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RINGKASAN

Penelusuran dan lIsolasi Fungi Endofit Batang Kepundung (Baccaurea
racemosa (Reinw.) Muell. Arg) serta Penetapan Aktivitas Antioksidan
dengan Metode DPPH: Jihan Fatmalah: 162210101081; 2016; 93 Halaman;
Fakultas Farmasi, Universitas Jember

Indonesia merupakan negara dengan wilayah hutan yang cukup luas
termasuk dengan banyaknya spesies tanaman obat. Tanaman obat mampu
memberikan aktivitas farmakologis karena mengandung senyawa aktif berupa
metabolit sekunder. Metabolit sekunder ini dapat berperan dalam pengobatan,
salah satunya sebagai antioksidan. Antioksidan dapat melindungi sel dari
kerusakan dan penuaan yang disebabkan oleh molekul reaktif atau radikal bebas.
Beberapa penyakit yang dapat disebabkan oleh radikal bebas yaitu penyakit alergi,
infeksi, kemunduran fungsi otak, diabetes melitus, jantung koroner, hingga
kanker. Salah satu tanaman yang memiliki potensi sebagai antioksidan yaitu
tanaman kepundung (Baccaurea racemosa) Yyang telah banyak diteliti
sebelumnya, namun belum ada penelitian terkait fungi endofitnya sebagai sumber
penemuan obat baru.

Berdasarkan latar belakang tersebut, pada penelitian ini dilakukan
penelusuran fungi endofit pada batang Baccaurea racemosa yang dapat berperan
sebagai antioksidan dan skrining fitokimianya. Uji antioksidan ekstrak etil asetat
hasil fermentasi fungi endofit batang Baccaurea racemosa dilakukan dengan
metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Hasil uji antioksidan dilaporkan dalam Inhibitory Concentration 50% (1Cso)
dan kontrol positif yang digunakan yaitu kuersetin (2- (3, 4 - Dihydroxyphenyl) -
3, 5, 7 — trihydroxy - 4H — 1 — benzopyran — 4 - one, 3, 3, 4" 5 6 -
Pentahydroxyflavone). Skrining fitokimia yang dilakukan bertujuan untuk
mengetahui adanya golongan senyawa fenolat, alkaloid, flavonoid, dan
terpenoid/steroid pada ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi endofit batang
Baccaurea racemosa. Pengujian dilakukan dengan metode KLT menggunakan

fase diam silika gel F,54 dengan fase gerak etil asetat : metanol : air (10:1:0,5).
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Hasil uji antioksidan dinyatakan dalam nilai ICso. Semakin kecil nilai 1Cs
menunjukkan aktivitas antioksidan yang semakin besar. Nilai 1Csq fungi endofit
batang Baccaurea racemosa jika diurutkan dari yang terkecil yaitu fungi dengan
kode BK3 (28,581 + 1,103 pug/mL), kemudian BK2 (197,956 + 6,426 pg/mL), dan
BK1 (424,360 + 15,136 pug/mL), sedangkan nilai 1Csq kuersetin yang didapat yaitu
3,305 = 0,101 pg/mL. Hasil skrining fitokimia dari semua fungi menunjukkan
hasil yang positif terhadap uji golongan senyawa fenolat, alkaloid, flavonoid, dan
terpenoid/steroid.

Hasil statistik normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal, namun tidak homogen, sehingga dilakukan transformasi data
menggunakan Log, dan didapatkan hasil yang normal serta homogen dengan nilai
signifikansi > 0,05. One Way ANOVA dan post hoc menunjukkan hasil
signifikansi < 0,05 yang berarti bahwa semua sampel memiliki perbedaan

aktivitas antioksidan yang signifikan pada taraf kepercayaan 95%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara dengan wilayah hutan yang cukup luas
termasuk dengan banyaknya spesies tanaman. Tidak hanya tanaman yang dapat
dimanfaatkan sebagai pangan, namun juga terdapat banyak spesies tanaman obat.
Menurut Sofowora (1996), tanaman obat merupakan tanaman yang mengandung
bahan yang dapat digunakan untuk pengobatan. Sekitar 143 juta ha luas hutan
tropik di Indonesia terdapat 80 % tanaman obat dari 28.000 spesies tanaman di
seluruh dunia. Sebanyak 1.000 spesies tanaman dari jumlah tersebut telah
digunakan sebagai obat (Qamariah dkk., 2018). Tanaman obat mampu
memberikan aktivitas farmakologis karena mengandung senyawa aktif berupa
metabolit sekunder. Metabolit sekunder ini dapat berperan dalam pengobatan
salah satunya sebagai antioksidan.

Antioksidan adalah zat atau senyawa alami yang dapat melindungi sel dari
kerusakan dan penuaan yang disebabkan oleh molekul reaktif atau radikal bebas
(Lingga, 2012). Terbukti dalam penelitian-penelitian sebelumnya bahwa
antioksidan mampu melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan akibat radikal bebas.
Radikal bebas dapat menyebabkan beberapa penyakit mulai dari ringan hingga
berat yang dapat berujung pada kematian. Beberapa penyakit yang dapat
disebabkan oleh radikal bebas yaitu penyakit alergi, infeksi, kemunduran fungsi
otak, diabetes melitus, jantung koroner, hingga kanker (Lingga, 2012). Terdapat
banyak tanaman yang dilaporkan memiliki potensi sebagai antioksidan dan salah
satunya yaitu tanaman kepundung (Gunawan dkk., 2016).

Kepundung (Baccaurea racemosa) merupakan tanaman  Yyang
diklasifikasikan dalam genus Baccaurea dan famili Euphorbiaceae. Genus
Baccaurea ini telah dimanfaatkan oleh masyarakat untuk pengobatan tradisional
seperti sembelit, pembengkakan pada mata, radang sendi, abses, sakit perut,
memperlancar haid dan buang air kecil (Gunawan dkk., 2016). Beberapa riset
terkait Baccaurea racemosa telah mulai dikembangkan. Berdasarkan penelitian
sebelumnya terkait uji antioksidan dengan metode DPPH, ekstrak metanol daun

Baccaurea racemosa terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dengan
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persen penghambatan sebesar 91,23 + 0,02 % pada konsentrasi 250 pg/mL,
dengan konsentrasi DPPH 0,04 M (Wulansari dan Chairul, 2011). Kulit batang
Baccaurea racemosa juga memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1Csy 10,627
+ 0,996 pg/mL pada DPPH 70 uM (Widodo dkk., 2019) dan memiliki kandungan
fenolat cukup tinggi, yang berperan sebagai antioksidan (Gunawan dkk., 2016).

Penelitian terkait penemuan obat baru dari bahan alam telah banyak
dilakukan, terutama pada tanaman tingkat tinggi seperti Baccaurea racemosa.
Mulai dari bagian batang hingga daun telah diteliti aktivitasnya sebagali
antioksidan dan antibakteri (Jumahwi, 2019; Widodo dkk., 2019). Jika ditelusuri
lebih dalam, pada tanaman tingkat tinggi juga hidup organisme tingkat rendah di
dalamnya yang jarang diketahui olen masyarakat luas. Salah satu organisme
tersebut adalah fungi endofit.

Menurut Tan dan Zou (2001), fungi endofit merupakan mikroorganisme
jamur, yang menghabiskan seluruh atau sebagian siklus hidupnya untuk
mengkolonisasi pada intra seluler di dalam jaringan sehat tanaman inang. Fungi
endofit dapat dijumpai pada beberapa bagian tanaman di antaranya pada daun,
batang, pucuk, dan akar (Hakim, 2017). Pemanfaatan fungi endofit dalam
penemuan obat baru memiliki dampak positif diantaranya dapat mengurangi
eksploitasi tanaman dalam jumlah besar akibat penggunaannya untuk ekstrak,
sehingga cara ini juga mampu membantu pelestarian tanaman tersebut.

Fungi endofit mampu menghasilkan senyawa atau metabolit sekunder yang
dapat berperan penting bagi tubuh manusia seperti antioksidan. Jumlah metabolit
sekunder yang dihasilkan fungi endofit lebih besar dari kelas mikoorganisme
endofit lainnya (Kaul dkk., 2012). Berdasarkan penelitian sebelumnya, senyawa
pestacin dan isopestacin, yang diperoleh dari cairan biakan P. microspora, suatu
endofit yang diisolasi dari tanaman Terminalia morobensis dari Sungai Sepik di
Papua Nugini, menunjukkan aktivitas antimikroba dan antioksidan. Isopestacin
diduga memiliki aktivitas antioksidan berdasarkan kemiripan strukturalnya
dengan flavonoid (Strobel dan Daisy, 2003). Lingga (2012) menyebutkan bahwa
flavonoid memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang lebih potensial daripada

sumber antioksidan lainnya.
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Sejauh ini, terdapat beberapa penelitian terkait aktivitas antioksidan dari
Baccaurea racemosa namun belum ada penelitian terkait ada tidaknya fungi
endofit pada batang, golongan senyawa yang terkandung di dalamnya serta
aktivitas antioksidannya. Pemilihan bagian batang dimaksudkan untuk
mengetahui potensi bagian tumbuhan kepundung yang jarang digunakan.
Berdasarkan latar belakang, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi
fungi endofit pada batang kepundung yang dapat berperan sebagai antioksidan.
Penelitian ini menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dengan
spektrofotometer UV-Vis. Pemilihan metode ini didasarkan pada prosesnya yang
lebih cepat karena memerlukan waktu inkubasi yang cukup singkat, sederhana,

dan memerlukan sampel dalam jumlah sedikit.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, muncul beberapa rumusan masalah
antara lain:
1. Apakah terdapat fungi endofit pada batang tanaman Baccaurea racemosa?
2. Golongan senyawa apa saja yang terkandung dalam fungi endofit batang
tanaman Baccaurea racemosa?
3. Bagaimana aktivitas antioksidan (I1Csp) ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi

endofit batang tanaman Baccaurea racemosa?
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini antara lain sebagai berikut:
1. Untuk mengetahui apakah terdapat fungi endofit pada batang tanaman
Baccaurea racemosa.
2. Untuk mengetahui golongan senyawa apa saja yang terkandung dalam fungi
endofit batang tanaman Baccaurea racemosa.
3. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan (ICsp) ekstrak etil asetat fungi endofit

batang tanaman Baccaurea racemosa.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini antara lain sebagai berikut:

1. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang kandungan
golongan senyawa dalam fungi endofit batang tanaman Baccaurea racemosa
yang dapat memberikan aktivitas antioksidan (ICsp) sebagai penangkal
radikal bebas.

2. Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya
untuk pencarian antioksidan baru dari bahan alam pada organisme tingkat

rendah seperti fungi endofit.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Radikal Bebas

Radikal bebas didefinisikan sebagai molekul yang jika teroksidasi dapat
menyebabkan terbentuknya molekul baru yang dapat merusak tubuh, atau dapat
juga diartikan sebagai atom yang memiliki elektron bebas yang tidak berpasangan
(Lingga, 2012). Molekul radikal bebas berada pada kondisi tidak berpasangan
hanya dalam waktu yang sangat singkat yaitu sekitar 10° sampai 1072 detik
hingga molekul ini berkoalisi atau berikatan dengan molekul lain untuk mencapai
kondisi yang stabil. Molekul yang telah berikatan dengan radikal bebas akan
membentuk radikal baru yang dapat membahayakan tubuh (Murray dkk., 2012).

Secara normal, tubuh akan memproduksi radikal bebas melalui proses
metabolisme sel normal. Adanya radikal bebas di dalam tubuh dapat
menyebabkan berbagai kerusakan pada komponen sel seperti asam nukleat,
protein, lipid, dan lipoprotein plasma. Kerusakan-kerusakan tersebut mampu
menyebabkan berbagai penyakit seperti kanker, aterosklerosis, penyakit arteri
koroner, dan penyakit autoimun (Murray dkk., 2012).

Radikal yang paling berbahaya bagi tubuh karena kemampuannya dalam
merusak sistem biologis adalah radikal oksigen atau biasa disebut dengan oksigen
reaktif. Radikal oksigen tersebut diantaranya superoksida (O), hidroksil (OH),
dan perhidroksil (O,H’). Sekitar 3-5 % dari 30 mol oksigen yang dikonsumsi
orang dewasa setiap harinya tidak mengalami reduksi sempurna menjadi air,
namun diubah menjadi radikal oksigen singlet, hidroksi peroksida, perhidroksil,
dan hidroksil (Murray dkk., 2012).

Beberapa kerusakan yang dapat disebabkan oleh radikal bebas antara lain
kerusakan DNA, lipid, dan protein. Basa DNA yang berikatan dengan radikal
akan mengalami perubahan kimia yang jika tidak diperbaiki dapat diwariskan
kepada keturunannya. Asam lemak tak jenuh di membran sel dan lipoprotein
plasma yang mengalami kerusakan akibat radikal dapat membentuk peroksida
lipid, dan aldehida yang sangat reaktif dapat memodifikasi protein dan basa-basa
asam nukleat secara kimia. Jika protein berikatan langsung dengan radikal, maka

protein juga dapat langsung mengalami kerusakan. Kerusakan akibat radikal
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oksigen biasa disebut kerusakan oksidatif, dan faktor-faktor yang mampu
melindungi sistem biologis terhadap kerusakan oksidatif dikenal sebagai
antioksidan (Murray dkk., 2012). Mekanisme terjadinya kerusakan akibat radikal
bebas dapat dilihat pada Gambar 2.1.

WL
| FRELEILELS

Maodification of aming acids in apoproteins in LOL

wnﬁn of ligids in LOL

'“-_; Dialdehydes

Macrophages engulf modified LDL

Antibodies raised against modified proteins

Peroxidation of lipids in membranas

' Dialdehydes

Strand breaks and
mudification of bases in DNA

Gambar 2.1 Kerusakan jaringan oleh radikal bebas (Murray dkk., 2012)

2.2 Tinjauan Antioksidan

Lingga (2012) menyebutkan dalam bukunya bahwa antioksidan adalah zat
atau senyawa alami yang dapat melindungi sel tubuh dari kerusakan dan penuaan
yang disebabkan oleh molekul reaktif atau disebut radikal bebas. Antioksidan


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

bekerja dengan menghambat reaksi oksidasi melalui pengikatan radikal bebas dan
menjaga struktur kimia material genetik dalam sel agar tetap dalam kondisi
normal.

Terdapat berbagai jenis antioksidan yang bekerja melalui berbagai macam
cara. Setiap antioksidan dengan jenis yang berbeda memiliki mekanisme kerja
yang berbeda pula. Beberapa mekanisme kerja dari antioksidan yaitu dengan cara
mencegah terjadinya mutasi, mengeliminasi molekul yang rusak, mencegah
terbentuknya molekul radikal, mereduksi molekul radikal sehingga tidak menjadi
berbahaya, memperbaiki kerusakan oksidatif, meningkatkan aktivitas enzim
detoksifikasi tahap ke-2 (Lingga, 2012).

Ketersediaan antioksidan di alam dapat dibedakan menjadi dua, yaitu
antioksidan endogen yang secara alami diproduksi oleh tubuh atau juga disebut
antioksidan primer, dan antioksidan eksogen yang terdiri dari antioksidan
sekunder, antioksidan tersier, pengikat oksigen (oxygen scavenger), dan pengikat
logam (chelator atau sequestrans) (Lingga, 2012).

a.  Antioksidan Primer

Antioksidan primer bekerja dengan memperlemah reaksi molekul radikal
agar tidak membentuk molekul radikal yang baru. Terdapat tiga macam
antioksidan primer yang dihasilkan tubuh yakni enzim superoksida dismutase
(SOD), glutathione peroksidase (GSH-Px), dan katalase.

b.  Antioksidan Sekunder

Beberapa zat yang tergolong sebagai antioksidan sekunder yaitu vitamin A,
C, dan E, serta zat-zat nirgizi seperti karotenoid, flavonoid, tanin, dan beberapa
senyawa fitokimia lainnya. Zat-zat tersebut mampu membantu tubuh untuk
menghindari terjadinya kerusakan sel yang lebih parah akibat paparan radikal
bebas dengan menangkap dan mencegah terjadinya reaksi berantai pada radikal
bebas.

c.  Antioksidan Tersier
Antioksidan jenis ini mampu memperbaiki sel dan jaringan yang rusak

akibat radikal bebas seperti perubahan struktur DNA terutama pada penderita
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kanker. Enzim metionin sulfoksida merupakan antioksidan tersier yang tersedia di
alam.
d.  Oxygen Scavenger

Contoh oxygen scavenger ini yaitu vitamin C, yang mampu mengikat
oksigen untuk mencegah terjadinya oksidasi.
e.  Chelator

Chelator bekerja dengan mengikat logam yang mampu mengkatalisis reaksi
oksidasi seperti zat besi (Fe). Contoh chelator antara lain asam sitrat dan asam

amino.

2.3 Tinjauan Tanaman Kepundung (Baccaurea racemosa)

2.3.1 Klasifikasi Taksonomi Tanaman

Kingdom . Plantae — Plants

Subkingdom :  Tracheobionta — Vascular plants
Superdivisi . Spermatophyta — Seed plants

Divisi :  Magnoliophyta — Flowering plants

Kelas :  Magnoliopsida — Dicotyledons

Subkelas . Rosidae

Ordo :  Euphorbiales

Famili . Euphorbiaceae — Spurge family

Genus :  Baccaurea Lour. — baccaurea P

Spesies :  Baccaurea racemosa (Reinw.) Mull. Arg.
Sinonim :  Baccaurea bhaswatii Chakrab. & M.Gangop., Baccaurea

wallichii Hook.f., Coccomelia racemosa Reinw. ex Blume
(basionym), Pierandia racemosa (Reinw. ex Blume)
Blume, Pierardia racemosa (Reinw. ex Blume) Mig.
(United States Department of Agriculture, 2019) dan (Tim, 2012)
Penampakan pohon, batang, buah, dan daun tanaman Baccaurea racemosa
dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 (a) daun, (b) batang dan buah, (c) pohon tanaman Baccaurea
racemosa (Tim, 2012)

2.3.2 Sebaran dan Nama Lokal Tanaman

Tanaman Baccaurea racemosa Yyang tergolong dalam famili
Euphorbiaceae ini tersebar di berbagai wilayah seperti Thailand, Semenanjung
Malaysia, Sumatra, Jawa, Kepulauan Sunda Kecil, Kalimantan (Sarawak, Brunei,
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Sabah, Kalimantan Barat, Kalimantan Tengah dan Kalimantan Timur), Sulawesi,
dan Maluku. Tanaman ini banyak dibudidayakan di daerah Sumatra, Jawa dan
Bali (Tim, 2012).

Baccaurea racemosa memiliki beberapa nama lokal yang berbeda di
setiap daerah diantaranya yaitu :

1) Belanda: Menteng

2) Prancis: Rambeh

3) Indonesia: Tangkilang, Kapundung (Bali), Haoundung, Ninggih (Batak,
Sumatra), Kisip (Bengkoelen, Sumatra), Roesip, Kisip (Sumatra), Menteng,
Kapundung, Jerek, Jirek (Jawa), Menteng, Rambai, Tampui (Lampung,
Sumatra), Modung (Madura), Kapundueng (Minangkabau), Bowo (Nias),
Bencoi (Verietas merah Sunda), Menteng (Varietas Putih Sunda),
Kapundung, Kepundung (Singkep); Engkumi, Kayu Masam, Kokonau,
Kunau, Kunyi, Longkumo, Moho Liox, Tunding Undang, Umbarian
(Kalimantan)

4) Kalimantan - Bruneli, Sarawak, Sabah, Kalimantan: Kokonau (Dusun), Kayu
Masam, Engkumi, Kunau, Kokonau, Longkumo, Moho liox, Kunyi,
Umbarian, Tunding undang

5) Semenanjung Malaysia: Asam Tambun, Kapunddung, Jinteh Merah, Rambi,

Tamut, Tampoi.

2.3.3 Deskripsi Senyawa Fitokimia dalam Tanaman

Beberapa spesies dalam genus Baccaurea memiliki potensi sebagai
tanaman obat dengan kandungan metabolit sekundernya, antara lain B. racemosa,
B. ramiflora, B. macrocarpa, B. lanceolata, B. motleyana, B. angulata, B.
brevipes, B. polyneura. B. hookeri, B. dulcis, B. parviflora, dan B. sapida,
Metabolit sekunder yang dapat berperan sebagai obat antara lain alkaloid,
flavonoid, karotenoid, antosianin, tanin, asam rosmarinik dan fenolik (Gunawan
dkk., 2016).
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Pada penelitian sebelumnya, Baccaurea racemosa dilaporkan memiliki
beberapa kandungan seperti protein, karbohidrat, vitamin C, dan kalsium (Ca),
serta memiliki kadar fenolat yang tinggi dalam perannya sebagai antioksidan
(Gunawan dkk., 2016). Skrining fitokimia fraksi etil asetat daun Baccaurea
racemosa juga dilaporkan positif memiliki kandungan metabolit sekunder
golongan alkaloid, flavonoid, polifenol, dan terpenoid atau steroid (Jumahwi,
2019).

