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ABSTRAK

Gigih, Mitayani.2010. Uji Aktivitas Ektrak Etanol dan Ekstrak Air Buah Pala
(Myristica Fragan Houtt) dengan Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil).
Tugas Akhir II. Jurusan Kimia. FMIPA UNNES. Pembimbing I: Drs. Sukirno,
Apt. Pembimbing II: M. Alauhdin, SSi. M.Si.

Kata Kunci: Ekstrak Etanol, Ekstrak Air, DPPH, Buah Pala, Antioksidan.

Telah dilakukan penelitian tentang uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol
dan  ekstrak air buah pala dengan metode DPPH(1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil). Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan
ekstrak etanol dan ekstrak air buah pala dengan metode DPPH, mengetahui
seberapa besar aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan ekstrak air buah pala
dengan variasi lama waktu perendaman dan volume perendam yang dinyatakan
dengan ICso dan mengetahui kandungan kimia dalam ekstrak buah pala yang
mempunyai aktivitas antioksidan. Lama waktu perendaman atau maserasi dan
volume perendam dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan. Hasil ICs, (aktivitas
antioksidan) dari ekstrak etanol buah pala dengan volume perendam 150 ml etanol
dan lama perendaman 4jam, 6jam, 8jam secara berturut-turut adalah 6,89 % ;
6,65% ; 6,13%. Sedangkan hasil 1Csy (aktivitas antioksidan) dari ekstrak etanol
buah pala dengan volume perendam 300 ml etanol lama perendaman 4jam, 6jam,
8jam secara berturut-turut adalah 11,99% ; 9,01% ; 7,76%. Hasil uji kandungan
kimia menunjukkan bahwa pada buah pala terdapat vitamin C dan alkaloid
sedangkan pada pengujian antrakinon dan flavonoid menunjukkan hasil negatif.
Nilai ICsg ekstrak air buah pala adalah 2,36% dan baku pembanding yaitu vitamin
C adalah 0,92%. Terdapat perbedaan antara ekstrak etanol dan ekstrak air dari
buah pala yaitu pada ekstrak air buah pala aktivitas antioksidannya lebih besar
daripada ekstrak etanol buah pala tetapi masih lebih baik kandungan dari vitamin
C.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara penghasil komoditi holtikultura, seperti buah-
buahan, sayur-sayuran dan bunga-bungaan. Komoditi holtikultura setelah dipanen
akan mengalami perubahan kimia maupun fisika. Perubahan-perubahan yang
umum terjadi adalah perubahan kandungan karbohidrat, warna, tekstur,
kandungan asam, dan lain-lain. Perubahan tersebut dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan pada komoditinya. Menurut Salunkhe dan Desai (1984) di negara tropis
kerusakan dan kehilangan komponen pada sayuran dapat berkisar antara 22-78 %
(Anggraini, 1993).

Salah satu kandungan penting dalam komoditi hortikultura adalah antioksidan
walau tidak semua mengandung antioksidan. Senyawa antioksidan memiliki
peranan yang penting dalam kesehatan. Berbagai bukti ilmiah menunjukkan
bahwa senyawa antioksidan dapat mengurangi resiko terhadap penyakit kronis
seperti kanker dan penyakit jantung koroner. Antioksidan bermanfaat dalam
pengobatan berbagai penyakit yang terkait baik secara langsung maupun tidak
langsung dengan radikal bebas. Karakter utama senyawa antioksidan adalah
kemampuanya menangkap radikal bebas (Prakash,2001).

Penggunaan senyawa antioksidan berkembang dengan pesat, baik untuk

makanan maupun pengobatan. Penggunaannya sebagai obat semakin meningkat



dengan bertambahnya pengetahuan tentang aktivitas radikal bebas terhadap
beberapa penyakit degeneratif seperti penyakit jantung dan kanker (Hanani dkKk,
2005).

Sebagian besar penyakit mematikan dan menyebabkan kerusakan tubuh
disebabkan oleh radikal bebas. Selama bertahun-tahun para ahli kimia telah
mengetahui bahwa aktivitas oksidasi oleh radikal bebas dapat dikendalikan atau
bahkan dicegah oleh berbagai bahan antioksidan (Youngson, 2005).

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang sangat reaktif karena
mempunyai satu- atau lebih elektron yang bermuatan listrik, dan untuk
mengembalikan kesetimbangannya maka radikal bebas berusaha mendapatkan
elektron dari molekul lain atau melepas elektron yang tidak berpasangan
(Dalimartha & Soedibyo,1998).

Tanaman pala (Myristica fragrans Houtt) merupakan tanaman asli Indonesia,
tanaman ini dikenal sebagai tanaman rempah sejak abad ke 18. Sampai saat ini
Indonesia merupakan produsen pala terbesar di dunia (70-75%). Negara produsen
lainnya adalah Grenada sebesar 20-25%, kemudian selebihnya India, Srilanka dan
Malaysia.

Semua bagian buah pala dapat dijadikan bahan olahan yang memiliki nilai
ekonomis. Biji dan fuli pala kering merupakan dua bentuk komoditas pala di
pasar Internasional. Sementara itu daging buah pala dimanfaatkan menjadi
berbagai macam produk pangan seperti manisan pala, sari buah selai pala, dan jeli
(Hadad & Firman, 2006). Pengungkapan potensinya sebagai sumber antioksidan

kemungkinan berkaitan dengan senyawa kimia yang dikandungnya dan metode



ekstraksi untuk memperoleh senyawa kimia yang memiliki aktivitas antioksidan
tersebut.

Pengujian aktivitas antioksidan terhadap ekstrak Callyspongia sp. dengan
metode tiosianat telah dilakukan (Amrun H. dkk,2007). Pada metode tiosianat ini
pengukuran aktivitas antioksidan didasarkan pada daya penghambatan
terbentuknya senyawa-senyawa radikal yang bersifat reaktif.

Uji aktivitas anti radikal bebas DPPH terhadap ekstrak metanol dan air buah
kenitu yang tumbuh di daerah Jember telah dilakukan dan diketahui kedua ekstrak
tersebut memiliki aktivitas anti radikal bebas DPPH (Hidayat dan Umiyah,2005).

Sebagai salah satu upaya untuk mengoptimalkan pemanfaatan bahan alam
hayati Indonesia, dilakukan penelitian dengan tujuan awal menguji aktivitas
antioksidan ekstrak etanol dan ekstrak air buah pala. Selain itu dilakukan juga
identifikasi kandungan kimia yang berkhasiat sebagai antioksidan dalam buah

pala yang diperoleh dari Perkebunan PT PN IX Ungaran.

1.2  Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, permasalahan yang timbul dalam penelitian ini
adalah sebagai berikut:
1. Apakah lama waktu maserasi (perendaman) berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidan ekstrak buah pala ?
2. Apakah volume pelarut (perendam) ekstrak buah pala berpengaruh

terhadap aktivitas antioksidan ekstrak ?



3. Seberapa besar aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol dan ekstrak air
buah pala yang dinyatakan dengan ICsg ?

4. Apakah terdapat perbedaan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol dan
ekstrak air buah pala?

5. Kandungan kimia apakah dalam ekstrak buah pala yang mempunyai

aktivitas antioksidan ?

Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

I. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan ekstrak air
buah pala dengan metode DPPH.

p, | Mengetahui seberapa besar aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan
ekstrak air buah pala dengan variasi lama waktu perendaman dan volume
perendam yang dinyatakan dengan ICsy.

3. Mengetahui kandungan kimia dalam ekstrak buah pala = yang

mempunyai aktivitas antioksidan.

Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Membuktikan adanya aktivitas antioksidan pada ekstrak buah pala.
2. Hasil penelitian dapat memberikan data ilmiah tentang ICso dan

kandungan kimia pada ekstrak buah pala.



3. Sebagai referensi bagi penelitian sejenis tentang pemanfaatan buah pala
sebagai sumber antioksidan.

4. Sebagai sumber informasi bagi masyarakat mengenai sumber antioksidan
dari tanaman obat tradisional sebagai obat alternatif (antioksidan luar)
untuk mengendalikan dan mencegah terjadinya berbagai penyakit

degeneratif, kanker dan penyakit lain.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pala

Pala (Myristica fragrans) merupakan tumbuhan berupa pohon yang berasal
dari Kepulauan Banda, Maluku. Karena nilai ekonomisnya yang tinggi sebagai
rempah-rempah, buah dan biji pala telah menjadi komoditi perdagangan yang
penting sejak masa Romawi. Semenjak zaman eksplorasi Eropa pala tersebar luas
di daerah tropika lain seperti Mauritius dan Karibia (Pulau Grenada). Istilah pala

juga dipakai untuk biji pala yang diperdagangkan.

Gambar 2.1. Buah pala

Klasifikasi ilmiah tanaman pala adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida



Ordo : Magnoliopsida
Famili : Myristicaceae
Genus : Myristica

Spesies : M. fragrans

Nama binomial : Myristica fragrans

Tanaman pala mempunyai nama spesies : Myristica Fragrans Houtt, nama
inggris: Nutmeg, dan nama Indonesia: Pala

Tumbuhan ini berumah dua (dioecious) sehingga dikenal pohon jantan dan
pohon betina. Daunnya berbentuk elips langsing, buahnya berbentuk lonjong
seperti lemon, berwarna kuning, berdaging dan beraroma khas karena
mengandung minyak atsiri pada daging buahnya. Bila masak, kulit dan daging
buah membuka dan biji akan terlihat terbungkus fuli yang berwarna merah.

Tanaman pala mulai berbuah pada umur 7 — 8 tahun dan pada umur 10
tahun dapat berproduksi secara menguntungkan. Produksi tanaman pala terus
meningkat dan pada umur 25 tahun mencapai produksi tertinggi dan dapat terus
berproduksi sampai umur 60-70 tahun. Tumbuhan ini berupa pohon yang
tingginya sampai + 20 m dan bercabang banyak. Tajuk pohon seperti kerucut.
Daun letaknya berseling, bentuk helaian daun bundar telur atau lonjong sampai
lanset dan kalau diremas berbau harum. Perbungaan tersusun membentuk payung
menggarpu. Buahnya buah batu, berdaun kuning muda kehijauan, bentuk bulat
lonjong dan beralur memanjang ditengahnya. Biji dibalut aril yang melekat
dibagian pangkal biji. Biji berwarna coklat tua, berpola dan berbentuk bulat telur.

Daging buah, biji dan arilnya berbau harum (Hadad & Firman,2006).



