrak.
Keywords: ABSTRACT. Identification of Active Components of Red Ginger (Zingiber officinale Roscoe var.
s Rubrum) as a Source of Antioxidants with HPLC-Based Metabolomics Approach. Red ginger (Zingiber
antioxidant; officinale Roscoe var. Rubrum) is a rhizome used as a traditional medicine. Research on red ginger bioactive
gng%ger' compounds has been widely studied but research to identify bioactive compound as source of antioxidant

using HPLC-based metabolomic approaches has not been carried out. This study aims to identify the active
compound of red ginger as an antioxidant with a metabolomic approach. Chemical profiles of the extracts
and fractions (hexane, chloroform, ethyl acetate, and water) were analyzed using High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), followed by Orthogonal Projection to Latent Structure (OPLS) metabolomic
analysis. The results of the OPLS metabolomic analysis showed that the ethyl acetate fraction is the sample
that contributed the most to antioxidant activity. This sample was then identified using UHPLC-MS/MS
showing that the bioactive component or specific marker in red ginger was [6]-gingerol. The [6]-gingerol
content was the most dominant component, followed by [8]-gingerol and [10]-gingerol with values
respectively 88.61+0.52, 23.59+0.41, and 21.85+0.63 mg/g extract.

active component;
metabolomics.

PENDAHULUAN

Antioksidan merupakan suatu zat yang dapat mencegah dan memperbaiki kerusakan sel-sel dalam tubuh
akibat paparan radikal bebas. Antioksidan diketahui dapat mencegah terjadinya reaksi oksidasi dengan cara
mengikat radikal bebas. Radikal bebas yang terdapat dalam tubuh dapat dinetralkan oleh pertahanan dari dalam
tubuh sendiri, tetapi seringkali tubuh tidak mempunyai cadangan antioksidan yang mencukupi, sehingga ketika
terpapar radikal bebas dalam jumlah yang besar, maka tubuh memerlukan asupan senyawa yang dapat mencegah
reaksi oksidasi dari luar. Konsumsi senyawa tersebut dalam porsi yang sesuai dapat mengurangi resiko terserang
penyakit degeneratif akibat stress oksidatif.

Tanaman Indonesia yang mempunyai kandungan antioksidan tinggi adalah Jahe. Jahe merupakan jenis
rempah yang berpotensi sebagai sumber antioksidan (Bellik, 2014). Terdapat tiga jenis jahe yang biasa dikonsumsi
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masyarakat Indonesia yaitu jahe emprit (Zingiber officinale var. Amarum), jahe gajah (Zingiber officinale var.
Officinarum), dan jahe merah (Zingiber officinale var. Rubrum). Dari ketiga jenis jahe tersebut, jahe merah
merupakan jenis jahe dengan kandungan oleoresin dan minyak atsiri yang paling tinggi serta mempunyai level
kepedasan paling tinggi sehingga banyak dimanfaatkan untuk pengobatan tradisional. Sifat pedas jahe dipengaruhi
oleh senyawa fenolik yang merupakan bagian dari komponen oleoresin jahe. Singh et al. (2008) menyatakan
bahwa aktivitas antioksidan pada oleoresin jahe merah paling baik dibandingkan varietas lainnya. Hasil penelitian
Bode and Dong (2011) diperoleh hasil bahwa komponen dominan pada jahe segar yang banyak ditemukan adalah
gingerol, sedangkan pada jahe yang dikeringkan, kandungan gingerol cenderung mengalami penurunan. Hal
tersebut berbanding terbalik dengan kandungan shogaol dimana pada jahe yang dikeringkan jumlah shogaolnya
lebih tinggi dibandingkan dengan jahe segar karena shogaol merupakan hasil dekomposisi dari senyawa gingerol.
Kandungan gingerol dan shogaol pada jahe merah ditemukan lebih banyak dibandingkan jahe gajah dan jahe
emprit dengan rata-rata kandungan gingerol sebesar 23% hingga 25% dan shogaol 18% hingga 25% (Prasad and
Tyagi, 2015). Metode pengujian komponen gingerol maupun shogaol paling baik adalah menggunakan metode
HPLC dengan kolom reversed-phase (RP-18) karena dilihat dari struktur kimia gingerol dan shogaol, kedua
senyawa tersebut merupakan senyawa polar sehingga senyawa dengan tingkat polaritas yang lebih rendah akan
berinteraksi lebih lama dengan fase diam yang juga bersifat non-polar (Lee et al., 2007; Novelina et al., 2011).

