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Penyakit degeneratif telah menjadi penyebab kematian terbesar di dunia,
bahkan di Indonesia telah terjadi peningkatan penyakit degeneratif tiap tahunnya.
Salah satu faktor penyebab penyakit degeneratif adalah radikal bebas dan stres
oksidatif yang dapat merusak tubuh. Untuk mengatasi ketidakseimbangan dan
akumulasi radikal bebas dalam tubuh, diperlukan senyawa antioksidan. Salah satu
tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan adalah benalu
(Dendrophthoe pentandra L.). Berbagai aktivitas dari benalu dipengaruhi oleh
metabolit sekunder yang terkandung di dalam inangnya. Pada penelitian ini
digunakan Dendrophthoe pentandra L pada inang mangga dengan varietas berbeda
yaitu manalagi, arummanis, dan gadung, yang diduga memiliki aktivitas
antioksidan karena mangga telah dilaporakan memiliki aktivitas antioksidan.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadungan golongan senyawa,
kadar fenol total dan aktivitas antioksidan dari Dendrophthoe pentandra L pada
inang mangga dengan varietas berbeda yaitu manalagi, arummanis, dan gadung.
Kadar fenol total diukur dengan metode Follin-Ciocalteu, yaitu dengan cara
mereaksikan sampel atau standar asam galat dengan FolinCiocalteu (1:10) dan
Na2COz3 7,5% yang kemudian diukur serapannya pada panjang gelombang 737 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Aktivitas antioksidan diukur dengan
metode penangkapan radikal bebas dengan DPPH, yaitu dengan cara mereaksikan
larutan DPPH dengan sampel atau pembanding vitamin C yang kemudian diukur
serapannya pada panjang gelombang 515 nm menggunakan spektrofotometer UV-
Vis.

Berdasarkan skrining fitokimia ekstrak etanol daun D. pentandra pada
inang mangga manalagi, arummanis dan gadung, menunjukkan adanya golongan
senyawa alkaloid, flavonoid, terpenoid, steroid, dan polifenol, namun senyawa
tanin hanya ditemukan dalam ekstrak etanol daun D. pentandra pada inang mangga
gadung. Hasil kadar fenol total yang didapat dari ekstrak etanol daun benalu
mangga gadung, arummanis, dan manalagi berturut-turut yaitu 358,203+4,445 mg
GAE/g; 282,869+3,440 GAE/g; dan 237,314+4,438 GAE/g. Hasil penelitian
menunjukkan aktivitas antioksidan dari vitamin C, ekstrak etanol daun benalu
mangga gadung, arummanis, dan manalagi berturut-turut yaitu 3,461 + 0,068
png/ml; 6,558 + 0,052 pg/ml; 10,120 = 0,069 pg/ml; dan 10,893 + 0,105. Ekstrak
etanol benalu pada inang mangga gadung memiliki aktivitas antioksidan dan kadar
fenol total tertinggi pada penelitian ini.Hasil analisis aktivitas antioksidan dan kadar
fenol total pada sampel menunjukkan nilai p<0,05 yang artinya terdapat perbedaan
yang signifikan aktivitas antioksidan dan kadar fenol total pada sampel. Kadar fenol
total dan aktivitas antioksidan pada penelitian ini menunjukkan korelasi positif dan
signifikan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit degeneratif telah menjadi penyebab kematian terbesar di dunia,
bahkan di Indonesia telah terjadi peningkatan penyakit degeneratif tiap tahunnya.
Salah satu faktor penyebab terjadinya penyakit degeneratif adalah kebiasaan yang
tidak sehat seperti merokok, mengkonsumsi minuman alkohol, pola makan yang
tidak sehat, aktifitas fisik yang kurang, dan pencemaran lingkungan yang dapat
merangsang timbulnya radikal bebas dan stres oksidatif yang dapat merusak tubuh
(Handajani & Adianti, 2010). Radikal bebas merupakan suatu zat kimia yang sangat
reaktif karena memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan termasuk
diantaranya atom hidrogen, logam-logam transisi, dan molekul oksigen (Gitawati,
1995; Connor et al., 2002). Radikal bebas berperan dalam kerusakan jaringan dan
proses patologi dalam organisme hidup (Velazquez et al., 2003). Produksi radikal
bebas yang tidak terkendali di dalam tubuh, dapat mengoksidasi dan merusak
komponen-komponen vital, seperti lapisan lipid dalam membran sel dan
makromolekul-makromolekul seperti DNA. Radikal bebas dapat mengoksidasi
asam nukleat, protein, lipid atau DNA dan dapat memulai penyakit degeneratif
(Prakash et al., 2001).

Untuk mengatasi ketidakseimbangan dan akumulasi radikal bebas dalam
tubuh, diperlukan senyawa untuk menetralkan dan mengimbangi kelebihan jumlah
radikal bebas, senyawa tersebut dikenal sebagi antioksidan. Antioksidan mampu
melindungi tubuh terhadap kerusakan yang disebabkan Spesies Oksigen Reaktif
(SOR), mampu menghambat penyakit degeneratif serta mampu menghambat
peroksidasi lipid pada makanan. Berdasarkan sumbernya, antioksidan dapat dibagi
menjadi dua yaitu antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alam) dan
antioksidan buatan/sintetik (antoksidan yang diperoleh dari hasil sintesa reaksi
kimia) (Prabantini, 2010). Sumber antioksidan alami lebih dilipih
karena, berdasarkan penelitian Grice (1986), antioksidan sintesis seperti Bultil
Hidroksi Anisol (BHA) dan Butil Hidroksi Toluena (BHT) dapat menimbulkan

efek karsinogenik dan merugikan lainnya pada paru-paru maupun hati.
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Antioksidan alami yang dapat diperoleh dari tanaman atau hewan
diantaranya adalah vitamin C, betakaroten, vitamin E, flavonoid, dan senyawa
fenolik (Kumalanigsih, 2006). Senyawa fenolik banyak terkandung dalam
tanaman, seperti pada buah, sayuran, kulit buah, batang tanaman, daun, biji dan
bunga (Harborne, 1993). Salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai
sumber antioksidan adalah benalu (Dendrophthoe pentandra L.). Benalu dikenal
sebagai tumbuhan semiparasit dengan beragam spesies yang dapat tumbuh pada
beragam cabang-cabang pohon meranggas yang tersebar luas di dunia (Watson,
2001). Bagian benalu yang sering digunakan sebagai obat alam oleh masyarakat
adalah bagian daun benalu (Djoko, 1997). Tanaman benalu secara empirik
digunakan sebagai antibakteri dan antiinflamasi. Pemakaian benalu bersama
beberapa bahan lain juga berkhasiat dalam pengobatan kanker, amandel, dan
penyakit campak (Thomas, 1989). Penelitian ekstrak D. pentandra pada inang yang
berbeda telah diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan, antikanker,
imunomodulator, antiplasmodium, dan antibakteri (Rahmi et al., 2011; Nur et al.,
2013; Bulan et al., 2016). Artanti et al. (2006) menyatakan bahwa senyawa aktif
ekstrak etanol D. pentandra pada inang belimbing (Averrhoa carambola) yang
memiliki aktivitas sebagai antioksidan adalah flavonol glikosida dan kuersitrin.
Penelitian selanjutnya oleh Bulan et al. (2016) menyatakan bahwa aktivitas
antioksidan dari flavonoid total daun benalu D. pentandra dari pohon glodokan
(Polialthia longifolia) memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat. Hasil penelitian
lainnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol herba benalu mangga D. pentandra
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Berbagai
aktivitas dari benalu dipengaruhi oleh metabolit sekunder yang terkandung di dalam
inangnya, hal ini dikarenakan benalu memperoleh nutrisi dan senyawa untuk
pertahanan dari inang benalu tersebut (Adler, 2002).

Benalu mangga D. pentandra merupakan salah satu benalu yang mudah
didapat di Indonesia karena wilayah Indonesia sebagian besar adalah dataran
rendah yang sesuai sebagai habitat pohon mangga (Nurfaat et al., 2016). Mangga
(Mangifera indica L.) sebagai inang benalu diketahui mengandung vitamin C,

vitamin E, karotenoid, dan fenolik yang dapat beraktivitas sebagai antioksidan dan
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antikanker payudara pada tikus (Garcia-Solis et al., 2008). Bagian dari benalu yang
berkhasiat sebagai tanaman obat adalah bagian daun benalu, seperti pada benalu
teh, mangga, dan duku (Djoko, 1997; Indrawati, 1999). Skrining fitokimia benalu
mangga mengandung senyawa flavonoid kuersetin, polifenol, saponin, dan tanin
(Nunung et al., 2015).

Tanaman benalu yang digunakan pada penelitian ini adalah benalu yang
tumbuh pada inang mangga varietas manalagi, arummanis, dan gadung yang dapat
ditemukan di Kabupaten Situbondo, Jawa Timur. Benalu pada tanaman mangga
varietas manalagi, arummanis, dan gadung diduga memiliki kemampuan sebagai
antioksidan. Daerah Situbondo merupakan dataran rendah yang sesuai bagi pohon
mangga hidup dengan ketinggian antara 0-300 m dpl (Broto et al. 1994), dan
berada di wilayah penghasil buah mangga terbesar di Indonesia dilihat dari hasil
produksi tanaman buah mangga di Kabupaten Situbondo tahun 2014, hasil produksi
total tanaman buah mangga varietas manalagi, arummanis, dan gadung di
Kabupaten Situbondo mencapai 203.340 buah (Dinas Pertanian Tanaman Pangan,
2015). Peneliti tertarik untuk menentukan benalu pada inang mangga manakah yang
memiliki kandungan antioksidan tertinggi.

Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti akan melakukan penentuan
senyawa fitokimia, kandungan fenol total, serta aktivitas antioksidan ekstrak etanol
benalu mangga varietas manalagi, arummanis, dan gadung. Penelitian skrining
fitokimia, penetapan kadar fenol total, dan aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
benalu D. pentandra pada inang mangga dapat memberikan gambaran dan landasan
ilmiah untuk pengembangan tanaman obat daun benalu mangga varietas manalagi,

arummanis, dan gadung sebagai sumber antioksidan.
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1.2

Rumusan Masalah
Dari latar belakang yang telah dijabarkan, maka dapat dibuat rumusan

masalah sebagai berikut:

a.

1.3

Apa saja golongan senyawa yang terdapat didalam ekstrak etanol daun
benalu mangga D. pentandra pada inang mangga manalagi, arummanis, dan
gadung berdasarkan uji skrining fitokimia ?

Berapa kadar fenol total ekstrak etanol daun benalu mangga D. Pentandra
pada inang mangga manalagi, arummanis, dan gadung ?

Berapa nilai ICso ekstrak etanol daun benalu mangga D. pentandra pada
inang mangga manalagi, arummanis, dan gadung menggunakan metode
DPPH?

Apakah ada perbedaan aktivitas antioksidan dalam ekstrak daun benalu

pada inang mangga manalagi, arummanis, dan gadung ?

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjawab rumusan masalah

yang ada, yaitu sebagai berikut:

a.

Untuk mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
didalam ekstrak etanol daun benalu mangga D. pentandra dengan uiji
skrining fitokimia.

Untuk mengetahui jumlah kadar fenol total ekstrak etanol daun benalu
mangga D. pentandra.

Untuk mengetahui nilai ICso ekstrak etanol daun benalu mangga D.
pentandra.

Menentukan perbedaan aktivitas antioksidan dalam ekstrak daun benalu D.

pentandra pada inang mangga manalagi, arummanis, dan gadung.
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14 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai golongan
senyawa yang terdapat di dalam ekstrak etanol daun benalu mangga D. pentandra,
kadar fenol total dan menentukan aktivitas antioksidan tertinggi pada inang mangga

manalagi, arummanis, dan gadung.

1.5  Batasan Penelitian
Adapun batasan dalam penelitian ini yaitu daun benalu mangga manalagi,
arummanis, dan gadung yang digunakan berasal dari wilayah Desa Curah Cottok,

Kecamatan Kapongan, Kabupaten Situbondo .
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tinjauan tentang Dendropthoe pentandra L.
2.1.1 Kilasifikasi

Salah satu spesies benalu adalah D. pentandra atau dikenal sebagai benalu
mangga, sistematika dan klasifikasi benalu mangga menurut Backer & Van Den
Brink (1965) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Santalales

Famili : Loranthaceae

Genus : Dendrophthoe

Spesies : Dendrophthoe pentandra (L.) Mig.

2.1.2 Nama Daerah

Setiap daerah memiliki nama yang berbeda-beda untuk tanaman ini. Di
daerah Jawa, tanaman ini biasanya dikenal dengan nama Kamadean atau
Kemlandean, sedangkan di Sunda dikenal sebagai Mangendeuy. Kebanyakan
masyarakat Indonesia menyebutnya tanaman benalu (Van Steenis, 1975)

2.1.3 Deskripsi

D. pentandra merupakan jenis benalu yang masuk dalam suku
Loranthaceae. D. pentandra ditemukan di daerah hutan hujan atau di hutan yang
terbuka, di perkebunan, di taman-taman kota, hingga di sekitar pemukiman
penduduk. Penyebarannya terjadi melalui burung-burung pemakan bijinya.
Kemampuan benalu ini tidak hanya menyerang jenis tumbuhan inang tertentu
melainkan dapat memarasit berbagai jenis tumbuhan inang, baik berupa semak
ataupun pohon, selama beberapa tahun. D. pentandra dapat hidup pada jenis-jenis

tumbuhan yang beragam serta rentang sebaran ekologis yang cukup luas. Sebagai
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jenis tumbuhan parasit keberadaan D. pentandra sering mengindikasikan terjadinya
gangguan ataupun kerusakan tumbuh-tumbuhan inangnya, terlebih lagi apabila
keberadaannya dalam jumlah yang banyak (Sunaryo, 2008).