Tempat asal tumbuhan ini adalah beberapa pulau kecil di Maluku dan

Pulau Banda sebagai pusatnya. Tetapi, sekarang ini tumbuhan pala sudah tersebar

di seluruh Indonesia.

2.2

Antioksidan

Antioksidan didefinisikan sebagai senyawa yang dapat menunda,
memperlambat dan mencegah proses oksidasi lipid. Dalam arti khusus,
antioksidan adalah zat yang dapat menunda atau mencegah terjadinya reaksi
antioksidasi radikal bebas dalam oksidasi lipid ( Kochhar dan Rossell, 1990)
Menurut Cuppert (1997) disitir Widjaya (2003), antioksidan dinyatakan
sebagai senyawa yang secara nyata dapat memperlambat oksidasi, walaupun
dengan konsentrasi yang lebih rendah sekalipun dibandingkan dengan
substrat yang dapat dioksidasi.

Antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan dan berperan penting
untuk mempertahankan mutu produk pangan. Berbagai kerusakan seperti
ketengikan, perubahan nilai gizi, perubahan warna dan aroma, serta
kerusakan fisik lain pada produk pangan karena oksidasi dapat dihambat
oleh antioksidan.

Antioksidan sangat beragam jenisnya. Berdasarkan sumbernya
antioksidan dibagi dalam dua kelompok, yaitu antioksidan sintetik
(antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis) dan antioksidan alami

(antioksidan hasil ekstraksi bahan alami)



2.2.1. Antioksidan Sintetik

Beberapa contoh antioksidan sintetik yang diijinkan untuk makanan
adalah Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), propil
galat, Tert-Butil Hidoksi Quinon (TBHQ) dan tokoferol. Antioksidan
tersebut merupakan antioksidan alami yang telah diproduksi secara sintetis
untuk tujuan komersial (Buck, 1991)

BHA memiliki kemampuan antioksidan (carry through, kemampuan
antioksidan baik dilihat dari ketahanannya terhadap tahap-tahap pengelolaan
maupun stabilitasnya pada produk akhir) yang baik pada lemak hewan dalam
sistem makanan panggang, namun relatif tidak efektif pada minyak tanaman.
BHA bersifat larut lemak dan tidak larut air, berbentuk padat putih dan dijual
dalam bentuk tablet atau serpih, bersifat volatil sehingga berguna untuk
penambahan ke materi pengemas (Buck, 1991 ; Coppen, 1983).

Menurut Sherwin (1990), antioksidan sintetik BHT memiliki sifat serupa
BHA, akan memberi efek sinergis bila dimanfaatkan bersama BHA,
berbentuk kristal padat putih dan digunakan secara luas karena relatif murah.
Propil galat mempunyai karakteristik sensitif terhadap panas, terdekomposisi
pada titik cairnya 148 °C, dapat membentuk komplek warna dengan ion
metal, sehingga kemampuan antioksidannya rendah. Selain itu, propil galat
memiliki sifat berbentuk kristal padat putih, sedikit tidak larut lemak tetapi
larut air, serta memberi efek sinergis dengan BHA dan BHT (Buck, 1991).

TBHQ dikenal sebagai antioksidan paling efektif untuk lemak dan

minyak, khususnya minyak tanaman karena memiliki kemampuan
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antioksidan yang baik pada penggorengan tetapi rendah pada pembakaran.
Bila TBHQ direkomendasikan dengan BHA yang memiliki kemampuan
antioksidan yang baik pada pemanggangan akan memberikan kegunaan yang
lebih luas. TBHQ dikenal berbentuk bubuk putih sampai coklat terang,
mempunyai kelarutan cukup pada lemak dan minyak, tidak membentuk
kompleks warna dengan Fe dan Cu tetapi dapat berubah warna menjadi
merah muda dengan adanya basa (Buck, 1991).

Tokoferol merupakan antioksidan alami yang dapat ditemukan
hampir disetiap minyak tanaman, tetapi saat ini telah dapat diproduksi secara
kimia. Tokoferol memiliki karakteristik berwarna kuning terang, cukup larut
dalam lipida karena rantai C panjang. Pengaruh nutrisi secara lengkap dari
tokoferol belum diketahui, tetapi a-tokoferol dikenal sebagai sumber vitamin
E. Didalam jaringan hidup, aktivitas antioksidan tokoferol cenderung
o—>B—>y—>0—-tokoferol, tetapi dalam makanan aktivitas tokoferol terbalik
0—>y—>B—>a-tokoferol (Belitz dan Grosch, 1987). Menurut Sherwin (1990),
urutan tersebut kadang bervariasi tergantung pada substrat dan kondisi-

kondisi lain seperti suhu.

2.2.2. Antioksidan Alami

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, (c) senyawa antioksidan yang diisolasi dari sumber alami dan

ditambahkan ke makanan sebagai bahan tambahan pangan (Pratt,1992).
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Tabel 2.1. Contoh antioksidan untuk produk pangan di beberapa negara”

*%

Amerika Serikat Kanada EEC
Senyawa fenolik
Butil Hidroksi Anisol (BHA) BHA BHA
Butil Hidroksi Toluen (BHT) BHT BHT
Ter Butil Hidroksi Quinon (TBHQ) Propil galat Propil galat
Trihidroksibutiropenon Tokoferol Dodesil galat
Propil galat Oktil galat
Tokoferol Tokoferol

4-hidroksimetil-2,6-ditertier butilfenol

Asam dan ester

Diauril tiopropionat

Asam askorbat

Asam askorbat

Asam tiodipropionat Askorbil palmitat Askorbil palmitat
Askorbil stearat Kasium askorbat
Asam sitrat Sodium askorbat
Lesitin sitrat
Monogliserida sitrat
Monoisopropil sitrat
Asam tartarat

Lain-lain

Glisin Gum guaiac

Gum guaiac Lesistin

Lecithin

*Buck (1991)

**European Economic Community

Sedangkan pada tabel 2 dapat dilihat penggolongan penghambat seluler oksidasi
lemak.

Tabel 2.2. Inhibitor seluler oksidasi lemak

Inhibitor yang larut dalam air Inhibitor yang larut lemak

Superoksida disimutase Tokoferol

Peroksidase, contoh glutation Karotenoid
perokidase

Khelat dari besi

Agen pereduksi contoh askorbat

Hidroksi

Ferroksidase

Fospolipase, protease

Katalase Ubiquinal

Sumber Hultin (1994)
Menurut Pratt dan Hudson (1990), kebanyakan senyawa

antioksidan yang diisolasi dari sumber alami adalah berasal dari tumbuhan.
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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 pada kayu, kulit kayu, akar, daun, buah, bunga, biji, dan
serbuk sari (Pratt,1992).

Menurut Pratt dan Hudson (1990) serta Shahidi dan Naczk (1950,
senyawa antioksidan alami tumbuhan umumnya adalah senyawa fenolik
atau polifenolik yang dapat berupa golongan flavonoid, turunan asam
sinamat, kumarin, tokoferol, dan asam-asam organic polifungsional.
Ditambahkan oleh Pratt (1992), golongan flavonoid yang memiliki
aktivitas antioksidan meliputi flavon, flavonol, isoflavon, Kkateksin,
flavonol dan kalkon. Sementara turunan asam sinamat meliputi asam
kafeat, asam ferulat, asam klorogenat, dan lain-lain. Senyawa antioksidan
alami polifenolik ini adalah multifungsional dan dapat beraksi sebagai (a)
pereduksi, (b) penangkap radikal bebas, (c) pengkelat logam, (d) peredam
terbentuknya singlet oksigen.

Selain flavonoid, yang termasuk senyawa antioksidan dapat pula
steroid, terpenoid, alkaloid dan antraquinon. Menurut Markham (1988),
kira-kira 2 % dari seluruh karbon yang difotosintesis oleh tumbuhan
diubah menjadi flavonoid atau senyawa yang berkaitan erat dengannya,

sehingga flavonoid merupakan salah satu golongan fenol alam terbesar.
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Lebih lanjut disebutkan bahwa sebenarnya flavonoid terdapat dalam
semua tumbuhan hijau, sehingga pastilah ditemukan pula pada setiap
telaah ekstrak tumbuhan. Ditulis oleh Pratt dan Hudson (1990)
kebanyakan dari golongan flavonoid dan senyawa yang berkaitan erat
dengannya memiliki sifat-sifat antioksidan baik didalam lipida cair
maupun dalam makanan berlipida.

Ada banyak bahan pangan yang dapat menjadi sumber antioksidan
alami, seperti rempah-rempah, dedaunan, teh, kokoa, biji-bijian, serealia,
buah-buahan, sayur-sayuran dan tumbuhan/alga laut. Bahan pangan ini
mengandung jenis senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan, seperti
asam-asam amino, asam askorbat, golongan flavonoid, tokoferol,
karotenoid, tannin, peptida, melanoidin, produk-produk reduksi, dan
asam-asam organik lain (Pratt,1992).

Tumbuhan rempah-rempah sudah sejak lama dikenal kegunaannya
untuk manusia, misalnya untuk memberi aroma, rasa pada makanan,
untuk obat-obatan, atau memiliki sifat antiseptik. Nakatani (1992) telah
merangkum hasil [‘penelitian dari bebetapa peneliti dunia dan
menyebutkan bahwa tumbuhan rosemary dan sage memiliki antioksidan
efektif untuk memperlambat kerusakan oksidatif pada lemak babi, begitu
pula antioksidan dari tumbuhan thyme, oregano, pala, bunga pala dan
kunyit. Sementara cengkeh memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi di

dalam emulsi minyak dalam air dibanding kunyit, bunga pala, rosemary,
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pala, jahe, oregano, dan sage. Tumbuhan laut yang diketahui mempunyai

senyawa antioksidan adalah Gelidiopsis sp.

2.3 Sifat-sifat Antioksidan

Secara umum, menurut Coppen (1983), antioksidan diharapkan memiliki
ciri-ciri sebagai berikut (a) aman dalam penggunaan, (b) tidak memberi flavor,
odor, warna pada produk, (c) efektif pada konsentrasi rendah, (d) tahan terhadap
proses pengolahan produk (berkemampuan antioksidan yang baik), (e) tersedia
dengan harga yang murah. Ciri keempat merupakan hal yang sangat penting
karena sebagian proses pengolahan menggunakan suhu tinggi. Suhu tinggi akan
merusak lipida dan stabilitas antioksidan yang ditambahkan sebagai bahan
tambahan pangan. Kemampuan bertahan antioksidan terhadap proses pengolahan
sangat diperlukan untuk dapat melindungi produk akhir.

