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ABSTRAK

Nugroho, Wahyu Febri,* Hidayati, Sholihatil,** Setyaningrum, Lindawati***.
2021. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Mangga Arum Manis
Daerah Kabupaten Banyuwangi. Dengan Metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picryl
Hidrazil). Skripsi. Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi
Jember.

Penyakit degeneratif yang meliputi kanker, diabetes mellitus dan
komplikasinya disebabkan karena tubuh tidak mampu menetralisir peningkatan
konsentrasi radikal bebas. Oleh karena itu agar radikal bebas tidak menumpuk dan
dapat mengakibatkan efek negatif di dalam tubuh diperlukan antioksidan sebagai
penetralnya.

Daun Mangga (Mangifera.indica L.Var Arum Manis) merupakan salah
satu jenis tanaman dari familia Annacardiaceae yang memiliki senyawa bioaktif
diantaranya adalah Fenol dan Flavonoid yang merupakan senyawa antioksidan.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas antioksidan ekstrak daun
mangga (Mangifera.indica.L.Var.Arum.Manis).Penentuan uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH yang memiliki prinsip penurunan intensitas
absorbansi DPPH yang sebanding dengan kenaikan konsentrasi senyawa
antioksidan yang dinyatakan dalam IC50 dengan pembanding senyawa kuersetin.
Pengukuran absorbansi menggunakan Spektro UV-VIS pada panjang gelombang
517 nm.

Hasil penelitian ini menunjukan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak daun
mangga (Mangifera.indica.L.Var.Arum.Manis) yang diambil dari daerah
Kabupaten Banyuwangi memiliki nilai IC50 sebebesar 89, 43 npg/ml yang
termasuk rentang antioksidan kuat. Maka dari itu daun mangga bisa dimanfaatkan
sebagai salah satu sumber antioksidan eksogen.

Kata kunci : Daun mangga (Mangifera.indica.L.Var.Arum.Manis.), Radikal
bebas, DPPH, IC50.

*peneliti
**pembimbing 1
***pembimbing 2



ABSTRACT

Nugroho, Wahyu Febri,* Hidayati, Sholihatil,** Setyaningrum, Lindawati***.
2021. Antioxidant Activity Test of Ethanol Extract of Arum Manis Mango
Leaves in Banyuwangi Regency. By DPPH Method (1,1-Diphenyl-2-Picryl
Hydrazil). Thesis. Bachelor of Pharmacy Study Program, University of dr.
Soebandi Jember.

Degenerative diseases which include cancer, diabetes mellitus and its
complications are caused by the body's inability to neutralize the increased
concentration of free radicals. Therefore, so that free radicals do not accumulate
and can cause negative effects in the body, antioxidants are needed as neutralizers.

Mango leaves (Mangifera.indica L.Var Arum Manis) is a type of plant
from the Annacardiaceae family which has bioactive compounds including
phenols and flavonoids which are antioxidant compounds.

This study aims to test the antioxidant activity of mango leaf extract
(Mangifera.indica.L.Var.Arum.Manis). Determination of antioxidant activity test
using the DPPH method which has the principle of decreasing the intensity of
DPPH absorbance which is proportional to the increase in the concentration of
antioxidant compounds expressed in IC 50 with a comparison compound
quercetin. Absorbance measurement using UV-VIS spectro at a wavelength of
517 nm.

The results of this study indicate that the antioxidant activity of mango leaf
extract (Mangifera.indica.L.Var.Arum.Manis) taken from the Banyuwangi
Regency has an IC50 value of 89.43 g/ml which is in the range of strong
antioxidants. Therefore, mango leaves can be used as a source of exogenous
antioxidants

Key words : Mango leaves (Mangifera.indica.L.VVar.Arum.Manis.), Free radicals,
DPPH, IC50.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia sebagai negara berkembang mempunyai keterbatasan dalam
penanggulangan masalah kesehatan, dimana penyakit infeksi masih tinggi,
tetapi prevalensi penyakit degeneratif makin meningkat. Oleh karena itu,
penyakit degeneratif merupakan masalah kesehatan yang serius dan menjadi
penyebab kematian tertinggi di Indonesia. Radikal bebas berperan penting
dalam patofisiologi terjadinya proses menua dan berbagai penyakit
degeneratif, seperti kanker, diabetes mellitus dan komplikasinya, serta
aterosklerosis yang mendasari penyakit jantung, pembuluh darah dan stroke
(Werdhasari, 2014).

