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ABSTRACT 

 
Singkil (Premna serratifolia Linn.) is a plant that has a distinctive 
aroma and is edible. The monoterpene and sesquiterpene 
content found in the singkil plant has the potential to be an active 
substance with medicinal benefits. This research aims to isolate, 
identify and test the antioxidant activity of terpenoid 
compounds in the n-hexane fraction of singkil leaves using the 
GC-MS method. Singkil leaves were extracted by maceration 
with 96% ethanol solvent and then liquid-liquid fractionated 
using n-hexane and ethyl acetate solvents. Hexane obtained 
from singkil leaves was isolated via column chromatography 
using a gradient mobile phase of n-hexane and ethyl acetate and 
tested for antioxidant activity using the DPPH method. The 
isolates obtained were identified as 20 compounds, among these 
compounds were 12 compounds belonging to the terpenoid 
group, including 2-Nonanol, 2,4-heptadienal Terpenoid, 3- 
Ethyl-Santolina Triene, 2,4-Decadienal, Nonyl-Cetene, 2 ,4,6-
Trimethyl-1-heptadecene, 3- Tetramethyl-2-Hexadecen-1-ol, 1-
Docosene, 13-tetradecen-11-yn-1-ol, and Cyclohexane. The 
antioxidant test results showed that the n-Hexane fraction had a 
% inhibition value of 53.078%. 
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ABSTRAK 

Singkil (Premna serratifolia Linn.) adalah tanaman yang beraroma khas dan edible. Kandungan 

monoterpen dan seskuiterpen yang terdapat pada tanaman singkil berpotensi sebagai 

zat aktif yang bermanfaat obat. Penelitian ini bertujuan untuk isolasi, identifikasi dan uji 

aktivitas antioksidan senyawa terpenoid pada fraksi n-Heksan daun singkil dengan 

menggunakan metode GC-MS. Daun singkil diekstraksi metode maserasi dengan 

pelarut etanol 96% dan selanjutnya difraksinasi cair-cair dengan pelarut n-Heksan dan 

Etil Asetat. Heksana yang diperoleh dari daun singkil diisolasi melalui kromatografi 

kolom dengan menggunakan fase gerak bergradien yang terdiri dari n-Heksana dan Etil 

Asetat dan diuji aktivitas antioksidannya menggunakan metode DPPH. Isolat yang 

diperoleh teridentifikasi 20 senyawa, diantara senyawa-senyawa tersebut yaitu 12 

senyawa termasuk dalam golongan terpenoid, diantaranya 2-Nonanol, 2,4-heptadienal 

Terpenoid, 3- Ethyl-Santolina Triene, 2,4-Decadienal, Nonyl-Cetene, 2,4,6-Trimethyl-1-

heptadecene, 3- Tetramethyl-2-Hexadecen-1-ol, 1-Docosene, 13-tetradecen-11-yn-1-ol, dan 

Cyclohexane. Hasil uji antioksidan menunjukkan fraksi n-Heksan memiliki nilai 

%inhibisi sebesar 53,078%. 

Kata Kunci: Daun singkil; Ekstrak etanol; Fraksi n-Heksan; GC-MS, aktivitas antioksidan 

 
1. Pendahuluan 

Singkil (Premna serratifolia Linn.) adalah tumbuhan yang sering dijadikan 
bahan pangan dan obat tradisional. Tanaman ini diyakini dapat mengatasi 
inflamasi, batuk, asma, bronkitis, perut kembung [1]. Premna serratifolia memiliki ciri 
morfologi daun tunggal yang bewarna hijau dengan tulang daun yang menyirip, 
ujung daun meruncing serta tidak berpelepah. Singkil memiliki batang berkayu 
dengan bunga majemuk dengan aroma yang khas [2]. Tanaman singkil 
mengandung alkaloid, terpenoid, steroid, saponin, tannin dan flavonoid [3]. 