Sebagaimana suatu benda pada umumnya, antioksidan juga memiliki
keterbatasan-keterbatasan. Keterbatasan tersebut meliputi (a) antioksidan tidak
dapat memperbaiki flavor lipida yang berkualitas rendah, (b) antioksidan tidak
dapat memperbaiki lipida yang sudah ‘tengik, (c) antioksidan tidak dapat

mencegah kerusakan hidrolisis, maupun kerusakan mikroba (Coppen, 1983).

2.4 Mekanisme Kerja Antioksidan

Sesuai mekanisme kerjanya, antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi
pertama merupakan fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi atom

hidrogen. Antioksidan (AH) yang mempunyai fungsi utama tersebut sering
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disebut sebagai antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan atom
hidrogen secara cepat ke radikal lipida (R", ROO") atau mengubahnya ke bentuk
lebih stabil, sementara turunan radikal antioksidan (A") tersebut memiliki
keadaan lebih stabil dibanding radikal lipida. Fungsi kedua merupakan fungsi
sekunder antioksidan, yaitu memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai
mekanisme diluar mekanisme pemutusan rantai autooksidasi dengan pengubahan
radikal lipida ke bentuk lebih stabil (Gordon,1990).

Penambahan antioksidan (AH) primer dengan konsentrasi rendah pada
lipida dapat menghambat atau mencegah reaksi autooksidasi lemak dan minyak.
Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi oksidasi pada tahap inisiasi
maupun propagasi (persamaan 2.1 dan 2.2). Radikal-radikal antioksidan (A*)
yang terbentuk pada reaksi tersebut relatif stabil dan tidak mempunyai cukup
energi untuk dapat bereaksi dengan molekul lipida lain membentuk radikal lipida
baru (Gordon, 1990). Menurut Hamilton (1983), radikal-radikal antioksidan

dapat saling bereaksi membentuk produk non radikal.

Inisiasi ; R° 4+  AH —-ooeeeeeeeeee RH + A 2.1)
Radikal lipida
Propagasi : ROO" + AH ROOH +  A° (2.2)

Besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat berpengaruh
pada laju oksidasi. Pada konsentrasi tinggi, aktivitas antioksidan grup fenolik
sering lenyap bahkan antioksidan tersebut menjadi prooksidan (Persamaan 2.4).
Pengaruh jumlah konsentrasi pada laju oksidasi tergantung pada struktur

antioksidan, kondisi dan sampel yang akan diuji.
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* *

AH + O, - A" +  HOO (2.3)

NS R 7010 & (e — RO" + H,0 + A’ (2.4)

2.5 Vitamin C

Vitamin C bukanlah satu-satunya vitamin anti oksidan (youngson,2005).
Angka mulai dari 45 sampai 75 mg/hari dicantumkan sebagai kebutuhan harian.
Vitamin C tersebar luas di alam, kebanyakan dalam produk tumbuhan seperti
buah, terutama buah jeruk, sayur hijau, tomat, kentang, dan buah beri

(Padmawinata dan Kokasih, 1997).

HO

HO 0
Hlll 0
HO OH

Gambar 2.2. Struktur Kimia Vitamin C (Anonim, 2008)

Dosis vitamin C harian dalam jumlah melebihi persyaratan minimal
untuk mencegah kekurangan vitamin C, akan menghasilkan  peningkatan
perasaan sejahtera dan khususnya menurunkan frekuensi terkena batuk pilek serta
tingkat keparahannya. Sebagian besar percobaan mengenai metode ini
menunjukan bahwa tidak satu pun peserta percobaan yang mendapat dosis vitamin
C cukup besar. Malah pada faktanya, mereka mendapat dosis vitamin C yang
lebih kecil dari pada batas minimal untuk mencegah kekurangan vitamin C

(Youngson, 2005).
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Vitamin C adalah kristal putih yang mudah larut dalam air. Dalam keadaan
kering vitamin C cukup stabil, tetapi dalam keadaan larut, vitamin C mudah rusak
karena bersentuhan dengan udara (oksidasi) terutama bila terkena panas. Oksidasi
dipercepat dengan kehadiran tembaga dan besi. Vitamin C tidak stabil dalam
larutan alkali, tetapi cukup stabil dalam larutan asam. Vitamin C adalah vitamin
yang paling labil (Almatsier, 2003). Vitamin C sedikit larut dalam alkohol

(Andarwulan dan Koswara, 1992).

2.6 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan berbagai metode.
Beberapa metode uji aktivitas antioksidan adalah metode tiosianat, penentuan
nilai peroksida, metode DPPH dan lain sebagainya. Pada metode tiosianat
pengukuran aktivitas antioksidan berdasarkan daya penghambatan terbentuknya
senyawa-senyawa radikal yang bersifat reaktif (Hanani dkk, 2007). Metode
penentuan nilai peroksida suatu ekstrak tumbuhan menunjukkan kemampuan
ekstrak untuk menghambat laju oksidasi lemak, kemampuan suatu ekstrak untuk
menghambat laju oksidasi yang diindikasikan dengan nilai peroksida suatu
ekstrak kemungkinan dapat dimanfaatkan sebagai suatu bahan yang dapat bersifat
antioksidan.

Metode DPPH merupakan metode yang relatif sederhana, mudah, cepat
dan peka serta hanya memerlukan sedikit sampel. Senyawa antioksidan akan

bereaksi dengan radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan
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menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur
pada panjang gelombang 517 nm (Blois, 1958).

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) menghasilkan radikal bebas aktif bila
dilarutkan dalam alkohol, radikal bebas tersebut stabil dengan absorbsi maksimum
pada panjang gelombang 517 nm dan dapat direduksi oleh senyawa anti oksidan
(Praptiwi dkk,2006).

DPPH terdiri dari sebuah radikal bebas dalam suatu molekul dan
dikombinasi dengan radikal bebas lain dalam bentuk kompleks yang stabil (Roth
dan Blaschhhe, 1994).

DPPH merupakan radikal hidrazil yang stabil, berwarna ungu, tidak ada
kecenderungan untuk membentuk dimer dalam keadaan padat atau dalam larutan

meskipun dalam suhu rendah (Forrester dkk, 1968).
oWe
I
A
@@/ HOy

MOy
Gambar 2.3. Struktur Kimia DPPH (Forrester dkk, 1968)

Setiap larutan dalam konsentrasi 10° M yang berwarna dapat digunakan sebagai
indikator untuk mendeteksi persentase dari radikal seperti halnya pada indikator
asam basa dalam titrasi (Pryor, 1966). Besarnya aktivitas antioksidan dapat
dinyatakan dengan nilai ICso, (Half maximal inhibition concentration) yaitu
konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal
bebas DPPH. Masing-masing konsentrasi sampel dihitung nilai ICsp dengan

menggunakan rumus persamaan regresi linier(Regina dkk, 2003).
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2.7 Spektrofotometri Sinar Tampak

Spektrofotometri Sinar Tampak adalah anggota teknik analisis
spektroskopik yang memakai sumber radiasi elektromagnetik sinar tampak (380-
780 nm) dengan memakai instrumen spektrofotometer (Mulja dan Suherman,
1995).

Spektrofotometri  sinar tampak dapat melakukan penentuan terhadap
sampel yang berupa larutan, gas, atau uap. Untuk sampel yang berupa larutan
perlu diperhatikan beberapa persyaratan pelarut yang dipakai antara lain :

Pelarut yang dipakai tidak mengandung sistem ikatan rangkap terkonjugasi pada
struktur molekulnya dan tidak berwarna. Tidak terjadi interaksi dengan molekul
senyawa yang dianalisis. Kemurniannya harus tinggi atau derajat untuk analisis
(Mulja dan Suherman, 1995).

Pada umumnya pelarut yang sering dipakai dalam  analisis
spektrofotometri sinar tampak adalah air, etanol, sikloheksan, dan isopropanol.
Hal lain yang perlu diperhatikan dalam masalah pemilihan pelarut adalah polaritas
pelarut yang dipakai, karena akan sangat berpengaruh terhadap pergeseran
spektrum molekul yang dianalisis (Mulja dan Suherman, 1995).

Pada pengukuran serapan suatu larutan hampir selalu menggunakan
blangko yang digunakan untuk mengatur spektrofotometer hingga pada panjang
gelombang pengukuran mempunyai serapan nol. Maksud dari blangko tersebut
adalah untuk koreksi serapan yang disebabkan oleh pelarut, pereaksi, sel ataupun

pengaturan alat. Blanko dapat berupa blanko pelarut yaitu pelarut yang sama
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seperti yang digunakan untuk melarutkan zat atau blanko pereaksi yaitu pereaksi
yang sama seperti yang digunakan untuk menyiapkan larutan zat (Anonim, 1979).

Prinsip analisis dengan metode spektrofotometri adalah penyerapan sinar
dari larutan berwarna setelah larutan cuplikan dilalui sinar. Absorpsi maksimum
dari larutan berwarna terjadi pada daerah warna yang berlawanan dengan kata lain
warna yang diserap adalah warna komplementer dari warna yang diamati.

Tabel 2.3. Spektrum Sinar Tampak dan Warna Komplementer

Panjang Gelombang (nm) Warna yang diserap Warna yang diamati
400-430 Ungu Kuning Kehijauan
430-480 Biru Kuning
480-490 Biru Kehijauan Oranye
490-500 Hijau Kebiruan Merah
500-560 Hijau Merah Keunguan
560-580 Kuning Kehijauan Ungu
580-590 Kuning Biru
590-610 Oranye Biru Kehijauan
610-720 Merah Hijau Kebiruan

(Underwood dan Day, 1989)

Analisis kuantitatif dengan spektrofotometri didasarkan pada hukum
Lambert-Beer yang menyatakan hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi,

yang secara matematis dapat dituliskan sebagai berikut.

A=¢.b.c atau 2. 1)
A=a.b.c (2.2)
A = absorbansi, ¢ = koefisien Ekstingsi molar, a = koefisien

Absorbtivitas, b = tebal medium penyerap, dan c¢ = konsentrasi
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Jika suatu sistem mengikuti hukum Lambert-Beer, grafik hubungan antara
serapan terhadap kadar suatu analit dapat menghasilkan garis lurus melalui titik

(0,0) seperti nampak pada Gambar 6 (Khopkar, 1990).