2.3.4 Penelitian Terkait Tanaman

Baccaurea racemosa merupakan tanaman yang telah dimanfaatkan
sebagai obat tradisional oleh masyarakat. Beberapa khasiat Baccaurea racemosa
berdasarkan penelitian sebelumnya yaitu dapat berkhasiat untuk mengobati
sembelit, pembengkakan pada mata, radang sendi, abses, sakit perut,
memperlancar haid dan buang air kecil (Gunawan dkk., 2016). Penelitian yang
dilakukan oleh Wulansari dan Chairul (2011) juga menyebutkan bahwa daun
Baccaurea racemosa memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi dengan persen
peredaman sebesar 91,23 + 0,02 % pada konsentrasi 250 pg/mL.

Daun dan kulit batang Baccaurea racemosa telah diteliti aktivitasnya oleh
Widodo dkk. (2019) menggunakan metode DPPH (70 uM), TEAC, dan FRAP
hingga didapatkan hasil sebagai berikut :

Tabel 2.1 Aktivitas antioksidan daun dan batang Baccaura racemosa

Metode
_ DPPH TEAC FRAP
Bagian tanaman
ICs0 £ SD TEAC £ SD FRAP value = SD
(ng/mL) (uM TE/100 pg) (MM Fe?*/10 mg)
Daun 4,298 £ 0,306 354,88 + 0,55 900,18 + 15,41
Kulit Batang 10,627 + 0,996 135,52 £ 0,26 325,79 £ 18,85

(Widodo dkk., 2019)
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Jumahwi (2019), ekstrak

metanol daun Baccaurea racemosa memiliki aktivitas antibakteri terhadap S.
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aureus dan P. aeruginosa dengan kekuatan penghambatan yang dapat dilihat pada
Tabel 2.2, sedangkan nilai 1Csp untuk aktivitas penangkalan radikal bebas dapat
dilihat pada Tabel 2.3.

Tabel 2.2 Aktivitas antibakteri Baccaurea racemosa terhadap S. aureus dan P.
aeruginosa

Diameter Zona Hambat (mm)

Konsentrasi

S. aureus P. aeruginosa
2,5 mg/mL 6,39 + 0,25 7,36 £0,10
5,0 mg/mL 7.71+0.16 8,27 £0,18
7,5 mg/mL 7.98 +0,49 9,54 +0,13
10 mg/mL 9,66 +0,77 10,43 +0,13
20 mg/mL 9,71 + 0,49 11,25+ 0,45

Tabel 2.3 Nilai ICsq Aktivitas Penangkalan Radikal Bebas Daun Baccaurea

racemosa
Substansi Uji ICs0 (Lg/mL)
Kuersetin 1,753 + 0,0522
Ekstrak metanol 4,813 £ 0,1745
Fraksi heksana 22,72 +0,3883
Fraksi diklorometana 16,43 +0,1029
Fraksi etil asetat 2,795 +0,0272

(Jumahwi, 2019)

2.4 Tinjauan Fungi Endofit

Secara terminologi, endofit berasal dari kata endon yang berarti ‘dalam’ dan
pyton yang berarti ‘tanaman’ (Hakim, 2017). Sejak penemuan endofit di Darnel,
Jerman, pada tahun 1904, berbagai peneliti telah mendefinisikan endofit dengan
cara yang berbeda, dan biasanya tergantung pada perspektif dari mana endofit
diisolasi dan kemudian diteliti. Bacon dan White memberikan definisi endofit
yang inklusif dan diterima secara luas dimana endofit merupakan mikroba yang

menempati jaringan internal tanaman hidup tanpa menyebabkan efek negatif
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secara langsung (Strobel dan Daisy, 2003). Baik jamur maupun bakteri, keduanya
adalah mikroba yang paling umum ditemukan sebagai endofit. Tidak hanya itu,
mikroba lainnya, seperti mikoplasma dan archaebacteria juga dianggap akan
selalu ada pada tumbuhan sebagai endofit, namun belum terdapat bukti yang
menunjukkannya. Berdasarkan pada penelitian sebelumnya, jenis endofit yang
paling sering diisolasi adalah fungi endofit (Strobel dan Daisy, 2003).

Fungi endofit adalah mikroorganisme jamur, yang menghabiskan seluruh
atau sebagian siklus hidupnya untuk mengkolonisasi pada intraseluler di dalam
jaringan sehat tanaman inang (Tan dan Zou, 2001). Morfologi fungi endofit dapat
diamati secara makroskopis maupun mikroskopis. Beberapa bagian yang dapat
diamati dari pengamatan makroskopis yaitu adanya miselia atau kumpulan dari
beberapa hifa (Ngatirah, 2017), sedangkan secara mikroskopis dapat diamati
beberapa bagian seperti septa pada hifa, konidia, dan konidiofor (Vashishta dkk.,
2016). Septa adalah sekat yang terdapat pada hifa, dan hifa adalah benang-benang
filamen halus yang terdapat pada fungi (McKinney, 2004). Konidia adalah spora
aseksual yang dihasilkan oleh fungi pada hifa tertentu yang disebut konidiofor
(Vashishta dkk., 2016). Contoh visualisasi fungi endofit secara mikroskopis dan
makroskopis dapat dilihat pada Gambar 2.3, sedangkan beberapa macam konidia

dan konidiofor dapat dilihat pada Gambar 2.4.

il =

Gambar 2.3 (a) Gambaran mikroskopis hifa dan spora/konidia fungi yang diisolasi
dari Trichilia elegans, (b) makroskopis fungi yang diisolasi dari Trichilia elegans
sumber : (Corréa dkk., 2014)
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(d)

Gambar 2.4 Contoh konidia dari ascomycetes. (a) Basipetospora variabilis, (b)
Scopulariopsis brevicaulis, (c) Harziella (Lepisticola) capitata, (d) Tyrannosorus
pinicola, (e) Haplotrichum chilense, (f) Junewangia globulosa. Sumber :
(Watkinson dkk., 2015)

Fungi endofit tidak hanya menumpang hidup pada inangnya, namun juga
memiliki manfaat bagi tanaman inang melalui simbiosis mutualisme. Proses ini
ditunjang dengan adanya kandungan metabolit sekunder, fitohormon, nutrisi, dan
elicitin dalam fungi endofit. Metabolit sekunder fungi endofit memberikan peran
dalam proteksi tanaman terhadap mikroba antagonis dan predator, sehingga
mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman. Fitohormon dan nutrisi pada fungi
endofit juga berperan dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman. Kandungan
elicitin pada fungi endofit memiliki peran dalam meningkatkan ketahanan
sistemik dan mekanik tanaman. Fungi endofit yang membentuk koloni juga
berperan dalam peningkatan ketahanan sistemik dan mekanik dari tanaman,

pertahanan metabolik tanaman, serta toleransi terhadap stress (Hakim, 2017).
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Mikroba endofit, termasuk fungi endofit memiliki peran penting di bidang
bioteknologi dalam pengembangan obat herbal di Indonesia. Beberapa peran
tersebut yaitu sebagai antioksidan, antibiotik, antivirus, antikanker, antimalaria,
antidiabetes, dan imunosupresan (Radji, 2005). Fungi endofit dalam perannya
sebagai antioksidan mampu menghasilkan senyawa atau metabolit sekunder yang
berperan penting bagi tubuh manusia. Jumlah metabolit sekunder yang dihasilkan
fungi endofit lebih besar dari kelas mikoorganisme endofit lainnya (Kaul dkk.,
2012).

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesis oleh tanaman
melalui jalur biosintesis untuk bertahan hidup, namun bukan merupakan senyawa
esensial karena tumbuhan tersebut masih dapat hidup tanpa adanya senyawa ini
(Saifudin, 2014). Sharma dkk (2016) menyebutkan dalam penelitiannya bahwa
fungi endofit mampu menghasilkan metabolit sekunder seperti halnya tanaman
inangnya. Fungi endofit pada tanaman cemara Cupressus torulosa juga dilaporkan
mampu mengasilkan metabolit aktif yang mengandung golongan senyawa seperti
fenol, flavonoid, terpenoid, alkaloid, tanin, karbohidrat, dan saponin (Sharma
dkk., 2016). Contoh struktur dari golongan senyawa tersebut dapat diamati pada
Gambar 2.5.

o
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0
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Gambar 2.5 Contoh struktur metabolit sekunder fungi endofit (Schulz dkk., 2002;
Drahansky dkk., 2016)
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Berdasarkan penelitian sebelumnya, senyawa pestacin dan isopestacin, yang
diperoleh dari cairan biakan P. microspora, suatu endofit yang diisolasi dari
tanaman Terminalia morobensis dari Sungai Sepik di Papua Nugini, menunjukkan
aktivitas antimikroba dan antioksidan. lIsopestacin diduga memiliki aktivitas
antioksidan berdasarkan kemiripan strukturalnya dengan flavonoid (Strobel dan
Daisy, 2003). Struktur kimia dari pestacin, isopestacin, dan flavonoid dapat dilihat

pada Gambar 2.6.

O OH O
HO OH O
OH

™ You O

O

O o HO O O '
O

Pestacin Isopestacin Flavonoid
() (b) ()
Gambar 2.6 (a) struktur pestacin, (b) struktur isopestacin, (c) struktur flavonoid
(Xu dkk., 2010)

Penelitian yang dilakukan oleh Schulz dkk. (2002) menyebutkan bahwa
fungi endofit memiliki aktivitas yang lebih poten jika dibandingkan dengan fungi
tanah. Sekitasr 80% isolat fungi endofit mampu menghambat setidaknya satu dari
organisme uji untuk aktivitas antibakteri, fungisida, algisida atau herbisida
(Schulz dkk., 2002). Pada penelitian yang dilakukan oleh Wiyakrutta dkk. (2004),
92 ekstrak dari isolat fungi endofit tanaman obat Thailand mampu menghambat
Mycobacterium tuberculosis (MIC 0,0625-200 pg/mL) ketika diuji dengan
microplate Alamar Dblue, selain itu enam ekstrak lainnya juga mampu
menghambat Plasmodium falciparum (ICso 1,2-9,1 pg/mL) yang ditentukan
dengan metode penggabungan [*H] hipoksantin. Aktivitas antivirus yang kuat
terhadap virus Herpes simplex tipe 1 juga teramati pada 40 isolat (ICsy 0,28-50
pg/mL). Uji sulphorhodamine B yang dilakukan untuk melawan aktivitas sel
kanker juga mengungkapkan bahwa 60 isolat memiliki aktivitas terhadap sel

karsinoma epidermoid oral manusia (ECsy 0,42-20 pg/mL) dan 48 isolat memiliki
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aktivitas terhadap sel kanker payudara (ECsy 0,18-20 pg/mL) (Wiyakrutta dkk.,
2004).