D. pentandra dideskripsikan sebagai berikut: berupa tumbuhan perdu,
bersifat hemiparasit, agak tegak, bercabang banyak, dan tinggi 0,5-1,5 m. Daun
seperti terlihat pada Gambar 2.1 letaknya tersebar atau sedikit berhadapan,
menjorong, panjang 6-13 cm, dan lebar 1,5-8 cm, pangkal menirus—membaji,
ujung tumpul-runcing, panjang tangkai daun 5-20 mm. Perbungaan tandan dengan
6-12 bunga, dan panjang sumbu perbungaan 10-35 mm. Bunga dengan 1 braktea
di pangkal, biseksual, diklamid, kelopak mereduksi; mahkota bunga terdiri atas 5
cuping, di bagian bawah saling berpautan, agak menggembung, panjang 13-26 mm,
menyempit membentuk leher, bagian ujung mengganda, mula-mula hijau kemudian
hijau kekuningan sampai kuning jingga atau merah jingga, panjang tabung 6-12
mm; benang sari 5, panjang kepala sari 2-5 mm, dan tumpul serta melekat pada
bagian pangkal (basifik); putik dengan kepala putik membintul. Buah berbentuk
bulat telur, panjang mencapai 10 mm dengan lebar 6 mm, bila masak kuning jingga.
Berbiji 1, biji ditutupi lapisan lengket (Sunaryo, 2008). Morfologi D. pentandra
dapat dilihat pada gambar 2.1

Gambar 2.1 Morfologi D. pentandra (Linnaeus) Miquel (Phytoimages, 2017)
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2.1.4 Kandungan Kimia

Tumbuhan benalu secara umum mengandung flavonoid, Kkuersetin,
mesoinositol, rutin, tanin, kuinon, steroid dan triterpenoid (Fajriah et al., 2007;
Ikawati et al., 2008). Kuersetin merupakan suatu senyawa flavonol glikosida yang
menjadi marker taksonomi dari keluarga Loranthaceae (Ikawati et al., 2008).
Senyawa golongan steroid ([3-sitosterol) diperoleh dari isolat fraksi n-heksan dan
flavonoid kuersitrin diperoleh dari hasil isolasi fraksi etanol daun benalu (Katrin et
al., 2005).

Ekstrak heksan daun D. petandra mengandung senyawa steroid atau
triterpenoid, sedangkan pada ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol terkandung
senyawa flavonoid, tannin, kuinon, dan steroid atau triterpenoid (Fajriah et al.,
2007). Ekstrak metanol D. pentandra yang tumbuh pada kakao (Theobroma cacao)
mengandung senyawa flavonoid, tanin, terpenoid, saponin dan tidak terdeteksi
adanya alkaloid, ekstrak etil asetat mengandung senyawa flavonoid, terpenoid, dan
saponin serta tidak terdeteksi adanya tannin dan alkaloid (Sembiring et al., 2016).
Penelitian lain menyebutkan bahwa benalu mangga memiliki kandungan flavonoid
kuersetin, polifenol, saponin dan tanin (Nunung et al., 2015).

Pada ekstrak etanol D. pentandra yang tumbuh pada buah belimbing
(Averrhoa carambola), yang aktif sebagai antioksidan adalah flavonol glikosida,
kuersitrin (kuersitrin-3-o-rhamnosidase) (Artanti et al., 2006). Berdasarkan hasil
skrining fitokimia ekstrak daun benalu mangga mengandung metabolit sekunder
polifenol, tanin, flavonoid, steroid, triterpenoid, monoterpenoid dan

seskuiterpenoid, serta kuinon (Nurfaat dan Indriyati,2016).

2.1.5 Penelitian tentang D. pentandra

Pada penelitian sebelumnya D. pentandra telah diketahui memiliki aktivitas
sebagai antioksidan, antikanker, imunomodulator, antiplasmodium, dan antibakteri
(Nur et al., 2013; Rahmi et al., 2011; Bulan et al., 2016). Artanti et al. (2006)
menyatakan bahwa ekstrak etanol D. pentandra yang tumbuh pada inang belimbing
(Averrhoa carambola) yang kemudian dianalisis menggunakan TLC, LC-MS, UV-

VIS dan IR spektrofotometer dengan hasil isolat golongan senyawa glikosida
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jantung dan kuersetin, memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai I1Cs 5,19 ug ml
!, Aktivitas antioksidan dari flavonoid total daun benalu D. pentandra dari pohon
glodokan (Polialthia longifolia) menggunakan spektrofotometer UV Visibel pada
panjang gelombang maksimum 516 nm diperoleh Inhibition Concentration (I1Cso)
sebesar 6,16 mg/L dengan persen peredaman sebesar 98,61 % pada konsentrasi 100
ppm yang berarti memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat (Bulan et al.,2016).
Penelitian Harmita & Radji (2005) menunjukkan, ekstrak etanol herba benalu
mangga tidak toksik berdasarkan klasifikasi toksisitas yakni berada pada rentang
dosis >15 g/kgBB tikus. LD50 mencit jantan sebesar 34,28 g/kgBB atau setara
dengan dosis 23,99 g/kgBB tikus, sedangkan pada mencit betina sebesar 22,41
0/kgBB atau setara dengan dosis 15,69 g/kgBB tikus (Nurfaat et al., 2016).

2.2 Tinjauan tentang Ekstraksi

Kandungan kimia dari suatu tanaman atau simplisia nabati yang berkasiat
obat umumnya mempunyai sifat kepolaran yang berbeda-beda, sehingga perlu
dipisahkan secara selektif menjadi kelompok-kelompok tertentu. Salah satu
contohnya adalah alkaloid yang banyak terdapat pada tanaman berbunga. Secara
kimia alkaloid merupakan basa organik yang mengandung satu atau lebih atom
nitrogen di dalam satu cincin. Alkaloid di dalam tanaman berada dalam bentuk
garam dari asam-asam organik lemah. Alkaloid bebas dapat larut dalam pelarut
organik seperti kloroform, sedangkan garam-garam organik larut dalam larutan air
(Goeswin, 2007).

Prinsip dasar ekstraksi adalah melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar
dan senyawa non-polar dalam pelarut non-polar. Serbuk simplisia diekstraksi
berturut-turut dengan pelarut yang berbeda polaritasnya (Harbone, 1996). Proses
ekstraksi merupakan penarikan zat pokok yang diinginkan dari bahan mentah obat
dengan menggunakan pelarut yang dipilih dengan zat yang diinginkan larut
(Voight, 1994).

Menurut Departemen Kesehatan RI (2006), ekstraksi adalah proses

penarikan kandungan kimia yang dapat larut dari suatu serbuk simplisia, sehingga
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terpisah dari bahan yang tidak dapat larut. Beberapa metode yang banyak
digunakan untuk ekstraksi bahan alam antara lain:

a. Maserasi

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
Maserasi. Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan
pemanasan maupun yang tidak tahan pemanasan. Maserasi merupakan metode
ekstraksi yang paling sederhana. Prinsip dasar dari maserasi adalah melarutnya
bahan kandungan simplisia dari sel yang rusak dengan proses difusi, yang terbentuk
pada saat penghalusan. Setelah selesai waktu maserasi, artinya keseimbangan
antara bahan yang diekstraksi pada bagian dalam sel dengan cairan telah mencapai
kondisi setimbang, dan proses difusi segera berakhir. Selama maserasi atau proses
perendaman dilakukan pengocokan berulang-rulang. Upaya ini menjamin
keseimbangan konsentrasi bahan ekstraksi yang lebih cepat didalam cairan.
Semakin besar perbandingan simplisia terhadap cairan pengekstraksi akan semakin
banyak hasil yang diperoleh(Voigh, 1994).

Kelemahan dari maserasi adalah prosesnya membutuhkan waktu yang
cukup lama. Ekstraksi secara menyeluruh juga dapat menghabiskan sejumlah besar
volume pelarut yang dapat berpotensi hilangnya metabolit. Beberapa senyawa juga
tidak terekstraksi secara efisien jika kurang terlarut pada suhu kamar 27°C.
Ekstraksi secara maserasi dilakukan pada suhu kamar 27°C, sehingga tidak
menyebabkan degradasi metabolit yang tidak tahan panas (Departemen Kesehatan
RI, 2006).

b. Perkolasi

Perkolasi merupakan proses mengekstraksi senyawa terlarut dari jaringan
selular simplisia dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna yang umumnya
dilakukan pada suhu ruangan. Perkolasi cukup sesuai, baik untuk ekstraksi
pendahuluan maupun dalam jumlah besar (Departemen Kesehatan RI, 2006).

C. Sokletasi
Metode ekstraksi soklet adalah metode ekstraksi dengan prinsip pemanasan

dan perendaman sampel. Hal itu menyebabkan terjadinya pemecahan dinding dan
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membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel. Dengan
demikian, metabolit sekunder yang ada di dalam sitoplasma akan terlarut ke dalam
pelarut organik. Larutan itu kemudian menguap ke atas dan melewati pendingin
udara yang akan mengembunkan uap tersebut menjadi tetesan yang akan terkumpul
kembali. Bila larutan melewati batas lubang pipa samping soklet maka akan terjadi
sirkulasi. Sirkulasi yang berulang itulah yang menghasilkan ekstrak yang baik
(Departemen Kesehatan RI, 2006).
d. Refluks

Ekstraksi dengan cara ini pada dasarnya adalah ekstraksi
berkesinambungan. Bahan yang akan diekstraksi direndam dengan cairan penyari
dalam labu alas bulat yang dilengkapi dengan alat pendingin tegak, lalu dipanaskan
sampai mendidih. Cairan penyari akan menguap, uap tersebut akan diembunkan
dengan pendingin tegak dan akan kembali menyari zat aktif dalam simplisia
tersebut. Ekstraksi ini biasanya dilakukan 3 kali dan setiap kali diekstraksi selama
4 jam (Departemen Kesehatan R1, 2006).
e. Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kostan) pada suhu
yang lebih tinggi dari suhu ruangan, yaitu secara umum dilakukan pada suhu 40-
50°C (Departemen Kesehatan R1, 2006).
f. Infusa

Infusa adalah ekstraksi dengan pelarut air pada suhu penangas air (bejana
infus tercelup dalam penangas air mendidih), suhu terukur (96-98°C) selama waktu
tertentu (15-20 menit) (Departemen Kesehatan R1, 2006).
g. Dekok

Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama dan suhu sampai titik didih
air, yaitu pada suhu 90-100°C (DepartemenKesehatan RI, 2006).

2.3  Tinjauan Tentang Skrining Fitokimia
Pendekatan skrining fitokimia merupakan suatu tahap seleksi awal guna
mendeteksi golongan senyawa kimia yang terdapat pada tumbuhan. Metode ini

merupakan salah satu dari beberapa pendekatan yang lazim digunakan untuk
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mengetahui komponen senyawa kimia tumbuhan yang memiliki aktivitas biologis.
Pendeteksian golongan senyawa kimia tumbuhan dapat dilakukan dengan uji
tabung dan atau uji penegasan KLT (Kromatografi Lapis Tipis) (Gritter et al.,
1968).

Uji tabung dilakukan dengan mereaksikan ekstrak dengan reagen tertentu
sehingga terjadi perubahan warna, terbentuk endapan, dan lain-lain sebagai ciri
adanya golongan senyawa kimia tertentu. Sedangkan uji penegasan KLT dilakukan
dengan menotolkan larutan ekstrak diatas lempeng KLT (fase diam) dan
mengeluasi lempeng tersebut dalam fase gerak yang cocok, sehingga golongan
senyawa kimia tertentu dapat terpisah berdasarkan tingkat kepolarannya dengan
terbentuk suatu noda. Fase diam yang biasa digunakan adalah silica gel sebagai
adsorben yang efisien untuk pemisahan ekstrak. Sedangkan fase gerak yang
digunakan merupakan campuran dua atau tiga sistem pelarut yang berbeda
kepolarannya (Wagner & Baldt, 1996). Pemisahan dengan KLT dapat mudah
teramati jika semua senyawa yang dipisahkan berwarna, namun jika beberapa atau
semua senyawa tidak berwarna maka harus dilakukan penampakan noda. Noda
yang terbentuk dapat diamati di bawah sinar tampak dan sinar UV. Jika senyawa
yang diteliti mengandung ikatan rangkap terkonjugasi atau cincin aromatik, noda
akan tampak gelap dengan latar belakang bersinar pada UV 254 nm. Sedangkan
jika pada UV 365 nm, noda yang sama akan tampak berpendar. Jika pengamatan di
bawah sinar UV tidak dapat mendeteksi suatu senyawa, maka perlu dilakukan uji
reaksi dengan penyemprotan atau penguapan dengan reagen tertentu sehingga akan
menghasilkan warna tertentu (Gritter et al., 1968).

Golongan senyawa kimia yang memiliki aktivitas biologis atau yang biasa
disebut senyawa metabolit sekunder menurut Kabera et al. (2014), yaitu sebagai
berikut.

a. Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang mengandung atom
basa nitrogen. Namun, ada juga senyawa yang terkait memiliki sifat asam lemah
dan netral juga termasuk dalam alkaloid. Alkaloid diproduksi oleh sebagian besar

organisme seperti fungi, bakteri, hewan, dan paling banyak oleh tumbuhan sebagai
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metabolit sekunder. Kebanyakan senyawa alkaloid bersifat toksik terhadap
organisme lain dan dapat diekstraksi dengan asam-basa. Namun alkaloid juga
mempunyai banyak efek farmakologi dan telah lama digunakan untuk pengobatan.
Klasifikasi dari senyawa alkaloid didasarkan pada kemiripan kerangka karbonnya.
Alkaloid merupakan hasil biosintesis dari asam amino seperti tirosin. Contoh
senyawa alkaloid adalah Lupanine. Struktur kimia Lupanine dapat dilihat pada
Gambar 2.2.