Metabolomik adalah area penelitian yang berfokus pada karakterisasi senyawa metabolit dalam matriks
biologis (Krastanov, 2010). Metabolomik adalah metode analisis melalui pendekatan holistik yang dirancang
untuk mengatasi kendala dalam penelitian produk hayati (Yuliana et al., 2011). Melalui pendekatan metabolomik,
komposis senyawa bioaktif yang terkandung dalam sel jaringan atau organisme dapat dideteksi secara
komprehensif dan kuatitatif (Tugizimana et al., 2019). Selain itu, metabolomik juga dapat digunakan untuk
mendeteksi senyawa targeted dan untargeted (Sévin et al., 2015; Blasco et al., 2015; Aminudin et al., 2021).
Metode metabolomik telah banyak dimanfaatkan untuk menstandardisasi dan mengontrol kualitas produk-produk
herbal di dunia. Yeung et al. (2018) menemukan bahwa ekstrak teh hitam terfermentasi memiliki 3 profil metabolit
yaitu glukosamin, 4-guanidinobutanoat dan asam glutarat. Penelitian menggunakan pendekatan metabolomik,
menghasilkan data multidimensi seperti panjang gelombang, waktu retensi, dan konsentrasi senyawa yang
diperoleh dari ekstrak atau fraksi. Oleh karena itu, analisis statistik multivariat perlu dilakukan untuk memproses
kumpulan data yang kompleks tersebut (Aminudin et al., 2021). Salah satu analisis data multivariat yang
berkembang saat ini dan telah banyak digunakan untuk mengetahui adanya hubungan antara waktu retensi dengan
aktivitas antioksidan adalah Orthogonal Projection to Latent Structure (OPLS). Analisis OPLS merupakan
analisis multivariat yang banyak diaplikasikan pada penelitian metabolomik yang didalamnya mempelajari
hubungan antara profil kimia bioaktif dan bioaktivitas ekstrak tumbuhan (Yuliana et al., 2011; Aminudin et al.,
2021).

Pada penelitian metabolomik, teknik pengujian menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) yang
dikombinasi dengan uji statistik multivariat digunakan untuk mengetahui profil metabolit seperti senyawa
antibakteri dari ekstrak bunga kecombrang (Maser et al., 2017), komposisi senyawa fenol pada kulit citrus kering
(Choi et al., 2011), komponen bioaktif daun torbangun (Yulianto et al., 2017), dan senyawa antioksidan dari
rumput kebar (Aminudin et al., 2021). Demikian juga dengan penelitian-penelitian terhadap senyawa bioaktif jahe
merah telah banyak diteliti, namun riset untuk mengetahui adanya korelasi antara aktivitas antioksidan dengan
senyawa bioaktif dalam jahe merah menggunakan pendekatan metabolomik berbasis HPLC belum dilakukan. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi komponen bioaktif yang terdapat dalam jahe merah
sebagai sumber antioksidan melalui pendekatan metabolomik menggunakan HPLC.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan bahan uji seperti jahe merah segar berumur 9-10 bulan yang diperoleh dari Desa
Nagrak, Sukabumi. Bahan kimia seperti etanol 80%, n-heksana, kloroform, etil asetat, Folin-Ciocalteu, natrium
karbonat (Na,COs) 20%, dan asetonitril diperoleh dari Merck, Germany. Reagen DPPH (1.1 diphenyl,2
picrylhydrazyl), asam galat dan asam askorbat (Sigma Aldrich, Germany). Alat yang digunakan adalah oven
(Memmert®), freeze dryer (Labconco, Missouri 64132), vortex (ZX-3), sonikator (Branson 3510), rotary
evaporator (Buchi, Interface 1-300 Pro), inkubator 37 °C (Memmert®), HPLC Perkin Elmer Series 200, detektor
UV-VIS 785A dengan jenis kolom C18, 4 um, 150 x 3,9 mm, dan software SIMCA (v.14.01), UHPLC Vanquish
Tandem Q Exactive Plus Orbitrap HRMS (ThermoScientific) dengan kolom C18, 100 x 2,1 mm; 1,5 um
(ThermosScientific).
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Persiapan Sampel dan Ekstraksi

Jahe merah disortasi, dicuci, dikeringkan menggunakan freeze dryer selama 72 jam. Jahe yang telah kering
selanjutnya dihaluskan kemudian diayak dengan ayakan 30 mesh sehingga diperoleh bubuk jahe kering. Ekstraksi
dilakukan dengan menimbang sebanyak 20 g bubuk jahe merah dan ditambahkan 200 mL etanol 80% kemudian
dicampur selama 20 menit menggunakan shaker dengan kecepatan 125 rpm. Campuran disonikasi selama 50 menit
lalu disentrifugasi pada putaran 2000 rpm. Ekstrak selanjutnya disaring dan dipekatkan menggunakan rotary
evaporator dengan suhu pemanasan 40 °C hingga didapatkan ekstrak etanol kering jahe merah.