2.5 Tinjauan Terkait Isolasi, Fermentasi, dan Ekstraksi Fungi Endofit
2.5.1 Isolasi Fungi Endofit

Isolasi fungi endofit yaitu proses memisahkan fungi dari inangnya. Isolasi
fungi endofit dilakukan untuk memisahkan fungi dari mikroorganisme endofit lain
maupun mikroorganisme epifit yang ada di lingkungannya, sehingga diperoleh
biakan fungi murni atau biakan yang tidak tercampur dengan biakan lainnya
(Ariyanti, 2018). Proses isolasi ini membutuhkan media untuk mengisolasi dan
menumbuhkan fungi. Media yang bisa digunakan untuk mengisolasi fungi adalah
media Rose Bengal Agar Base (Liofilchem, 2013), sedangkan untuk
menumbuhkannya biasa digunakan media PDA (Potato Dextrose Agar). Rose
Bengal Agar Base adalah media basal yang digunakan dengan suplemen selektif
untuk isolasi dan penghitungan khamir dan kapang, sedangkan PDA adalah media
yang mengandung karbohidrat dalam jumlah memadai yang terdiri dari ektrak
kentang dan glukosa yang baik untuk pertumbuhan khamir dan kapang karena
mampu memberikan nutrisi yang cukup untuk khamir dan kapang (Ariyanti,
2018).

2.5.2 Fermentasi Fungi Endofit

Fermentasi adalah istilah yang digunakan oleh ahli mikrobiologi untuk
menggambarkan proses apa pun untuk memproduksi suatu produk melalui kultur
massa mikroorganisme. Produk yang dimaksud yaitu produk biomassa atau sel itu
sendiri, metabolit mikroorganisme, dan produk asing mikroorganisme atau produk
teknologi DNA rekombinan. Fermentasi dapat dilakukan dengan beberapa cara
diantaranya dengan batch fermentation, fed batch fermentation, dan continuous
fermentation (Pumphrey dan Julien, 1996).

Batch fermentation dapat juga disebut sebagai sistem tertutup. Proses ini
dilakukan dengan memasukkan larutan nutrisi/media yang telah disterilkan ke

dalam fermentor kemudian diinokulasi dengan mikroorganisme dan diinkubasi.
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Sistem ini disebut sebagai sistem tertutup karena selama proses fermentasi, tidak
ada yang ditambahkan, kecuali oksigen (dalam hal mikroorganisme aerob), agen
antifoam, dan asam atau basa untuk mengontrol pH. Komposisi dari media kultur,
konsentrasi biomassa, dan konsentrasi metabolit umumnya berubah secara
konstan sebagai akibat dari metabolisme sel (Pumphrey dan Julien, 1996).

Fed batch fermentation juga bisa disebut dengan proses peningkatan batch
tertutup, yaitu dalam proses fed-batch ini substrat ditambahkan secara bertahap
seiring fermentasi berlangsung. Pada metode fed-batch ini media ditambahkan
dalam konsentrasi kecil pada awal fermentasi dan zat-zat ini terus ditambahkan
dalam dosis kecil selama fase produksi (Pumphrey dan Julien, 1996).

Continuous fermentation juga disebut dengan sistem terbuka. Larutan
nutrisi/media steril ditambahkan ke fermentor secara terus menerus dalam jumlah
yang setara dengan hasil fermentasi yang dikeluarkan. Hal ini menunjukkan
kondisi steady state, pertumbuhan sel dikontrol dengan menyesuaikan konsentrasi
satu substrat (Pumphrey dan Julien, 1996).

Fermentasi fungi endofit dapat diartikan sebagai proses penarikan semua
kandungan metabolit fungi, terutama metabolit sekunder dari fungi endofit yang
memiliki potensi dalam penemuan obat baru. Proses fermentasi pada penelitian ini
menggunakan sistem tertutup atau batch fermentation karena meminimalisir
kemungkinan adanya kontaminasi dengan adanya penambahan media pada
sistem. Skema pertumbuhan fungi dapat dilihat pada Gambar 2.7.

Media fermentasi yang digunakan yaitu media PDB (Potato Dextrose
Broth). PDB merupakan media yang biasa digunakan untuk menumbuhkan fungi
dan dengan kandungan ekstrak kentang serta glukosanya PDB mampu
memberikan nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan fungi endofit (Ariyanti,
2018).
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Gambar 2.7 Skema pertumbuhan fungi pada metode batch fermentation (Sumber :
Stanbury dkk., 2016)

2.5.3 Ekstraksi Fungi Endofit

Ekstraksi merupakan proses penarikan kandungan tertentu dari
campurannya dengan pelarut yang sesuai (Yuliani dan Satuhu, 2012). Beberapa
metode yang umum digunakan untuk ekstraksi bahan alam antara lain metode
maserasi, infusa, perkolasi, dekok, Soxhlet extraction atau hot continuous
extraction, Microwave Assisted Extraction (MAE), dan Ultrasound-assisted
extraction (UAE) atau sonikasi. Metode lain seperti Accelerated Solvent
Extraction (ASE) atau ektraksi dengan pelarur dipercepat, dan Supercritical Fluid
Extraction (SFE) atau ekstraksi fluida superkritis juga dapat digunakan untuk
ekstraksi bahan alam (Azwanida, 2015). Proses ekstraksi umumnya dilanjutkan
dengan proses pemisahan senyawa yang biasa disebut fraksinasi.

Beberapa metode fraksinasi yang dapat dilakukan diantaranya ektraksi
cair-cair atau dengan kromatografi cair vakum (KCV), size-exclution
chromatography (SEC), kromatografi kolom (KK), dan solid-phase extraction
(SPE) (Cannel, 1998; Mukhriani, 2011). Proses yang umum digunakan dalam
ekstraksi fungi endofit yaitu fraksinasi partisi cair cair dengan pelarut etil asetat
(Kjer dkk., 2010).
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2.6 Tinjauan Metode Uji Aktivitas Antioksidan

Proses menetapkan aktivitas antioksidan terdapat berbagai macam metode
yang dapat digunakan, yaitu dengan prinsip spektrometri, teknik elektrokimia, dan
kromatografi. Beberapa metode dengan prinsip spektrometri yaitu metode DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); ABTS (2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid); FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power); PFRAP (Potassium
Ferricyanide Reducing Power); CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Power);
ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity); HORAC (Hydroxyl Radical
Averting Capacity); TRAP (Total Peroxyl Radical Antioxidant Parameter), dan
Flourimetry. Metode uji yang menggunakan prinsip teknik elektrokimia
diantaranya Cyclic voltammetry, Amperometry, dan Biamperometry, sedangkan
yang menggunakan prinsip kromatografi yaitu Gas chromatography, High
performance liquid chromatography (Pisoschi dan Negulescu, 2012).

Metode uji antioksidan yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
DPPH. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) adalah radikal bebas stabil yang
mengalami delokalisasi cadangan elektron pada keseluruhan molekul. Hal ini
menyebabkan DPPH tidak membentuk senyawa dimer, seperti yang terjadi pada
kebanyakan radikal bebas. Delokalisasi pada molekul DPPH menentukan
kemunculan warna ungu, dengan pita serapan maksimum sekitar 520 nm
(Pisoschi dan Negulescu, 2012).

DPPH yang bereaksi dengan donor hidrogen, akan menyebabkan DPPH ter-
reduksi dan disertai hilangnya warna ungu. Pengurangan absorbansi secara linear
dipengaruhi oleh konsentrasi antioksidan. Metode spektrofotometri dengan DPPH
ini dapat diterapkan untuk penentuan kapasitas antioksidan dalam jus buah dan
ekstrak buah (Pisoschi dan Negulescu, 2012). Reaksi antara DPPH dan
antioksidan dapat dilihat pada Gambar 2.8.
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N +RH — HN +R
O2N NO, O.N NO,
NO, NO,
2,2-diphenyl-1-  Antioksidan 2,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl picrylhydrazyl

Gambar 2.8 Reaksi DPPH dengan antioksidan (Molyneux, 2004)
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BAB 3 METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan untuk penelusuran dan isolasi fungi
endofit batang kepundung (Baccaurea racemosa (Reinw.) Muell. Arg) serta

penetapan aktivitas antioksidan ini yaitu true experimental laboratories.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Medisinal, Kimia Analisis,
dan Farmakologi Fakultas Farmasi Universitas Jember mulai bulan Mei 2019
hingga Maret 2020.

3.3 Variabel Penelitian

Variable penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sebagai
berikut :
3. 3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini yaitu konsentrasi ekstrak etil asetat hasil

fermentasi fungi endofit.

3. 3. 2 Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini yaitu aktivitas antioksidan yang

ditunjukkan dengan nilai ICs.

3. 3. 3 Variabel terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode isolasi fungi,
fermentasi, dan ekstraksi fungi endofit; media yang digunakan; dan metode uji

antioksidan.
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3.4 Definisi Operasional
Definisi operasional pada penelitian ini yaitu sebagai berikut:

1. Ekstrak etil asetat adalah ekstrak atau hasil penarikan metabolit sekunder
fungi endofit hasil fermentasi menggunakan pelarut etil asetat.

2. Fermentasi fungi endofit dilakukan untuk memproduksi metabolit sekunder
dari fungi endofit tersebut.

3. Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan bantuan spektrofotometer
UV-Vis. Nilai absorbansi yang didapatkan digunakan untuk menghitung

konsentrasi penghambatan 50% (ICsp).

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Peralatan yang digunakan yaitu Autoklaf (B-One), neraca analitik (Ohaus),
hot plate (Heidolph), Laminar Air Flow (Thermo Scietific), shaker incubator (B-
One), destilator (Electrothermal), spektrofotometer UV-Vis (Hitachi), mikroskop
cahaya (Olympus), cawan petri, jarum ose, seperangkat alat gelas, alumunium

foil, kertas saring, plastic wrap, corong pisah, vial, mikro pipet, mikro tube, mikro

tip.

