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Abstract: Free radicals are molecules with unpaired electrons that are reactive and unstable.
Gold nanoparticles (AuNPs) have an antioxidant reducing Au3* to Au* which can stabilize
free radicals. This research aims to characterize AuNPs, formulate and evaluate AuNPs
antiaging serum with sirih hutan leaves fraction and antioxidant activity test. The research
method used was maceration, sirih hutan leaves were extracted using 96% ethanol,
fractionation using n-hexane, biosynthesis of AuNPs, formulation, and antioxidant activity
using the DPPH method. The data analysis used One Way Anova test and post hoc Tukey
(CI 95%). The research results showed that ethanol extract and n-hexane fraction were
obtained at 132.5059 g and 18.3804 g respectively. Biosynthesis characterization of AuNPs
have a particle size of 424.9 nm. Formulation and evaluation of AuNPs formulation were
generally obtained according to SNI. The antioxidant activity of the formulation and vitamin
C showed that the percentage of DPPH increased with increasing concentration, ICs values
of the formulaion and vitamin C showed 35.21 + 0.95; 17.95 £ 0.34 ppm respectively. Based
on One Way Anova test, there was significant difference in each concentration in the
percentage of DPPH (p<0.05). and the formulation and vitamin C were classified as very
strong antioxidants (IC50<50).
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Pendahuluan (bioreduktor) dari bahan alam yakni daun sirih hutan

(Piper aduncum) menjadi salah satu upaya preventif

Radikal bebas merupakan unsur atau molekul
yang memiliki elektron tidak berpasangan (elektron
ganjil), dimana elektron ganjil tersebut tidak stabil dan
bersifat reaktif dengan molekul lain dalam tubuh (Neha
dkk., 2019). Keberadaan radikal bebas yang terbentuk
secara berkelanjutan dalam tubuh dan akibat tidak
terpenuhinya antioksidan endogen menyebabkan
kerusakan sel pada deoxyribonucleic acid (DNA), protein,
lemak, dan dapat sehingga mempercepat terjadinya
penuaan dini (aging) serta menyebabkan penyakit
degeneratif lainnya (Ali dkk. 2020). Penggunaan
antioksidan dalam bentuk sediaan serum yang
mengandung nanopartikel emas dan agen penstabil
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dalam menangkal paparan radikal bebas (Lai-Cheong
dan McGranth, 2017).

Nanopartikel emas (AuNPs) memiliki efek
antiaging melalui mekanisme reduksi Au* menjadi Au*
(Yanti dan Nurhayati, 2020). Beberapa riset juga telah
membuktikan bahwa nanopartikel emas memiliki
aktivitas antioksidan yang baik dalam menurunkan
stres oksidatif yang dapat disebabkan radikal bebas
(Wiyanto dan Nurhamida, 2023). Akan tetapi,
penggunaan bahan kimia berbahaya dalam sintesis
nanopartikel emas memiliki bahaya terhadap manusia
dan lingkungan (Vellayanti, 2020). Oleh karena itu,
diperlukan metode green synthesis yang ramah
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lingkungan dan sebagai agen penstabil yang
mempunyai aktivitas antioksidan dalam sintesis
nanopartikel emas. Salah satu tanaman yang diduga
sebagai agen penstabil adalah daun sirih hutan (Piper
aduncum) yang terdapat di wilayah hutan gambut
Kalimantan Tengah. Skrining fitokimia daun sirih hutan
(P. aduncum) terdapat senyawa fitokimia diantaranya
saponin, flavonoid, alkaloid, steroid, terpenoid, tannin
dan dan polifenol, dimana kelompok senyawa ini
memiliki aktivitas antioksidan (Sartika., 2020).

Nanopartikel emas dan daun sirih hutan memiliki
interaksi sinergisme searah, riset ini bertujuan
melakukan karakterisasi AulNPs, memformulasikan dan
mengevaluasi sediaan serum antiaging AuNPs dengan
agen penstabil fraksi daun sirih hutan yang memiliki
aktivitas antioksidan berdasarkan nilai inhibitory
concentration (1Csp).