(o}

Gambar 2.2 Struktur lupanine (Wink, 2010)

b. Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa golongan polifenol yang dapat ditemukan di
vakuola sel tumbuhan sebagai pigmen yang larut air. Flavonoid terbagi menjadi 3
kelompok, yaitu antosianin, flavonol, dan flavon. Senyawa tersebut terdistribusi
luas pada tumbuhan, memenuhi banyak fungsi, seperti pewarnaan bunga, produksi
pigmen kuning, merah, atau biru pada petal untuk menarik hewan yang membantu
penyerbukan. Flavonoid mempunyai beberapa aktivitas farmakologi, diantaranya
antialergi, antikanker, antioksidan, antiinflamasi, dan antivirus. Salah satu contoh
senyawa flavonoid adalah flavonol. Struktur flavonol dapat dilihat pada Gambar
2.3.

OH

o

Gambar 2.3 Struktur flavonol (Sumber: Brewer, 2011)
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C. Tanin

Tanin termasuk dalam senyawa polifenol. Tanin dapat membentuk
kompleks dengan protein, tepung, selulosa, dan mineral. Tanin disintesis melalui
jalur asam sikhimat yang juga dikenal dengan jalur fenilpropanoid. Terdapat 2
kelompok senyawa tanin, yaitu tanin terhidrolisis (galotanin, eligatanin, dan tannin
kompleks) dan tanin terkondensasi. Tanin yang terkandung dalam tumbuhan
memiliki aktivitas sebagai astringen untuk diare, diuretik untuk tumor lambung dan
duodenal, dan antiinflamasi. Salah satu contoh senyawa tannin adalah katekin.
Struktur kimia katekin dapat dilihat pada Gambar 2.4.

OH

OH

OH

Gambar 2.4 Struktur katekin (Sumber: Wink, 2010)

d. Terpenoid dan Steroid

Terpenoid merupakan struktur dasar dari sebagian senyawa fitokimia
lainnya, seperti steroid, karotenoid, dan asam giberelat. Lebih dari 23.000 struktur
senyawa aktif tumbuhan yang merupakan kelompok terpenoid. Terpenoid
merupakan gabungan dari unit isopren yang disintesis dari jalur asam mevalonat.
Penggolongan senyawa terpenoid ditentukan berdasarkan jumlah unit isopren yang
terbentuk. Triterpenoid merupakan senyawa golongan terpenoid dengan jumlah
unit isopren sebanyak 5. Sedangkan steroid merupakan golongan triterpenoid yang
kerangka dasarnya sistem cincin siklopentana perhidrofenantren. Contoh senyawa

terpenoid adalah timol. Struktur senyawa timol dapat dilihat pada Gambar 2.5
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OH

Gambar 2.5 Struktur timol (Sumber: Wink, 2010)
e. Saponin
Saponin merupakan senyawa yang sebagian aktif membentuk larutan koloid
di dalam air yang memproduksi buih ketika dikocok dan mengendapkan kolesterol.
Saponin membentuk glikosida dengan aglikon steroid atau triterpenoid. Saponin
dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa dan menghemolisis

sel darah. Struktur kimia dari steroidal saponin dapat dilihat pada Gambar 2.6

s
O&\
(o]

Rantai Gula ©

Gambar 2.6 Struktur steroidal saponin (Sumber: Wink, 2010)

2.4  Tinjauan Antioksidan
2.4.1 Definisi

Senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi elektron. Secara biologis,
pengertian antioksidan adalah senyawa yang mampu menangkal atau meredam
dampak negatif oksidan dalam tubuh. Antioksidan bekerja dengan cara
mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga

aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa dihambat (Winarsi, 2011).
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2.4.2 Mekanisme

Mekanisme antioksidan dalam menghambat oksidasi atau menghentikan
reaksi berantai pada radikal bebas dari lemak yang teroksidasi dapat disebabkan
oleh empat macam mekanisme reaksi, yaitu: 1). Pelepasan hidrogen dari
antioksidan, 2) Pelepasan elektron dari antioksidan, 3). Adisi lemak ke dalam cincin
aromatik pada antioksidan, 4). Pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan

cincin aromatik dari antioksidan (Winarti 2010).

'._/._?'..r__-‘,-..(_:\ _ Antioxidant
4 )
j\:, "‘ .

o B {
L |

A5 b d ol @

I OWFG i I, :
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3
&

izing a free radical

Gambar 2.7. Cara kerja antioksidan (Winarti, 2010)

Menurut Winarti (2010) prinsip kerja dari antioksidan dalam menghambat
fotooksidasi pada lemak dapat dilihat sebagai berikut: Oksigen bebas di udara akan
mengoksidasi ikatan rangkap pada asam lemak yang tidak jenuh, kemudian radikal

bebas yang terbentuk akan bereaksi dengan oksigen sehingga akan menghasilkan

peroksida aktif.
RH + 02 ->R* + OOH
Asam lemak tak jenuh  Oksigen Radikal bebas
R* + 02 —->RO0O*
Radikal bebas Oksigen Peroksida aktif

Gambar 2.8. Prinsip kerja antioksidan dalam menghambat fotooksidasi pada lemak
(Gordon, 1990)
Apabila dalam suatu asam lemak yang terdapat dalam minyak tidak
mengandung antioksidan, maka peroksida aktif akan bereaksi dengan ikatan

rangkap lemak. Apabila ditambah suatu antioksidan, maka peroksida aktif akan
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bereaksi dengan antioksidan tersebut. Sehingga pembentukan radikal bebas dapat
dihentikan dengan penambahan suatu antioksidan.

2.4.3 Sumber Antioksidan

Sumber-sumber antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua kelompok,
yaitu antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesa reaksi
kimia) dan antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami). Beberapa
contoh antioksidan sintetik yang diijinkan penggunaanya untuk makanan dan
penggunaannya telah sering digunakan, yaitu Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil
Hidroksi Toluen (BHT), propil galat, Tert-Butil Hidoksi Quinon (TBHQ) dan
tokoferol. Antioksidan-antioksidan tersebut merupakan antioksidan alami yang
telah diproduksi secara sintetis untuk tujuan komersial. Antioksidan alami di dalam
makanan dapat berasal dari (a) senyawa antioksidan yang sudah ada dari satu atau
dua komponen makanan, (b) senyawa antioksidan yang terbentuk dari reaksi-reaksi
selama proses pengolahan, dan (c) senyawa antioksidan yang diisolasi dari sumber
alami dan ditambahkan ke makanan sebagai bahan tambahan pangan (Pratt, 1992).

Senyawa antioksidan yang diisolasi dari sumber alami adalah yang berasal
dari tumbuhan. Kingdom tumbuhan, Angiosperm memiliki kira-kira 250.000
sampai 300.000 spesies dan dari jumlah ini kurang lebih 400 spesies yang telah
dikenal dapat menjadi bahan pangan manusia. Isolasi antioksidan alami telah
dilakukan dari tumbuhan yang dapat dimakan, tetapi tidak selalu dari bagian yang
dapat dimakan. Antioksidan alami tersebar di beberapa bagian tanaman, seperti

kayu, kulit kayu, akar, daun, buah, bunga, biji, dan serbuk sari (Pratt,1992).

2.5  Tinjauan Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan in vitro
Pengembangan metode uji aktivitas antioksidan telah banyak dilakukan
secara in-vitro ataupun in-vivo. Beberapa metode uji aktivitas aktioksidan secara
in-vitro yang telah dilakukan adalah :
2.5.1 Metode Diena Terkonjugasi
Metode uji diena terkonjugasi memberikan kuantifikasi yang dinamis dari

diena terkonjugasi sebagai hasil dari oksidasi Poly Unsaturated Fatty Acids
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(PUFA) dengan cara mengukur serapan UV pada 234 nm. Prinsip dari metode ini
adalah selama oksidasi asam linoleat ikatan rangkap diubah menjadi ikatan rangkap
terkonjugasi yang dpat dikarakterisasi oleh serapan UV kuat pada panjang
gelombang 234 nm. Aktivitas tersebut dinyatakan dalam konsetrasi inhibisi (1Cso)
(Shivaprasad, 2005).

2.5.2 Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

Uji peredaman radikal DPPH merupakan uji dekolorisasi unutk mengukur
kemampuan antioksidan yang secara langsung beraksi dengan (meredam) radikal
DPPH dengan memantau absorbansinya pada 517 nm dengan spektrofotometer.
Radikal DPPH merupakan radikal bebas dengan pusat nitrogen organik yang stabil
berwarna ungu tua yang ketika tereduksi menjadi bentuk non radikal oleh
antioksidan menjadi tidak berwarna (Yu, 2008).

2.5.3 Metode Aktivitas Peredaman Radikal Superosida

Uji peredaman radikal superoksida dikembangkan untuk mengavaluasi
kemampuan antioksidan hidrofilik untuk secara langsung bereaksi dengan radikal.
Uji ini mengukur kemampuan antioksidan untuk berkompetisi dengan Nitroblue
Tetrazolium (NBT) untuk meredam radikal superoksida. NBT yang berwarna
kuning selama proses reduksi membentuk formazan yang berwarna biru yang
diukur secara spektrofotometer pada panjang gelombang 560 nm (Yu, 2008).

2.5.4 Metode Aktivitas Penghambatan Radikal Hidroksil

Kapasitas penghambatan radikal hidroksil suatu ekstrak berhubungan
secara langsung dengan aktivitas antioksidanya. Metode ini melibatkan
pembentukan radikal hidrosil secara in vitro menggunakan Fe 3*/ askorbat/ EDTA/
H>0> dengan menggunkan reaksi Fenton. Penghambatan radikal hidroksil dengan
adanya atioksidan diukur. Pada salah satu metode radikal hidroksil dibentuk secara
oksidasi dibuat untuk berasi dengan Dimethyl Sulphoxide (DMSO), untuk
menghasilkan formaldehida. Formaldehida yang dibentuk memberikan warna
kuning intensif dengan peraksi Nash (ammonium asetat 2 M dengan asam asetat
0,05 M dan asetil aseton 0,02 M dalam aquadest). Intensitas warna kuning yang
terbentuk diukur secara spektroskopi pada panjang gelombang 412 nm,
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dibandingkan dengan blanko negatif. Aktivitas ini dinyatakan sebagai persen
penghambatan radikal hidroksil (Shivaprasad, 2005).
2.5.5 Metode Aktivitas Penghambatan Radikal Nitrat Oksidan

Nitrogen monoksida, karena memiliki elektron tidak berpasangan,
diklarifikasikan sebagai radikal bebas dan memperlihatkan reaktivitas penting
dengan jenis protein tertentu dan radikal bebas dan memperlihatkan reaktivitas
penting dengan jenis protein tertentu dan radikal bebas lainnya. Penghambatan in
vitro dari jenis radikal nitrogen monoksida juga diukur sebagai aktivitas
antioksidan. Metode ini berdasarkan penghambatan radikal nitrogen monoksida
yang dihasilkan dari Natrium Nitoprusida dalam dapar garam dan diukur dengan
pereaksi Griess. Dengan adanya penghambatan, serapan dari kromofor diukur pada
panjang gelombang 546 nm. Aktivitas ini menunjukkan persen reduksi nitrogen
monoksida (Shivaprasad, 2005).
2.5.6 Metode Kekuatan Pereduksi

Prinsip dari metode ini adalah peningkatan serapan dari reaksi
pencampuran. Peningkatan serapan menunjukkan peningkatan aktivitas
antioksidan. Pada metode ini senyawa antioksidan membentuk kompleks berwarna
dengan kalium ferisianida, trikloroasetat dan besi (111) klorida, yang diukur pada
panjang gelombang 700 nm. Peningkatan serapan dari reaksi menunjukkan
penurunan kekuatan dari sampel (Shivaprasad, 2005).
2.5.7 Metode Fosfomolibdenum

Metode ini merupakan spektroskopi untuk penentuan kapasitas antioksidan
secara kuantitatif, melalui pembentukan kompleks fosfomolibdenum. Pengujian
berdasarkan reduksi dari Mo (VI) menjadi Mo (V) oleh sampel analit yang
mengandung antioksidan pada PH asam (Shivaprasad, 2005).
2.5.8 Metode ABTS (garam 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonikasid)

diamonium)

Metode peredaman radikal kation ABTS™ merupakan metode uji untuk
mengukur kapasitas antioksidan yang secara langsung bereaksi atau meredam
radikal kation ABTS yang dihasilkan dari reaksi kimia. ABTS* merupakan radikal

dengan pusat nitrogen dengan karakteristik warna biru kehijuan, yang ketika
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tereduksi oleh antioksidan menjadi bentuk nonradikal yang tidak berwarna. Metode
ini  mengkuatifikasikan kapasitas peredaman dengan mengukur absorbansi
campuran reaksi antiosidan dengan radikal pada panjang gelombang 734 nm pada
waktu yang telah ditentukan dengan spektrofotometer (Yu, 2008).