3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan yaitu batang Baccaurea racemosa yang diambil
dari petani Desa Banjarsengon Kecamatan Sukorambi Kabupaten Jember,
akuades steril, akuadestilata, larutan NaOCl 1 % (Bayclin), media Potato
Dextrose Agar (PDA) (Oxoid), media Potato Dextrose Broth (PDB) (Himedia),
media Rose Bengal Chloramphenicol Agar Base (Oxoid), etil asetat terdestilasi
(Merck), senyawa DPPH / 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Sigma-Aldrich), kuersetin /
2- (3, 4 - Dihydroxyphenyl) - 3, 5, 7 — trihydroxy - 4H — 1 — benzopyran — 4 - one,
3, 3, 4 5 ,6 — Pentahydroxyflavone (Sigma-Aldrich), asam galat/3,4,5-
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trihydroxybenzoic acid (Sigma-Aldrich), berberin/ 9,10-dimethoxy-5,6-dihydro-
(1,3)dioxolo(4,5-g)isoquinolino(3,2-a)isoquinolin-7-ium (Sigma-Aldrich).

3.6 Rancangan Penelitian
Skema prosedur penelitian ini yaitu sebagai berikut:

Batang Baccaurea racemosa

- Kultur fungi endofit pada
media Rose Bengal

- Isolasi fungi endofit dari batang
Baccaurea racemosa

Fungi endofit dari batang Baccaurea racemosa

Rekultur dan pemurnian fungi endofit
dari batang Baccaurea racemosa

Kultur murni fungi endofit dari batang Baccaurea
racemosa

l/ Fermentasi fungi endofit

Hasil fermentasi fungi endofit

\L Diekstraksi dengan etil asetat

Ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi endofit
batang Baccaurea racemosa

- Skrining fitokimia

- Uji aktivitas antioksidan dengan
metode DPPH

Analisis data

Kesimpulan

Gambar 3.1 Skema Penelitian
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3.7 Prosedur Kerja
3.7.1 Sterilisasi Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang akan digunakan disterilisasi dengan autoklaf pada

suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.7.2 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Media yang digunakan untuk menumbuhkan fungi endofit pada penelitian
ini yaitu PDA. Pembuatan media dapat dilakukan dengan melarutkan 9,75 g PDA
dalam 250 mL akuadestilata. Selanjutnya media dipanaskan di atas hot plate
hingga larut dan jernih, lalu disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C

tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.7.3 Pembuatan Media Potato Dextrose Broth (PDB)

PDB merupakan media yang digunakan pada proses fermentasi fungi
endofit. Sebanyak 2,4 g PDB dilarutkan dalam 150 mL akuadestilata hingga larut
atau benar-benar jernih. Selanjutnya media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu

121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.7.4 Pembuatan Media Rose Bengal Chloramphenicol Agar Base

Media Rose Bengal Chloramphenicol Agar Base merupakan media yang
digunakan pada tahap isolasi fungi endofit agar mikroorganisme endofit yang
tumbuh selektif untuk fungi dan bakteri tidak dapat tumbuh. Media ini dapat
dibuat dengan cara melarutkan 7,91 g Rose Bengal Chloramphenicol Agar dalam
250 mL akuadestilata dan dipanaskan hingga larut atau jernih. Selanjutnya media

disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.
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3.7.5 Isolasi Fungi Endofit dari Batang Baccaurea racemosa

Metode isolasi yang digunakan mengacu pada penelitian yang dilakukan
olen Khan dkk. (2010) dengan modifikasi. Batang atau ranting tanaman
Baccaurea racemosa yang dalam kondisi sehat dan segar dipotong secukupnya
dan dibersihkan dengan air mengalir agar tidak ada kotoran yang menempel.
Selanjutnya bagian tersebut direndam dalam larutan berikut berturut-turut etanol
70% (1 menit), NaOCI 1% (3 menit), etanol 70% (1 menit) lagi, lalu dibilas
dengan mengalirkan aquades steril dua kali sirkulasi. Setiap pergantian perlakuan,
bagian tanaman tersebut dikeringkan dengan tisu, dan semua perlakuan tersebut
dilakukan secara aseptis dibawah LAF. Bagian batang yang telah melalui tahapan
tersebut dipotong kurang lebih 1,5 — 2 cm dan disayat secukupnya pada bagian
tepi dengan posisi diagonal (antara membujur dan melintang). Bagian yang sudah
disayat diletakkan pada permukaan media Rose Bengal Chloramphenicol Agar di

cawan petri dan diamati setelah beberapa hari hingga nampak pertumbuhan jamur.

3.7.6  Pemurnian Fungi Endofit

Fungi hasil isolasi dimurnikan dengan memindahkan atau mengkultur satu
potong fungi menggunakan ose pada media PDA agar didapatkan fungi tunggal
dan murni berdasarkan morfologinya. Pertumbuhan fungi diamati setiap hari
untuk membandingkan hasil fungi yang tumbuh dengan fungi sebelumnya dan

memastikan tidak ada kontaminasi pada fungi.

3.7.7 Fermentasi

Fungi yang sudah murni difermentasi dengan memasukkan tiga potong
kultur fungi endofit tersebut ke dalam 150 mL larutan PDB secara aseptis, lalu
diletakkan di atas shaker incubator selama 14 hari dengan kecepatan 125 rpm
pada suhu ruang (sekitar 28°C) untuk menjaga aerasi. Proses ini juga

dimaksudkan untuk memproduksi metabolit sekunder dari fungi endofit tersebut.
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3.7.8 Ekstraksi

Pengambilan metabolit sekunder pada fungi dilakukan dengan cara
ekstraksi hasil fermentasi fungi endofit. Hasil fermentasi fungi, yaitu media
fermentasi yang telah dipisahkan dari funginya dengan cara disaring, diekstraksi
menggunakan etil asetat. Ekstraksi dilakukan dengan menambahkan etil asetat 1:1
dan dilakukan partisi sebanyak dua kali. Hasil ekstraksi yaitu zat yang terlarut
dalam etil asetat. Ekstrak tersebut kemudian diuapkan dalam lemari asam hingga
pelarut menguap seluruhnya. Setelah seluruh pelarut menguap, ekstrak ditimbang
bobotnya (untuk menghitung rendemen) dan disimpan.

Bobot ekstrak hasil fermentasi (g)
X

Rendemen ekstrak =
Volume fermentasi (mL)

3.7.9 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia yang dilakukan pada penelitian ini yaitu untuk

mengetahui adanya kandungan golongan senyawa fenolat, alkaloid, flavonoid,
dan terpenoid/steroid pada ekstrak hasil fermentasi fungi endofit batang
Baccaurea racemosa. Pengujian dilakukan dengan metode KLT menggunakan
fase diam silika gel Fs4. Setiap ekstrak hasil fermentasi fungi endofit batang
Baccaurea racemosa ditotolkan pada plat KLT dengan konsentrasi seragam. Pada
masing-masing uji juga ditotolkan berbagai kontrol positif, antara lain asam galat
pada uji fenolat, berberin pada uji alkaloid, dan kuersetin pada uji flavonoid,
sedangkan untuk golongan senyawa terpenoid/steroid tidak digunakan kontrol
positif. Setelah penotolan selesai, plat KLT dieluasi dengan fase gerak etil asetat :
metanol : air (10:1:0,5) dan disemprot dengan penampak noda spesifik sebagai
berikut (Wagner dan Bladt, 1996):
a. Uji Fenolat

Disemprotkan larutan FeCl; dan hasil dinyatakan positif jika terjadi
perubahan warna larutan menjadi biru kehitaman atau ungu.
b. Uji Alkaloid

Disemprotkan penampak noda Dragendorf pada plat, dan hasil positif

mengandung alkaloid jika timbul warna jingga.
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c. Uji Flavonoid

Plat KLT disemprot dengan larutan NH,OH. Jika nampak warna kuning
intensif, maka menunjukkan adanya flavonoid.
d. Uji Terpenoid/steroid

Jika setelah disemprot dengan penampak noda vanilin H,SO, nampak warna
ungu, maka hasil positif adanya golongan terpenoid dan steroid. Pengamatan
intensitas warna pada skrining fitokimia didasarkan pada kepekatan warna yang

dapat diamati.

3.7.10 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Hasil Fermentasi Fungi Endofit Batang
Baccaurea racemosa

a. Pembuatan Larutan DPPH

Sebanyak 2 mg serbuk DPPH dilarutkan dalam 50 mL metanol sehingga
didapatkan konsentrasi 0,1 mM (Molyneux, 2004). Larutan tersebut disimpan
dalam botol gelap dan dibuat ulang pada setiap pengujian.
b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Sebelum pengujian antioksidan dilakukan, terlebih dahulu ditentukan panjang
gelombang maksimum yaitu dengan memipet 0,8 mL larutan DPPH 0,1 mM, dan
ditambahkan dengan 0,2 mL metanol. Campuran dihomogenkan dengan cara
dikocok lalu diinkubasi pada suhu ruang dan tempat gelap selama 30 menit
(Molyneux, 2004). Selanjutnya campuran tersebut diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya pada 400-600
nm.
c. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak

Setiap ekstrak yang diperoleh ditimbang sejumlah tertentu dan dilarutkan
dalam metanol untuk mendapatkan larutan induk. Ekstrak BK1 ditimbang
sebanyak 5 mg dan dilarutkan dalam 1 mL metanol, sehingga diperoleh larutan
induk dengan konsentrasi 5.000 pug/mL. Larutan induk selanjutnya diencerkan
dengan memipet sejumlah tertentu hingga diperoleh seri konsentrasi 500 pg/mL,
1.000 pg/mL, 1.500 pg/mL, 2.000 pg/mL, 2.500 pg/mL, dan 3.000 pg/mL.
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Sebanyak 5 mg BK2 dilarutkan dalam 1 mL metanol dan diperoleh konsentrasi
larutan induk sebesar 5.000 pg/mL. Pengenceran yang dilakukan untuk ekstrak
BK2 yaitu 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1.000 pg/mL, 1.500 pg/mL, 2.000 pg/mL, dan
2.500 pg/mL. Larutan induk BK3 diperoleh dari penimbangan 1 mg ekstrak BK3
yang dilarutkan dengan metanol 1 mL, sehingga diperoleh konsentrasi 1.000
pg/mL. Larutan induk selanjutnya diencerkan menjadi 100 pg/mL, 125 pg/mL,
150 pg/mL, 200 pg/mL, 250 pg/mL, dan 300 pg/mL. Absorbansi yang digunakan
untuk menganalisis kadar larutan uji yaitu sebesar 0,2 — 0,8 (Subartati, 2017).
d. Pembuatan Larutan Uji Kuersetin

Sebanyak 2 mg serbuk kuersetin dilarutkan dalam 10 mL metanol, didapatkan
konsentrasi induk sebesar 200 pg/mL. Larutan induk diencerkan menjadi
beberapa konsentrasi, yaitu 4 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL,
dan 30 pg/mL, dengan memipet sejumlah tertentu dari larutan induk.
e. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Uji Ekstrak dan kuersetin