Alat, Bahan, dan Metode

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam kegiatan riset ini
adalah spektrofotometer UV-Vis (Jenway 6800®),
vacuum rotary evaporator (Buchi®), piknometer, pH
meter, kuvet, corong pisah (Pyrex®), gelas kimia
(Pyrex®), labu takar (Pyrex®), cawan porselin, gelas
ukur (Pyrex®), pipet tetes, batang pengaduk (Pyrex®),
magnetik stirer, pipet ukur, spatula, tabung reaksi, dan
rak tabung reaksi, sendok tanduk, hotplate, timbangan
analitik, kertas saring biasa, toples kaca, blender, neraca
analitik, dan mikropipet.

Bahan dalam kegiatan riset ini yaitu daun sirih
hutan (P. aduncum), etanol p.a. (EMSURE®), etanol teknis
96% (EMSURE®), vitamin C (Sigma Aldrich®), DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhidrazil) bersumber dari
sigma.Co, n-heksana (EMSURE®), logam Au (emas),
asam klorida (HCI), asam nitrat (HNOs), akuades,
Carbomer, TEA (Tri Etanol Amina), Gliserin, dan
Nipagin.

Preparasi Sampel Daun Sirih Hutan

Pengumpulan sampel dilakukan di desa Tahawa,
Kabupaten Pulang Pisau, Kalimantan Tengah. Daun
sirih hutan yang diperoleh dicuci menggunakan air
mengalir  hingga bersih kemudian ditiriskan.
Selanjutnya dikeringkan menggunakan oven. Sehingga
diperoleh daun sirih hutan yang kering.

Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Sirih Hutan

Daun Sirih Hutan (Piper aduncum) yang telah
dikeringkan kemudian dipotong kecil-kecil dan
diblender hingga halus, menghasilkan serbuk sebanyak
2,593 kg. Serbuk daun tersebut pertama-tama
dimaserasi menggunakan etanol hingga seluruhnya
terendam, lalu dibiarkan selama 3x24 jam. Setelah 24

jam, filtrat etanol dipisahkan dan ditampung. kemudian
dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga diperoleh
ekstrak etanol kental.

Ekstrak etanol kental diambil 120 gram kemudian
dipartisi menggunakan n-heksana:air (3:1) sebanyak
sampai terbentuk dua lapisan yaitu lapisan air dan
lapisan n-heksan. Kemudian fraksi n-heksana
ditampung dan diuapkan menggunakan vacuum rotary
evaporator sehingga diperoleh fraksi n-heksana kental.

Proses Biosintesis dan Uji Karakteristik Nanopartikel
Emas (AuNPs)

Biosintesis nanopartikel emas dilakukan dengan
cara melarutkan 100 mL etanol ke dalam 1 gram fraksi
kental fraksi daun sirih hutan dan kemudian larutan
disaring menggunakan kertas saring. sebanyak 1.500 uL
ditambahkan tetes demi tetes ke dalam 40 mL HAuCl4 1
mM. Penambahan fraksi dihentikan saat larutan
HAuCly berubah menjadi keunguan dan diaduk
menggunakan magnetic stirer selama 30 menit.
Nanopartikel emas yang terbentuk dikarakterisasi
menggunakan UV-Vis.

Formulasi Serum Gel Antiaging

Formulasi nanopartikel emas fraksi daun sirih
hutan dilakukan dengan pembuatan serum gel,
carbomer dilarutkan menggunakan air panas di dalam
mortir. Setelah mengembang, campuran diaduk hingga
homogen dan tambahkan TEA. Selanjutnya tambahkan
gliserin dan nipagin. Lalu ditambahkan zat aktif ke
dalam mortir kemudian diaduk sampai homogen.
Tahapan akhir yang dilakukan yaitu tambahkan air
panas (sisa) hingga diperoleh gel dengan massa yang
setara. Kemudian optimasi pengujian serum dilakukan

uji pH, daya sebar, viskositas, dan homogenitas.