Serapan [A)]

Kadar
Gambar 2.4. Grafik hubungan antara serapan dan kadar suatu analit

Hukum lambert-Beer hanya berlaku jika sinar yang digunakan adalah sinar
monokromatis, larutan sampel blanko adalah encer, dan khusus untuk
spektroskopi sinar tampak maka larutan sampel harus berwarna atau dapat diubah
menjadi senyawa lain yang berwarna secara kuantitatif.

Penggunaan kurva yang tepat adalah pada kurva yang linear. Hal-hal yang
mempengaruhi linearitas kurva adalah adanya disosiasi zat pada pengenceran dan
terjadinya polimerisasi. Instrumen yang digunakan untuk mempelajari absorpsi
maupun emisi radiasi elektromagnetik sebagai fungsi gelombang disebut
spektrofotometer.

Spektrofotometer sesuai dengan namanya adalah alat yang terdiri dari
spektrometer dan fotometer. Spektrometer menghasilkan sinar dari spektrum
dengan panjang gelombang tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas
cahaya yang ditransmisikan atau yang diabsorpsi oleh sampel atau blanko ataupun

pembanding.
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Bagian-bagian spektrofotometer :
Sumber radiasi: Sumber radiasi yang biasa digunakan pada spektroskopi
absorbsi sinar tampak adalah lampu wolfram.
Monokromator: digunakan untuk memperoleh sumber sinar yang
monokromatis (terdiri dari prisma dan grating)
Detektor: untuk mendeteksi sinar yang ditransmisikan atau diabsorpsi oleh
sampel atau blanko.
Sel absorpsi: digunakan kuvet kaca/ kuarsa sebagai tempat sampel atau

blanko (Prasetya, 2000).



BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi Penelitian

1. Laboratorium Kimia Organik FMIPA Universitas Negeri Semarang untuk
maserasi, pembuatan larutan berbagai variasi konsentrasi, pengujian
aktivitas antioksidan dan pengujian kandungan kimia ekstrak.

2. Laboratorium Kimia Instrumen FMIPA untuk menentukan besarnya

aktivitas antioksidan dengan spektrofotometer UV-Vis.

3.2 Sampel

Sampel yang akan digunakan dalam penelitian adalah bagian dari daging
buah pala (Myristica fragrans Houtt) yang diperoleh dari perkebunan pala PT PN

IX di daerah Ungaran.

3.3 Variabel

3.3.1 Variabel bebas (Independent Variable)

Independent variable adalah variabel yang dapat dilihat
pengaruhnya terhadap variabel lain. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah
Variasi volume perendam (150 ml dan 300 ml etanol) dan lama perendaman 4
jam, 6 jam dan 8 jam dengan konsentrasi dari ekstrak etanol (2%, 4%, 6%, 8%)

dan ekstrak air buah pala (2%, 4%, 6%, 8%).

23
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3.2.2 Variabel terikat (Dependent Variable)

Dependent Variable adalah variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas,
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan buah pala.
3.2.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol adalah variabel yang dapat mempengaruhi hasil reaksi,
akan tetapi dijaga agar tetap konstan. Variabel yang dikendalikan dalam penelitian
ini meliputi suhu ruang, bagian buah, jenis buah yang digunakan dalam penelitian

dan intensitas sinar UV.

3.3 Alatdan Bahan

3.3.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

Parutan, Gelas ukur, Tabung Reaksi, Plastik pembungkus, Botol Reagen, Beker
gelas, Pipet ukur,Labu takar, Pipet tetes, Termometer, Stop Watch , Timbang
elektrik, Pipa kapiler, Mikro pipet, Tabung reaksi, Spektrofotometer UV-Visibel,
tabung reaksi, 1 set pembakar spiritus.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Buah pala, Vitamin C, Biru metilen P, HCL pekat, Radikal bebas DPPH (Sigma),
Etanol 99% (p.a), Etanol 70% (E. Merck), Aquadest, H,SO4, NaOH, biru metilen,
pereaksi Dragendorff atau Mayer, serbuk seng atau magnesium, benzena,

aquadest steril.
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Cara Kerja

3.4.1 Pembuatan ekstrak buah pala

3.4.1.1 Pembuatan ekstrak etanol buah pala

Variasi A ;

Al : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 150 ml selama 4 jam, goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri
konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.

A2 : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 150 ml selama 6 jam, goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri
konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.

A3 : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 150 ml selama 8 jam, goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan

menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
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10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri
konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.
Variasi B :

B1 : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 300 ml selama 4 jam goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri
konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.
B2 : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 300 ml selama 6 jam, goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri
konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.
B3 : Ditimbang 0,100 kg daging buah pala segar, dipotong tipis-tipis
dimaserasi dengan etanol 300 ml selama 8 jam, goyangkan (shaker) 30
menit, lalu disaring, kemudian diambil 50 ml dievaporasi lalu dibuat
variasi konsentrasinya sebanyak 2,5 ml ekstrak etanol diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh konsentrasi ekstrak
10%. Dari konsentrasi ekstrak etanol 10% tersebut kemudian dibuat seri

konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% v/v untuk uji aktivitas antioksidan.
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3.4.1.2 Pembuatan ekstrak air buah pala
Buah pala yang sudah matang dipotong/diparut kemudian diperas, dan air
perasannya ditampung dalam wadah. Sebanyak 2,5 ml perasan kemudian
diencerkan dengan menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh
konsentrasi perasan 10%. Dari konsentrasi perasan 10% tersebut kemudian
dibuat seri konsentrasi sebesar 2%, 4%, 6%, 8% untuk uji aktivitas
antioksidan.

3.4.2  Uji aktivitas antioksidan dengan DPPH

3.4.2.1 Pembuatan Larutan Uji

3.4.2.1.1 Ekstrak etanol & ekstrak air Myristica fragrans
Ekstrak Myristica fragrans. Dilarutkan dalam pelarutnya dan dibuat dalam
berbagai konsentrasi (2%, 4%, 6%, 8%). Masing-masing dimasukkan ke
dalam tabung reaksi.

3.4.2.1.2 Baku Pembanding Vitamin C
Sebagai pembanding digunakan vitamin C Seri kadar vitamin C dibuat
dengan cara sebanyak 0,25 gram vitamin C, kemudian diencerkan dengan
menambahkan air sampai 25 ml, sehingga diperoleh kadar 1%. Dari kadar
1% tersebut dibuat seri konsentrasi sebesar 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%

3.4.2.2 Pembuatan DPPH
Ditimbang 4 mg DPPH kristal dan dilarutkan dalam etanol p.a. tepat pada
konsentrasi 0,004% b/v untuk segera digunakan dan dijaga pada suhu

rendah serta terlindung cahaya.
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3.4.2.3 Penentuan panjang gelombang maksimum (A max) larutan DPPH
0,004%

Pengujian aktivitas antioksidan buah Pala maupun larutan vitamin C
diawali dengan melakukan penentuan panjang gelombang (A max) larutan
DPPH 0,004% yang akan digunakan dalam setiap pengujian. Penentuan
dilakukan dengan mencampurkan 300 pl etanol 70% dengan larutan
DPPH 0,004% 3,0 ml untuk mendapatkan absorbansi + 0,2-0,8 yang
diukur pada panjang gelombang 400-600 nm (Nugraheni, 2007).

3.4.2.4 Penentuan Operating time
Diambil salah satu konsentrasi uji misal pembanding vitamin C untuk
dilakukan penentuan operating time. Operating time dilakukan dengan
cara 300 pl vitamin C ditambah 3,0 ml DPPH 0,004%. Larutan uji
selanjutnya dihomogenkan dengan stirer selama 30 detik. Larutan uji
tersebut diukur pada menit ke 15, 30, 45 pada A max yang sudah diperoleh.

3.4.2.5 Pengujian Anti Radikal Bebas DPPH
Pengujian antiradikal bebas DPPH (Santosa et al., 1998; Dyatmiko dan
Santosa, 1998) dilakukan sebagai berikut:

3.4.2.5.1 Pengujian Anti Radikal Bebas DPPH blanko
Dipipet 300 ul pelarut (etanol, air) ke dalam kuvet dan ditambahkan
larutan DPPH 3 ml dan diaduk rata dengan pipet. Campuran selanjutnya
dibiarkan selama operating time yang telah ditentukan. Larutan ini
selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimal yang

telah ditentukan pula.
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3.4.2.5.2 Pengujian Anti Radikal Bebas Ekstrak Etanol & Ekstrak Air

Myristica fragrans
Untuk pengukuran antiradikal bebas bahan uji digunakan metode yang
sama, dipipet 300 pl larutan uji (ekstrak etanol, ekstrak air). ke dalam
kuvet dan ditambahkan larutan DPPH 3 ml dan diaduk rata dengan pipet.
Campuran selanjutnya dibiarkan selama operating time. Larutan ini
selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimal yang
telah ditentukan.

3.4.2.5.3 Pengujian Anti Radikal Bebas Baku Pembanding Vitamin C
Dipipet 300 pl larutan Baku Pembanding Vitamin C. ke dalam kuvet dan
ditambahkan larutan DPPH 3 ml dan diaduk rata dengan pipet. Campuran
selanjutnya dibiarkan selama operating time. Larutan ini selanjutnya
diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimal yang telah
ditentukan.

3.4.2.6 Penentuan Persentase Aktivitas Antioksidan dan Nilai ICs
Persentase aktivitas antioksidan dihitung dengan rumus :

Abs kontrol-Abs sampel
Abs kontrol

% aktivitas antioksidan = x 100% (3.1)

Keterangan :

ADbS kontrol = absorbansi DPPH

ADS umpel = absorbansi ekstrak buah pala
(Mursyidi, 1985).

Nilai ICsp masing-masing dihitung dengan menggunakan rumus

persamaan regresi . ICso adalah konsentrasi yang diperlukan untuk
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meredam aktivitas radikal bebas sampai 50% Semakin kecil ICsy berarti
semakin besar aktivitas antioksidannya.

3.4.2.7 Pemeriksaan kandungan kimia

3.4.2.7.1 Identifikasi vitamin C pada buah pala
1 ml sampel ekstrak buah pala ditambah dengan 4 ml asam klorida 0,1 N
dan 4 tetes larutan biru metilen P, hangatkan hingga suhu 40°C, warna biru
tua yang terjadi berubah menjadi biru muda atau hilang sempurna dalam
waktu 3 menit, positif adanya vitamin C (Anonim, 1979).