Dipipet 0,2 mL masing-masing larutan uji ekstrak dan larutan uji kuersetin,
lalu ditambahkan 0,8 mL larutan DPPH 0,1 mM dan dicampurkan hingga
homogen. Campuran diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit. Absorbansi
diukur pada panjang gelombang maksimum.
f. Perhitungan Nilai 1Cs

Penentuan nilai ICsy dapat dilakukan dengan menghitung persentase
peredaman radikal DPPH dari masing-masing larutan sampel dengan persamaan

sebagai berikut (Ghosal dan Mandal, 2012):

% Inhibisi DPPH = 222722 5 100 % .o (3.2)

Keterangan :

Abs X = absorbansi radikal DPPH (blanko) pada panjang gelombang
maksimum

Abs Y = absorbansi serapan sampel dalam DPPH pada panjang gelombang
maksimum

Persentase peredaman yang diperoleh dari masing-masing konsentrasi yang

diperoleh digunakan untuk perhitungan secara regresi linear dengan persamaan :
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Keterangan :

y = persentase peredaman (%)

x = konsentrasi (pug/mL)

Pengukuran aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan
parameter 1Cso (Inhibitory concentration 50%), yaitu konsentrasi sampel yang
dapat meredam 50% radikal DPPH. Nilai 1Csy didapatkan dari nilai x setelah

mengganti y dengan 50, atau dapat disederhanakan dalam persamaan berikut :

3.7.11 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan membandingkan aktivitas
antioksidan (ICsp) dari semua ekstrak fungi endofit. Tahapan yang pertama yaitu
dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Jika data terdistribusi normal dan
homogen, maka dilanjutkan dengan One Way ANOVA. Jika data terdistirbusi
tidak normal atau tidak homogen, maka dilakukan transformasi data terlebih
dahulu. Jika setelah ditransformasi data terdistribusi normal dan homogen, maka
dapat dilanjutkan dengan One Way ANOVA. Analisis data dalam penelitian ini
menggunakan One Way ANOVA karena jumlah kelompok data merupakan data
yang tidak berpasangan dan lebih dari dua. Jika data telah signifikan, maka
analisis dilanjutkan dengan post hoc (LSD). Data dianggap memiliki perbedaan

yang signifikan apabila p<0,05 dengan tingkat kepercayaan 95%.
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BAB 5 PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang telah dibahas sebelumnya, maka diperoleh

kesimpulan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1.

5.2

Pada batang tanaman Baccaurea racemosa terdapat tiga fungi endofit yang
berhasil diisolasi, dan diberikan kode BK1, BK2, BK3.

Golongan senyawa yang terkandung dalam fungi endofit batang Baccaurea
racemosa adalah fenolat, alkaloid, flavonoid, dan terpenoid/steroid.
Aktivitas antioksidan (I1Csp) ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi endofit
batang Baccaurea racemosa urut dari yang tertinggi hingga terendah yaitu
BK3, BK2, dan BK1. Fungi BK3 memiliki aktivitas antioksidan dengan
nilai 1Csp sebesar 28,581 + 1,103 pg/mL.

Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian ini yaitu :

Perlu dilakukan analisis filogenetik fungi endofit hasil isolasi dari batang
Baccaurea racemosa agar dapat ditentukan spesies dari masing-masing
fungi.

Perlu penelitian lebih lanjut terkait penelusuran dan isolasi senyawa yang
mampu berperan sebagai antioksidan.

Perlu dilakukan analisis kuantitatif dari kadar golongan senyawa hasil
skrining fitokimia.
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LAMPIRAN

Lampiran 4.1 Hasil Determinasi Sampel Batang B. racemosa

Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi )

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER

LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101Telp. (0331) 333532 - 333534 Fax.(0331) 333531
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site : http/www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN
No: 64/PL17.3.1.02/LL/2018

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Farmasi Universitas Jember No:
3065/UN25.13/LL/2018 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan
Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Jumahwi
NIM 1152210101041
Jur/Fak/PT  : Fakultas Farmasi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom/Regnum: Plantae; Devisio: Spermatophyta; Sub Devisio:Magnoliophyta; Kelas:
Magnoliopsida; Ordo: Euphorbiales; Famili: Euphorbiaceae; Genus: Baccaurea; Spesies:

Baccaurea racemosa, Muell. Arg.

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

wJember, 11 Desember 2018

K boratonum Tanaman
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NP 195808201987032001
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Lampiran 4.2 Hasil Fermentasi Fungi Endofit Batang B. racemosa
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Lampiran 4.3 Rendemen Ekstrak Etil Asetat Hasil Fermentasi Fungi Endofit
Batang B. racemosa

Keterangan : (a) Ekstrak BK 1, (b) Ekstrak BK 2, (c) Ekstrak BK 3

e Contoh perhitungan bobot ekstrak
Botol + ekstrak =9,5918 g
Botol kosong =9,5684 g
Bobot ekstrak  =0,0234 g

=23,4mg

e Contoh perhitungan rendemen ekstrak

Bobot ekstrak hasil fermentasi
Rendemen ekstrak = X100 %
Volume fermentasi

- 0,0234g
~ 300 ml
=0,0078 %

%100 %
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Lampiran 4.4 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etil Asetat Hasil Fermentasi

Fungi Endofit Batang B. racemosa
a. KLT Fenolat

Setelah Diberikan

Sebelum Eluasi  Setelah Eluasi (di

(di bawah sinar ~ bawah sinar UV ig?;:ﬁgﬁ 2:2:? Keterangan
UV A =254 nm) A =254 nm)
lampu)
Keterangan :
1) Asam galat
2) BK1
3) BK2
4) BK3

Adanya golongan
senyawa fenolat
ditunjukkan
dengan noda
berwarna hitam

b. KLT Alkaloid

Setelah Diberikan

Sebelum Eluasi Penampak Noda

Setelah Eluasi (di

(di bawah sinar  bawah sinar UV (dli bawah sinar Keterangan
UV A =254 nm) A =254 nm)
lampu)
Keterangan :
r 1) Berberin

2) BK1

3) BK2

4) BK3

RV

T 2

(Tepat setelah
diberi penampak
noda)

Adanya golongan
senyawa alkaloid
ditunjukkan
dengan noda
berwarna jingga
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(Setelah
dipanaskan)

¢. KLT Flavonoid

Setelah Diberikan
Penampak Noda
(di bawah sinar

lampu)

Sebelum Eluasi  Setelah Eluasi (di
(di bawah sinar  bawah sinar UV
UV A =254 nm) A =254 nm)

Keterangan

Keterangan :
1) Kuersetin
2) BK1
3) BK2
4) BK3

Adanya golongan
senyawa
flavonoid
ditunjukkan
dengan noda
berwarna kuning
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d. KLT Terpenoid atau Steroid

Setelah Diberikan
Penampak Noda
(di bawah sinar

lampu)

Sebelum Eluasi  Setelah Eluasi (di
(di bawah sinar ~ bawah sinar UV
UV A =254 nm) A =254 nm)

Keterangan

Keterangan :
1) BK1
2) BK2
3) BK3

Adanya golongan
senyawa
terpenoid atau
steroid
ditunjukkan
dengan noda
berwarna ungu

e. Perbandingan Posisi Noda dari Keempat Golongan Senyawa

58

Fenolat Alkaloid Flavoloid Terpenoid/Steroid

Keterangan : Keterangan : Keterangan : Keterangan :
1) Asam galat 1) Berberin 1) Kuersetin 1) BK1
2) BK1 2) BK1 2) BK1 2) BK2
3) BK2 3) BK2 3) BK2 3) BK3

4) BK3 4) BK3 4) BK3
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Lampiran 4.5 Perhitungan DPPH dan Larutan Uji

e 4 »

Contoh gambar peredaman DPPH oleh kuersetin sebagai antioksidan, a) DPPH

tanpa kuersetin, b) DPPH + kuersetin 3,962 pg/mL, ¢) DPPH + kuersetin 9,905

pg/mL, d) DPPH + kuersetin 14,858 pg/mL, €) DPPH + kuersetin 19,81 pug/mL,
f) DPPH + kuersetin 24,763 pg/mL, g) DPPH + kuersetin 29,715 pg/mL

a. Perhitungan DPPH
Konsentrasi DPPH yang akan digunakan yaitu 0,1 mM (Molyneux, 2004)
Mr DPPH (C1gH12N506) = 394,33 (Molyneux, 2004)
0,1 mM 0,0001 M

0,0001 mol/L

0,0001 52
L

0,0001 17-x394,33

L

= 0,039433 g/L

= 39,433 mg/L

= 39,433 pg/mL ~ 40 pg/mL
Penimbangan :
2 mg DPPH dilarutkan dalam 50 mL metanol

2mg x 1.000 mL
50 mL L

=40 pg/mL
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b. Pembuatan Larutan Uji
1) Kuersetin

e Larutan Induk
2mg 1.000 mL

10 mL X 3 = 200 ug/mL
L
10 mL x 200 pg/mL = 20 pg/mL
e Pengenceran

2 mL L

T0mL X 20 pug/mL = 4 pg/mL 10 mL X 200 pg/mL = 20 pg/mL

> mL X 20 pg/mL = 10 pg/mL w X 200 pg/mL = 25 pg/mL
10 mL 5 mL

2750 x 200 ug/mL = 15 pg/mL L X 200 pug/mL = 30 pg/mL
10 mL 5 mL

Percobaan Seri Konsentrasi

Penimbangan = 1,981 mg dalam 1 mL 3,962 pg/mL, 9,905 pug/mL,
Larutan Induk = 198,1 pg/mL dan 19,81 14,858 pg/mL, 19,81 pg/mL,
pg/mL 24,763 pg/mL, 29,715 pg/mL

2) Sampel BK 1

e Larutan Induk
5mg 1.000 mL

TmL > 7 = 5.000 ug/mL
e Pengenceran
0,12907% ng 0,47 mL ng
oS L X 2000 =500 pg/mL =oem X 5.000 = 2.000 pg/mL
0,225 mL ug 0,225 mL ug
m X 2.000E = 1.000 pg/mL m x 5.000 oL = 2.500 pg/mL

0375 L 5000 28 = 1500 ug/mL 222 ™ 5,000 L8 = 3,000 pg/mL.
0,5 mL 000 7, = 1:500 g/m 045mL” """ mL 7 e/

Percobaan Seri Konsentrasi

Replikasi 1 528,8 ug/mL, 1.057,6 pg/mL,
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Penimbangan = 5,288 mg dalam 1 mL
Larutan Induk = 5288 pug/mL