Uji Aktivitas Antioksidan

Larutan DPPH 0,3 mM dibuat dengan
menimbang 0,2 gram serbuk DPPH, yang kemudian
dilarutkan menggunakan etanol p.a dalam labu ukur
100 mL. Setelah itu, etanol p.a ditambahkan hingga
mencapai tanda batas, menghasilkan larutan DPPH
dengan konsentrasi 0,3 mM. Absorbansi larutan ini
diukur menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 400-800 nm.

Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH diuji
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis. Larutan fraksi
dengan konsentrasi 100 ppm disiapkan dengan
menimbang 10 mg formula serum gel nanopartikel
emas, kemudian melarutkannya dalam etanol p.a
hingga tanda batas pada labu ukur 100 mL. Selanjutnya,
larutan ini diencerkan menjadi seri konsentrasi 10, 20,
30, 40, dan 50 ppm. Pengukuran absorbansi kontrol juga
dilakukan dengan menggunakan campuran 1,0 mL
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larutan DPPH 0,3 mM dan 4,0 mL etanol. Serapan
diukur dengan Spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (515-517 nm).

Analisis Data
Perhitungan rendemen didasarkan pada (Susanty
dan Bachmid, 2016)

berat ekstrak
rendemen ekstrak = ————

berat sampel

berat fraksi

rendemen fraksi == —————x100%.......(2)
berat ekstrak

Kemampuan antioksidan suatu bahan/sampel
dapat dihitung dengan menggunakan persamaan
berikut :

% penangkapan DPPH =
NS (VL[ S—

Abs. kontrol (3)

Persamaan regresi linier yang dihasilkan dari
rentang  konsentrasi  ekstrak dan  persentase
penangkapan radikal bebas digunakan untuk
menghitung konsentrasi ekstrak yang mampu
mereduksi 50% DPPH.

Analisis data dikerjakan dengan program SPSS
16.0 dimana taraf kepercayaan 95%. Uji One Way
ANOVA dilakukan jika pada tahap awal data uji
normalitas dan uji homogenitas (p>0,05) terdistribusi
secara  normal.  Perbedaan efek  persentase
penghambatan sampel dan vitamin C sebagai kontrol
pembanding  untuk  masing-masing  kelompok
perlakuan dapat dilihat menggunakan analisis post hoc
Tukey.

Hasil dan Pembahasan

Ekstraksi dan Fraksinasi

Metode yang diterapkan dalam riset ini adalah
maserasi, dimana metode ini sering digunakan dalam
proses ekstraksi karena dapat melindungi senyawa-
senyawa kimia yang sensitif terhadap panas, seperti
metabolit sekunder. Keuntungan lain dari metode
maserasi adalah menggunkan peralatan yang sederhana
sehingga pengerjaannya mudah dilakukan.

Serbuk daun sirih hutan ditimbang sebanyak
2,593 kg dimasukan kedalam wadah kaca dan
ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 3,5 L. larutan
ini dimaserasi selama 72 jam (tiap 24 jam pelarut diganti)
sambil sesekali diaduk. Setelah 24 jam, hasil ekstraksi
disaring dan diambil filtratnya dan residu diremaserasi
sebanyak 2 kali. Hasil maserasi filtrat pertama, kedua
dan ketiga disatukan, kemudian dipekatkan dengan
rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak etanol
kental.

Etanol (C:Hs0H) 96% digunakan dalam proses
maserasi. Najib (2018), etanol dipilih sebagai pelarut
karena secara struktur kimia, etanol mempunyai sisi

hidrofilik dan hidrofobik. Etanol 96% dipilih karena
memiliki selektivitas tinggi, tidak toksik, memiliki
absorpsi yang baik, serta kemampuan melarutkan
senyawa polar, semipolar, dan non polar. Ekstrak yang
lebih pekat dapat diperoleh dengan penggunaan
C>Hs0H dengan konsentrasi yang lebih tinggi dalam hal
ini etanol 96%. Hasil ekstrak etanol kental yang
diperoleh dari proses penguapan adalah sebanyak
132,5059 g dan diperoleh hasil rendeman sebesar 5,1%.