3.4.2.7.2 1dentifikasi Alkaloid
Larutan ekstrak sebanyak 3 ml ditambah dengan 1 ml HC1 2 N, dan 6 ml
air suling, kemudian panaskan selama 2 menit, dinginkan kemudian
disaring. Filtrat diperiksa adanya senyawa alkaloid dengan pereaksi
Dragendorf dan Mayer.

3.4.2.7.3 Identifikasi Flavonoid
Larutan ekstrak sebanyak 2 ml ditambah dengan sedikit serbuk
magnesium dan 2 ml HCI 2 N. Senyawa flavonoid akan menimbulkan
warna jingga sampai metah.

3.4.2.7.4 Identifikasi Antrakuinon
Larutan ekstrak sebanyak 2 ml dipanaskan dengan 5 ml H,SO4 selama 1
menit. Setelah dingin dikocok dengan 10 ml benzena. Warna kuning pada
lapisan benzena menunjukkan adanya senyawa antrakuinon. Identifikasi
dapat diperjelas dengan menambahkan larutan natrium hidroksida 2N,

akan terjadi warna merah pada lapisan air.



3.5 Analisis Data

3.5.1 Penentuan Panjang Gelombang maksimal (A max)

1,5

1

0,5

0

490 500

510 520

530

Grafik 1. Absorbansi vs Panjang Gelombang (nm)
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3.5.2 Penentuan Operating Time (pada A max)
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Grafik 2. Penentuan Operating Time

3.5.3. Uji Aktivitas Antioksidan (Tabel Hasil Absorbansi )
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. absorbansi . absorbansi
Konsentrasi Konsentrasi
Sampel o Sampel o
(Yovlv) (nm) | Rata-rata(nm) (%ov/v) (nm) | Rata-rata(nm)
1 1
2 11 11
11T 111
ekstrak clestree
tanol | etanol I
]“; aﬁ’ 4 11 buah 11
u 111 pala 111
pala Al
(150 1 Bl 1
ml 6 11 (300 11
. 111 ml, 111
4 jam :
Jam) I 4 jam) I
8 11 11
111 111
ekstrak | ekstrak 1
etanol |2 11 etanol 11
buah 111 buah 111
pala 4 1 pala 1
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A2 11 B2 11
(150 111 (300 111
ml, 1 ml, 1
6 jam) |6 11 6 jam) |6 11
111 111
1 1
8 11 8 11
111 111
1 1
2 11 2 11
ekstrak 011 ekstrak 111
etanol I etanol |
buah |4 11 buah |4 11
pala 111 pala 111
A3 I B3 1
(150 |6 11 (300 |6 11
ml, 111 ml, 111
8 jam) 1 8 jam) 1
8 11 8 11
11 111
1 1
2 11 2 11
111 11T
| |
ekstrak 4 11 4 11
air 111 . 111
buah I Vit C I
pala 6 11 6 11
11T 111
1 1
8 11 8 11
111 111

3.5.4 Data Persentase Aktivitas Antioksidan (% aktivitas antioksidan) dan ICs,
Karakteristik ini dilakukan menggunakan metode spektrofotometri Vis. Hasil

analisis ditabulasikan pada tabel

Aktivitas Antioksidan

(%) 1Cs0

Sampel Konsentrasi (%v/v)

2

ekstrak etanol buah pala
Al (150 mL4 jam)

ekstrak etanol buah pala
A2 (150 mL6 jam)

ekstrak etanol buah pala
A3 (150 mL8 jam)

EXN NS Re ol o)l RE-N) I \O ) o o}l o)\ BESN
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ekstrak etanol buah pala

Bl (300 ml4 jam)

ekstrak etanol buah pala

B2 (300 ml,6 jam)

ekstrak etanol buah pala

B3 (300 ml,8 jam)

ekstrak air buah pala

Vit C

ool Keal SN I N T e ) BN I O3 ercll el IR S B AR 1 YN e N I N I O IR e NI I NG NS IEG%CN o N

3.5.5 Pemeriksaan Kandungan Kimia

No Golongan Pereaksi Hasil
1 Vitamin C Biru metilen
2 Alkaloid Dragendorf
Mayer
3 Flavonoid Mg/ HCI
4 Antrakinon Benzena-NaOH




BAB 4

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Ekstrak Buah Pala

Penelitian tentang “Uji Aktivitas Ekstrak Etanol dan Ekstrak Air Buah
Pala (Myristica Fragan Houtt) dengan Metode DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)*” dilakukan di Laboratorium Kimia FMIPA UNNES. Penelitian ini
terdiri atas beberapa perlakuan yaitu variasi konsentrasi ekstrak etanol dan
ekstrak air buah pala dan variasi lama waktu perendaman yang berbeda-beda
Buah Pala yang digunakan adalah buah pala dari perkebunan PT. PN IX afd.
Gebugan Ungaran yang siap panen berwarna hijau kekuningan. Hal ini
dimaksudkan untuk mendapat senyawa alkaloid yang optimum. Pembuatan
ekstrak dikerjakan di tempat dengan suhu ruangan yang dingin. Hal ini dikerjakan
untuk mengurangi kerusakan aktivitas antioksidannya, karena pada suhu yang
tinggi dapat merusak kandungan antioksidan yang terdapat pada ekstrak.
Pembuatan ekstrak juga dihindarkan dari kontak dengan sinar matahari langsung
yang bertujuan agar komponen senyawa yang terdapat pada buah pala tidak rusak
oleh sinar ultraviolet yang dipancarkan oleh sinar matahari. Buah pala dipotong
tipis-tipis yang bertujuan untuk memperkecil ukuran bahan sehingga luas
permukaan bahan semakin lebar. Dengan demikian, interaksi bahan dengan

pelarut lebih mudah terjadi dan diperoleh ekstrak yang lebih banyak.
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Penyiapan ekstrak untuk penelitian ini dilakukan dengan metode maserasi.
Metode maserasi merupakan metode ekstraksi dingin yang berguna untuk
mencegah rusaknya senyawa antioksidan yang terdapat di dalam buah pala. Pada
proses maserasi dilakukan pengadukan dengan tujuan untuk meratakan
konsentrasi larutan di luar dan di dalam sampel buah pala. Selain itu juga akan
mempercepat pengembangan sel yang mengandung zat aktif sehingga dengan
mudah cairan penyari dapat melarutkan senyawa dalam rongga sel kemudian
keluar melalui proses difusi yang disebabkan adanya perbedaan konsentrasi

larutan di dalam rongga sel dan di luar sel.

4.2 Uji Aktivitas Antioksidan

Penentuan panjang gelombang maksimal (A max) larutan DPPH 0,004%
dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan pada panjang gelombang antara
400-600 nm. Hasilnya, panjang gelombang maksimum (A max) larutan DPPH

0,004% adalah 516 nm yang ditunjukan pada Gambar 4.1.

Gambar 4.1. Spektrum absorpsi larutan DPPH 0,004%
pada panjang gelombang 400-600 nm
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Gambar 4.2. Grafik Penentuan Operating Time

Penentuan operating time dilakukan pada menit ke 15, 30 dan 45 menit
pengujian. Pada menit ke 15 diperoleh absorbansi sebesar 0,072; pada menit ke
30 diperoleh absorbansi sebesar 0,113; pada menit ke 30 absorbansi turun
menjadi 0,099. Penentuan operating time bertujuan untuk mengetahui waktu yang
terbaik untuk berlangsungnya proses reaksi penangkapan radikal DPPH oleh
senyawa antioksidan melalui mekanisme donasi atom hidrogen sehingga akan
dihasilkan DPPH-H (bentuk non radikal) dan menyebabkan terjadinya penurunan
intensitas warna ungu dari DPPH (Windono dkk, 2004). Hal ini menunjukkan
bahwa waktu pengujian dalam pembacaan absorbansi DPPH yang baik adalah
pada menit ke 30, karena menunjukan serapan yang maksimal. Blanko DPPH
yang dipergunakan adalah blanko dengan pelarut air dan dengan pelarut etanol.

Absorbansi blanko ini akan digunakan untuk menghitung persen aktivitas
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antioksidan, yang selanjutnya untuk menghitung 1Cso. Absorbansi blanko dapat
dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Absorbansi Blanko Pelarut Etanol dan Blanko Pelarut Air

No. Sampel Absorbansi | k*abs
1 | blanko pelarut air 0,158 0,1580
2 | blanko pelarut etanol 0,158 0,1582

Aktivitas antioksidan diperoleh dari perhitungan dengan persamaan 3.1.
Selanjutnya ICsp dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear.
Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 4.3. ICso didefinisikan sebagai konsentrasi
efektif zat dalam ekstrak buah pala yang dapat memberikan nilai persen aktivitas
antioksidan sebesar 50%. Nilai ICso yang paling kecil berarti potensi aktivitas
antioksidannya yang paling besar karena pada konsentrasi kecil sudah mampu
meredam radikal bebas sebesar 50%.

Vitamin C digunakan sebagai pembanding pada pengujian aktivitas
antioksidan ekstrak etanol dan ekstrak air buah pala. Hal ini karena sifat vitamin C
mudah larut dalam air dan memiliki aktivitas antioksidan yang baik. Vitamin C
mudah berubah akibat oksidasi namun stabil jika merupakan kristal (murni),
sehingga dalam penelitian ini digunakan vitamin C dalam bentuk kristal, yaitu

kristal acidum ascorbicum.
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Gambar 4.3. Grafik nilai ICsy dari ekstrak buah pala dan vitamin C

Keterangan :

Al adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 150 ml Etanol dan
perendaman 4 jam.

A2 adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 150 ml Etanol dan
perendaman 6 jam.

A3 adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 150 ml Etanol dan
perendaman 8 jam.

B1 adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 300 ml Etanol dan
perendaman 4 jam.

B2 adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 300 ml Etanol dan
perendaman 6 jam.