Fraksinasi

Pada penelitian ini, proses fraksinasi dilakukan secara bertingkat menggunakan pelarut dengan tingkat
polaritas yang berbeda yang diawali dari pelarut non polar hingga polar yaitu n-heksana, kloroform, etil asetat dan
air. Fraksinasi dengan pelarut non polar seperti n-heksana dan kloroform dimaksudkan untuk menarik senyawa-
senyawa yang bersifat non polar seperti steroid dan terpenoid yang terdapat pada ekstrak jahe merah. Penggunaan
etil asetat sebagai pelarut yang bersifat semi polar bertujuan untuk mengikat senyawa-senyawa yang bersifat polar
ataupun non polar seperti golongan polifenol maupun flavonoid. Sedangkan air yang bersifat polar akan menarik
senyawa-senyawa polar seperti golongan fenol yang terdapat dalam ekstrak jahe merah. Sebanyak 9 g ekstrak
etanol dicampur dengan 225 mL akuades, dicampur dan disonikasi selama 30 menit. Fraksinasi pertama dengan
menambahkan pelarut n-heksana ke dalam campuran dalam corong pemisah, dikocok selama 5 menit kemudian
didiamkan hingga terjadi pemisahan antara fraksi polar dan non polar. Fraksi non polar dipisahkan kemudian fraksi
polar difraksinasi kembali secara berurut dengan menggunakan pelarut kloroform, etil asetat, dan air. Masing-
masing fraksi yang diperoleh selanjutkan dikeringkan dengan rotary evaporator pada suhu 40 °C hingga diperoleh
fraksi n-heksana, fraksi kloroform, fraksi etil asetat, dan fraksi air.

Analisis Nilai Total Fenol

Nilai total fenol dianalisis menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu metode spektrofotometri mengacu pada
Sharif and Bennett (2016). Ekstrak etanol jahe merah dicampur dengan Folin-Ciocalteu. Setelah 5 menit, natrium
karbonat (Na;COs) 20% ditambahkan dan campuran disimpan selama 90 menit dalam suhu ruang. Absorbansi
campuran diukur pada 760 nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Kurva kalibrasi dibuat menggunakan asam galat
dan kandungan total fenol dinyatakan dalam mg asam galat equivalen (GAE) per gram ekstrak.

Kandungan Flavonoid Total

Kandungan total flavonoid ditentukan menggunakan metode aluminium kolorimetri (Chang et al., 2002;
Stankovic (2011) dengan sedikit modifikasi menggunakan kuersetin sebagai standar (Igbal et al., 2015). Kurva
kalibrasi kuersetin disiapkan pada kisaran 0 sampai 200 pg/mL. Ekstrak etanol tanaman indigenos dan larutan
standar dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berbeda. Sebanyak 0,1 ml aluminium klorida 10%; 0,1 mL
potasium asetat (1M); 1,5 ml MeOH 80%; dan 2,8 mL akuades dimasukkan ke dalam masing-masing tabung dan
diaduk. Semua tabung diinkubasi disuhu kamar selama 30 menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 415
nm. Konsentrasi flavonoid dinyatakan dalam mg kuersetin (QE)/g ekstrak.

Pengujian Kadar Gingerol dan Shogaol

Pengujian senyawa [6]-gingerol, [8]-gingerol, [10]-gingerol dan [6]-shogaol ekstrak jahe merah mengacu
pada penelitian Lee et al. (2007). Ekstrak jahe merah dalam keadaan homogen ditimbang kemudian dimasukkan
kedalam labu takar. Metanol sebanyak 10 mL ditambahkan ke dalam labu takar kemudian disonikasi selama 10
menit kemudian ditera hingga tanda batas menggunakan metanol. Penyaringan dilakukan menggunakan membran
filter ukuran 0,45 pm lalu dimasukkan ke dalam vial.