2.5.9 Metode Kapasitas Serapan Radikal Oksigen (ORAC)

ORAC merupakan metode analisis tes yang baru yang dapat digunakan
untuk menguji aktivitas antioksidan makanan dan senyawa kimia lainnya. Prosedur
analisis ini mengukur kemampuan makanan, vitamin, suplemen nutrisi, atau bahan
kimian lainnya untuk melindunginya terhadap radikal bebas, atau bertindak sebagai
antioksidan. Uji ini dilakukan dengan menggunkan trolox (analog vitamin E)
sebagai standar untuk menentukan Trolox Ekuivalen (TE). Nilai ORAC kemudian
dihitung dari TE dan dinyatakan sebagai satuan nilai ORAC. Semakin tinggi nilai
ORAC, maka semakin besar kekuatan antioksidannya. Uji ini berdasarkan
pembentukan  radikal bebas menggunkan 2,2-azobis-2amido  propane
dihydrochloride (AAPH) dan pengukur dari penurunan fluorensensi dengan adanya
penghambatan radikal bebas, APPH sebagai penghasil peroksil dan trolox sebagai
kontrol standar. Setelah penambahan APPH ke larutan uji, fluoresensi direkam dan
aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai TE (Shivaprasad, 2005).

2.5.10 Metode Model Linoleat 3-karoten

Metode ini adalah yang cepet untuk penampisan antioksidan, yang terutama
berdasarkan prinsip bahwa asam linoleat yang merupakan asam lemat tak jenuh
teroksidasi oleh SOR yang dihasilkan oleh air teroksigenasi. Produk yang dibentuk
akan menginisiasi reaksi oksidasi B-karoten, yang akan memicu pemudaran warna.
Antioksidan menurunkan perluasan pemudaran warna yang diukur pada 434 nm
dan aktivitasnya diukur (Shivaprasad, 2005).

2.5.11 Metode FRAP

Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) merupakan salah satu uji
tercepat dan sangat bermanfaat untuk analisis rutin. Aktivitass antioksidan
diperkirakan dengan mengukur peningkatan serapan yang disebabkan oleh
pembentukan ion Fe?* dari pereaksi FRAP yang berisi TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-
s-triazine) FeCL3.6H20. Serapannya diukur pada 595 nm (Shivaprasad, 2005).
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2.5.12 Lipid Peroksidasi Mikrosomal atau Uji Asam Tiobarbiturat

Uji TBA salah satu uji yang sering dilakukan untuk mengukur peroksidasi
lipid. Metode ini melibatkan isolasi mikrosom dari hati tikus dan induksi lipid
peroksida dengan ion Fe**, memicu produksi sejumlah kecil malondialdehida
(MDA). TBA berreaksi dengan MDA unutk membentuk kromagen merah muda,
yang dapat dideteksi secara spektrofotometer pada panjang gelombang 532 nm
(Shivaprasad, 2005).

Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan pada penelitian
ini menggunakan radikal bebas stabil DPPH. Metode DPPH banyak dipilih karena
mudah, cepat, peka, dan hanya membutuhkan sedikit ekstrak sampel (Hanani et al.
2005). Senyawa DPPH adalah radikal bebas yang bersifat stabil dan beraktivitas
dengan cara mendelokalisasi elektron bebas pada suatu molekul sehingga molekul

tersebut tidak reaktif sebagaimana radikal bebas yang lain.

NO, NO,

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazin
Gambar 2.9 Mekanisme reaksi penangkapan radikal DPPH (Windono et al., 2001).

Elektron radikal bebas DPPH memberikan serapan kuat maksimum pada
panjang gelombang sebesar 517 nm dan berwarna ungu. Kestabilan radikal dari
DPPH baik digunakan sebagai indikator aktivitas penangkap radikal (Reynertson,
2005). Perubahan warna ungu menjadi kuning sebagai pengikat radikal DPPH pada

Amaks 517 nm, elektron ganjil dari radikal DPPH menjadi berpasangan dengan
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hidrogen dari antioksidan penangkap radikal bebas untuk membentuk DPPH-H
tereduksi. Penghilangan warna yang dihasilkan merupakan stoikiometri yang
berhubungan dengan jumlah elektron yang ditangkap (Prakash, 2007).

2.6 Tinjauan tentang Senyawa Fenol

Fenol (CeHsOH) merupakan senyawa organik yang mempunyai gugus
hidroksil yang terikat pada cincin benzena. Senyawa fenol memiliki beberapa nama
lain seperti asam karbolik, fenat monohidroksibenzena, asam fenat, asam fenilat,
fenil hidroksida, oksibenzena, benzenol, monofenol, fenil hidrat, fenilat alkohol,
dan fenol alkohol (Nair et al., 2008). Fenol memiliki rumus struktur sebagai berikut:

OH

Gambar 2.10 Stuktur fenol

Fenol adalah senyawa yang berasal dari tumbuhan yang mengandung
cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksil. Fenol cenderung mudah
larut dalam air karena berikatan dengan gula sebagai glikosida atau terdapat dalam
vakuola sel (Harborne, 1987). Senyawa fenol biasanya terdapat dalam berbagai
jenis sayuran, buah-buahan, dan tanaman. Senyawa fenol diproduksi oleh tanaman

melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid (Apak et al., 2007).
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Senyawa fenol dapat diklasifikasikan berdasarkan jumlah atom karbon di
dalam suatu molekul (Haborne & Simmonds, 1964).
Tabel 2.1 Golongan senyawa fenol (Vermerris, W. A & Nicholson, R. 2006)

Struktur Kelas
Ce Fenolik sederhana
Ce-C1 Asam fenolat dan senyawa yang berhubungan
lainnya
Ce-Cs Asam sinamat, sinamil aldehida, sinamil alkohol
Ce-C3 Koumarin, isokoumarin, dan kromon
Cis Kalkon, auron,dihidrokalkon
Cis Flavan
Cis Flavon
Cis Flavanon
Cis Flavanonol
Cis Antosianidin
Cis Antosianin
Cso Biflavonil
Ce-C1-Cs, Cs-C2-Co Benzofenon, xanton, stilben
Cs,C10,C14 Kuinon
Cis Betasianin
Lignan, neolignan Dimer atau oligomer
Lignin Polimer
Tanin Oligomer atau polimer

Phlobaphene

Polimer

Beberapa senyawa fenol telah diketahui fungsinya. Misalnya lignin
sebagai pembentuk dinding sel dan antosianin sebagai pigmen. Namun beberapa
lainnya hanya sebatas dugaan sementara. Senyawa fenol diduga mempunyai
aktivitas antioksidan, antitumor, antiviral, dan antibiotik. Semua senyawa fenol
merupakan senyawa aromatik sehingga semua menunjukkan serapan kuat

terhadap spektrum UV. Fenol dapat dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu fenol
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sederhana dan polifenol. Contoh fenol sederhana: orsinol, 4-metilresorsinol, 2-
metilresorsinol, resorsinol, katekol, hidrokuinon, pirogalol dan floroglusinol.
Contoh polifenol adalah lignin, melanin dan tanin (Harborne, 1987; Apak et al.,
2007).

2.7  Tinjauan Metode Penetapan Kadar Fenol Total dengan pereaksi Folin-

Ciocalteu

Heterogenitas fenolat alami dan kemungkinan gangguan dari zat mudah
teroksidasi lainnya di dalam tanaman, menyebabkan beberapa metode telah
dikembangkan untuk penetapan kadar fenolat total dari sampel. Metode penetapan
kadar fenolat total yang telah dilakukan yaitu :

2.7.1 Metode Folin-Denis (FD)

Metode Folin denis digunakan untuk menetukan kandungan tanin total
ditentukan berdasarkan penambahan reagen pembentuk warna yaitu folin denis.
Pembentukan warnanya berdasarkan reaksi reduksi oksidasi, dimana tanin sebagai
reduktor dan folin denis sebagai oksidator. Prinsip dari metode folin denis adalah
terbentuknya senyawa kompleks berwarna biru yang dapat diukur serapannya pada
daerah sinar tampak (Dai & Mumper, 2010).

2.7.2 Metode Folin-Ciocalteu (F-C)

Metode ini mengukur kemampuan sampel pada kondisi basa untuk
mereduksi pereaksi Folin-Ciocalteu yang berwarna kuning sehingga menyebabkan
perubahan warna menjadi biru gelap dan memberikan serapan pada panjang
gelombang 760 nm (Yu, 2008). Peningkatan intensitas warna biru akan sebanding
dengan jumlah senyawa fenolik yang ada dalam sampel (Blainski et al., 2013).
2.7.3 Metode Lowenthal-Procter

Analisis kadar tanin dilakukan dengan menggunakan titrasi secara
permanganometri atau metode Lowenthal-Procter. Permanganometri adalah titrasi
yang didasarkan pada reaksi redoks. Metode ini didasari oksidasi fenolat oleh
larutan kalium permanganat dengan adanya indigokarmin sebagai indikator redoks
untuk menunjukkan indikator titrasi (Wang & Zhou, 2004).
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2.7.4 Metode kolorimetri

Penentuan konsentrasi flavonoid dari ekstak etanol daun pare dilakukan
dengan kompleks kolorimetri AICIz yang mempunyai prinsip pengukuran
berdasarkan pembentukan warna. Metode ini dapat digunakan untuk menentukan
jumlah flavonoid golongan flavon dan flavonol. Prinsip penetapan flavonoid
dengan metode kolorimetri AICIs adalah terbentuknya kompleks antara AICI3
dengan gugus keto pada atom C-4 dan juga dengan gugus hidroksi pada atom C-3
atau C-4 yang bertetangga dari flavon dan flavonol. Panjang gelombang maksimum
yang dihasilkan dari pengukuran kuersetin adalah 510 nm (Cahyanta, 2016).

Pada penelitian ini menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu dengan metode
spektrofotometer untuk menentukan kadar fenol total dari sampel benalu mangga.
Metode ini merupakan metode yang umum digunakan sebagai standar penentuan
kandungan fenolik total karena merupakan metode yang cepat dan sederhana yang
dinyatakan sebagai masa ekuivalen asam galat tiap mg sampel (Fu et al., 2011).
Asam galat digunakan sebagai pembanding karena telah diketahui sebagai senyawa
fenolik yang terdapat pada tanaman, selain itu asam galat merupakan standar yang
direkomendasikan untuk mendapatkan hasil yang reliabel karena mempunyai
reaktivitas yang cukup tinggi terhadap reagen Folin-Ciocalteu (Prioir et al., 2005).

Pereaksi Folin-Ciocalteu dibuat dengan campuran sodium tungstat
(Na2W04.2H20), sodium molibdat (Na2M004.2H20), HCI, 85%, asam fosforik,
dan Li2S04.4H20), yang menghasilkan larutan berwarna kuning yang jernih. Hasil
pengukuran biasanya dinyatakan setara dengan asam galat (GAE). Asam galat
digunakan karena tidak mahal, larut dalam air, mudah terekristalisasi, kering, dan
stabil dalam bentuk kering (Singleton et al., 1999).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini termasuk jenis penelitian True Experimental Laboratories.

3.2  Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboraturium Kimia Analisis dan Laboratorium
Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Jember, yang berlangsung mulai bulan
Februari 2017.

3.3  Populasi dan Sampel
3.3.1 Populasi

Benalu mangga yang tumbuh di perkebunan penduduk di wilayah Desa
Tenggir, Kecamatan Panji, Kabupaten Situbondo dan Desa Curah Cottok,

Kecamatan Kapongan, Kabupaten Situbondo.

3.3.2  Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun benalu D.
pentandra pada inang pohon mangga arummanis, manalagi, dan gadung
(Mangifera indica L.) yang telah berbunga sempurna. Sampel dideterminasi di
Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIP1) UPT Balai Konservasi Tumbuhan
Kebun Raya Purwodadi, Pasuruan.

34 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini spektrofotometer UV-Vis (Hitachi
U-1800), rotary evaporator (Steroglass Strike 300), oven, timbangan analitik
Sartorius, aluminium foil, hot plate, beaker glass 1000 ml dan 100 ml (Pyrex),
erlenmeyer 250ml (Pyrex), pipet mikro, pipet volume, bola pipet, gelas ukur 100
ml dan 50 ml (Pyrex), rotary evaporator, cawan porselen, gelas ekstrak, batang

pengaduk, spatula, corong buchner, vial, dan kertas saring.
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3.4.2 Bahan

Bahan sampel yang digunakan adalah daun benalu D. pentandra pada inang
mangga arummanis, manalagi dan gadung yang diambil di Desa Curah Cottok,
Kecamatan Kapongan, Kabupaten Situbondo. Bahan-bahan lainnya yaitu etanol
96%, HCI 2N, reagen Dragendroff, reagen Mayer, asam asetat anhidrida, asam
sulfat pekat, kloroform, FeClz 1%, HCI pekat, akuades, standar asam galat (sigma-
aldrich), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (sigma-aldrich), vitamin C, reagen

Folin-Ciocalteu (merck), Na2COs, dan metanol.

3.5 Racangan Penelitian

Pada penelitian ini dilakukan skrining fitokimia, penetapan kadar fenol total
dan uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun D. pentandra pada inang mangga
arummanis, manalagi dan gadung. Adapun alur rancangan penelitiannya dapat

dilihat pada gambar 3.1

Sampel benalu mangga - Determinasi

Sortasi basah, pencucian, pengeringan,

v Pengecilan ukuran daun benalu

Simplisia
Ekstraksi menggunakan EtOH
\/ v v
Ekstrak daun benalu Ekstrak daun benalu Ekstrak daun benalu
mangga arumanis mangga gadung mangga manalagi
[ |
v v v Pengujian
Skrining fitokimia Kadar fenol total (mg Aktivitas antioksidan
GAE/g ekstrak) (ICs0)
| |
v
Analisa data
v
Kesimpulan

Gambar 3.1 Alur rancangan penelitian
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3.6  Variabel Penelitian
3.6.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol daun

benalu D. pentandra pada inang mangga arummanis, manalagi dan gadung.

3.6.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar fenol total dan aktivitas
antioksidan ekstrak etanol daun benalu D. pentandra pada inang mangga

arummanis, manalagi dan gadung.