1.586,4 pug/mL, 2.115,2 pg/mL,
2.644 pg/mL, 3.172,8 pug/mL

Replikasi 2
Penimbangan = 4,923 mg dalam 1 mL
Larutan Induk = 4923 pug/mL

492,3 pg/mL, 984,6 pg/mL,
1.476,9 pg/mL, 1.969,2 pg/mL,
2.461,5 pg/mL, 2.953,8 pg/mL

Replikasi 3
Penimbangan = 8,56 mg dalam 1,7 mL
Larutan Induk = 5035, 294 pug/mL

503,530 pg/mL, 1.007,059
png/mL, 1.510,589 pg/mL,
2.014,118 pg/mL, 2.517,647
pg/mL, 3.021,176 pg/mL

3) Sampel BK 2

e Larutan Induk

1 mg y 1.000 mL ~ 500 pg/mL
2 mL L
e Pengenceran
0,025 mL ug 0,375 mL ug
O5mL X 5.000 oL 250 pg/mL 05mL x 2.000 oL 1.500 pg/mL
0,125 mL ug 0,47 mL ug
05 ik 2.000 — = 500 pg/mL Tl 5.000 — = 2.000 pg/mL
0.225 mg X 2.000 2 = 1,000 ug/mL Lg25mb X 5.000 22 = 2500 ng/mL
0,45 mL mL 0,45 mL mL
Percobaan Seri Konsentrasi
Replikasi 1 250,05 pg/mL, 500,1 pg/mL,

Penimbangan = 5,001 mg dalam 1 mL
Larutan Induk = 5.001 pg/mL

1.000,2 pg/mL, 1.500,3 pg/mL,
2.000,4 pg/mL, 2.500,5 pg/mL

Replikasi 2
Penimbangan = 5,110 mg
Larutan Induk = 5.110 pg/mL

255,5 pg/mL, 511 pg/mL, 1.022
pug/mL, 1.533 pug/mL, 2.044
pg/mL, 2.555 pg/mL

Replikasi 3
Penimbangan = 5,147 mg
Larutan Induk = 5.147 pg/mL

258,7 ng/mL, 514,7 pug/mL,
1.029,4 pg/mL, 1.544,1 pg/mL,
2.058,8 pg/mL, 2.573,5 pg/mL
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4) Sampel BK 3

e Larutan Induk
1mg 1.000 mL

62

L X 7 = 500 pg/mL
e Pengenceran

012mL 500 Y8 = 100 pg/mL  LEE™ME S 500 2 2 200 pg/mL
0,6 mL mL 0,6 mL mL

015 mb e00 P8 _ 125 ug/mL o™ 500 Y8 = 250 pg/mL
0,6 mL mL 0,6 mL mL

018mL c00 M8 — 150 pg/mL 220 500 8 300 pg/mL
0,6 mL mL 0,6 mL mL

Percobaan Seri Konsentrasi
Replikasi 1 101,6 pg/mL, 127 pg/mL, 152,4 pg/mL,

Penimbangan = 1,016 mg
Larutan Induk = 508 pg/mL

203,2 pg/mL, 254 pg/mL, 304,8 pg/mL

Replikasi 2
Penimbangan = 1,087 mg
Larutan Induk = 543,5 pg/mL

108,7 pg/mL, 135,875 pg/mL, 163,05
pg/mL, 217,4 pg/mL, 271,75 pg/mL,
326,1 pg/mL

Replikasi 3
Penimbangan = 1,065 mg
Larutan Induk =532,5 pg/mL

106,5 pg/mL, 133,125 pg/mL, 159,75
pg/mL, 213 pg/mL, 266,25 pug/mL, 319,5
pMg/mL
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Lampiran 4.6 Konsentrasi Pengujian Dalam Kuvet
Larutan kontrol positif (Kuersetin) dan larutan uji ekstrak 0,2 ml ditambahkan
dengan DPPH 0,8 mi

63

a. Kuersetin

02mL e/mL=08ue/mL 2™l 20 ne/mL = 4 pe/mL
T < 4ve/mL=08pg/m T ug/mL = 4 ug/m
0.2mL 0 ue/mL = 2 Lo Eml s el =5 L
Tl ug/mL = 2 pug/m Tl pg/mL = 5 pg/m
0ZmL . L=3 b 2AME e he/mL = 6 L
Tl ng/mL = 3 ug/m Tl ug/mL = 6 pg/m

Percobaan Seri Konsentrasi
Penimbangan = 1,981 mg 0,7924 ng/mL, 1,981 pg/mL, 2,9715
pug/mL, 3,962 pug/mL, 4,9525 pug/mL, 5,943
pg/mL

b. Sampel BK 1

0.2 ml 500 L= 100 L . 2.000 L = 400 L
TmL < ug/mL = Hg/m Tl Hg/mL = Hg/m

0.2 mL 1.000 L = 200 L [0 2.500 L =500 L
1oL X 1:000 pg/mlL = mg/mL ——=—X2.500 pg/mlL = Hg/m

0.2 mL 1.500 L =300 L oAt 3.000 L = 600 L
1oL X 100 pg/mlL = wg/mL ———-—X3.000 pg/mlL = Hg/m

Percobaan Seri Konsentrasi
Replikasi 1 102,14 pg/mL, 204,28 pg/mL, 306,42 pg/mL,
408,56 ug/mL, 510,7 pg/mL, 612,84 pg/mL
Replikasi 2 98,46 pg/mL, 196,92 pg/mL, 295,38 pg/mL,

393,84 pg/mL, 492,3 ng/mL, 590,76 pg/mL

100,706 pg/mL, 201,412 pg/mL, 302,118
ug/mL, 402,824 pug/mL, 503,530 pg/mL,
604,235 pg/mL

Replikasi 3
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c. Sampel BK 2
02 ml 250 L =50 L 0.2 ml 1.500 L =300 L
Tl > ug/mL = 50 pug/m 1L X 1500 pg/mlL = ug/m
02 ml 500 L =100 L 0.2 ml 2.000 L = 400 L
Tl > ug/mL = Hg/m 1L X 2000 pg/mlL = ug/m
02l 1000 ug/mL = 200 pg/ml. 2 2,500 pg/mL = 500 pug/mL.
1L < 1:000 pg/mlL = Hg/m Tl X 2200 pg/mlL = ug/m
Percobaan Seri Konsentrasi
Replikasi 1 50,01 pg/mL, 100,02 pg/mL, 200,04 pg/mL,
300,06 pg/mL, 400,08 pg/mL, 500,1 pg/mL
Replikasi 2 51,1 pg/mL, 102,2 pg/mL, 204,4 pg/mL,
306,6 pg/mL, 408,8 pg/mL, 511 pg/mL
Replikasi 3 51,74 pg/mL, 102,94 pg/mL, 205,88 pug/mL,

308,82 pg/mL, 411,76 pg/mL, 514,7 pg/mL

d. Sampel BK 3
AT X 100 pg/mL = 20 ug/mL i ml X 200 pg/mL = 40 pg/mL
1 mL 1 mL
AT X 125 pg/mL = 25 pug/mL 0.2 x 250 pg/mL = 50 pg/mL
1 mL 1 mL
Q.2 mlL X 150 pg/mL = 30 pg/mL Sl X 300 pg/mL = 60 ug/mL
1 mL 1 mL
Percobaan Seri Konsentrasi
Replikasi 1 20,32 pg/mL, 25,4 ug/mL, 30,48 pg/mL,
40,64 pg/mL, 50,8 pg/mL, 60,96 pug/mL
Replikasi 2 21,74 pg/mL, 27,175 pg/mL, 32,61 pg/mL,
43,48 pg/mL, 54,35 pg/mL, 65,22 pg/mL
Replikasi 3 21,3 pg/mL, 26,625 pg/mL, 31,95 pg/mL,

42,6 pg/mL, 53,25 pg/mL, 63,9 pg/mL
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Lampiran 4.7 Penetapan Panjang Gelombang Maksimum
U-1800 Spectrovhotom=tar

Serial NUM: 5730114
ROM Version: 07
Sample Name:

Date:

Operator:

Wavelength Scan

Data Mode: ABS

Scan Range: 600.0-400.0nm

S1lit Width: 4nm

Speed(nm/min): 800nm/min

Lamp Change Wavelenath: 340.0nm

Path Length:

ALL Data

WL(nm) ABS WL(nm) ABS WL(nm) ABS
600.0 0.527 599.0 0.518 598.0 0.516
596.0 0.523 595.0 0.527 594.0 0.531
592.0 0.542 591.0 0.549 590.0 0.556
588.0 0.570 587.0 0.577 586.0 0.584
584.0 0.598 583.0 0.605 582.0 0.614
580.0 0.628 579.0 0.633 578.0 0.637
576.0 0.644 575.0 0.649 574.0 0.653
572:0 0.662 571.0 0.666 570.0 0.671
568.0 0.681 567.0 0.686 566.0 0.692
564.0 0.704 563.0 0.710 562.0 Q.7T17
560.0 0.732 559.0 0.739 558.0 0.746
556.0 0.761 555.0 0.769 554.0 0.778
552 .0 0.797 561.0 0.807 550.0 0.817
548.0 0.837 547.0 0.847 546.0 0.858
544.0 0.881 543.0 0.892 542.0 0.905
540.0 0.931 539.0 0.942 538.0 0.954
536.0 0.977 535.0 0.890 534.0 1.003
532.0 1.029 531.0 1.040 530.0 12052
528.0 1.075 527.0 1.085 526.0 1.094
524.0 110 523.0 118 522.0 AA27
520.0 1.138 519.0 1.142 518.0 1.146
516.0 12151 5150 1.151 514.0 ¥ 152
512.0 1.149 511.0 1.147 510.0 1.143
508.0 1.134 507.0 o8 506.0 1:122
504.0 1.105 503.0 1.095 502.0 1.084
500.0 1.062 499.0 1.051 498.0 1.039
496.0 1.015 495.0 1.001 434.0 0.986
492.0 0.956 491.0 0.943 490.0 0.928
488.0 0.899 487.0 0.885 486.0 0.870
484.0 0.841 483.0 0.826 482.0 0.811
480.0 0.781 479.0 0.768 478.0 0.755
476.0 0.728 475.0 0.715 474.0 0.701
472.0 0.675 471.0 0.663 470.0 0.650
468.0 0.625 467.0 0.614 466.0 0.603
464.0 0.580 463.0 0.569 462.0 0.558
460.0 0.536 459.0 0.527 458.0 0.518
456.0 0.500 455.0 0.491 454.0 0.483
452.0 0.466 451.0 0.459 450.0 0.451
448.0 0.438 447.0 0.432 446.0 0.427
444.0 0.416 443.0 0.411 442.0 0.406
440.0 0.397 439.0 0.393 438.0 0.389
436.0 0.381 435.0 O3l 434.0 0.373
432.0 0.366 431.0 0.362 430.0 0.359
428.0 0.353 427.0 0.349 426.0 0.347
424.0 0.340 423.0 0.337 422.0 0.334
420.0 0.329 419.0 0.326 418.0 0.324
416.0 0.320 415.0 0.318 414.0 0.315
412.0 0.312 411.0 0.310 410.0 0.308
408.0 0.306 407.0 0.305 406.0 0.304
404.0 0.303 403.0 0.303 402.0 0.302
400.0 0.301
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U-1800 Sbectrophotometgr

Serial NUM: 5730116
ROM Version: 07
Sample Name:

Date:

Operator:

ABS
3.00 P>
R

................................................