Persiapan Larutan Standar [6]-gingerol, [8]-gingerol, [10]-gingerol dan [6]-shogaol

Masing-masing standar [6]-gingerol, [8]-gingerol, [10]-gingerol dan [6]-shogaol dilarutkan dengan metanol
dalam labu takar berukuran 5 mL untuk memperoleh larutan stok 2000 ppm. Larutan standar [6]-gingerol, [8]-
gingerol, [10]-gingerol dan [6]-shogaol dengan konsentrasi 500 ppm disiapkan untuk memperoleh single retention
time dengan cara mencampur larutan stok sebanyak 0,25 mL dengan 0,75 mL metanol kemudian diaduk hingga
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homogen. Larutan disaring menggunakan filter berukuran 0,45 um. Standar [6]-gingerol, [8]-gingerol, [10]-
gingerol dan [6]-shogaol ditutup dan disimpan pada dalam refrigerator pada suhu 4 °C hingga saat digunakan.

Uji Aktivitas Antioksidan.

Aktivitas antioksidan diuji menggunakan larutan DPPH. Larutan stok 1000 pg/mL dibuat dengan cara
menimbang sampel ekstrak dan fraksi lalu dilarutkan dalam etanol, selanjutnya dibuat berbagai konsentrasi (25,
50, 100, 150, dan 200 pg/mL). Masing-masing ekstrak selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 500 pL larutan DPPH 1 mM dalam EtOH kemudian ditera hingga 2 mL untuk selanjutnya disimpan
pada suhu 37 °C selama 30 menit. Nilai absorbansi diukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang 517 nm. Data nilai absorbansi yang diperoleh digunakan untuk menghitung % inhibisi. Konsentrasi
ekstrak dan nilai % inhibisi diplotkan untuk memperoleh kurva inhibisi. Kurva tersebut menghasilkan persamaan
regresi linier y = bx + a. Perhitungan % inhibisi dan nilai 1Cso dihitung masing-masing menggunakan persamaan
regresi yang ditunjukkan dalam Persamaan 1 dan 2.

% inhibisi DPPH = “_%) x100% (1)
ICs0 = 22 2
Keterangan:
A =nilai absorbansi kontrol
B =nilai absorbansi ekstrak etanol jahe merah
a = nilai intersep dari persamaan regresi linier
b =nilai kemiringan (slope) dari persamaan regresi linier

Analisis Profil Komponen Bioaktif Ekstrak/Fraksi Jahe Merah dengan HPLC

Analisis profil kimia ekstrak dan fraksi komponen bioaktif jahe merah menggunakan High Performance
Liquid Chromatography (HPLC Agilent Technologies, multi detektor panjang gelombang dengan kolom C18 (5
m, 150 x 4,6 mm). Analisis profil kimia komponen bioaktif jahe merah mengacu pada Andarwulan et al. (2010)
dan Aminudin et al. (2021) dengan sedikit modifikasi. Adapun kondisi HPLC mengacu pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Lee et al. (2007) dan Novelina et al. (2011). Sampel ekstrak dan fraksi dilarutkan dalam metanol,
kemudian disaring dengan membran regenerasi 0,45 m. Sebanyak 40 pL filtrat diinjeksikan ke dalam HPLC dan
diukur menggunakan 5 panjang gelombang 250 nm, 260 nm, 270 nm, 280 nm, dan 290 nm. HPLC dioperasikan
pada suhu ruang dengan laju alir 1 mL/menit. Gradiasi fase gerak yang digunakan mengacu pada penelitian Lee
et al. (2007) dan Rahmadani et al. (2018) dengan fase gerak asetonitril (A) dan air (B) yaitu menit ke-0 (40% A),
menit ke-10 (40% A), menit ke-40,5 (100% A), menit ke-45 (100% A), menit ke-45,5 (40% A), dan menit ke-50
(40% A). Data hasil kromatogram HPLC yang dikumpulkan adalah waktu retensi (RT, min) dan luas area
(mAU?-s). Data HPLC ini yang merupakan komponen bioaktif ekstrak/fraksi jahe merah selanjutnya digunakan
dalam analisis metabolomik dengan model OPLS.

Pengolahan Data dengan Metabolomik

Pengolahan data dengan metabolomik pada penelitian ini mengacu pada Aminudin et al. (2021). Model
metabolomik yang digunakan sebagaimana diilustrasikan oleh Worley and Powers (2013) yaitu matriks X adalah
data informasi hasil pengujian profil kimia dan matriks Y adalah data aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi jahe
merah yang dinyatakan dalam ICso.