3.6.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah cara ekstraksi bahan, cara
skrining fitokimia, cara penetapan kadar fenol total, dan cara pengujian aktivitas

antioksidan.

3.7  Definisi Operasional
Berikut definisi operasional dari penelitian adalah :

a. Daun yang digunakan adalah seluruh daun kecuali yang masih berupa kuncup.
b. Ekstrak etanol adalah ekstrak yang diperoleh dari simplisia serbuk daun
kemudian diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 96%.

c. Skrining fitokimia adalah skrining yang digunakan untuk mengetahui
kandungan flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, steroid dan terpenoid dalam
ekstrak etanol benalu mangga.

d. Kadar fenol total adalah jumlah senyawa fenolik yang terkandung didalam
ekstrak

e. Aktifitas antioksidan adalah kemampuan suatu senyawa untuk meredam warna

DPPH yang dinyatakan dengan nilai 1Cso.
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3.8 Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan beberapa tahap, yaitu :
3.8.1 Pengumpulan Sampel

Sampel benalu didapatkan pada inang pohon mangga arummanis, manalagi,
dan gadung (Mangifera indica L.) milik penduduk di wilayah Desa Tenggir,
Kecamatan Panji, Kabupaten Situbondo dan Desa Curah Cottok, Kecamatan

Kapongan, Kabupaten Situbondo.

3.8.2 Determinasi Tanaman Benalu Mangga
Semua bagian tanaman Benalu Mangga D. pentandra dideterminasi di LIPI
Kebun Raya Purwodadi untuk memastikan bahwa tanaman yang diuji merupakan

benar-benar spesies D. pentandra.

3.8.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis, Manalagi, dan

Gadung

Ekstraksi simplisia daun benalu mangga menggunakan metode maserasi
yang mengacu pada Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) pada tahun 2005,
yakni dengan cara merendam 30 gram serbuk kering daun benalu D. pentandra
pada inang mangga arummanis, manalagi dan gadung dalam pelarut etanol 96%
dengan perbandingan antara simplisia dengan pelarut 1:10. Larutan direndam
selama 24 jam dan dikocok beberapa waktu, larutan didiamkan pada suhu ruang.
Maserat kemudian difiltrasi dan pelarutnya diganti sebanyak dua kali. Semua
maserat dikumpulkan dan diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 50°C
hingga diperoleh ekstrak setengah kental. Ekstrak setengah kental dikeringkan
dalam oven sehingga didapatkan ekstrak kental kemudian dihitung persen

rendemen dan disimpan dalam lemari pendingin untuk pengujian selanjutnya.
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3.8.4  Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia ekstrak etanol daun benalu D. pentandra pada inang
mangga arummanis, manalagi dan gadung mengacu pada prosedur yang terdapat
pada Materia Medika Indonesia (1989) sebagai berikut:
a. Identifikasi Alkaloid

Setiap ekstrak diambil masing-masing 0,3 gram ditambah 5 ml HCI 2N,
dipanaskan diatas penangas air selama 2-3 menit sambil diaduk. Setelah dingin, lalu
ditambahkan 0,3 gram NaCl, diaduk rata kemudian disaring. Filtratnya kemudian
ditambah dengan 5 ml HCI 2N. Setelah itu ditambahkan NH4OH 28% sampai
larutan menjadi basa kemudian diekstraksi dengan kloroform bebas air, lalu
disaring. Filtrat diuapkan sampai kering kemudian dilarutkan dalam metanol dan

siap untuk pemeriksaan KLT.

Fase diam : Kiesel gel GF 254
Fase gerak : Etil asetat : metanol : air (9:2: 2)
Penampak noda : Pereaksi dragendorf

Jika timbul warna jingga menunjukkan adanya alkaloid pada ekstrak.
b. Identifikasi Flavonoid

Sebanyak 0,3 gram ekstak dikocok dengan 3 ml n-heksana berkali-kali
sampai ekstrak n-heksana tidak berwarna. Residu dilarutkan dengan etanol.

Kemudian ditotolkan pada fase diam dengan menggunakan :

Fase diam : Kiesel gel GF 254
Fase gerak : Butanol : asam asetat glasial : air (4:1:5)
Penampak noda . Pereaksi sitrat borat atau uap ammonia

Jika timbul warna kuning intensif menunjukkan adanya senyawa flavonoid pada
ekstrak.
C. Identifikasi Saponin

Setiap ekstrak diambil masing-masing 0,1 gram dan ditambahkan 2 ml H,O
dan dipanaskan selama 5 menit. Larutan tersebut didinginkan, kemudian dikocok
hingga timbul busa. Busa yang stabil selama 10 menit menunjukkan keberadaan

saponin.
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d. Identifikasi terpenoid dan Steroid
Sebanyak 0,3 gram ekstrak ditambah beberapa tetes etanol, diaduk sampai

larut dan ditotolkan pada fase diam.

Fase diam : Kiesel gel GF 254
Fase gerak : n-heksana : etil asetat (4 : 1)
Penampak noda : Anisaldehida asam sulfat

Adanya terpenoid dan steroid ditunjukkan dengan adanya warna merah ungu atau
ungu.
e. Identifikasi Polifenol

0,3 gram ekstrak ditambah 1 ml aquadest panas, diaduk dan dibiarkan
sampai suhu kamar. Kemudian ditambah 3-4 tetes10% NaCl, diaduk dan disaring.

Kemudian ditotolkan pada lempeng KLT yang menggunakan :

Fase diam : Kiesel gel GF 254
Fase gerak : Kloroform : etil asetat (1 : 9)
Penampak noda : FeCls

Jika timbul warna hitam menunjukkan adanya senyawa polifenol dalam ekstrak.

3.8.5 Penetapan Kadar Fenol Total

Penetapan kadar Fenol total ekstrak etanol daun benalu D. pentandra pada
inang mangga arummanis, manalagi dan gadung mengacu pada prosedur yang
dilakukan oleh Nganggu (2016) dan Poh-Hwa et al., (2011) menggunakan reagen
Folin-Ciocalteu sebagai berikut :
a. Pembuatan larutan baku asam galat

Larutan asam galat dibuat dengan konsentrasi 1.000 upg/ml dengan
menimbang asam galat 25 mg yang dilarutkan dalam 25,0 ml metanol. Larutan
asam galat diambil sebanyak 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 6,0 dan 8,0 ml ke dalam labu takar
10,0 ml, kemudian ditambahkan metanol sampai batas tanda, sehingga diperoleh

konsentrasi larutan standar asam galat sebesar 20; 30; 40; 50; 60 dan 80 pg/ml.
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b. Pembuatan larutan uji

Ekstrak etanol daun benalu pada inang mangga manalagi, urammanis dan
gadung, masing-masing ditimbang sebanyak 20 mg ke dalam labu takar 25,0 ml,
lalu ditambahkan metanol sampai batas tanda sehingga diperoleh konsentrasi
larutan uji sebesar 800 pg/ml. Larutan uji kemudian dipipet 1 ml ke dalam labu
takar 10 ml, lalu ditambahkan metanol sampai batas tanda sehingga diperoleh
konsentrasi larutan uji sebesar 80 ug/ml. Masing-masing dilakukan tiga kali
replikasi.
C. Penetapan panjang gelombang maksimum

Larutan asam galat diambil sebanyak 0,2 ml dengan konsentrasi 150 pg/mil
ditambahkan dengan 750 pg/ml reagen Folin-Ciocalteu yang telah diencerkan
dengan air (1:10 v/v) ) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan selanjutnya
ditambahkan dengan 600 pL 7,5% Na>COs. Diamkan di tempat gelap selama 30
menit, absorbansinya dibaca pada A maksimum dengan spektrofotometer visibel
pada panjang gelombang 600-800 nm.
d. Penentuan Waktu Inkubasi

Larutan uji ekstrak konsentrasi 1000 ug/ml dan larutan standar (asam galat)
konsentrasi 100 pg/ml masing-masing sebanyak 150 ul ditambah dengan 750 pl
reagen Folin-Ciocalteu yang telah diencerkan akuades (1:10 v/v) dan didiamkan
selama 5 menit dengan pengadukan sesekali. Kemudian, ditambahkan 600 ul 7,5%
Na>COs. Campuran dikocok sampai homogen dan diamati absorbansinya pada
panjang gelombang maksimumnya mulai menit ke-0 sampai menit ke-100 dengan
selang waktu 5 menit.
e. Pembuatan kurva baku asam galat

Larutan asam galat konsentrasi 20, 30, 40, 50, 60 dan 80 pg/ml diambil
sebanyak 150 pl dan masing-masing ditambah dengan 750 ul reagen Folin-
Ciocalteu yang telah diencerkan akuades (1:10 v/v) serta didiamkan selama 5 menit
dengan pengadukan sesekali. Kemudian ditambahkan 600 pl 7,5% Na>COs.
Campuran dikocok sampai homogen dan diinkubasi sesuai waktu inkubasi yang
telah dioptimasi di tempat gelap. Setelah itu, absorbansinya dibaca pada panjang

gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer visibel terhadap blanko
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yang terdiri atas akuades-metanol (1:1 v/v), reagen Folin-Ciocalteu dan larutan
7,5% NaCO:s.
f. Penetapan kandungan fenolik total larutan uji

Diambil 150 pl larutan uji, lalu masing-masing ditambahkan 750 pl reagen
Folin-Ciocalteu yang telah diencerkan air (1:10 v/v) dan didiamkan selama 5 menit
dengan pengadukan sesekali. Kemudian ditambahkan 600 pl 7,5% Na2COa.
Campuran dikocok sampai homogen dan diinkubasi sesuai waktu inkubasi yang
telah dioptimasi di tempat gelap. Serapan diukur menggunakan spektrofotometer
visibel sesuai panjang gelombang serapan maksimum.
g. Perhitungan

Kadar fenol total dinyatakan sebagai milligram asam galat ekivalen per
gram ekstrak (mg GAE/g ekstrak) yang didapat dari memasukkan nilai absorbansi
masing-masing konsentrasi larutan uji ke dalam persamaan regresi larutan standar
asam galat. Masing-masing larutan uji dibuat 3 Kkali replikasi untuk mendapatkan

kadar fenol total rata-rata + SD.

3.8.6 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH

Penetapan kadar aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun benalu D.
pentandra pada inang mangga arummanis, manalagi dan gadung mengacu pada
penelitian yang dilakukan oleh Molyneux (2004) sebagai berikut :
a. Pembuatan larutan DPPH

Sebanyak 1 mg DPPH dilarutkan ke dalam 25 ml metanol sehingga
diperoleh konsentrasi 0,1 mM. Larutan tersebut ditutup dengan alumunium foil dan
harus selalu dibuat baru
b. Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum DPPH

Larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,2 ml dipipet ke dalam tabung reaksi lalu
ditambah 300 pul metanol, di vortex hingga homogen. Kemudian dituang ke dalam
kuvet lalu diukur pada panjang gelombang 400-800 nm dengan spektrofotometer
UV-Vis.
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C. Pembuatan Larutan Blanko

Larutan DPPH 0,1 mM dipipet sebanyak 1,2 ml dan ditambahkan 300 pl
metanol. Kemudian divortex hingga homogen dan diinkubasi dalam ruangan gelap
selama 30 menit (Molyneux, 2004). Selanjutnya, serapan diukur dengan

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang telah didapat.

d. Pembuatan Larutan Sampel

Larutan stok 1.000 ppm dibuat dengan melarutkan 25 mg ekstrak ke dalam
25 ml metanol ( ditambah beberapa tetes DMSO jika sampel kurang larut dalam
metanol). Kemudian dilakukan pengenceran dengan memipet sejumlah tertentu
larutan dan dimasukkan kedalam labu ukur ditambahkan metanol sehingga
diperoleh beberapa konsentrasi larutan uji akhir.
f. Pembuatan Larutan Vitamin C

Vitamin C ditimbang 25 mg dimasukkan ke dalam labu ukur 25 ml dan
dilarutkan dengan metanol sampai batas volume sehingga konsentrasi vitamin C
sebesar 1.000 pg/ml. Larutan dipipet 250, 300, 500, 600, 1000 pl dan dimasukkan
labu ukur 10 ml. Volume kemudian dicukupkan dengan metanol sampai tanda
batas.

g. Penetapan Aktivitas Antioksidan Larutan Uji dan Vitamin C
Masing-masing sampel dipipet sebanyak 300 ul ditambahkan 1,2 ml larutan
DPPH di dalam tabung reaksi, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 30
menit di dalam ruangan gelap. Sebagai kontrol positif, digunakan vitamin C yang
juga diinkubasi dengan larutan DPPH dengan volume yang sama. Selanjutnya kadar
serapan larutan setelah inkubasi ditentukan dengan spektrofotometri UV-Vis pada

panjang gelombang maksimum.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

35

h. Perhitungan
Perhitungan untuk menentukan persen peredaman larutan uji dan vitamin C

digunakan rumus pada persamaan berikut,

% Inhibisi DPPH = Abs DPPH-ADbs larutan uji x 100%
Abs DPPH

Konsentrasi sampel dan persen inhibisinya diplot masing-masing pada
sumbu x dan y pada persamaan regresi linear. Persamaan tersebut digunakan untuk
menentukan nilai 1Cso dari masing-masing sampel dinyatakan dengan nilai y

sebesar 50 dan nilai x yang diperoleh sebagai 1Cso.