Fraksinasi ekstrak kental dilakukan dengan
menggunakan corong pisah, n-heksana dan aquadest
dengan perbandingan 3:1 digunakan untuk mempartisi
ekstrak kental hasil maserasi sehingga didapatkan fraksi
n-heksana sebanyak 27,2507 g. Kemudian, diuapkan
menggunakan vacuum rotary evaporator. Hasil fraksi
kental yang diperoleh dari proses penguapan adalah
sebanyak 18,3804 g dan diperoleh rendemen sebesar
15,3%.

Perbedaan massa jenis dan tingkat kepolaran
merupakan prinsip pemisahan dalam proses fraksinasi
menggunakan corong pisah. Proses ini menghasilkan
dua lapisan, dimana fraksi dengan massa jenis yang
lebih besar terdapat pada fase bawah dan fase bagian
atas denga massa jenis yang lebih kecil (Putri dkk., 2023).

Biosintesis Nanopartikel Emas (AuNPs) dengan Fraksi
n-heksana Daun Sirih Hutan

Biosintesis nanopartikel emas dilakukan dengan
menimbang sebanyak 1 gram fraksi kental n-heksana
kedalam 100 mL etanol, kemudian larutan disaring
menggunakan kertas saring. Sebanyak 1.500 pL tetes
demi tetes ditambahkan ke dalam 40 mL HAuCls 1 mM.
Penambahan fraksi dihentikan saat larutan HAuCly
berubah menjadi keunguan dan diaduk selama 30
menit. AuNPs terbentuk dengan adanya perubahan
warna pada larutan, dimana larutan AuNPs berubah
dari kuning kecoklatan menjadi ungu kehitaman.
Selanjutnya AuNPs dikarakterisasi dengan
menggunakan sprektrofotometer Uv-Vis.

Hasil Karakterisasi Nanopartikel Emas (AulNPs)
menggunakan Spektrofotometer Uv-Vis

O\O—O/O\O

Absorbansi
o [l N w SN

535 540 545 550 555 560 565

Panjang gelombang (nm)

Gambar 1. Spektrum UV-Vis AuNPs dengan variasi
penambahan fraksi daun sirih hutan (bioreduktor)
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Semakin besar konsentrasi bioreduktor, semakin
banyak ion Au’* yang tereduksi menjadi Au°. Hal ini
terjadi karena frekuensi tumbukan antara partikel
bioreduktor dan ion Au?* yang semakin meningkat
(Sovawi dkk., 2021).

Formulasi Serum Antiaging

Nanopartikel emas fraksi daun sirih hutan
kemudian dibuat sediaan serum gel. Komposisi bahan
serum gel mengandung carbomer yang berfungsi sebagai
gelling agent, TEA sebagai surfakta, gliserin sebagai
emolien, dan nipagin sebagai pengawet. Carbomer
dipilih karena bersifat nontoksik dan tidak
menimbulkan reaksi hipersensitif ataupun reaksi alergi
terhadap penggunaan secara topical.

Bahan  pendukung lain adalah  TEA
(trietanolamin) dipilih karena dapat memberikan
suasana basa pada carbomer sehingga membuat gel
yang dihasilkan menjadi kental dan jernih. Nipagin
berperan sebagai pengawet karena dapat meningkatkan
kestabilan sediaan dengan menghindari terjadinya
kontaminasi mikroorganisme.

Tahapan pembuatan gel dilakukan pada wadah
cawan porselen diawali dengan mengembangkan basis
gel dengan air panas. Air panas digunakan agar basis
dapat larut dengan merata dan mengembang lebih baik.
Setelah basis mengembang, campuran tersebut
kemudian ditambah dengan TEA dan diaduk hingga
tercampur homogen.