Data komposisi kimia yang didapat dari kromatogram HPLC dalam penelitian ini adalah sebanyak 75 sampel.
Data tersebut dinormalisasi dan diskalakan menggunakan metode Pareto. Data dianalisis dengan OPLS
menggunakan software SIMCA 14.1. Model dideskripsikan dengan akurasi model kriteria, R?Y > 0,65 dan akurasi
prediksi, Q%Y > 0,50 (Eriksson et al., 2013 dan Mabuchi et al., 2019). Validasi model OPLS terpilih dilakukan
menggunakan CV Score yang dilanjutkan dengan uji permutasi.

Hasil OPLS yang dapat digunakan untuk menginterpretasikan data antara lain score plot dan Y-related
coefficient plot. Model analisis OPLS yang digunakan dalam penelitian ini adalah score scatter plot dan score plot
(S-plot). Score plot pada OPLS digunakan untuk mengelompokkan sampel berdasarkan karakteristik aktivitas
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antioksidan dari matriks Y. Score plot menghasilkan pemisahan sampel berdasarkan kuadran sehingga sampel
tertentu dengan skor tertentu akan terpisah dengan baik dengan kriteria nilai p(corr) >0,50 (Black et al., 2017).
Kuadran yang diidentifikasi untuk aktivitas antioksidan (ICso) adalah kuadran tiga. Berdasarkan dua atribut analisis
kriteria model OPLS akan diperoleh satu sampel yang dianggap paling dominan aktivitas antioksidannya.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kandungan Senyawa Fenol dan Flavonoid

Hasil pengujian ekstrak dan fraksi jahe merah sebagaimana disajikan pada Tabel 1 menunjukkan sampel
dengan kandungan fenolik, flavonoid, dan aktivitas antioksidan dari yang tertinggi hingga terendah yaitu fraksi
etil asetat, ekstrak etanol, fraksi kloroform, fraksi heksan, dan fraksi air. Fraksi etil asetat merupakan fraksi dengan
aktivitas antioksidan terkuat. Etil asetat adalah reagen semi polar sehingga dapat menarik senyawa polar dan non
polar (Baki and Alexander, 2015).

Senyawa gingerol, shogaol, paradol dan zingeron merupakan senyawa fenolat yang terdapat dalam jahe
merah (Li et al., 2016) sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 1. Senyawa fenolat merupakan senyawa yang
bersifat polar (Apak et al., 2007). Struktur senyawa fenolat mempunyai tail hidrokarbon yang cukup panjang
sehingga menyebabkan senyawa fenolat dalam jahe merah memiliki polaritas yang rendah (Siswandono et al.,

2000; Pratoko et al., 2018).
O OH 0 OH

6-Gingerol

OCHs OCHs 10-Gingerol

(0]
0. HO.
(0] OH e
HO
OH .
8-Gingerol Zingeron
OCH;
0}
OH 0 P
OH o O HO
OH Shogaol
ot
(6]
O
O o OH Q
o HO o
OH -
o OH
OH
OH HO OH
Rutin Paradol OH

Epikatekin
Gambar 1. Senyawa-senyawa fenolik dan flavonoid yang terdapat pada jahe merah.

Jahe merah mengandung senyawa flavonoid yang berupa aglikon flavonoid dan glikosida flavonoid. Aglikon
flavonoid yang terdapat pada jahe merah terdiri dari kuersetin, rutin, katekin, dan epikatekin. Senyawa-senyawa
tersebut merupakan senyawa flavonoid golongan flavonol yang bersifat kurang polar atau semi polar. Sedangkan
senyawa glikosida flavonoid adalah flavonoid yang aglikonnya terikat dengan satu atau lebih gugus gula.
Terikatnya gula pada flavonoid menyebabkan senyawa flavonoid tersebut menjadi kurang reaktif dan lebih terlarut
dalam pelarut polar. Oleh karena itu, glikosida flavonoid memiliki tingkat kepolaran yang lebih tinggi daripada
aglikonnya. Salah satu glikosida flavonoid yang terdapat pada jahe merah adalah rutin. Adanya gugus 3-O-
glikosida pada rutin menjadikan rutin bersifat lebih polar dibanding kuersetin (Heim et al., 2002). Etil asetat
merupakan pelarut yang bersifat semi polar sehingga dapat menarik senyawa-senyawa yang bersifat agak polar
hingga agak non polar. Dengan demikian tidak menutup kemungkinan pelarut etil asetat dapat menarik rutin yang
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bersifat agak polar (Andersen and Marukam, 2006). Hal ini diperkuat dengan penelitian yang dilakukan oleh
Chavan and Amarowiez (2013) yang menyatakan bahwa pada pelarut yang bersifat semi-polar ditemukan
kandungan senyawa fenolik yang lebih banyak dibandingkan dengan pelarut polar.