Senyawa terpenoid dari daun singkil diketahui mempunyai bioaktivitas 
sebagai obat. Beberapa senyawa terpenoid yang telah dilaporkan yaitu Bicyclo (3.1.1) 
hept-2-ene-2-methanol, 6,6-dimethyl-, Cyclohexanol, 5-methyl-2-1-(1-methylethenyl)-,(1R-
(1a,2a,5a)-, Caryophyllene, Longifolene-(V4), 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol, 
Phytol, dan Squalene. Senyawa tersebut diketahui memiliki beberapa bioaktivitas 
yaitu sebagai anti tumor, analgesik, antibakteri, fungisida, sedatif dan 
imunostimulan [4]. Penelitian ini dilakukan di India yang mana memiliki 
lingkungan dan hara yang berbeda dengan Indonesia, sehingga perlu adanya 
penelitian isolasi senyawa yang ada di dalam daun singkil di Indonesia. Senyawa 
terpenoid yang memiliki karakteristik volatilitas dapat diidentifikasi melalui 
metode Gas Chromatography – Mass Spectrometry (GC-MS) [5]. 

 
2. Metode 

Metode penelitian berupa eksperimen. Ekstrak etanol 96% daun singkil 
difraksinasi cair-cair dengan pelarut n-Heksan, dan diperoleh fraksi n-Heksan yang 
selanjutnya diisolasi menggunakan kromatografi kolom dan diuji aktivitas 
antioksidan dengan menghitung %inhibisi. Kegiatan dilaksanakan di Laboratorium 
Biologi Farmasi, Kimia Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Tanjungpura, dan 
Laboratorium Analisis Kimia Universitas Padjajaran. 
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Alat dan Bahan 

Komponen yang digunakan meliputi daun singkil (Premna serratifolia Linn.), n-
Heksan (teknis), Etil Asetat (teknis), etanol 96% (teknis), silika gel 60 GF254 (0,063 – 0,200 
mm) (Merck), dan pelat KLT (Merck). Alat-alat yang digunakan mencakup GC-MS 
(Schimadzu-QP-5050A), kolom kromatografi kaca (60 x 3 cm dan 30 x 1,5 cm), 
evaporator (BUCHI R-100), oven (Memmert), Neraca analitik (Ohaus) dan peralatan 
gelas laboratorium. 

Penyiapan Sampel 

Daun singkil diperoleh dari Pasar Tradisional Jalan Komyos Sudarso 
Pontianak Barat. Daun Singkil segar dicuci menggunakan air bersih dan mengalir, 
dipisahkan dari tangkainya dan kemudian dirajang. Daun singkil selanjutnya 
dijemur dibawah matahari dengan dilapisi kain hitam untuk melindungi dari 
pengotor dan sinar matahari langsung.[6] Daun singkil yang telah kering dan rapuh 
selanjutnya diblender hingga halus dan disimpan pada wadah kaca. 

 
Pembuatan Ekstrak 

Simplisia daun singkil ditimbang sejumlah 900 g, dimaserasi dengan etanol 
96% hingga benar-benar terendam. Proses maserasi berlangsung selama 5 hari 
dengan pergantian pelarut yang dilakukan satu kali setiap 24 jam. Pelarut maserasi 
kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator [7]. 

 
Isolasi dan Identifikasi 

Ekstrak daun singkil dilarutkan dengan akuades (suhu 50℃) selanjutnya 
dipartisi cair-cair dengan n-Heksan, Etil Asetat sehingga diperoleh tiga fraksi [8]. 
Semua fraksi kemudian dipekatkan hingga kental. Fraksi n-Heksan sebanyak 5,2 g 
digerus dengan silika gel 10 g sehingga menjadi serbuk kering. Sampel kemudian 
dimasukkan ke dalam kolom (diameter 3 cm dan panjang 60 cm). Tahap elusi, 
menggunakan pelarut gradien n-Heksan dan Etil Asetat, dimulai dari 100% n-
Heksan.; 95:5; 90:10; 85:15; 80:20; 75:25; 70:30; 65;35; 60:40; 55:45; dan 50:50. Isolat yang 
dihasilkan disimpan ke dalam vial. Hasil kolom diperoleh sebanyak 50 vial. Isolat 
kemudian diidentifikasi menggunakan KLT [9]. 