Wavelength Scan

Data Mode:

Scan Range:

Slit Width:
Sreed(nm/min):

Lamp Change Wavelength:
Path Lenegth:

ABS
600.0-400.0nm

nm
800nm/min
340.0nm
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Lampiran 4.8 Perhitungan persen peredaman DPPH dan 1Cs

absorbansi DPPH—absrobansi larutan uji

67

Peredaman DPPH = R— X 100%
sampel ICso (Lg/mL) B ' sD CV (%)
(Mg/mL)
3,349
Kuersetin 3,299 3,305 0,101 3,056
3,267
410,600
BK 1 440,321 424,36 15,136 3,567
422,547
205,365
BK 2 193,896 197,956 6,426 3,246
194,608
28,253
BK3 30,555 28,772 1,589 5,522
27,507

e Contoh perhitungan SD

\/(Y—m)z + (X —=R2)2 + (X —R3)?2
SO =

n-1

_ \/(3,305-3,349)2 + (3,305-3,229)2 + (3,035—3,267)2
E 2

=0,101
e Contoh perhitungan CV

SD
Ccv = ? X 100%

0,101
"~ 3,305

= 3,056 %

x 100%
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a. Kuersetin

1. Replikasi 1
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICsg
(ug/mL) kuvet DPPH Sampel (ug/mL)
(Hg/mL)
3,962 0,792 0,860 0,747 13,140
9,905 1,981 0,860 0,611 28,953
14,858 2,972 0,860 0,483 43,837 3.349
19,81 3,962 0,860 0,372 56,744
24,763 4,953 0,860 0,202 76,512
29,715 5,943 0,860 0,100 88,372
2. Replikasi 2
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman ICs
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Mg/mL)
3,962 0,792 0,860 0,761 11,512
9,905 1,981 0,860 0,600 30,233
14,858 2,972 0,860 0,472 45,116 3,299
19,81 3,962 0,860 0,341 60,349
24,763 4,953 0,860 0,193 77,558
29,715 5,943 0,860 0,108 87,442
3. Replikasi 3
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman ICso
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Hg/mL)
3,962 0,792 0,860 0,762 11,395
9,905 1,981 0,860 0,601 30,116
14,858 2,972 0,860 0,452 47,442 3,267
19,81 3,962 0,860 0,344 60,000
24,763 4,953 0,860 0,181 78,953

29,715 5,943 0,860 0,110 87,209
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Replikasi Persamaan r ICso (Mg/mL)
1 y = 14,899x + 0,1022 0,9981 3,349
2 y = 15,064x + 0,3093 0,9983 3,299
3 y = 15,105x + 0,6512 0,9966 3,267

Rata-rata 1Cso = SD 3,305 + 0,101

e Contoh Perhitungan ICs
Persamaan linier y = 14,899x + 0,1022
50 = 14,899x + 0,1022

50— 0,1022
X = T14899

x = 3,349
ICs0 = 3,349 pg/mL

100
80
60

40

% Peredaman

20

0 99 i N,
0 2 4 6
Konsentrasi (ng/mL)

¢ Replikasi 1

Replikasi 2

A Replikasi 3
— Linear (Replikasi 1)
—— Linear (Replikasi 2)
—— Linear (Replikasi 3)
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b. BK1
1. Replikasi 1
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICs0
(ug/mL) kuvet DPPH Sampel (ug/mL)
(Hg/mL)
528,8 105,76 0,927 0,700 24,488
1057,6 211,52 0,927 0,620 33,118
1586,4 317,28 0,927 0,506 45,415 410,212
2115,2 423,04 0,927 0,439 52,543
2644 528,8 0,927 0,398 57,066
2. Replikasi 2
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman ICs0
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Hg/mL)
4923 98,46 0,873 0,694 20,504
984,6 196,92 0,873 0,604 30,813
1476,9 295,38 0,873 0,523 40,092 440,321
1969,2 393,84 0,873 0,462 47,079
2461,5 492,3 0,873 0,402 53,952
2953,8 590,76 0,873 0,340 61,054
3. Replikasi 3
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman ICs0
(ug/mL) kuvet DPPH Sampel (ug/mL)
(Hg/mL)
503,530 100,706 0,873 0,680 22,108
1007,059 201,412 0,873 0,650 25,544
1510,589 302,118 0,873 0,502 42,497 422,547
2014,118 402,824 0,873 0,434 50,286
2517,649 503,53 0,873 0,391 55,212
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Replikasi Persamaan r ICso (Mg/mL)
1 y =0,0801x + 17,142 0,9871 410,212
2 y =0,081x + 14,334 0,9959 440,321
3 y =0,0903x + 11,844 0,9758 422,547

Rata-rata ICsg = SD 424,36 + 15,136

70 1
60 j
= 50 - # Replikasi 1
© A
€ 40 Replikasi 2
o
D A Replikasi 3
g A e W
R 90 - —— Linear (Replikasi 1)
10 | —— Linear (Replikasi 2)
—— Linear (Replikasi 3)
0 __ | __ -
0 200 400 600 800
Konsentrasi (ug/mL)
c. BK2
1. Replikasi 1
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICsg
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel ° (ng/mL)
(Hg/mL)
250,05 50,01 0,898 0,700 22,05
500,1 100,02 0,898 0,408 35,52
1000,2 200,04 0,898 0,313 54,66 205,365
1500,3 300,06 0,898 0,214 65,14

2000,4 400,08 0,898 0,153 76,17
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2. Replikasi 2
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICs
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel ° (ng/mL)
(Mg/mL)
255,5 51,1 0,898 0,695 22.606
511 102,2 0,898 0,562 37,416
1022 204,4 0,898 0,395 56,013 193,896
1533 306,6 0,898 0,264 70,601
2044 408,8 0,898 0,182 79,732
3. Replikasi 3
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman I1Cs
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Hg/mL)
258,7 51,74 0,927 0,743 19,849
514,7 102,94 0,927 0,574 38,08
1029,4 205,88 0,927 0,385 58,468 194,608
1544,1 308,82 0,927 0,270 70,874
2058,8 411,76 0,927 0,183 80,259
Replikasi Persamaan r ICso (Lg/mL)
1 y =0,1506x + 19,072 0,9834 205,365
2 y =0,1576x + 19,442 0,9836 193,896
3 y =0,1621x + 18,454 0,9723 194,608

Rata-rata 1Cso + SD 197,956 + 6,426
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d. BKS3
1. Replikasi 1
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi Y%Peredaman ICsg
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Hg/mL)
101,6 20,32 0,860 0,557 35,233
127 25,4 0,860 0,454 47,209
152,4 30,48 0,860 0,393 54,302 28,253
203,2 40,64 0,860 0,257 69,711
254 50,8 0,860 0,116 86,517
2. Replikasi 2
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICs
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel (ng/mL)
(Mg/mL)
106,5 21,74 0,860 0,539 37,326
133,125 27,175 0,860 0,469 45,465
159,75 32,61 0,860 0,384 55,348 30,555
213 43,48 0,860 0,301 65,000

266,25 54,35 0,860 0,154 82,093



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

74

3. Replikasi 3
Konsentrasi
Konsentrasi dalam Absorbansi  Absorbansi YPeredaman ICso
(ng/mL) kuvet DPPH Sampel ° (ng/mL)
(Mg/mL)
108,7 21,3 0,860 0,520 39,535
135,875 26,625 0,860 0,438 49,069
163,05 31,95 0,860 0,361 58,023 27,507
217,4 42,6 0,860 0,300 72,093
271,75 53,25 0,860 0,129 85,000
Replikasi Persamaan r ICso (Lg/mL)
1 y = 1,6294x + 3,9647 0,9976 28,253
2 y = 1,3253x + 9,5048 0,9947 30,555
3 y =1,407x + 11,297 0.9967 27,507
Rata-rata ICsy + SD 28,772 + 1,589
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Lampiran 4.9 Hasil analisis dengan SPSS (free trial)
a. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Konsentrasi | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ICsy  Kuersetin 223 3 .985 3 .766

BK1 210 3 091 3 .820

BK2 .365 2 .798 3 109

BK3 290 3 926 3 473
Data terdistribusi normal dengan nilai signifikansi > 0,05
b. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of VVariances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.072 3 8 182
Data terdistribusi homogen dengan nilai signifikansi > 0,05
c. Uji One Way ANOVA
ANOVA
ICso
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

|Between Groups [7.999 3 2.666 10396.124 |.000
\Within Groups ].002 3 .000
Total 8.001 11

Terdapat perbedaan yang signifikan antar sampel ditunjukkan dengan nilai

signifikansi < 0,05
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d. Uji Post Hoc (LSD)

Dependent Variable: Log X1

LSD

Multiple Comparisons

76

Mean

Difference (I-

95%
Confidence

Interval

() Konsentrasi (J) Konsentrasi J) Std. Error| Sig. [Lower Bound
IKuersetin BK1 -2.10840 .01308  |.000 12,1386
BK2 -1.77727° .01308  |.000 -1.8074
BK3 -.93938" 01308  [.000 -.9695
[BK1 Kuersetin 2.10840° 01308  |.000 2.0782
BK2 33113 01308  [.000 3010
BK3 1.16902" 01308  |.000 1.1389
[BK2 Kuersetin 1.77727 01308  [000 1.7471
BK1 -.33113" 01308  |.000 -.3613
BK3 83789 01308  [.000 8077
[BK3 Kuersetin .93938" 01308  [000 9092
BK1 -1.16902" .01308  |.000 -1.1992
BK2 -.83789" .01308  [.000 -.8680

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

Terdapat perbedaan yang signifikan pada semua sampel, ditunjukkan dengan nilai

signifikansi < 0,05.



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