Tabel 1. Kandungan senyawa fenolik, flavonoid dan aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi jahe merah.

| Kandungan Senyawa Kandungan Flavonoid Aktivitas
Sampe Fenolik (mg GAE/g ekstrak) (Mg QE/g ekstrak) Antioksidan (1Cso)
Ekstrak etanol 196,73 + 6,93 55,82 + 2,90 40,49 + 0,43
Fraksi haksana 160,13 £ 5,16 23,63 + 3,66 69,89 + 0,43
Fraksi kloroform 175,07 £ 6.15 36,19 £ 2,21 58,31+ 0,94
Fraksi etil asetat 219,17 £ 6,78 75,66 £ 2,17 24,20 £ 0,60
Fraksi air 35,18 + 2,50 1592 +2,71 83,08 £ 0,97

Aktivitas Antioksidan

Penetapan aktivitas antioksidan yang dinyatakan dalam ICso dilakukan menggunakan metode DPPH. Data
pada Tabel 1 memperlihatkan sampel yang memilki aktivitas antioksidan mulai dari yang terkuat hingga terlemah
secara berurut yaitu fraksi etil asetat, ekstrak etanol, fraksi kloroform, fraksi heksana, dan fraksi air. Suatu senyawa
dapat disebut sebagai antioksidan sangat kuat apabila nilai 1Csp < 50, kuat antara 50 sampai 100, sedang antara
100 sampai 150, dan dikatakan lemah jika nilai 1Cso antara 151 hingga 200. Nilai 1Cso, yang semakin rendah
menunjukkan semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Badarinath et al., 2010). Hasil penelitian lain juga
menunjukkan bahwa fraksi etil asetat ekstrak jahe merah merupakan fraksi yang mempunyai aktivitas antioksidan
paling kuat (Suciyanti et al., 2017; Pratoko et al., 2018). Kaban et al. (2016) menyatakan bahwa fraksi etil asetat
ekstrak jahe merah mempunyai nilai 1Csp yang lebih rendah dibandingkan dengan ekstrak ataupun fraksi lainnya.
Hal yang sama juga ditunjukkan pada fraksi etil asetat Alpinia phahangensis (Phang et al., 2013); buah berenuk
(Das et al., 2014); dan ekstrak bunga Halimium halimifolium (Rebaya et al., 2015) juga menunjukkan fraksi etil
asetat dari masing-masing tanaman tersebut mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan fraksi lainnya. Dalam penelitian ini, metode fraksinasi yang digunakan adalah metode fraksinasi bertingkat
menggunakan reagen mulai dari yang non-polar, semi polar, hingga polar. Senyawa aktif dalam ekstrak yang
bersifat semi polar cenderung lebih tertarik pada pelarut etil asetat yang bersifat semi polar. Dengan demikian, etil
asetat akan menarik lebih banyak senyawa aktif semi polar sehingga aktivitas antioksidan pada fraksi etil asetat
cenderung lebih kuat dibandingkan dengan pelarut lainnya.

Identifikasi Komponen Bioaktif Ekstrak Jahe Merah dengan Pendekatan Metabolomik
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Gambar 2. Kurva OPLS Score plot aktivitas antioksidan ekstrak etanol (CE), fraksi heksana (FH), fraksi
kloroform (FC), fraksi etil asetat (FEA), fraksi air (FA).

Tahap awal dari proses metabolomik adalah mengamati pemisahan pada sampel berdasarkan aktivitas

antioksidannya. Pemisahan ini dilakukan dengan menggunakan score scatter plot. Pada metode OPLS, score plot
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digunakan untuk mengklasifikasikan sampel yang didasarkan pada hasil data matriks Y yaitu aktivitas antioksidan.
Black et al. (2017) menyatakan bahwa pemisahan yang baik ditentukan setidaknya satu variable yang memiliki
koefisien korelasi S-plot (Ip(corr)L) > 0,50 dengan nilai signifikasi S-plot (Ipl) > 0,03 dan dengan nilai kriteria
model R2Y > 0,5 dan prediksi Q%Y > 0,4 (Mehmood et al., 2012; Alexander et al., 2015; Aminudin et al., 2020).
Pada Gambar 2 terlihat sampel aktif yaitu ekstrak etanol dan fraksi etil asetat terpisah dengan baik dari sampel
yang tidak aktif (fraksi n-heksana, kloroform, dan air). Terjadinya pemisahan yang baik antara sampel yang
mempunyai aktivitas tinggi dan aktivitas rendah menunjukkan bahwa metode OPLS dapat digunakan untuk
mengidentifikasi gugus fungsi dari senyawa aktifnya.
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Gambar 3. Grafik S-plot dimana terdapat satu variabel dengan nilai S-plot (Ip(corr)l = 0,569.