B3 adalah ektrak etanol buah pala dengan perendam 300 ml Etanol dan

perendaman 8 jam.

adalah ekstrak air buah pala

adalah Vitamin C sebagai baku pembanding dalam penelitian.

vl

lama

lama

lama

lama

lama

lama

Gambar 4.3 menunjukan nilai ICsy ekstrak etanol pada perendam 150 ml

etanol p.a. dan lama perendaman 4, 6 dan 8 jam diperoleh nilai ICsy berturut-turut

6,89%; 6,64% dan 6,13%. Semakin lama waktu perendaman nilai ICsy semakin

kecil. Ekstrak kode A3 dengan lama waktu maserasi 8 jam memiliki aktivitas
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antioksidan terbaik. Nilai ICso dengan volume perendam 300 ml etanol p.a. dan
lama perendaman 4, 6 dan 8 jam diperoleh nilai ICsg berturut-turut 11,98%; 9,01%
dan 7,76%. Semakin lama waktu perendaman nilai ICsy semakin kecil. Ekstrak
kode B3 dengan lama waktu maserasi 8 jam memiliki aktivitas antioksidan
terbaik.

Pada ekstrak air buah pala diperoleh nilai ICsy sebesar 2,36% dan pada
vitamin C sebesar 0,92%. 1Csy ekstrak air lebih kecil nilainya dibandingkan
dengan ekstrak etanol. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak air memiliki aktivitas
antioksidan lebih baik dibandingkan ekstrak dengan menggunakan etanol, tetapi
jika dibandingkan dengan vitamin C ICsy nya sangat jauh berbeda. ICs, vitamin C
jauh lebih kecil nilainya dibanding dengan ICso ekstrak buah pala dengan
menggunakan pelarut air maupun dengan pelarut etanol. Hal ini menunjukan
bahwa ekstrak etanol maupun ekstrak air buah pala memiliki aktivitas
antioksidan lebih kecil dibanding dengan vitamin C.

Hasil ini menunjukkan bahwa semakin lama waktu maserasi , semakin
kecil nilai ICso yang diperoleh artinya semakin besar aktivitas antioksidannya.
Pada variasi volume perendaman, semakin banyak volume perendam, aktivitas
antioksidan juga semakin kecil. Kedua hal ini dapat dijelaskan sebagai berikut
semakin lama waktu maserasi, semakin banyak antioksidan yang terekstrak.
Namun, semakin banyak volume perendam, konsentrasi antioksidan persatuan
volume maserat yang terekstrak mengalami pengenceran, sehingga aktivitas

antioksidannya berkurang.



Tabel 4.2. Data Persen Aktivitas Antioksidan dan ICs,
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Konsentrasi . Ak.tiVi‘FaS
Sampel Absorbansi | Antioksidan ICso
(%) 0
(%)
2 0,1063 32,700
ckstrak etanol buah pala 4 0,0983 37,763 6.89 %
Al (150 mL4 jam) 6 0,0823 47,890 ’
8 0,0730 53,797
2 0,1060 32,911
ekstrak etanol buah pala 4 0,0920 41,772 6.65 %
A2 (150 mL6 jam) 6 0,0827 47,679 :
8 0,0720 54,430
2 0,1067 32,489
ekstrak etanol buah pala 4 0,0933 41,772 6.13 %
A3 (150 mL8 jam) 6 0,0817 47,679 ’
8 0,0650 58,861
2 0,1150 27,215
ekstrak etanol buah pala 4 0,1130 28,481 11.98 %
B1 (300 ml,4 jam) 6 0,1037 34,388 :
8 0,0923 41,561
2 0,1103 30,168
ekstrak etanol buah pala 4 0,1110 29,746 9.01 %
B2 (300 mL,6 jam) 6 0,0930 41,139 j
8 0,0827 47,679
2 0,1093 30,802
ekstrak etanol buah pala 4 0,1020 35,443 776 %
B3 (300 ml,8 jam) 6 0,0897 43,249 '
8 0,0763 51,687
2 0,0963 39,029
) 4 0,0377 76,160 o
ekstrak air buah pala G 0,0297 81023 2,36 %
8 0,0080 94,937
2 0,1163 26,371
o 4 0,1033 34,599 o
Vitamin C G 0.0973 38.397 0,92 %
8 0,0837 47,046
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4.1.3 Pemeriksaan Kandungan Kimia

Buah Pala mengandung antara lain senyawa minyak atsiri (myristin,
pinen, kamfen (zat membius), dipenten pinen safrol,eugenol ), vitamin A, B1, C.
(M. Hadad EA, dkk, 2006). Senyawa yang berperan sebagai antioksidan adalah
vitamin C. Hasil uji kandungan kimia yaitu wuji reaksi warna untuk
mengidentifikasi adanya vitamin C, alkaloid, flavonoid, dan antrakinon dapat
dilihat pada Tabel 4.3. Tujuan dilakukannya identifikasi kandungan kimia ini
adalah untuk memastikan bahwa di dalam ekstrak etanol dan ekstrak air buah pala
terdapat senyawa yang mampu bekerja sebagai antioksidan. Hasil uji identifikasi
kandungan vitamin C yaitu uji reaksi warna dengan penambahan HCI dan metilen
blue yang kemudian dipanaskan pada suhu 40°C memberikan perubahan warna
dari biru lama-lama menjadi pudar atau hilang. Uji terhadap vitamin C hasilnya
positif artinya, ekstrak buah pala mengandung vitamin C yang memberikan

aktivitas antioksidan. Reaksinya sebagai berikut :

HO

HO

, 40°C ;
" D\f;;o + methilen blue ———s warna biru memudar

(positif)

| asanm )

HO OH

wyitamin €

(4.1)

(Sumber : Ismi, 2009)
Pada hasil uji alkaloid dengan reagen Mayer dan reagen Dragendorff
menunjukkan bahwa ekstrak buah pala mengandung alkaloid. Hal ini dapat

diketahui dengan terbentuknya endapan putih. Reaksi yang terjadi antara suatu
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alkaloid dengan reagen Mayer dapat dilihat pada persamaan 4.2.dan dengan

reagen Dragendorff dapat dilihat pada persamaan 4.3.

HeCl, + 2KI == Hgl, + 2KCI

H I, + K] ——> K: l Hglg]
El2
Kalium tetraiodomerkurati 1)

N T i . 4.2)
:3 + K; [Hgly) — @;] + K [Hegl]
"

suatu allcaloid Kalium-Alkaloid
endapan

Bi (NOy); + 3KI — Bil; + 3KNO,

coklat
Bil; + KI —= K |Bily]
K alium tetrajodobismuatat
= . = (4.3)
2] K [Bily] — 2+ [Bilg)
N M
K* oranye
Suatm Allzaloid Kalium-Adkal oid
endapan

(Sumber : Marliana, dkk, 2005 )

Menurut Wijayati, dkk (2009) selain Vitamin C senyawa yang diduga dapat
berperan sebagai antioksidan adalah senyawa yang mempunyai gugus hidroksi

fenolik di dalam strukturnya. Flavonoid merupakan senyawa yang mempunyai
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gugus hidroksi fenolik didalam strukturnya sehingga akan mampu mendonorkan
elektronnya kepada radikal bebas reaktif (molekul tidak stabil) menjadi senyawa
yang radikal non reaktif (molekul yang lebih stabil).

Menurut Arrijani (2005) pada buah pala terdapat kandungan flavonoid tetapi
pada uji reaksi warna pada flavonoid diperoleh hasil tidak terdeteksi adanya
perubahan warna menjadi oranye (merah tua), hanya terbentuk warna kuning. Hal
ini kemungkinan senyawa flavonoid dalam sampel ekstrak buah pala yang diuji

terdapat dalam jumlah kecil. Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada persamaan 4.4.

CC e | + Cr
W OH R R L
. 2
Flavonol j
" ‘ 4.4
. Q . L0, A Al ¥
o 32 E BT — | Cl
OH [
OH : oH OH

Garam Flavilium
merah tua

(Sumber : Marliana, dkk, 2005)

a. Antrakinon b. Flavonoid c. Suatu Alkaloid d Vitamin C

Gambar 4.4. Struktur Kimia Senyawa a. Antrakinon, b. Flavonoid, c. Suatu
Alkaloid, d. Vitamin C
Tabel 4.3. Hasil Pemeriksaan Kandungan Kimia
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No Golongan Pereaksi Hasil
1 Vitamin C Biru metilen +
2 Alkaloid Dragendorff +
Mayer +
3 Flavonoid Mg/ HCI Tidak
terdeteksi
4 Antrakinon Benzena-NaOH Tidak

terdeteksi




BAB 5

PENUTUP

5.1 SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil simpulan sebagai

berikut:

1.

Lama waktu perendaman atau maserasi dan banyaknya volume
perendam dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan ekstrak buah pala.
Semakin lama waktu perendaman maka aktivitas antioksidan ekstrak
buah pala semakin besar. Pada variasi volume perendam, semakin
banyak volume perendam semakin kecil aktivitas antioksidannya. Hal
ini dapat dijelaskan sebagai berikut, semakin lama waktu maserasi,
semakin banyak antioksidan yang terekstrak. Namun, semakin banyak
volume perendam, konsentrasi antioksidan yang terekstrak mengalami
pengenceran, sehingga aktivitas antioksidannya berkurang.

Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan antara ekstrak etanol dan
ekstrak air buah pala. Pada ekstrak air, aktivitas antioksidannya lebih
besar daripada ekstrak etanol. Senyawa yang bersifat antioksidan
(vitamin C dan alkaloid) pada ekstrak buah pala lebih mudah larut dalam
air dibanding dalam etanol, sehingga keduanya mudah terekstrak oleh

pelarut air.
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3. Kandungan kimia yang mempunyai aktivitas antioksidan dalam ekstrak
buah pala adalah senyawa golongan alkaloid dan vitamin C, sedangkan

pada pengujian antrakinon dan flavonoid hasilnya tidak terdeteksi.

5.2 SARAN

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam membuat ekstrak air dan
ekstrak etanol buah pala dengan perbandingan massa buah pala dan
volume ekstraktan yang sama.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap variasi konsentrasi kadar
etanol yang digunakan untuk mengetahui etanol dengan konsentrasi
berapa yang terbaik untuk mengekstrak.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap kandungan kimia lain
seperti fenol, antosianin, saponin, tanin, maupun keton pada buah pala
yang mengandung senyawa antioksidan.