 
Identifikasi KLT 

Ekstrak yang cukup pekat dilarutkan dengan pelarut etanol 96%. Selanjutnya, 
ekstrak diterapkan ke plat silika. Proses elusi dilakukan dengan menggunakan eluen 
n-Heksan : Etil Asetat (2:1v/v) dan menunggu eluen mencapai batas atas pada pelat 
kromatografi lapis tipis (KLT). Pelat hasil elusi kemudian diberi perlakuan dengan 
pereaksi warna terpenoid, seperti vanilin-asam sulfat. Deteksi terpenoid positif 
terjadi perubahan warna bercak menjadi berwarna ungu ketika dipanaskan. 

 
Identifikasi GC-MS 

Proses pengujian dilaksanakan di laboratorium analisis kimia Universitas 
Padjajaran. Sampel yang diperoleh dari hasil kromatografi kolom dianalisis dengan 
instrumen GC-MS. Selama analisis,suhu diawal pada perangkat yaitu disuhu 50℃, 
kemudian ditingkatkan secara terprogram yaitu peningkatan sebesar 10℃ setiap 
menitnya. Kolom kromatografi yang dipakai adalah jenis Agi lent 122-5532,  ukuran 
30 meter x 250 mikrometer. Kloroform digunakan sebagai pelarut untuk sampel 
yang akan dianalisis. Proses pemisahan antara komponen dalam sampel tergantung 
pada waktu relatif yang diperlukan oleh sampel untuk berinteraksi dengan fase 
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diam. Selanjutnya, sampel akan bertransformasi membentuk ion, dan medan listrik 
akan membelokkan ion-ion ini untuk mengidentifikasi berat molekul yang 
diperoleh [10]. Hasil identifikasi GC-MS yaitu kromatogram dan spektra massa lalu 
disesuaikan dengan bank data masshunter.  

Uji Aktivitas Antioksidan 

Larutan fraksi n-Heksan 20 ppm direaksikan dengan larutan DPPH 40 ppm 
perbandingan 1:1 kemudian didiamkan kurang lebih setengah jam dan terlindung dari 
cahaya. Absorbansi sampel diukur menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis dan 
dihitung nilai %inhibisi [3]. 

 

%inhibisi = 
𝐴 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 

× 100%
 

𝐴 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

3. Hasil dan Pembahasan 

Pembuatan Simplisia 
Daun singkil (Premna serratifolia Linn.) didapat dari pasar tradisonal Jalan Kom 

yos Sudarso Pontianak Barat. Proses pembuatan simplisia dari daun singkil 
dilaksanakan melalui serangkaian tahapan yang mencakup seleksi daun dalam 
kondisi segar, tahap pencucian, pemotongan, pengeringan, seleksi daun yang sudah 
kering, proses penghalusan, dan pengayakan [11]. 

Ekstrak kental yang didapat menunjukkan warna hijau gelap, aroma spesifik 
daun singkil. Rendamen ekstraksi ditunjukkan pada tabel 1. 

Tabel 1. Hasil ekstraksi 

Berat Simplisia Berat Ekstrak % Rendemen 
900 g 230 g 25,56% 

Bobot rendemen yang dihasilkan lebih besar dibandingkan dengan 
penelitian Puspita, dkk (2020) yaitu 21,42%. Perbedaan hasil rendemen ini diduga 
dipengaruhi oleh lama waktu ekstraksi yang dilakukan dimana pada penelitian 
Puspita, dkk (2020) selama 3 hari, sedangkan pada penelitian ini selama 5 hari [12]. 
 
Hasil Kromatografi Kolom 

Hasil kromatografi kolom (Gambar 1) terlihat belum murni yang terdapat di 

subfraksi hasil isolasi. 
 