Nilai R?Y dan Q?Y digunakan untuk mengetahui ketepatan model OPLS. Nilai R?Y adalah banyaknya
variabel Y yang dinyatakan dalam model dan peninjauan keselarasan model, sedangkan QY merupakan hasil
validasi silang dan pengukuran secara kuantitatif antara hasil prediksi dengan data sesungguhnya. Nilai R?Y yang
dihasilkan pada model ini adalah sebesar 0,981 sedangkan nilai Q%Y adalah 0,89. Model yang dapat diterima harus
memiliki nilai R?Y dan Q2Y yang berada pada kisaran 0,5 — 1. Kedua nilai pada model OPLS ini berada pada
kisaran 0,5 — 1 sehingga model yang diperoleh merupakan model yang sesuai (Eriksson et al., 2006).

Kurva S-plot digunakan untuk menjelaskan score plot yaitu untuk mengetahui waktu retensi yang dominan
pada sampel yang aktif dan yang tidak aktif. Posisi waktu-waktu retensi tersebut bersesuaian dengan sampel pada
score plot. Dalam penelitian ini, semakin ke kiri maka sampel semakin aktif. Dengan demikian, waktu retensi yang
dominan pada sampel yang aktif adalah waktu retensi yang terletak disebelah kiri S-plot (tanda panah)
sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 4. Validasi model OPLS dengan plot permutasi berdasarkan aktivitas antioksidan dengan nilai R?Y =
0,851 dan Q2Y = —0,445.
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Menurut Worley and Powers (2013), tahapan validasi sangat diperlukan untuk memastikan nilai reabilitas
dari model. Pada penelitian ini, validasi dilakukan menggunakan CV ANOVA dan uji permutasi. Metode validasi
CV ANOVA dalam penelitian menghasilkan nilai p sebesar 0,015. Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan
dengan nilai p maksimum yang dapat diterima yaitu p < 0,05. Dengan demikian, model yang diperoleh memiliki
reliabilitas yang baik (Eriksson et al., 2006). Sejalan dengan CV ANOVA, uji permutasi menghasilkan nilai
intersep R? = 0,851 dan Q? = —0,445. Menurut Mabuchi et al. (2019) respon uji permutasi dianggap baik jika nilai
intersep dari permutasi berada di bawah model OPLS dan intersep prediksi Gambar 4. Nilai Y related coefficient
plot merupakan nilai yang menjelaskan korelasi antara waktu retensi dan aktivitas antioksidan dimana nilai yang
lebih tinggi dari 0,5 memperlihatkan adanya korelasi yang signifikan antara waktu retensi dan aktivitas antioksidan
(Eriksson et al., 2001). Pada penelitian ini, Y related coefficient plot menunjukkan bahwa pada selang waktu retensi
10.88; 24,75; 33,32; dan 43,44 menit berkorelasi signifikan dengan aktivitas antioksidan masing-masing sebesar
—0,535; —0,553; —0,569; —0,588. Korelasi yang bernilai negatif menunjukkan kemampuan senyawa tersebut dalam
menghambat radikal bebas DPPH yang dinyatakan dalam 1Cso, dimana semakin rendah nilai 1Cso menunjukkan
kekuatan penghambatan yang semakin tinggi.
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Gambar 5. Y related coefficient plot pada selang waktu 10,88; 24,75; 33,32 dan 43,44 menit terhadap aktivitas
antioksidan. Nilai koefisien relatif Y negatif menyatakan selang waktu retensi berkorelasi terhadap
aktivitas antioksidan dalam menghambat radikal bebas DPPH