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap struktur kimia senyawa
yang mengandung aktivitas antioksidan pada buah Pala (myristica

fragran houtt).
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LAMPIRAN 1

SKEMA KERJA

1. Pembuatan Ekstrak Etanol Buah Pala

Al

Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

y

dimaserasi dengan etanol
150 ml

v

Diamkan selama 4 jam

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%

50




A2

Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

A 4

dimaserasi dengan etanol
p.a. 150 ml

v

Diamkan selama 6 jam

A

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%

A3

Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

A

dimaserasi dengan etanol
p.a. 150 ml

v

Diamkan selama 8 jam

v

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%
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B1

Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

A 4

dimaserasi dengan etanol
p.a. 300 ml

v

Diamkan selama 4 jam

v

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%

B2

Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

A

dimaserasi dengan etanol
p.a. 300 ml

v

Diamkan selama 6 jam

v

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%
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Ditimbang 0,100 kg
daging buah pala segar

v

dimaserasi dengan etanol
p.a. 300 ml

v

Diamkan selama 8 jam

v

Disaring, 50 ml ekstrak dievaporasi

v

2,5 ml ekstrak etanol kemudian diencerkan dengan
menambahkan etanol sampai 25 ml (10%v/v)

v

Dibuat konsentrasi ekstrak etanol 2%,4%,6%,8%

2. Pembuatan Ekstrak Air Buah Pala

0,100 kg daging buah pala

v

Dipotong-potong/
diparut

A

Diperas

Ampas

)

Filtrat

v

Ditambah aq dest
sampai 25 ml

2,5ml
Filtrat

v

53

Dibuat larutan dengan
konsentrasi 2%,4%.,6%,8%

3. Pembuatan Pembanding Vitamin C




2,5ml Vit C

A

Diencerkan dengan aq.
Dest ad 25 ml

y

Diencerkan dibuat berbagai
konsentrasi

Vit C 2%

4. Pembuatan DPPH

A y

y

Vit C 4% Vit C 6%

Vit C 8%

4 mg DPPH ditimbang

l

Dilarutkan dengan etanol p.a
cukupkan sampai 100 ml

\ 4

Untuk segera
digunakan & dijaga
pada suhu rendah serta
terlindung cahaya
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5. Penentuan panjang gelombang maksimum (A max) larutan DPPH 0,004%



300ul Etanol 70%

v

Ditambah 3ml Larutan DPPH 0,004%

v

Diukur absorbansinya
pada rentang panjang
gelombang 400-600nm

v

Dibuat kurva absorbansi,catat A maksimalnya

6. Penentuan Operating Time

Diambil salah satu
sampel,misal pembanding
vit C 300 pl

l

Ditambah 3ml Larutan DPPH 0,004%

A

Didiamkan pada menit 15, 30, 45 menit

Diukur absorbansinya pada panjang
gelombang maksimal di masing -masing menit

7. Pengujian Anti Radikal Bebas DPPH blanko
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300 pl pelarut etanol 300 pl pelarut air
A\ 4 JV
Ditambah 3ml Larutan Ditambah 3ml Larutan
DPPH 0,004% DPPH 0,004%
y y
Dibiarkan sesuai Dibiarkan sesuai
operating time operating time
Diukur absorbansinya Diukur absorbansinya
pada panjang pada panjang gelombang
gelombang maksimal maksimal

8. Pengujian Anti Radikal Bebas Ekstrak Etanol Buah Pala, Ekstrak Air
Buah Pala, dan Pembanding Vitamin C

300 ul ekstrak etanol ,ekstrak air buah pala

A

Masing-masing Ditambah 3ml
Larutan DPPH 0,004%

y

Dibiarkan sesuai
operating time

!

Diukur absorbansinya
pada panjang
gelombang maksimal




9. Pemeriksaan Kandungan Kimia

a. Identifikasi Vitamin C

1 ml sampel ekstrak
buah pala

y

Ditambah 4 ml asam
klorida 0,1 N

v

Ditambah 4 tetes
Metilen blue P

v

Dihangatkan Hingga suhu

ANOM

Diamati perubahan warna yang

4l Al

b. Identifikasi Alkaloid

3 ml sampel ekstrak buah pala

v
Ditambah 1 ml asam
klorida 2 N

v

Ditambah 6 ml aq dest

Dipanaskan 2 menit

disaring

A

Diuji dengan mayer

v

Diamati endapan yang terjadi
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d.

Identifikasi Flavonoid

2 ml sampel ekstrak buah pala

v

Ditambah serbuk magnesium

y

Ditambah 2 ml HC1 2N

\

Diamati perubahan warna yang terjadi

Identifikasi Antrakuinon

2 ml sampel ekstrak buah pala

A

Dipanaskan dengan 5 ml H2SO4 selama 1menit

v

Setelah dingin dikocok dengan 10 ml Benzena

|

Diamati warna kuning pada lapisan benzena = positif

58



59

LAMPIRAN 2
PEMBUATAN LARUTAN UJI

Pembuatan DPPH 0,004%
Ditimbang 4 mg DPPH kristal secara hati-hati diruang dingin dan kurangi kontak

dengan matahari langsung.
Dilarutkan dengan etanol ad 100 ml
Pembuatan HCL 2 N dan 0,1 N

Rumus :
Vix N1 = V2xN2
VIx13N = 10x2N
20
Vi =__ = 1,53ml
13

Cara pembuatan :

2 ml aqua dest dimasukkan dalam labu 10 ml kemudian masukkan 1,53 ml HCI
pekat secara perlahan melalui dinding labu. Kemudian encerkan dengan aqua dest
sampai 10 ml kocok sampai tercampur secara merata.

Pembuatan NaOH 2 N

1000 gr
M=__ X -k B B
P Mr
1000 gr
p. T, TN X .5
10 40
80 = 100 X gr

gr = 0,8 gram NaOH(s)
Ditimbang sebanyak 0,8 gram NaOH kemudian dilarutkan dengan aq dest sampai
10 ml

Pembuatan Reagen Dragendorff

Bismuth Nitrat 0,17 gr dilarutkan dengan aq dest 8ml
Etanol 2 ml dilarutkan dengan aq dest 8ml
KI 6 gr dilarutkan dengan aq dest 8ml

Ketiganya dikocok sampai tercampur merata.
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Pembuatan Reagen Mayer

HgCl, 1,358 gram dilarutkan dengan aq dest 60 ml

KI 6 gram dilarutkan dengan aq dest 10 ml

Keduanya dicampur perlahan menggunakan tetes demi tetes.

Pembuatan Larutan dengan Variasi Konsentrasi

Ekstrak Air

Konsentrasi 10% = 2,5 ml ekstrak air perasan buah pala ditambah dengan aq.dest
dicukupkan sampai 25 ml

Dari konsentrasi 10% tersebut diencerkan sebagai berikut :

Konsentrasi 2% = 2 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 4% = 4 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 6% = 6 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 8% = 8 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Ekstrak Etanol

Konsentrasi 10% = 2,5 ml ekstrak ditambah dengan aq.dest dicukupkan sampai 25
ml

Dari konsentrasi 10% tersebut diencerkan sebagai berikut :

Konsentrasi 2% = 2 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 4% = 4 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 6% = 6 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 8% = 8 ml ekstrak 10% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Baku Pembanding (Vitamin C)

Konsentrasi 1% = Ditimbang 0,25 gram Vitamin C dilarutkan sampai 25 ml
dengan aq.dest.

Konsentrasi 0,2% = 2 ml ekstrak 1% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 0,4% = 4 ml ekstrak 1% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 0,6% = 6 ml ekstrak 1% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
Konsentrasi 0,8% = 8 ml ekstrak 1% ditambah dengan aq dest sampai 10ml
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Sampe | Konsentrasi | absorbansi Sampe | Konsentrasi | absorbansi
1 (%ov/v) (nm) | Rata-rata(nm) |1 (%ov/v) (nm) Rata-rata(nm)
I |o0,1108 I |0119
2 m | o112 |0,1063 2 I | 0,105 0,1150
ekstra 111 | 0,099 ekstra 11 | 0,121
k I |0097 k I |o116
etanol | 4 m | 0,103 | 0,0083 etanol | 4 I | 0,098 0,1130
buah T | 0,095 buah T | 0,125
pala pala
Al I |0,085 Bl I |o0,104
150 |6 m | 0074 | 0,0823 @300 |6 m | 0113 0,1037
ml,4 IIT | 0,088 ml,4 III | 0,094
jam) 1 0,077 jam) 1 0,093
8 m | 0,070 | 00730 8 I | 0,088 0,0923
I | 0,072 I | 0,096
I |0,109 I |o0,117
2 m | 0,098 |0,1060 2 I | 0,120 0,1103
ekstra I | 0,111 ekstra III1 | 0,094
k I | 0,090 k 1 |o111
etanol | 4 1 | 0,092 | 0,092 etanol | 4 1m | 0,107 0,1110
Ezlﬁ‘ah T | 0,094 E:Eh T | 0,115
A2 1 0082 ] 1 | 0093
150 |6 m | 0,076 | 00827 300 |6 m | 0,099 0,093
ml,6 1 | 0,090 ml6 I | 0,087
Jjam) 1 |0,069 jam) I | 0,083
8 m | 0072 | 00720 8 I | 0,090 0,0827
101 | 0,048 IIr | 0,075
1 |o0,1100 I |o0,113
2 m |o111 | 01067 2 m | 0,105 0,1093
ekstra 101 | 0,109 ekstra mrj o110
k I |0,095 k I |o0102
etanol | 4 m | 0,088 |0,0933 etanol (4 I | 0,099 0,102
aeh T | 0,097 b T | 0,105
pala pala
3 I | 0081 5 I | 0,092
(150 |6 m | 0075 | 00817 300 |6 I | 0,087 0,0897
ml,8 II1 | 0,089 ml,8 I0I | 0,090
jam) 1 | 0,068 Jjam) I ]0,077
8 m | 0,054 | 00650 8 I | 0,079 0,0763
11 | 0,073 I | 0,073
1 (0,093 1 |o0,120
2 m [o,11 0,0963 0,2 m | 0,123 0,1163
IIT | 0,086 I | 0,106
I [0,041 1 |o101
ckstra | 4 m {0,033 | 00377 0,4 I | 0,095 0,1033
k air I {0,039 ) L | 0,114
buah T 004 Vit T | 0,095
pala | m | 0,023 | 00297 0,6 m | 0,085 0,0973
III | 0,026 I | 0,108
I |0007 I | 0,084
8 m | 0014 | 00080 0,8 I | 0,087 0,0837
1 | 0,003 IIT | 0,080