 
Gambar 1. Gambaran bercak KLT (n-Heksan:Etil Asetat 2:1v/v) 
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Isolat yang dihasilkan perlu dimurnikan kembali dengan menurunkan 
gradien menjadi lebih kecil. Tiga subfraksi (F15, F16, F17) dengan hasil positif 
terpenoid digabungkan dan diperoleh bobot subfraksi 500 mg. Sampel dielusi 
kembali dengan fase diam yang sama tetapi ukuran kolom lebih kecil dengan 
diameter 1,5 cm panjang 30 cm. Fase gerak yang digunakan adalah pelarut n-Heksan 
: Etil Asetat 98:2; 96:4; 94:6; 92:8; dan 90:10. Volume setiap pelarut yang digunakan 
sebanyak 100 mL. Isolat yang diperoleh dimasukkan ke dalam vial ukuran 20 mL 
dan diperoleh 20 sub fraksi. Semua sub-fraksi diidentifikasi menggunakan pelat 
KLT, fase gerak n-Heksan : Etil Asetat (95:5v/v) (Gambar 2). Sub-fraksi F18 
menunjukkan hasil yang lebih murni dan lebih mayor kemudian diuji dengan GC-
MS. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. Gambaran Bercak KLT (n-Heksan:Etil Asetat 95:5v/v) 

Identifikasi GC-MS 

Identifikasi GC-MS di laboratorium kimia analisis Universitas Padjajaran. 

Diperoleh 44 zat aktif, 24 diantaranya berupa pengganggu. Grafik analisis 

kromatografi fraksi n-Heksan dari daun singkil di gambar 3. 

 

 

Gambar 3. Hasil Analisis Kromatogram 
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Pada Tabel 2, terdapat informasi mengenai 20 senyawa yang berhasil 

diidentifikasi dengan menggunakan GC-MS. 

Tabel 2. Senyawa Hasil GC-MS 

No Waktu Retensi Nama Senyawa 

1 3,842-3,928 2-Nonanol 
2 7,214-7,292 2,4-Heptadienal, (E,E)- 
3 7,483-7,548 Cyclohexene, 3-ethyl- 
4 11,836-11,879 Santolina triene 
5 11,898-11,944 2,4-Decadienal 
6 12,240-12,284 1,3,7-Octatriene, 2,7-dimethyl- 
7 13,181-13,221 Cyclopropane, nonyl- 
8 15,709-15,749 Cetene 
9 15,792-15,833 Octane, 2,4,6-trimethyl- 
10 18,096-18,144 1-Heptadecene 
11 18,699-18,767 Neophytadiene 
12 19,077-19,144 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 
13 19,368-19,432 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 
14 20,041-20,100 Cyclopentaneundecanoic acid, methyl ester 
15 21,000-21,052 1-Docosene 
16 22,328-22,388 13-Tetradece-11-yn-1-ol 
17 23,398-23,443 1-Docosene 
18 25,390-25,436 3-Eicosene 
19 27,116-27,170 Cyclohexane, 1,1'-(2-methyl-1,3-propanediyl)bis- 
20 34,088-34,183 Ginsenol 

 
Salah satu metode yang digunakan dalam upaya penelitian tumbuhan 

berkhasiat obat adalah dengan menggunakan spektrofotometer GC-MS. 
Spektrofotometer GC-MS adalah alat yang dimanfaatkan untuk mendeteksi 
senyawa-senyawa atsiri, sehingga menghasilkan data yang lebih akurat [13]. Dengan 
menggunakan metode spektrofotometer GC-MS ini, penelitian tumbuhan berkhasiat 
obat dapat dilakukan dengan lebih efisien dan akurat, Suhu GC-MS dimulai di 50℃ 
dan selanjutnya dinaikkan 10℃ setiap menitnya. Pemilihan kolom kromatografi 
adalah Agilent 122-5532 dengan dimensi 30m x 250 µm x 0,25 µm. Selanjutnya untuk 
pelarut yang digunakan untuk melarutkan sampel adalah Kloroform, sehingga 
memungkinkan identifikasi zat-zat monoterpen dan seskuiterpen yang mungkin 
memiliki potensi obat. 