Kemudian tambahkan gliserin dan nipagin, lalu
aduk hingga homogen. Serum yang telah terbentuk,
selanjutnya ditambahkan zat aktif yaitu nanopartikel
emas (AuNPs) kedalam mortir , lalu digerus hingga
homogen dan dimasukkan ke dalam wadah. Kemudian
dilakukan pengujian homogenitas, daya sebar, dan
viskositas dan pH pada sediaan serum gel.

Uji Organoleptis dan Homogenitas

Hasil organoleptis secara umum menunjukkan
bentuk agak kental, warna ungu dan berbau khas dan
pengujian homogenitas yang diperoleh dari masing-
masing formula menunjukkan bahwa sediaan
memenuhi syarat homogenitas yang baik, yaitu tidak
terdapat butiran kasar atau bahan yang tidak merata
dalam sediaan (Slamet dan Anggun, 2020). Tabel 1
menunjukkan hasil pengamatan uji homogenitas.

Tabel 1. Hasil uji organoleptis dan homogenitas

Formula Bentuk Warna Bau Homogen
F1 Agak Ungu Khas Homogen
Kental Tua
Uji Daya Sebar

Uji daya sebar bertujuan untuk mengamati sejauh
mana gel dapat tersebar setelah dioleskan pada cawan

petri. Uji ini dilakukan dengan menambahkan beban
antara 50 g hingga 200 g. Syarat untuk uji daya sebar gel
adalah diameter sebaran antara 5-7 cm. Tabel 2
menunjukkan hasil pengamatan uji homogenitas.

Tabel 2. Hasil uji daya sebar

Bahan Kaca+50g Kaca+200 g
F1 5,43+0,25 6,140,18
Uji Viskositas dan pH

Uji Viskositas dan pH dilakukan untuk
mengetahui berapa besar nilai viskositas dan pH yang
dimiliki oleh sediaan serum gel. Tabel 3 menunjukkan
hasil pengamatan wuji Viskositas dan pH. Semakin
rendah nilai viskositas maka makin mudah obat
digunakan dan nilai pH yang diperoleh sesuai standar.

Tabel 3. Hasil uji viskositas dan pH

Bahan/Uji Viskositas pH

F1 196,67+1,01 7,05£0,07

Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan

Rerata persentase penangkap radikal bebas dan
Inhibitory  concentration  (ICsp) formulasi serum
nanopartikel emas (AuNPs) fraksi daun sirih hutan dan
kontrol pembanding (vitamin C) dapat dilihat pada
Tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji aktivitas antioksidan

Konsentrasi Penangkap Radikal Bebas+SD (%)
(ppm) F1 Vitamin C
10 19,560,65 45,99+0,28
20 31,76+0,22 50,35+0,95
30 45,32+0,45 56,70+0,64
40 56,59+0,85 62,84+0,81
50 64,24+0,52 70,29+0,83
1. F1 1y =1,142x + 9,2347;

R =0,9910; ICs0 = 35,21+0,95
2. Vit. C :y =0,611x+38,907;
R =0,9926; 1Cs50 =17,95+0,34

Uji aktivitas antioksidan DPPH pada sampel
formulasi serum nanopartikel emas (AuNPs) fraksi
daun sirih hutan (F1) dilakukan dengan panjang
gelombang 517 nm pada suhu kamar selama 30 menit
(operating time). Adanya serapan optimal pada operating
time terjadi perubahan warna larutan dari ungu menjadi
kuning. Inhibitory concentration (ICsp) merupakan
parameter yang didasarkan untuk menentukan
kemampuan antioksidan sampel dan vitamin C sebagai
pembanding. Jika bahan wuji (sampel) menunjukan
persentase penangkapan radikal bebas yang besar,
maka nilai ICsp yang dihasilkan akan semakin kecil
(Aktumsek dkk., 2013).
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Berdasarkan Tabel 5 formulasi serum (F1) dan
vitamin C pada konsentrasi paling rendah 10 ppm
menghasilkan penangkap DPPH masing-masing
19,56+0,65 (%); dan 45,99£0,28 (%). Sedangkan pada
konsentrasi tertinggi yaitu 50 ppm formula (F1) dan
vitamin C menunjukkan nilai penangkap radikal bebas
sebesar 64,24+0,52(%); dan 70,29+0,83(%).