Penyakit degeneratif seperti kanker, diabetes mellitus dan komplikasinya
disebabkan karena tubuh tidak mampu menetralisir peningkatan konsentrasi
radikal bebas, oleh karena itu supaya radikal bebas tidak menumpuk dan dapat
mengakibatkan efek negatif di dalam tubuh diperlukan antioksidan sebagai
penetralnya (Khaira, 2010; Inggrid, 2014). Senyawa radikal bebas timbul
akibat berbagai proses kimia kompleks dalam tubuh, berupa hasil sampingan
dari proses oksidasi atau pembakaran sel yang berlangsung pada waktu
bernafas, metabolisme sel, olahraga yang berlebihan, peradangan atau ketika
tubuh terkena polusi lingkungan seperti asap kendaraan bermotor, asap rokok,

bahan pencemar, dan radiasi matahari atau radiasi kosmis (Fauziah, 2012).



Radikal bebas dapat memicu terbentuknya stres oksidatif di dalam tubuh.
Stres oksidatif adalah ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan
antioksidan, di mana jumlah radikal bebas lebih besar dibandingkan dengan
antioksidan. Stres oksidatif berhubungan erat dengan proses inflamasi
sistemik, proliferasi sel endotel, apoptosis, serta vasokonstriksi sehingga dapat
menyebabkan berbagai penyakit di tubuh yaitu kanker, diabetes melitus,
aterosklerosis yang merupakan penyebab penyakit jantung koroner ataupun
gagal jantung (Berawi, 2017). Untuk itu peran antioksidan di dalam tubuh
sangat penting dalam meghambat radikal bebas di dalam tubuh.

Tubuh manusia terdapat sistem pertahanan yang dapat menghentikan
radikal bebas, salah satunya pembentukan antioksidan endogen (Wijaya,
2011). Antioksidan endogen dapat dibedakan menjadi dua yaitu antioksidan
endogen non-enzimatik dan antioksidan endogen enzimatik, contoh
antioksidan non-ezimatik adalah asam wurat, glutathione, bilirubin, tiol,
albumin, dan faktor nutrisi termasuk di antaranya vitamin dan fenol dan untuk
contoh antioksidan enzimatik yaitu: superoxide dismutase, glutathione
peroxidase, dan catalase). Pada orang normal, antioksidan endogen akan
menyeimbangkan produksi ROS (Reactive Oxygen Species) (Zalukhu, 2016).
Sistem pertahanan tubuh lain yang dapat melindungi tubuh dari radikal bebas
adalah kulit, namun kulit yang terpapar sinar ultraviolet (UV) matahari secara
terus menerus, berpotensi menyebabkan terbentuknya radikal bebas, untuk itu
diperlukan antioksidan dari luar yang berfungsi untuk menstabilkan radikal

bebas dengan melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas sehingga



menghambat terjadinya reaksi berantai (Sari, 2015). Sumber antioksidan dari
luar umumnya terdapat pada tumbuh-tumbuhan berupa buah buahan dan
rempah-rempah (Fauziah, 2012).

Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai antioksidan adalah daun
mangga (Mangifera indica L.Var.Arum manis). Menurut penelitian Oktavianto
(2016) menyebutkan bahwa tanaman mangga ialah tanaman buah tahunan
berupa pohon yang berasal dari negara India. Tanaman ini kemudian
menyebar ke wilayah Asia Tenggara termasuk Malaysia dan Indonesia.
Kandungan fitokimia tanaman mangga (Mangifera indica L.Var.) kebanyakan
berupa senyawa fenol, senyawa ini dapat ditemukan dari berbagai bagian
tanaman seperti buah, biji, daun dan kulit batang (Dorta et al, 2012). Tanaman
mangga (Mangifera indica L.Var.) dari semua bagian bisa dapat
dikembangkan lebih jauh sebagai alternatif dalam pengobatan antidiabetes,
antikanker, analgesik, renoprotektif, dan antihiperlipidemia, antidiare dan
antibakteri (Lugyana, 2019).