Diperoleh ekstrak daun singkil (Premna serratifolia Linn.). metode pemisahan 
dalam pengujian ini yaitu maserasi selama 5 hari, perolehan hasil rendemen sebesar 
230g atau 25,56% dengan karakteristik hijau pekat dengan aromatik khas daun singkil. 
Pada tahap isolasi dan identifikasi sampel sejumlah 150 g dilarutkan dalam 170ml 
akuades dan selanjutnya dipisahkan dengan corong pisah menggunakan pelarut n-
Heksan sejumlah 150 ml, hingga didapatkan hasil akhir rendemen sebanyak 12,4% 
(18,6g). Proses isolasi kromatografi kolom dilakukan dengan 2 tahap. Pada tahap satu 
kromatografi kolom didapatkan tiga subfraksi yang menunjukan hasil positif 
terpenoid dengan kode (F15, F16, F17). Pada tahap kedua kromatografi kolom subfraksi 
F15, F16, dan F17 digabung dan diisolasi kembali menggunakan kolom dengan 
ukuran lebih kecil dihasilkan 20 subfraksi, isolat positif terpenoid dengan 
kemurnian terbaik ditunjukkan oleh subfraksi F18 yang selanjutnya dilakukan 
pengujian GC-MS. 

Identifikasi isolat daun singkil (Premna serratifolia Linn.) mengunakan metode 
Spektrofotometer GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) didasarkan pada 
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proses pemisahan senyawa sampel menggunakan GC-MS yang bergerak melalui 
kolom kromatografi gas pada tingkat yang berbeda berdasarkan sifat fisik dan kimia 
senyawa yang akan diidentifikasi. Senyawa-senyawa tersebut dipisahkan dan 
diindentifikasi menggunakan detektor GC berdasarkan waktu retensi atau waktu 
yang diperlukan senyawa untuk melewati kolom. Sinyal yang dihasilkan dari 
pemisahan senyawa tersebut akan menciptakan waktu retensi yang berbeda dan 
kemudian hasil dianalisis serta dibandingkan dengan waktu retensi dan spektrum 
massa dari senyawa dalam sampel dengan database senyawa yang sudah diketahui 
[14]. 

Berdasarkan hasil retensi yang didapatkan dari identifikasi menggunakan 
Spektrofotometer GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) didapatkan waktu 
retensi senyawa dengan waktu terkecil sebesar 3,842 hingga yang terbesar 34,183, yang 
secara lengkap dijelaskan di bawah ini: 
2- Nonanol 

Dengan rumus molekul [C9H20O] yang teridentifikasi pada spektrum massa 
dengan waktu retensi 3,842 - 3,928, senyawa 2-Nonanol termasuk dalam senyawa 
terpenoid, dimana dapat berpotensi sebagai antikanker [15]. 
2,4 Heptadienal Nonanol 

Dengan rumus molekul [C7H10O], teridentifikasi pada waktu retensi 7,214 - 
7,292, senyawa 2,4 heptadienal termasuk dalam terpenoid, berdasarkan penelitian 
sebelumnya berpotensi sebagai antifungal fumigant [16]. 
Cyclohexene 

Dengan rumus molekul [C6H12] bersifat analgesik dan teridentifikasi pada 
waktu retensi 7,483-7,548, senyawa Cyclohexene termasuk senyawa terpenoid minyak 
atsiri sehingga berpotensi untuk dikembangkan sebagai antiinflamasi [17]. 
2- Ethyl-Santolina Triene 

Dengan rumus molekul [C10H16], teridentifikasi pada waktu retensi 11,836- 11,87 
berdasarkan penelitian lain dapat dimanfaatkan sebagai antimikroba [18]. 
2,4 Decadienal 

Dengan rumus molekul [C10H16O], teridentifikasi pada waktu retensi 11,836- 

11,879 dan teridentifikasi sebagai senyawa hidrokarbon, dimana berdasarkan penelitian 

lain dapat dimanfaatkan sebagai agen antibakteri [19]. 

2,7-Dimethyl-Cyclopropane 

Dengan rumus molekul [C8H16], teridentifikasi pada waktu retensi 12,240- 12,284 

dan teridentifikasi sebagai senyawa hidrokarbon. Dapat dimanfaatkan sebagai bahan 

pembuatan obat analgesik [17]. 

Nonyl-Cetene 

Dengan rumus molekul [C16H32], teridentifikasi pada waktu retensi 15,709- 

15,749 dan teridentifikasi sebagai senyawa terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai 

antibakteri [15]. 