Peningkatan  konsentrasi  formula  serum
nanopartikel emas menyebabkan meningkatnya
persentase penangkapan radikal bebas. Namun, dengan
konsentrasi yang sama jika dibandingkan dengan
standar (vitamin C) nilai persentase penangkapan
radikal bebas masih menunjukkan nilai yang lebih
tinggi. Hal ini disebabkan karena vitamin C telah
terbukti memiliki kemampuan yang poten sebagai
antioksidan (penangkap radikal DPPH) (Rudiana dkk.,
2021). Selanjutnya dilakukan perhitungan inhibitory
concentration (ICs0), parameter untuk
menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah
dengan nilai ICso (Inhibitor Concentration). ICso adalah
konsentrasi ekstrak, fraksi, senyawa uji, sampel uji yang
memberikan persen aktivitas penangkapan radikal
DPPH senilai 50% dibanding kontrol melalui suatu
persamaan regresi linier (Arina dan Rohman, 2013).
Semakin kecil nilai ICsp berarti semakin kuat aktivitas
antioksidan.

Pada riset ini diperoleh nilai ICso formulasi serum
nanopartikel emas (F1) 35,21+0,95, sedangkan vitamin C

sebagai kontrol pembanding nilai ICso sebesar
17,95+0,34 ppm. Penentuan nilai rata-rata ICsp
menggunakan persamaan regresi linier, dimana

persamaan regresi linier diperoleh dari hubungan
konsentrasi dan rerata penangkapan radikal bebas.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai ICso formula
(F1) masuk dalam klasifikasi antioksidan sangat kuat
(IC50<50ppm) demikiam halnya dengan vitamin C
(kontrol pembanding) masuk dalam klasifikasi
antioksidan sangat kuat. Berdasarkan hasil uji statistik
dengan analisis post hoc Tukey menunjukkan sampel
formula mempunyai aktivitas antioksidan dan tiap-tiap
konsentrasi menunjukkan perbedaan yang bermakna
dalam aktivitas antioksidan (pvaiue<0,05).

Pengklasifikasian nilai ICso terhadap aktivitas
antioksidan tersebut didasarkan pada penelitian Boly
dkk., (2016) yang dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Klasifikasi aktivitas antioksidan
Inhibitory concentration Klasifikasi aktivitas

(ICs0) (ppm) antioksidan
<50 sangat kuat
50-100 kuat
100-150 sedang
150-200 Lemah
>200 sangat lemah

Kemampuan formula serum nanopartikel emas
(F1) fraksi daun sirih hutan (P. aduncum) dalam
memerikan aktivitas radikal DPPH diduga terdapat
golongan senyawa metabolit sekunder. Kandungan
metabolit sekunder golongan polifenol dan flavonoid
diduga memberikan aktivitas tersebut, karena adanya
subtituen gugus hidroksi (-OH) yang bersifat sangat
reaktif yang dapat mendonorkan atom Hidrogen,
sehingga dapat menyebabkan radikal bebas (DPPH)
yang kehilangan proton menjadi lebih stabil (Wardiyah,
2016).

Kesimpulan

Berdasarkan riset yang telah kami lakukan dapat
disimpulkan bahwa fraksi daun sirih hutan (P. aduncum)
terbukti efektif sebagai pereduktor alami (agen
penstabil) dalam biosintesis nanopartikel emas yang
mempunyai aktivitas antioksidan dengan kategori
sangat kuat (IC5<50 ppm) sehingga sangat berpotensi
sebagai antiaging.
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