3.9  Analisis Data

Data yang didapatkan dari hasil penetapan kadar fenol total dan pengujian
aktivitas antioksidan dibandingkan antara ekstrak etanol daun benalu D. pentandra
pada inang mangga arummanis, manalagi dan gadung. Data yang diperoleh diolah
dan dilihat distribusi datanya normal dan homogen. Jika data terdistribusi normal
dan homogen maka dapat dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA dan jika data
signifikan maka dilajutkan dengan post hoc (LSD). Perbedaan dianggap bermakna
apabila p-value < 0,05 dengan tingkat kepercayaan sebesar 95%. Jika data tidak
terdistribusi normal dan tidak homogen, data diuji statistic non parametrik
menggunakan uji Kruskal-Wallis dan apabila diperoleh hasil yang signifikan

dilanjutkan Man-Whitney.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun D. pentandra
pada inang mangga manalagi, arummanis dan gadung, menunjukkan golongan
senyawa alkaloid , flavonoid, terpenoid, steroid, dan polifenol, namun senyawa
tanin hanya ditemukan dalam ekstrak etanol daun D. pentandra pada inang
mangga gadung.

2. Kadar fenol total tertinggi terdapat pada sampel ekstrak etanol daun benalu
mangga gadung yaitu 358,203+4,445 mg GAE/g, kemudian diikuti oleh ekstrak
etanol daun benalu mangga arummanis 282,869+3,440 GAE/g, dan yang
terakhir adalah ekstrak etanol daun benalu mangga manalagi 237,314+4,438
GAE/qg, serta terdapat perbedaan kadar fenol total yang signifikan antara ketiga
ekstrak tersebut.

3. Nilai ICsp ekstrak etanol benalu mangga gadung sebesar 6,558 + 0,052 pg/ml,
ekstrak etanol benalu mangga arummanis 10,120 + 0,069 pg/ml, dan ekstrak
etanol benalu manalagi 10,893 + 0,105 pg/ml.

4. Nilai ICso terendah dimiliki oleh ekstrak etanol benalu mangga gadung,
kemudian diikuti oleh ekstrak etanol benalu mangga arummanis, dan terakhir
adalah ekstrak etanol benalu manalagi, serta terdapat perbedaan nilai ICsg yang
signifikan antara ketiga ekstrak tersebut.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan identifikasi senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan dalam
ekstrak etanol daun benalu mangga gadung, ekstrak etanol daun benalu mangga
arummanis dan ekstrak etanol daun benalu mangga manalagi.

2. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan secara in vivo pada ekstrak
etanol daun benalu mangga gadung, ekstrak etanol daun benalu mangga
arummanis dan ekstrak etanol daun benalu mangga manalagi yang lebih besar

untuk dikembangkan.
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Lampiran 4.1 Lembar determinasi
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SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: b5} IPH.06/HM/V/2017

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama : Muhammad Ridlo

NIM : 132210101038

Instansi :  Mahasiswa Fakultas Farmasi Universitas Jember.
Tanggal material 1 3 Mei 2017

diterima

Telah_diidentifikasi/determinasi_berdasarkan koleksi herbanum dan koleksi kebun serta )
referensi ilmiah, dengan hasnl sebagai berikut: S

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta

Class :  Magnopsida

Subclass : Rosidae

Ordo :  Sapindales

Family 1 Anacardiaceae

Genus :  Mangifera

Species . Mangifera indica L.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1968. Flora of Java Vol.Il. NVP
Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 149
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XVI
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.
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SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: 0%/8 /IPH.06/HM/V/2017

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama : Muhammad Ridlo

NIM ;132210101038

Instansi 1 Mahasiswa Fakultas Farmasi Universitas Jember,
Tanggal material : 3 Mei 2017

diterima

~  Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun sera
referensi ilmiah, dengan hasil sebagai berikut:

Kingdom . Plantae

Division :  Magnoliophyta

Class 1 Magnopsida

Subclass : Rosidae

Ordo :  Santalales

Family :  Loranthaceae
= Genus :  Dendropthoe

Species :  Dendrophthoe pentandra (L.) Miq.
) Referensi:
o] 1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965. Flora of Java Volll. NVP -
.

Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 72
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XV1
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

FEEE)



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

56

Lampiran 4.2 Perhitungan Rendemen Ekstrak

Gambar 4.6 Ekstrak Etanol Benalu Mangga
Keterangan: (a) Ekstrak etanol benalu mangga arummanis, (b) Ekstrak etanol
benalu mangga gadung, dan (c) ekstrak etanol benalu mangga manalagi

Bobot ekstrak
Rendemen = ——— % 100%
Bobot simplisia

a. Ekstrak Etanol benalu mangga b. Ekstrak Etanol benalu mangga
arummanis gadung
178 331g
Rendemen = x 100% Rendemen = x 100%
30g 30g
=13,90% =11,03%

c. Ekstrak Etanol benalu mangga
manalagi

48 ¢

R = x 100%
endemen 30 )

=16,00%
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Lampiran 4.3 Hasil Skrining Fitokimia

Keterangan : Ekstrak Etanol Keterangan : Ekstrak Etanol

Benalu Mangga Manalagi (A), Benalu Mangga Manalagi (A),

Arummanis (B), dan Gadung (C) Arummanis (B), dan Gadung (C)
Alkaloid Flavonoid

4

!

2
6. '8 ®
Keterangan : Ekstrak Etanol Keterangan : Ekstrak Etanol

Benalu Mangga Manalagi (A), Benalu Mangga Manalagi (A),
Arummanis (B), dan Gadung (C) Arummanis (B), dan Gadung (C)

: Terpenoid
Polifenol dan Steroid
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i1 & SR > diis —
Ekstrak Etanol Benalu Ekstrak Etanol Benal Ekstrak Etanol Benalu
Mangga Manalagi Mangga Arummanis Mangga Gadung
Saponin

Ekstrak Etanol Benalu Ekstrak Etanol Benalu Ekstrak Etanol Benalu
Mangga Manalagi Mangga Arummanis Mangga Gadung

Tanin
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Lampiran 4.4 Perhitungan DPPH dan larutan uji

Gambar 4.7 Larutan uji DPPH
Keterangan: Pengujian 1Cs larutan uji ; (a) 10 ug/ml (b) 20 pg/ml (c) 30 pg/ml
(d) 40 pug/ml (e) 60 ug/ml (f) 80 png/ml (g) 100 ug/mi

1. Perhitungan DPPH
Konsentrasi DPPH = 0,1 mM (Molyneux, 2004)
Mr DPPH (C18H12Ns06) = 394,33 g/mol (Molyneux, 2004)

massa(g) y 1.000
Mr Volum(ml)

massa(mg) y 1.000
394,33 g/mol 50,00 ml

Molar =

0,1 mM =

massa(mg) = 1,975 mg
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2. Pembuatan larutan uji

a. Vitamin C
Replikasi 1
Larutan Induk : 2255010“:51 =1.004 pg/ml
20 004 pg/ml = 200.8 pg/m
10,0 ml ’
025l 008 pg/ml = 5.02 pg/ml
10,0 ml : :
0,3 ml x 500,2 =
10,0 ml ,2 ug/ml = 15,006 pg/ml
05 ml 002 pg/ml = 25,01 pg/ml
10,0 ml
Replikasi 2
Larutan Induk : 225530“:1 =1.016 pug/ml
2 ml % 1.016 pg/ml =203,2 pg/ml
10,0 ml :
025l 03,2 pg/ml = 5.08 pg/m
10,0 ml
0,3 ml
10,0 ml x 508 ug/ml = 15,24 ug/ml
05 ml 508 pg/ml = 25,40 pg/ml
10,0 ml
Replikasi 3
Larutan Induk : jj”gomjl =1.028 pg/ml

2ml
10,0 ml
0,25 ml
10,0 ml
0,3 ml
10,0 ml
0,5 ml
10,0 ml

x 1.028 pg/ml = 205,6 pug/ml

x 205,6 pg/ml = 5,14 png/ml

x 514 pg/ml = 15,42 pg/ml

x 514 pg/ml = 25,70 pg/ml

5ml
10,0 ml
0,5 ml
10,0 ml

1 ml
10,0 ml
0,6 ml
10,0 ml

5 ml
10,0 ml
0,5 ml
10,0 ml

1 ml
10,0 ml
0,6 ml
10,0 ml

5 ml
10,0 ml
0,5 ml
10,0 ml

1 ml
10,0 ml
0,6 ml
10,0 ml

60

x 1.004 pg/ml =502 pg/ml

x 200,8 pg/ml = 10,04 pg/ml

x 200,8 pg/ml = 20,08 pg/ml

% 500,2 pg/ml = 30,012 pg/ml

x 1.016 pg/ml = 508 pg/ml

% 203,2 pg/ml = 10,16 pg/ml

x 203,2 pg/ml = 20,32 pg/ml

x 508 pug/ml = 30,48 pg/ml

x 1,028 pg/ml = 514 pg/ml

% 205,6 pg/ml = 10,28 ug/ml

x 205,6 pg/ml = 20,56 pg/ml

x 514 pg/ml = 30,84 ng/ml
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b. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi

Replikasi 1
Larutan Induk: % =1.000 pg/ml
L00mE . 000 pg/ml = 100 pg/m
10,0 ml
1,00 ml x 100 pg/ml = 10 pg/ml
10,0 ml
3.00ml 1 00 pg/ml = 30 pg/ml
10,0 ml
200l 100 g/ml = 80 pg/ml
5,0 ml
Replikasi 2
Larutan Induk: % =1.000 pg/ml
LOOml ) 000 pg/ml = 100 pg/m
10,0 ml
1,00 ml x 100 pg/ml =10 pg/ml
10,0 ml
300 ml 100 ug/ml = 30 pg/ml
10,0 ml
3,00 ml x 200 pug/ml = 60 pg/ml
10,0 ml
200 ml 100 pg/ml = 80 pg/ml
5,0 ml
Replikasi 3
Larutan Induk: % =1.000 pg/ml
LG 1.000 pg/ml = 100 pg/ml
10,0 ml
LO0mE 00 wg/ml = 10 pg/m
10,0 ml
3.00mb 100 pg/ml = 30 pg/ml
10,0 ml

4,00 ml
5,0 ml

% 100 pg/ml = 80 pg/ml

61

2,00 ml
10,0 ml x 1.000 pg/ml = 200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml x 200 ug/ml =20 pg/ml
1,00 ml
5.00 ml x 200 pg/ml = 40 pg/ml
3,00 ml
10,0 ml x 200 pg/ml = 60 pg/ml
2,00 ml
10,0 ml % 1.000 pg/ml =200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml % 200 ug/ml =20 pg/ml
1,00 ml
5,00 ml x 200 pg/ml =40 pg/ml
2,00 ml
10,0 ml % 1.000 pg/ml =200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml % 200 pg/ml =20 pg/ml
1,00 ml
5.00 ml % 200 ug/ml = 40 pug/ml
3,00 ml
10,0 ml % 200 pg/ml = 60 pg/ml
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Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis
Replikasi 1
Larutan Induk: =22 = 1.000 pg/ml

25 ml
L00mE . 000 pg/ml = 100 pg/m
10,0 ml
1,00 ml x 100 pg/ml = 10 pg/ml
10,0 ml
3.00ml 1 00 pg/ml = 30 pg/ml
10,0 ml
200l 100 g/ml = 80 pg/ml
5,0 ml
Replikasi 2
Larutan Induk: % =1.000 pg/ml
LOOml ) 000 pg/ml = 100 pg/m
10,0 ml
1,00 ml x 100 pg/ml =10 pg/ml
10,0 ml
300 ml 100 ug/ml = 30 pg/ml
10,0 ml
4,00 m x 100 ug/ml = 80 pg/ml
5,0 ml
Replikasi 3
Larutan Induk: % =1.000 pg/ml
100ml 1.000 pg/ml = 100 pg/ml
10,0 ml
100mlL 00 ug/ml = 10 pg/ml
10,0 ml
300l 100 pg/ml = 30 pg/ml
10,0 ml
300 Ml 00 pg/ml = 60 pg/m
10,0 ml

4,00 ml
5,0 ml

% 100 pg/ml = 80 pg/ml

62

2,00 ml
10,0 ml x 1.000 pg/ml = 200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml x 200 ug/ml =20 pg/ml
1,00 ml
5.00 ml x 200 pg/ml = 40 pg/ml
3,00 ml
10,0 ml x 200 pg/ml = 60 pg/ml
2,00 ml
10,0 ml % 1.000 pg/ml =200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml % 200 ug/ml =20 pg/ml
1,00 ml
5,00 ml x 200 pg/ml =40 pg/ml
3,00 ml
10,0 ml % 200 ug/ml = 60 pg/ml
2,00 ml
10,0 ml x 1.000 ug/ml =200 pg/ml
1,00 ml
10,0 ml x 200 ug/ml =20 pg/ml
1,00 m
5,00 ml x 200 pg/ml =40 pg/ml
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d. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung
Replikasi 1

Larutan Induk:

1,00 ml
10,0 ml
1,00 ml
10,0 ml
3,00 ml
10,0 ml
4,00 ml
5,0 ml

25 mg

% = 1.000 pg/ml

x 1.000 pg/ml = 100 pg/ml

x 100 pg/ml = 10 pg/ml

x 100 pg/ml =30 pg/ml

x 100 pg/ml = 80 pg/ml

Replikasi 2
. 25mg
Larutan Induk: 5o — 1-000 pg/ml
LOOml ) 000 pg/ml = 100 pg/m
X =
10,0ml MM &
1,00 m} 100 pg/ml =10 1
X =
10,0 ml Hem ng/m
300ml 100 ug/ml = 30 pg/ml
10,0 ml R
4,00 ml 100 pug/ml = 80 1
X =
5.0ml pHg/m pg/m
Replikasi 3
. 25mg _
Larutan Induk: S5 = 1000 pg/ml