Pemanfaatan daun mangga sebagai sumber antioksidan sangat besar.
Penelitian tentang uji antioksidan daun mangga, sebelumnya pernah dilakukan
olen Marjoni (2018) vyaitu, Ekstrak metanol daun mangga arum manis
(Mangifera indica L. Var. Arumanis) memiliki potensi sebagai antioksidan
dengan nilai IC50 sebesar 48.458 pg/mL. Kemudian Penelitian yang
dilakukan oleh Elzaawely dan Tawata (2010) menunjukkan bahwa fraksi etil
asetat daun mangga (Mangifera indica L.Var) mengandung banyak senyawa

fenol dan flavonoid. Senyawa golongan flavonoid dapat bertindak sebagai



penetralisir radikal hidroksi yang baik sehingga dapat melindungi dari
kerusakan membran lipid (Hermawan, 2017). Aktivitas antioksidan dari
komponen senyawa flavonoid dan fenol adalah dengan cara mereduksi radikal
bebas tergantung pada jumlah gugus hidroksi pada struktur molekulnya (Zaini,
2016; Zuraida, 2017).

Berdasarkan beberapa penelitian tersebut di atas, maka dilakukan
pengujian aktivitas antioksidan pada sampel ekstrak daun mangga arum manis
(Mangifera indica L.Var.Arum manis) menggunakan pelarut etanol. Penelitian
ini bertujuan untuk melihat seberapa besar potensi antioksidan dari ekstrak
etanol daun mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis)
tersebut. Metode penelitian antioksidan ini menggunakan metode DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) dengan spektrofotmeter UV-VIS (Ultra Violet-
Visible). Prinsip kerja metode DPPH adalah adanya atom hidrogen dari
senyawa antioksidan yang berikatan dengan elektron bebas pada senyawa
radikal ~ sehingga  menyebabkan  perubahan dari  radikal  bebas
(diphenylpicrylhydrazyl) menjadi senyawa yang tidak atau non-radikal
(diphenylpicrylhydrazine) yang ditandai dengan larutan berubah menjadi
warna ungu (Setiawan, 2018). Penggunaan metode DPPH karena prosesnya
lebih cepat (tidak memerlukan waktu inkubasi yang lama), sederhana, dan
tidak membutuhkan jumlah sampel yang banyak (Lung, 2017). Dengan nilai
IC50 (Inhibisi konsentrasi 50%) yang memenuhi maka bisa dilihat dari hasil

hambatan  antioksidan terhadap radikal bebas sebesar 50%



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dirumuskan adalah sebagai berikut:
1. Apakah ekstrak etanol dari daun mangga arum manis (Mangifera indica
L.Var.Arum manis) mempunyai aktivitas antioksidan.
2. Berapa nilai IC50 pada ekstrak etanol daun mangga arum manis

(Mangifera indica L.Var.Arum manis) dengan menggunakan metode

DPPH?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
1. Penilitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari
ekstrak etanol daun mangga arum manis (Mangifera indica

L.Var.Arum manis).
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Penilitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi IC50 pada ekstrak
etanol daun mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum
manis).
2. Penilitian ini bertujuan untuk menganalisa IC50 pada ekstrak etanol

daun mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis).

1.4 Manfaat Penelitian

Dengan diadakan hasil penelitian ini diharapkan mendapat beberapa manfaat,

Adapun manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut :



1.4.1 Manfaat bagi peneliti
Dapat diketahui aktivitas antioksidan yang terkandung pada ekstrak
etanol dari daun mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis)
dengan menggunakan metode DPPH.
1.4.2 Manfaat bagi peneliti lain
Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar dalam penelitian
selanjutnya untuk pencarian antioksidan baru dari bahan alam dan sebagai
sumber informasi dan refrensi yang dapat dijadikan bahan pertimbangan
dalam penelitian selanjutnya tentang aktivitas antioksidan.
1.4.3 Manfaat bagi masyarakat
Penelitian ini diharapkan memberi informasi serta sumbangan
pengetahuan bagi kemajuan dibidang kesehatan dan pengetahuan alam tentang
potensi antioksidan ekstrak etanol dari daun mangga arum manis (Mangifera
indica L.Var.Arum manis).
1.4.4 Manfaat bagi institusi pendidikan
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi penambahan ilmu
pengetahuan, khususnya bagi ilmu kefarmasian yang mengenai antioksidan,
serta menjadi bahan bacaan di perpustakaan dan dapat memberikan referensi

bagi mahasiswa lain.