2,4,6 Trimethyl-1-Heptadece 

Dengan rumus molekul [C10H18], teridentifikasi pada waktu retensi 15,709- 

15,749 dan teridentifikasi sebagai senyawa terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai 

antiinflamasi [15]. 

Neophytadiene 

Dengan rumus molekul [C20H38], teridentifikasi pada waktu retensi 18,699-18,767 dan 
teridentifikasi sebagai senyawa terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai agen inflamasi [24]. 
3,7,11,15-Tetramethyl-2-Hexadecen--1-ol 

 Rumus molekul [C20H40O], teridentifikasi pada dua waktu retensi yaitu 19,077-

19,144 dan 19,368-19,432, teridentifikasi sebagai senyawa terpenoid. Dapat 
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dimanfaatkan sebagai anti inflamasi [20]. 

Cyclopentaeundecanoic Acid 

Dengan rumus molekul [C16H30O2], teridentifikasi pada waktu retensi 19,077- 

19,144 dan teridentifikasi sebagai asam karboksilat. Dapat dimanfaatkan sebagai 

antiiflamasi [21]. 

Metil Ester 

Dengan rumus molekul [C2H3O2R], teridentifikasi pada waktu retensi 20,041- 

20,100 dan teridentifikasi sebagai asam lemak. Dapat dimanfaatkan sebagai minyak 

sayur [22]. 

1- Docosene 
Dengan rumus molekul [C22H44], teridentifikasi pada waktu retensi 21,000- 

21,052 dan teridentifikasi sebagai terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai antikanker 
[23]. 
13-Tetradecen 11-yn-1-ol 

Dengan rumus molekul [C14H24O] teridentifikasi pada waktu retensi 22,328- 
22,388 dan teridentifikasi sebagai terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai antimikroba 
[24]. 
3-Eicosene 

Dengan rumus molekul [C20H40], teridentifikasi pada waktu retensi 25,390- 
25,436 dan teridentifikasi sebagai terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai aktivitas 
antimikroba [25]. 
2- Methyl-1,3-Propanedyl 

Dengan rumus molekul [C15H28O4] teridentifikasi pada waktu retensi 27,116- 
27,170 dan teridentifikasi sebagai terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai antibakterial 
[24]. 
Ginsenol 

 Dengan rumus molekul [C15H26O], teridentifikasi pada waktu retensi 34,088-
34,183 dan teridentifikasi sebagai terpenoid. Dapat dimanfaatkan sebagai analgesik [24]. 

Tabel 4. Nilai %Inhibisi Fraksi n-Heksan 
 

Sampel (20 
ppm) 

Repetisi Absorbansi 
Persen 

Inhibisi (%) 
Rata-Rata 

(n=3) 
SD %RSD 

Fraksi n- 

heksan 

1 0,405 52,962 53,078 0,201 0,380 

2 0,405 52,962   0,380 
      3 0,402 53,310   0,377 

Hasil penilaian terhadap potensi antioksidan terdapat pada Tabel 4. Nilai 

%inhibisi dapat menggambarkan aktivitas antioksidan fraksi n-Heksan. Semakin 

tinggi nilai %inhibisi, maka semakin baik kemampuan fraksi untuk meredam 

radikal bebas [26]. Rata-rata nilai %inhibisi fraksi n-Heksan yaitu 53,078% dimana 

fraksi ini berpotensi sebagai antioksidan. 

4. Kesimpulan 

Hasil isolasi daun-singkil dengan pelarut n-Heksan berhasil mengidentifikasi 
sebanyak 20 senyawa. Diantaranya terdapat 12 golongan terpenoid yaitu 2-Nonanol, 
2,4 Heptadienal Nonanol, Nonyl-Cetene, 2,4,6 Trimethyl-1-heptadece, 3 Tetramethyl-2 
Hexadecen-1-ol, 1-Docosene, 13-tetradecen 11-yn-1-ol, 3 Eucosene, 2-Methyl-1,3-Propanedyl, 
Ginsenol, Neophytadiene,  dan Cyclohexane. Nilai %inhibisi fraksi n-Heksan yaitu 
53,078%. 
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