1,00 ml
10,0 ml
1,00 ml
10,0 ml
3,00 ml
10,0 ml
4,00 ml
5,0 ml

% 1.000 pg/ml = 100 pg/ml

x 100 pg/ml =10 pg/ml

% 100 pg/ml =30 pg/ml

x 100 ug/ml = 80 pg/ml

63

200l ) 000 ug/ml = 200 pg/ml
10,0 ml
1,00 ml % 200 pg/ml =20 pg/ml
10,0 ml
00l 00 wg/ml = 40 pg/ml
5,00 ml
300l 00 pg/ml = 60 pg/m
10,0 ml
200l 000 pg/ml = 200 pg/ml
10,0 ml
L % 200 pg/ml = 20 pg/ml
10,0 ml
100l 00 ug/ml = 40 pg/m
5,00 ml
300l 500 ug/mi = 60 pg/m
10,0 ml
200l 000 pg/ml = 200 ug/ml
10,0 ml
L00mE . 00 g/l = 20 pg/ml
10,0 ml
100l 00 pg/ml = 40 pg/m
5,00 ml
3,00 ml

10,0 ml

x 200 ug/ml = 60 pg/ml
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Lampiran 4.5 Penentuan panjang gelombang DPPH

Data Mode - ABS

Scan Range :600,0-400,0 nm
Slit Width 24 nm

Speed (hm/min) : 800 nm/min

Lamp Change Wavelength  : 340,0 nm

515; 0,915
09

0,8
0,7
'S 06
8
= 0,5

2

<04
03
02
01

0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Panjang Gelombang (nm)

Gambar 4.3 Spektrum panjang gelombang serapan maksimum DPPH
Keterangan: Spektrum panjang gelombang maksimum DPPH 0,1mM terpilih,
yaitu 515 nm
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Lampiran 4.6 Penentuan waktu inkubasi
a. VitaminC

0,3 -

—o— Replikasi 1 (4,04 pg/ml)
0,12 - Replikasi 2 (4,06 pg/ml)
Replikasi 3 (4,00 pg/ml)

Absorbansi

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Waktu (menit)

Gambar 4.8 Waktu inkubasi Vitamin C metode DPPH
Keterangan: Waktu inkubasi vitamin C yang terpilih, yaitu 15 menit

Waktu Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
(menit) (4,04 pg/ml) (4,06 pg/ml) (4,00 pg/ml)

0 0,191 0,205 0,220
5 0,187 0,205 0,222
10 0,186 0,206 0,218
15 0,185 0,208 0,219
20 0,185 0,208 0,218
25 0,185 0,208 0,218
30 0,184 0,208 0,218
35 0,185 0,208 0,218
40 0,184 0,209 0,219
45 0,185 0,210 0,219
50 0,184 0,210 0,220
55 0,184 0,211 0,219
60 0,185 0,211 0,220
65 0,185 0,212 0,220
70 0,185 0,212 0,220
75 0,185 0,213 0,220
80 0,185 0,213 0,220
85 0,185 0,213 0,221
90 0,185 0,215 0,221
95 0,185 0,215 0,221
100 0,185 0,214 0,221
105 0,185 0,214 0,221
110 0,185 0,214 0,221
115 0,185 0,215 0,222

120 0,185 0,215 0,222
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b. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi

0,6 -
[ Y
0,5 1
0,4 A
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8
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< =@ Replikasi 2
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Waktu
Gambar 4.9 Waktu inkubasi benalu mangga manalagi metode DPPH

Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga manalagi yang terpilih yang
terpilih, yaitu 40 menit

Waktu Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
(menit) (16,08 pg/ml) (16,08 pg/ml) (16,25 pg/ml)
0 0,470 0,521 0,515
5 0,409 0,464 0,455
10 0,359 0,423 0,415
15 0,332 0,406 0,395
20 0,321 0,392 0,381
25 0,311 0,383 0,372
30 0,305 0,378 0,373
35 0,311 0,378 0,366
40 0,299 0,380 0,364
45 0,299 0,373 0,363
50 0,298 0,374 0,363
55 0,296 0,376 0,365
60 0,295 0,378 0,365
65 0,295 0,376 0,370
70 0,295 0,377 0,366
75 0,295 0,378 0,369
80 0,295 0,379 0,368
85 0,295 0,382 0,371
90 0,295 0,383 0,373

95 0,295 0,386 0,375



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

67

c. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis

0,6
0,5
0,4
k%)
c
8
5 03 =@—Replikasi 1
[72]
< =@ Replikasi 2
0,2 Replikasi 3
0,1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Waktu

Gambar 4.10 Waktu inkubasi benalu mangga arummanis metode DPPH
Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga arummanis yang
terpilih, yaitu 50 menit

Waktu Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
(menit) (16,25 pg/ml) (16,12 pg/ml) (16,08 pg/ml)
0 0,515 0,487 0,475
5 0,455 0,424 0,410
10 0,407 0,372 0,355
15 0,384 0,344 0,326
20 0,367 0,325 0,312
25 0,357 0,314 0,290
30 0,352 0,310 0,282
35 0,348 0,304 0,276
40 0,345 0,302 0,273
45 0,344 0,299 0,271
50 0,343 0,299 0,268
55 0,344 0,301 0,269
60 0,345 0,297 0,265
65 0,344 0,298 0,267
70 0,344 0,298 0,264
75 0,346 0,297 0,265
80 0,347 0,298 0,266
85 0,348 0,298 0,263
90 0,350 0,302 0,265

95 0,352 0,301 0,264
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d. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung

0,6 1

05 1@
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503 —o— Replikasi 1
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ﬁ:’ =@= Replikasi 2
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Gambar 4.11 Waktu inkubasi benalu mangga gadung metode DPPH
Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga gadung yang terpilih, yaitu 60

menit.
Waktu Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
(menit) (16,12 pg/ml) (16,12 pg/ml) (16,08 pg/ml)
0 0,469 0,492 0,477
5 0,386 0,411 0,396
10 0,316 0,346 0,331
15 0,282 0,319 0,301
20 0,255 0,298 0,275
25 0,243 0,290 0,258
30 0,233 0,279 0,251
35 0,227 0,280 0,246
40 0,223 0,276 0,242
45 0,221 0,276 0,240
50 0,219 0,272 0,238
55 0,218 0,275 0,238
60 0,218 0,271 0,238
65 0,215 0,271 0,235
70 0,214 0,272 0,238
75 0,214 0,272 0,236
80 0,213 0,274 0,234
85 0,214 0,276 0,235
90 0,214 0,277 0,235

95 0,215 0,276 0,236
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Lampiran 4.7 Perhitungan peredaman DPPH dan 1Cso

absorbansi DPPH — absorbansi larutan uji

Peredaman DPPH = “bsorbansi DPPH x 100%
Sampel I1Cso (ug/ml) Rata-rata 1Cso (ug/ml) SD RSD (%)
3,381
VitaminC 3498 3,461 0,0689 1,992
oty
Ekstrak Etanol 10,777
Benalu 10921 10,893 0,1049 0,963
Manalagi 10,982
Ekstrak Etanol 10,142
Benalu 10,041 10,120 0,0699 0,691
Arummanis 10,176
Ekstrak Etanol —6’594
6,582 6,558 0,0525 0,801

Benalu Gadung
6,498
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a. Vitamin C
- Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH >0
1,004 0,921 0,749 18,675
2,036 0,921 0,664 27,904
3,004 0,921 0,49 46,797 3381
4,072 0,921 0,352 61,781 ’
5,09 0,921 0,291 68,404
6,008 0,921 0,099 89,251
- Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH R
1,016 0,921 0,778 15,527
2,032 0,921 0,664 27,904
3,008 0,921 0,512 44,408
4,064 0,921 0,373 59,501 3,498
5,08 0,921 0,305 66,884
6,024 0,921 0,101 89,034
- Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH o
1,028 0,921 0,795 13,681
2,056 0,921 0,64 30,510
3,048 0,921 0,514 44,191 3,503
4,112 0,921 0,414 55,049
5,14 0,921 0,274 70,250
6,096 0,921 0,063 93,160
Rata-rata 1Cso = 3,461 ug/mi
SD =0,068974
RSD =1,992 %
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- Regresi Linier ICs Vitamin C

Replikasi 1
100 -
T g0 y = 13,86 + 3,132
o ] =
) r=0,9914
g 60 -
S
2 40 -
L
S 20
X
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Konsentrasi (pg/ml)
Replikasi 2
- 100 - y = 14,16x + 0,4547
& 80 a r:0,9934
[a)
S 60 -
1S
3 40 -
L
S 20 -
X
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Konsentrasi (ug/ml)
Replikasi 3
100 +
T y =14,772x - 1,7453
a g0 - r=0,9926
a
g 60 -
e
2 40 -
L
S 20 -
X
O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsentrasi (ug/ml)
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b. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi

72

- Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH >0
2 0,931 0,819 12,030
4 0,931 0,734 21,160
6 0,931 0,643 30,934
' 10,777
8 0,931 0,576 38,131 ’
12 0,931 0,407 56,283
16 0,931 0,243 73,899
20 0,931 0,127 86,358
- Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH R
2 0,931 0,832 10,633
4 0,931 0,747 19,763
6 0,931 0,66 29,108 10,921
8 0,931 0,531 42,964
12 0,931 0,394 57,679
20 0,931 0,147 84,210
- Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH %0
2 0,931 0,841 9,6670
4 0,931 0,771 17,185
6 0,931 0,655 29,645 10,982
8 0,931 0,556 40,279
12 0,931 0,400 57,035
16 0,931 0,242 74,006
20 0,931 0,147 84,210

Rata-Rata ICsp = 10,893 pg/ml
SD =0,104
RSD =0,963%
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Regresi linier 1Cso Ekstrak Benalu Mangga Manalagi

%peredaman DPPH

%peredaman DPPH

Replikasi 1

100
I y =4,1916x + 4,8236
a g0 r=0,9985
(@]
S 60
IS
I 40
L
S 20
S
0 T T T
5 10 15
Konsentrasi (La/ml)
Replikasi 2
1 -
20 y =4,1122x + 5,0879
80 - r=0,9923
60 -
40 -
20 -
0 T T 1
0 10 15 20
Konsentrasi (ug/ml)
Replikasi 3
100 -
80 4 y = 4,2778x + 3,0203
r=0,9942
60 -
40 -
20
O T T 1
0 10 15 20

Konsentrasi (ug/ml)

20
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c. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis

74

- Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH >0
2 0,804 0,725 9,826
4 0,804 0,628 21,891
6 0,804 0,537 33,209
' 10,142
8 0,804 0,477 40,672 ’
16 0,804 0,164 79,602
20 0,804 0,060 92,537
- Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ng/ml) DPPH Sampel DPPH >
2 0,804 0,721 10,323
4 0,804 0,623 22,512
6 0,804 0,560 30,348 10,041
8 0,804 0,458 43,035
16 0,804 0,139 82,711
20 0,804 0,069 91,418
- Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH X
2 0,804 0,712 11,443
4 0,804 0,633 21,269
6 0,804 0,554 31,095 10176
8 0,804 0,453 43,657
12 0,804 0,287 64,303
20 0,804 0,091 88,682

Rata-rata ICsp  =10,120 ug/mi
SD =0,0699
RSD =0,691%
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- Regresi linier ICso Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis

Replikasi 1
297 4,5948x + 3,4047
I y: L X+ 1
8- 100 1 r=0,9973
(&) 80
S
g 60 -
[+
B 40 -
8_ 20 -
N
O T T T 1
0 5 10 15 20
Konsentrasi (pg/ml)
Replikasi 2
120
2 100 y = 4,6272x + 3,5376
a | r=0,9943
= 80
£ 60 -
3]
B 40 -
g 20 4
S
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Konsentrasi (pug/ml)
Replikasi 3
100
T y = 4,368x + 5,5519
o 80 r=0,9903
o
£ 60
£
8 40
o
g 20
L
0 T T T 1
0 5 10 15 20

Konsentrasi (ug/ml)
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d. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung

76

- Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH >0
2 0,918 0,682 25,708
4 0,918 0,585 36,274
6 0,918 0,476 48,148 6,594
8 0,918 0,388 57,734
12 0,918 0,210 77,124
- Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH N
2 0,918 0,688 25,054
4 0,918 0,606 33,986
6 0,918 0,505 44,989 6,582
8 0,918 0,371 59,586
12 0,918 0,173 81,154
- Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi Absorbansi % Peredaman IC
(ug/ml) DPPH Sampel DPPH =
2 0,918 0,698 23,965
4 0,918 0,607 33,878
6 0,918 0,484 47,276 6,498
8 0,918 0,350 61,873
12 0,918 0,182 80,174
Rata-rata ICsp = 6,558 pg/ml
SD =0,0525

RSD =0,801%
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Regresi linier 1Cso Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung

100
80
60
40
20

%peredaman DPPH

100
80
60
40
20

%peredaman DPPH

100
80
60
40
20

%peredaman DPPH

Replikasi 1

y =5,1493x + 16,043
r=0,9991

4 6 8 10 12
Konsentrasi (ug/ml)

Replikasi 2

y =5,7432x + 12,197
r=0,9978

4 6 8 10 12
Konsentrasi (pug/ml)

Replikasi 3

y =5,7823x + 12,427
R2=10,9921

Konsentrasi (pg/ml)
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Lampiran 4.8 Pembuatan standar dan larutan uji

Gambar 4.12 Larutan uji kadar fenol total
Keterangan: Pengujian kadar fenol total asam galat; (a) 20,32 pg/ml (b) 30 pg/ml
(c) 40,64 pg/ml (d) 50,6 pg/ml (e) 60 pg/ml (f) 80 ug/mi

a. Pembuatan Standar Asam Galat
25,4 mg

- Larutaninduk 1 = Sooml 1.016 pg/ml
. _2500mg
- Larutan induk 2 = ol 1.000 pg/ml

b. Pengenceran larutan induk

2,000 ml 1,000 ml

% 1.016 pg/ml =203,2 ng/ml x 1.000 pg/ml =100 pg/ml

10,000 ml 10,000 ml
L()ml % 203,2 pg/ml = 20,32 pg/ml MX 100 pg/ml = 30 pg/ml
10,000 ml ’ ’ 10,000 ml
M % 203,2 pg/ml = 40,64 ng/ml M x 100 pg/ml = 60 pg/ml
10,000 ml ’ ’ 10,000 ml
2,50 ml 8,000 ml