LAMPIRAN 3

PERHITUNGAN PERSENTASE AKTIVITAS ANTIOKSIDAN

Abs kontrol — Abs sampel

% aktivitas antioksidan = Abs Kontrol X 100%
Sampel Al :
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508’1063 X 100% = 32,70 %
- Konsentrasi 4%
% aktivitas antioksidan = 0’15?) 150é0983 X 100% = 37,76 %
- Konsentrasi 6% ’
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508,0823 X 100% = 47,89 %
- Konsentrasi 8% :
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508’073 X 100% = 53,79 %
Sampel A2 : ’
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’153 1508,1060 X 100% = 32,91 %
- Konsentrasi 4%
% aktivitas antioksidan = AB 0020 X 100% - 41,772%
- Konsentrasi 6%
% aktivitas antioksidan = LU0 X 100% = 47.89 %
- Konsentrasi 8%
% aktivitas antioksidan = S22 X 100% = 5443 %
Sampel A3 : ’
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) ISO8, 1067 X 100% = 32,48 %
- Konsentrasi 4%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508’0933 X 100% = 41,772%
- Konsentrasi 6%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) Isog’ 0817 X 100% = 47,679%
- Konsentrasi 8%
% aktivitas antioksidan = 0,158 — 0, 0650 X 100% = 58,861%

0,158




Sampel B1 :
- Konsentrasi 2%

% aktivitas antioksidan = RIS 20 100% = 27215%
- Konsentrasi 4% ’
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) Isog’ 1130 X 100% = 28,481%
- Konsentrasi 6% ’
% aktivitas antioksidan = I8 =I0T X 100% ~ 34.388%
- Konsentrasi 8% ,
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 150é0923 X 100% = 41,561%
Sampel B2 : ’
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508’1 103 X'100% = 30,168%
- Konsentrasi 4% !
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) I5Og’l 110 X 100% = 29,746%
- Konsentrasi 6% ’
9% aktivitas antioksidan = LB SPR X 100%— 41,139%
- Konsentrasi 8% ,
% aktivitas antioksidan = AN X 100% — 47.679%
Sampel B3 : ,
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) 1508’ 108 X 100% = 30,802%
- Konsentrasi 4% ’
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) ISOS’ 1020 X 100% = 35,443%
- Konsentrasi 6% ’
% aktivitas antioksidan = 8B 100% — 43.249%
- Konsentrasi 8% ‘
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) Isog’ 0763 X 100% = 51,687%
Ekstrak air buah pala : ’
- Konsentrasi 2%
% aktivitas antioksidan = 0’15(8) Isog’ 0963 X 100% = 39,029%
- Konsentrasi 4% ’
0,158 —0,0377

% aktivitas antioksidan = X 100% = 76,160%

0,158



- Konsentrasi 6%

% aktivitas antioksidan =
- Konsentrasi 8%

% aktivitas antioksidan =

VitC:
- Konsentrasi 2%

% aktivitas antioksidan =
- Konsentrasi 4%

% aktivitas antioksidan =
- Konsentrasi 6%

% aktivitas antioksidan =
- Konsentrasi 8%

% aktivitas antioksidan =

0,158 —0,0297

0,158

0,158 —0,0080

0,158

0,158-0,1163

0,158

0,158 -0,1033

0,158

0,158 —0,0973

0,158

0,158 —0,0837

0,158

X 100% = 81,223%

X 100% = 94,937%

X 100% = 26,371%

X 100% = 34,599%

X 100% = 38,397%

X 100% = 47,046%
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LAMPIRAN 4
PERHITUNGAN ICs

o0
50
40
30
20
10

y=3,670x+ 24,68

% aktivitas antioksidan

0 2 4 6 g 10

konsentrasi Al

Gambar 1. Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( A1 )vs % aktivitas antioksidan
Dari data yang diperoleh pada tabel kemudian dibuat grafik antara

konsentrasi dengan % peredaman maka diperoleh nilai regresinya yaitu : y =

3,670x + 24,68

Kemudian untuk digunakan dalam perhitungan untuk 1Cs, sebagai berikut:

Diketahui: y=3,670x + 24,68

y =50

Dicari : x =7?

Jawab : x = (50 —24,68) : 3,670
= 6,899

Dari perhitungan dapat nilai ICso untuk Al adalah 6,899
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a0

20 =396+ 21,20
40 _
30 —

20
10

% aktivitas antioksidan

0 5 10

konsentrasi B2

o0
50
40
30
20
10

y=3,523x+ 22,67

% aktivitas antioksidan

0 5 10

konsentrasi B3

120

100 =8 639x+ 29,64
H0
60
40
20

% aktivitas antioksidan

0 =l 10

konsentrasi ekstrak air buah pala

f. |

Gambar 2. (a.)Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( A2 ) vs %
antioksidan (b.) Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( A3 ) vs %
antioksidan (c.) Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( B1 ) vs %
antioksidan (d.) Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( B2 )vs %
antioksidan (e.) Grafik Konsentrasi ekstrak buah pala ( B3 ) vs %
antioksidan (f.) Grafik Konsentrasi ekstrak air buah pala vs %
antioksidan

Dengan cara yang sama diperoleh hasil :

Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk A2 adalah 6,647
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Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk A3 adalah 6,130
Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk B1 adalah 11,986
Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk B2 adalah 9,011
Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk B3 adalah 7,757

Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk ektrak air buah pala adalah 2,356.

50

£ =32.91x+ 20,14

S 40 y =

i

S 30 =

=

s 20

£ 10

=

2 0

w

k3 0 0.2 0,4 0.6 0,8 1
Konsentr asi vitamin €

Gambar 3. Grafik Konsentrasi Vitamin C vs % aktivitas antioksidan
Dari perhitungan didapat nilai ICso untuk vit C adalah 0,918
Jadi;
Nilai x yang diperoleh adalah nilai ICso yang dicari untuk menentukan aktivitas
antioksidan dari masing-masing ekstrak dan baku pembanding.
Diperoleh hasil semakin lama waktu maserasi semakin kecil nilai ICsy yang
diperoleh, maka semakin besar aktivitas antioksidannya.
ICs¢ dari vitamin C lebih kecil dibanding dengan nilai IC ektrak air dan ekstrak
etanol buah pala, maka vitamin C masih tetap memiliki aktivitas antioksidan

terbaik  dibanding  ektrak ~air = dan  ekstrak etanol  buah  pala.
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LAMPIRAN 5§

FOTO PENELITIAN

Mengupas buah pala merajang buah pala

Maserasi buah pala L shaker ekstrak buah pala

AR

\,‘- i I.-I.-I._

e .'l : ;'&"i!ﬂlﬁ@m_

Menyaring ekstrak buah pala Penentuan Operating Time



Menimbang Vitamin C

i‘l |H. H-r'lrﬂ'—:

3 s Y,
Pengambilan sam[-)el Sampel ditambah DPPH
dengan pipet digital mikro didiamkan sesuai Operating time

# il [ illi'
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Sampel diuji dengan Ekstrak di evaporasi
Spektrofotometri



71

uji Kandungan Kimia

uji Kandungan Vit C

Smpl+HCIO0, IN+met blue dipanaskan

L >
Uji kandungan vit C  (+)
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uji Kandungan Alkaloid

Smpl+HCI2N+air suling dipanaskan 2mnt

dinginkan —>saring diuji dg Dragendorf&Mayer(+)
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uji Kandungan Flavonoid

Smpl+Mg+HCI1 2N +Mg > gelembung?2

=

+HCI>=/= warna jingga
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uji Kandungan Antrakinon

Smpl+H2S04+benzena+NaOH +H,SO4

Dipanaskan

+ benzena . + NaOH => tidak terdapat
lapisan kuning (-)
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LAMPIRAN 7

DEPARTEMEN PENDIDIKAN NASIONAL
UNIVERSITAS NEGERI SEMARANG (UNNES)

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM{FMIFA)
Telpen TU (024 BSOR| 12, [ekaun S508005,Mat 8503032, Fir RS08034 Hio 8303033 Kim  £508005

Websile © itpsomipaunmes.ac il. Emal @ mipagfunnes.ac.id

Nomor 7 57 /H37.1.4/PP/2009
lamp. :-
Hal : Permohonan Ljin pengambilan bahan

Kepada Yih. Piopinan 1 Perkehunan Nusantara 1X
JI. Mugas - Semarang

Kami beritahukan dengan hormat, bahwa mahasiswa Jurusan Kimia FMIPA Universitas
Megen Semarang di bawah i :

Nama : Gigih Mitayani
NIM 4350405042
Semesler VIS
Jurusan ; Kinma

Prodi : Kimia

[lalam rangka peryusunan SkripsiTugas Akhir 11 yang berjudul

Uji Aktivitax Amtioksidan Ekstrak Metanol dan Ekstrak Air Buah Pala (Myrisica
Fragan Howt) Dengan Metode DFPH (1,1 -defeml -2piknlhidrezil ).

Bermaksud mengambil bahan buah pala ke :
Tempat ¢ PT Perkebunan Nusantara IX (J]. Muges - Semarang)
Waktu o Mei sid seleai 2009

Berkenaan dengan hal tersebut, kami mohken dapat diberikan ijin pengambilan buah pala
lersebut kepada mabasiswa yang  bersangkutan pada wempat dan jadwal wakiu terschut
diatas.
Demikian, atas perhatian dan kerjass

W

unIvER. <7

o
Lt A

= -E,EP_.-; T

Tembusan ;
. Dekan FMIPA UNNES (Schagai laporan)
2. Kia. Lemlit UNNES
3. Yang Bersangkutan
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LAMPIRAN 8

DEPARTEMEN FPENDIINKAN NASIONAL
LNIVERSITAS NEGER] SEMARANG [UNNES)
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

JURUSAN KIMIA

Kampus Sekaran Gunungpati Gedung D Telp (0248508075 Semarang S0029

Nomor JH3T. 1.4 4/PP2008
Lamp, :-
Hal : Permohonan ijin Pembelian Bahan

¥th. Dekan Fakultas Farmasi LIGM
0 Yogvakarta.

Kami beritahukan dengan  hermat, babwa mehasiswa Jurusan Kimia FMIPA
Universites Neger Semarang beribkut ini -

]‘w____ Nama - NIM
[ Citgih Mitayam 250405042

Dalam rangka menyvelesaikan Tugas Akhimya, bermaksud membeli bahan Reagzen
1-1 diphenil -2-pikril hidreazil sebanyak 40 mg di Laboratorium Fakulias Farmesi
UGM.

Derkenzan dengan hal terschut, kami mohon dapat diberikan ijin  pembelian kepadsa
mahesiswe vang bersungkutan .

Dierakian, atas perhatian dan kerasama yang diberikan, kami ucapkan terimakasih.

& Sigit Priatmoko, M_Si
W 1314965830