Pada Gambar 5, setidaknya terdapat 4 senyawa dengan selang waktu retensi 10,88; 24,75; 33,32; dan 43,44
yang berkorelasi signifikan dengan aktivitas antioksidan. Nilai tersebut ditunjukkan dengan nilai Y related
coefficient masing-masing adalah 0,535; 0,553; 0,569; dan 0,588. Nilai yang berada pada selang waktu retensi
tersebut merupakan puncak-puncak target yang diduga sebagai komponen aktif. Puncak ekstrak dan fraksi yang
dominan diidentifikasi menggunakan X varian plot. Pada penelitian ini diperoleh hasil nilai S-plot (Ip(corn)l)
sebesar 0,569. Nilai tersebut lebih tinggi dari 0,50 sehingga dapat diasumsikan bahwa sampel-sampel tersebut
merupakan sampel yang paling signifikan dalam aktivitas antioksidan. Mengacu pada hasil pengujian
menggunakan masing-masing standar, terkonfirmasi bahwa senyawa tersebut adalah [6]-gingerol, [8]-gingerol,
[6]-shogaol, dan [10]-gingerol. Sampel-sampel tersebut selanjutnya diidentifikasi menggunakan UHPLC-MS/MS
dan teridentifikasi senyawa yang paling dominan mempunyai nilai m/z 277 dengan rumus molekul Ci7H204 .
Senyawa tersebut adalah [6]-gingerol Waktu retensi yang berbeda dapat diakibatkan oleh interaksi antara senyawa
dengan fase diam yang digunakan. Fase diam yang digunakan dalam penelitian ini adalah kolom C18 dengan sifat
non polar sehingga senyawa dengan sifat polar akan lebih dulu terelusi, sementara senyawa yang sifatnya non
polar akan lebih lama tertahan di fase diam seperti senyawa [10]-gingerol yang memiliki waktu retensi terbesar
diantara senyawa lainnya (Yeung et al., 2018).

39
Copyright © 2023, ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, ISSN 1412-4092, e ISSN 2443-4183



Sandrasari et al., ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, Vol. 19(1) 2023, 32-43

Tabel 2. Kandungan [6]-,[8]-,[10]-gingerol dan [6]-shogaol.

Senyawa  Kadar (mg/g ekstrak) Kadar (mg/g bubuk) Referensi (mg/g bubuk)*
[6]-gingerol 88,61 + 0,52 14,68 12,23
[8]-gingerol 23,587 + 0,41 3,69 1,54
[10]-gingerol 21,85+ 0,63 3,42 2,29
[6]-shogaol 9,64+ 0,51 1,51 3,02

*Sumber: Rafi et al. (2013)

Berdasarkan data Tabel 2 diketahui bahwa kandungan [6]-gingerol mempunyai nilai yang lebih tinggi
dibandingkan dengan [8]-gingerol, [10]-gingerol, dan [6]-shogaol. Kelimpahan tertinggi ditunjukkan oleh [6]-
gingerol yaitu 88,61 mg/g ekstrak atau 14,68 mg/g bubuk jahe. Hasil penelitian yang diperoleh sejalan dengan
Raffi et al. (2013) dimana kandungan [6]-gingerol paling tinggi dibanding senyawa lainnya (Tabel 2). Hasil
penelitian lain juga menyatakan bahwa senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak jahe merah merupakan
turunan fenol, yaitu [6]-gingerol (Kimura et al., 2005; Shukla and Singh, 2006). Gingerol pada jahe bertindak
sebagai pembawa rasa pedas. Berdasarkan rantai cabangnya, senyawa gingerol dibedakan menjadi [6]-, [8]-, dan
[10]-gingerol, namun senyawa yang paling banyak ditemukan adalah [6]-gingerol. Senyawa shogaol dalam
penelitian ini dihasilkan dari perubahan gingerol menjadi shogaol seperti ditunjukkan pada Gambar 6, akibat
adanya reaksi dehidrasi selama pemanasan atau penyimpanan (Nwaoha et al., 2013). Senyawa [6]-gingerol akan
terdekomposisi menjadi [6]-shogaol pada suhu 60 °C.

o}
o} OH
60 °C
CH,O =
CH:OD/\/“\/}\/\/\ ) DAJL/\N\ +H0
HO HO
[6]-shogaol

[6]-gingerol
Gambar 6. Perubahan [6]-gingerol menjadi [6]-shogaol.

KESIMPULAN

Nilai aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat yang dinyatakan dalam 1Cso merupakan sampel yang
mempunyai aktivitas terkuat diikuti dengan ekstrak etanol, fraksi kloroform, fraksi heksana dan fraksi air. Senyawa
aktif dari ekstrak dan fraksi jahe merah yang berperan sebagai sumber antioksidan dapat diidentifikasi
menggunakan pendekatan metabolomik berbasis HPLC. Hasil identifikasi komponen aktif pada jahe merah
dengan metode OPLS menunjukkan bahwa senyawa [6]-gingerol merupakan senyawa aktif yang dominan terdapat
dalam jahe merah.
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