Toml x 203,2 pg/ml = 50,60 pg/ml 10,00 ml x 100 pg/ml = 80 pg/ml
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¢. Pembuatan larutan uji

Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi
Replikasi 1

20,20 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

=808 pg/ml

x 808 pg/ml = 80,8 pg/ml

Replikasi 2
20,40 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

=816 pg/ml

x 816 pg/ml = 81,6 pg/ml

Replikasi 3
20,00 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

=800 pg/ml

x 800 pg/ml = 80 pg/ml

Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis
Replikasi 1

20,30 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

=812 pg/ml

x 812 pg/ml = 81,2 pg/ml

Replikasi 2
20,20 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

=808 pg/ml

x 808 pg/ml = 80,8 pg/ml

Replikasi 3
20,0 mg
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1,000 ml

Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung
Replikasi 1

20,10 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

= 804 pg/ml

x 804 pg/ml = 80,4 pg/ml

Replikasi 2
20,40 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

= 816 pg/ml

x 816 pg/ml = 81,6 pg/ml

Replikasi 3
20,00 mg
25,00 ml

1,000 ml
10,000 ml

= 800 pg/ml

x 800 pg/ml = 80 pg/ml

80
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Lampiran 4.9 Penentuan panjang gelombang penetapan kadar fenol total

Data Mode - ABS

Scan Range : 800,0-400,0 nm
Slide Width s4nm

Speed (hm/min) : 800 nm

Lamp Change Wavelength :340,0 nm

0,8
T3 [AONG2

Absorbansi
o (=] (=] (=] o o
E I T O T "

o
i

0
400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800

Panjang gelombang (nm)

Gambar 4.1 Spektrum panjang gelombang serapan maksimum asam galat
Keterangan: Spektra panjang gelombang maksimum asam galat terpilih, yaitu
737 nm
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Lampiran 4.10 Penentuan waktu inkubasi

a. Asam Galat

08

07 /fM—H
06

05

04 —@— Replikasi 1
Replikasi 2
Replikasi 3

Absorbansi

0,3
0,2
01

0
0 20 40 60 80 100

Waktu (menit)

Gambar 4.13 Waktu inkubasi asam galat penetapan fenol total
Keterangan: Waktu inkubasi asam galat yang terpilih, yaitu 70 menit.

i Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Wakiu (et (7.5 ug/mi) (7.5 ug/mi) (7.5 pg/mi)
0 0,588 0,580 0,568
5 0,610 0,593 0,586
10 0,625 0,607 0,600
15 0,643 0,629 0,616
20 0,655 0,641 0,627
25 0,662 0,648 0,635
30 0,679 0,665 0,650
35 0,684 0,671 0,655
40 0,687 0,675 0,659
45 0,691 0,681 0,663
50 0,699 0,686 0,668
55 0,702 0,690 0,671
60 0,705 0,692 0,672
65 0,712 0,695 0,672
70 0,715 0,697 0,673
75 0,718 0,697 0,672
80 0,722 0,696 0,672
85 0,723 0,696 0,672
90 0,722 0,696 0,673
95 0,722 0,696 0,673

100 0,723 0,697 0,673
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b. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi
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Gambar 4.14 Waktu inkubasi ekstrak benalu mangga manalagi penetapan fenol total
Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga manalagi yang
terpilih, yaitu 60 menit.

83

: Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Waktu (menit) 1675 | ,9/mi) (10,05 pg/mi) (10,05 pg/mi)
0 0,242 0,254 0,24
5 0,288 0,301 0,286
10 0,310 0,322 0,308
15 0,322 0,334 0,321
20 0,331 0,343 0,329
25 0,341 0,355 0,331
30 0,35 0,364 0,341
35 0,358 0,375 0,349
40 0,365 0,382 0,356
45 0,371 0,386 0,362
50 0,373 0,390 0,364
55 0,373 0,392 0,365
60 0,374 0,392 0,364
65 0,374 0,393 0,366
70 0,374 0,393 0,366
75 0,375 0,394 0,368
80 0,376 0,394 0,368
85 0,375 0,393 0,369
90 0,377 0,395 0,367
95 0,376 0,394 0,368
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c. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis
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Gambar 4.15 Waktu inkubasi ekstrak benalu mangga arummanis penetapan fenol total
Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga arummanis yang
terpilih, yaitu 70 menit.

| Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Waktu (menit) 1575 | g/mi) (10 pg/mi) (10.16 pg/ml)
0 0,263 0,263 0,27
5 0,311 0,312 0,328
10 0,333 0,334 0,350
15 0,352 0,350 0,368
20 0,362 0,365 0,378
25 0,370 0,373 0,386
30 0,378 0,381 0,392
35 0,388 0,391 0,402
40 0,395 0,398 0,409
45 0,401 0,404 0,415
50 0,407 0,412 0,421
55 0,411 0,418 0,427
60 0,412 0,418 0,430
65 0,411 0,421 0,432
70 0,414 0,421 0,433
75 0,416 0,421 0,433
80 0,415 0,423 0,435
85 0,418 0,423 0,436
90 0,418 0,425 0,436

95 0,418 0,423 0,436
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d. Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung
0,7

0,6

—@— Replikasi 1
Replikasi 2

Absorbansi

o
w

0,2 Replikasi 3

0 20 40 60 80 100
Waktu (menit)

Gambar 4.16 Waktu inkubasi ekstrak benalu mangga gadung penetapan fenol total
Keterangan: Waktu inkubasi ekstrak etanol benalu mangga gadung yang terpilih,
yaitu 60 menit.

! Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Waktu (menit) 1576 |ig/ml) (10,12 pg/ml) (10,32 pg/ml)
0 0,405 0,401 0,401
5 0,467 0,469 0,470
10 0,492 0,497 0,494
15 0,509 0,512 0,510
20 0,523 0,529 0,524
25 0,537 0,538 0,542
30 0,546 0,546 0,575
35 0,552 0,551 0,588
40 0,558 0,565 0,596
45 0,564 0,560 0,608
50 0,570 0,565 0,612
55 0,572 0,567 0,616
60 0,572 0,566 0,616
65 0,572 0,566 0,616
70 0,572 0,567 0,618
75 0,573 0,566 0,618
80 0,574 0,568 0,620
85 0,574 0,569 0,620
90 0,574 0,569 0,624

95 0,574 0,569 0,624
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Lampiran 4.11 Pengukuran kadar fenol total

a. Hasil pengukuran kadar fenol total

Kadar Rata-rata
Sampel (mg GAE/g SD RSD (%)
mg GAE/g Ekstrak Ekstrak)
Ekstrak Etanol 240,97
Benalu Mangga 238,60 237,314 4,438 1,870
Manalagi 232 38
Ekstrak Etanol 280,22
Benalu Mangga 286,76 282,869 3,440 1,216
Arummanis 281,63
Ekstrak Etanol 360,10
Benalu Mangga 361,39 358,203 4,445 1,241
Gadung 353,13

b. Kurva baku standar asam galat

Konsentrasi (ng/ml) Faktor pengenceran Konsentrasi (ug/ml) Absorbansi

20,32 10 2,032 0,349
30,00 10 3,000 0,460
40,64 10 4,064 0,582
50,6 10 5,060 0,671
60,00 10 6,000 0,750
0,9
0,8 y =0,1014x + 0,1535

r=0,9973

0,7
0,6
05
04
0,3
0,2
0,1

Absorbansi

0 1 2 3 4 5 6 7
Konsentrasi (ug/mL)
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c. Perhitungan kadar fenol total sampel

- Ekstrak Etanol Benalu Mangga Manalagi

87

Penimbangan

Absorbansi

Konsentrasi ~ Konsentrasi Massa Kadar
(mg) (pg/ml) dalam 10 ml  dalam 25 (mgGAE/g
(ng/mil) ml (mg) sampel)
20,20 0,35 1,95 194,70 4,87 240,97
20,40 0,35 1,95 194,70 4,87 238,60
20,00 0,34 1,86 185,90 4,65 232,38
Rata-rata = 237,314 mg GAE/g sampel
SD =4,4377
CcVv =1,8699 %
- Ekstrak Etanol Benalu Mangga Arummanis
Penimbangan Absorbansi Konsentrasi Konsentrasi Massa Kadar
(mg) (pg/ml) dalam 10 ml dalam 25 (mgGAE/g
(ng/mil) ml (mg) sampel)
20,30 0,38 2,25 225,30 5,63 280,22
20,20 0,39 2,32 231,70 5,79 286,76
20,00 0,38 2,25 225,30 5,63 281,63
Rata-rata = 282,87 mg GAE/g sampel
SD = 3,439
CcVv =1,216 %
- Ekstrak Etanol Benalu Mangga Gadung
Penimbangan Absorbansi Konsentrasi  Konsentrasi Massa Kadar
(mg) (ng/mil) dalam10ml  dalam25 (mgGAE/g
(ng/ml) ml (mg) sampel)
20,30 0,45 2,92 292,40 7,31 360,10
20,20 0,45 2,92 292,00 7,30 361,39
20,00 0,44 2,83 282,50 7,06 353,13
Rata-rata = 358,20 mg GAE/g sampel
SD = 4,4447
CcVv =1,2408 %
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Lampiran 4.12 Hasil analisis varian (ANOVA) aktivitas antioksidan (1Cso)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic df Sig. [Statistic| df Sig.
DPPH kontrol positif vitamin ¢ 375 3 75 3 .055
benalu inang manalagi 271 3 .948 3 559
benalu inang arummanis .293 3 922 3 459
benalu inang gadung 342 3 844 3 226

a. Lilliefors Significance Correction
Makna: Nilai sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan bahwa
data sampel terdistribusi normal.

Test of Homogeneity of Variances
ICso

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

187 3 8 534

Keterangan: data dikatakan homogen jika nilai p>0,05

ANOVA
ICso
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 105.948 3 35.316| 6.027E3 .000]
Within Groups .047 8 .006
Total 105.995 11

Keterangan: Hasil menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok

data jika p<0,05
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Multiple Comparisons

DPPH
LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference | Std. Lower | Upper
(1) perlakuan (J) perlakuan (1-J) Error | Sig. | Bound | Bound
kontrol positif lui - - -
?n r<_3 POSIt ol |r?ang .| -0625023| .000
vitamin ¢ manalagi 7.4327667 7.576897( 7.288636
lui - - -
" ma_mg .| -0625023| .000
arummanis 6.6591000 6.803231| 6.514969
benalu inang | 0625023 000 ] i
gadung 3.0973667"| ' 3.241497] 2.953236
|benalu inang kontrol positif .
. Y 7.43276677(.0625023| .000| 7.288636| 7.576897
manalagi vitamin c
benalu inang i
. .77366677(.0625023| .000[ .629536| .917797
arummanis
benalu inang .
4.33540007(.0625023| .000( 4.191269| 4.479531
gadung
|benalu inang kontrol positif y
. e 6.65910007(.0625023| .000| 6.514969| 6.803231
arummanis vitamin ¢
benalu i
naU|r_1ang -.77366677|.0625023| .000| -.917797| -.629536
manalagi
benalu inang .
3.56173337(.0625023| .000| 3.417603| 3.705864
gadung
benalu inang kontrol positif .
Ny . 3.09736677(.0625023| .000| 2.953236| 3.241497
gadung vitamin c
benalu inang | 06250231 000 - -
manalagi 4.3354000° ' 4.479531| 4.191269
benalu inang - - -
) .[-0625023 .000
arummanis 3.5617333 3.705864| 3.417603

*. The mean difference is significant at the 0.05
level.
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Lampiran 4.13 Hasil analisis varian (ANOVA) fenol total

Tests of Normality

90

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic df Sig. [Statistic| df Sig.
Fenol benalu inang manalagi .280 3 937 3 516
benalu inang arummanis 307 .903 .394
benalu inang gadung 332 .864 278

a. Lilliefors Significance Correction

Makna: Nilai sig. > 0,05 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan bahwa
data sampel terdistribusi normal.

Test of Homogeneity of Variances

1Cso

Levene
Statistic

dfl

df2

Sig.

217

2

6

811

Keterangan: data dikatakan homogen jika nilai p>0,05

ANOVA
ICso
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 22365.112 2 11182.556| 654.285 .000]
Within Groups 102.548 6 17.091
Total 22467.659 8

Keterangan: Hasil menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok

data jika p<0,05
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Total
Fenol

LSD

Multiple Comparisons

91

Mean

95% Confidence Interval

1) benalu (J) benal Std. Error
0 v < Difference (1-J) Upper
Sig.| Lower Bound Bound
Jbenalu benalu
inang inang -45.5533333"|3.3755252E0(.000 -53.812946( -37.293721
manalagi arummanis
benalu
inang -1.2089000E2"|3.3755252E0(.000( -129.149613|-112.630387
gadung
Jbenalu benalu
inang inang 45.5533333"|3.3755252E0(.000 37.293721| 53.812946
arummanis manalagi
benalu
inang -75.33666677|3.3755252E0(.000 -83.596279| -67.077054
gadung
Jbenalu benalu
inang inang 120.8900000°(3.3755252E0(.000  112.630387| 129.149613
|gadung manalagi
benalu
inang 75.3366667°(3.3755252E0|.000 67.077054| 83.596279
arummanis

*. The mean difference is significant at
the 0.05 level.
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