1.5 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Penelitian

Persamaan

Perbedaan

Marjoni, 2018

a) Menggunakan metode
DPPH

b) Menggunakan Sampel
Daun mangga Arum

manis

a) Menggunakan
pelarut Metanol

b) Beda konsentrasi
sampel dari
sebelumnya, pada
penelitian
sebelumnya
menggunakan
konsentrasi uji
ekstrak sebesar 2,5,
5,75, 10 dan 12,5.
Sedangkan pada
penelitian ini
menggunakan
konsentrasi sebesar
50, 100, 150 dan 200
dan 250

Handayani, 2014

a) Menggunakan metode
DPPH
b) Langkah- langkah

penelitian

a) Menggunakan
Sampel Ekstrak
Metanol Bunga dan
Daun Patikala
(Etlingera elatior
(Jack) R.M.Sm)
sedangkan pada
penelitian ini
menggunakan
sampel daun mangga
arum manis

b) Menggunakan

Pelarut Metanol




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Mangga (Mangifera indica L.Var)
2.1.1 Morfologi Tanaman

Menurut penelitian Oktavianto (2016) tanaman mangga ialah tanaman
buah tahunan berupa pohon yang berasal dari negara India. Tanaman ini
kemudian menyebar ke wilayah Asia Tenggara termasuk Malaysia dan Indonesia.
Mangga tumbuh berupa pohon berbatang tegak, bercabang banyak, dan bertajuk
rindang hijau sepanjang tahun. Tinggi pohon dewasa bisa mencapai 10-40 m.
Umur pohon bisa mencapai 100 tahun lebih. Morfologi pohon mangga terdiri atas
akar, batang, daun, dan bunga. Akar tunggang pohon mangga sangat panjang,
dapat mencapai 6 m dalamnya. Daun tunggal, dengan letak tersebar, tanpa daun
penumpu. Panjang tangkai daun bervariasi dari 1,25-12,5 cm, bagian pangkalnya
membesar dan pada sisi sebelah atas ada alurnya. Aturan letak daun pada batang
(phylloyaxy) biasanya 3/8, tetapi makin mendekati ujung, letaknya makin
berdekatan sehingga nampaknya seperti dalam lingkaran.

Helai daun bervariasi namun kebanyakan berbentuk jorong sampai lanset,
2-10 x 8-40 cm, agak liat seperti kulit, hijau tua berkilap, berpangkal melancip
dengan tepi daun bergelombang dan ujung meluncip, dengan 12-30 tulang daun
sekunder. Beberapa variasi bentuk daun mangga yaitu: lonjong dan ujungnya
seperti mata tombak; berbentuk bulat telur, ujungnya runcing seperti mata
tombak; berbentuk segi empat, tetapi ujungnya runcing; berbentuk segi empat,

ujungnya membulat. Daun yang masih muda biasanya bewarna kemerahan,



keunguan atau kekuningan; yang di kemudian hari akan berubah pada bagian
permukaan sebelah atas menjadi hijau mengkilat, sedangkan bagian permukaan
bawah berwarna hijau muda. Umur daun bisa mencapai 1 tahun atau lebih. Buah
mangga bisa di identifikasi berdasarkan ukuran dan bentuk malai, warna bunga,
dan tangkai malai bunga. Bentuk bunga mangga secara umum adalah piramida
dengan panjang 12 - 49 cm dan diameter 13 - 40 cm. Panjang bunga mangga
arumanis dapat mencapail2 - 49 cm dengan diameter 10 - 43 cm. keragaman
ukuran bunga mangga tersebut kemungkinan disebabkan oleh iklim, teknik

budidaya, dan kondisi pohon yang berbeda (Oktavianto, 2016).

> =

Gambar 2.1 Dauﬁnga (Suﬁ;ber: Dkumen pribadi, 2020)

Bunga mangga yang berbentuk malai terbentuk dari ranting terminal,
terdiri atas beberapa ribu individu bunga. Dalam satu malai terdapat bunga
sempurna dan bunga jantan dengan proporsi 1:4 sampai 1:2. Struktur bunga jantan
terdiri atas tangkai bunga, kelopak, mahkota, filamen (terdiri atas 5 buah dengan

ukuran panjang yang berbeda, filamen yang panjang mempunyai serbuk sari subur
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sedangkan filamen yang pendek serbuk sarinya tidak subur), kepala sari (terdiri
atas kantong dan serbuk sari), dan dasar bunga. Bunga menghasilkan buah dan biji
(plok) yang secara generatife dapat tumbuh menjadi tanaman baru. Kulit batang
dari pohon mangga vyaitu tebal dan kasar dengan banyak celah-celah kecil dan
sisik-sisik bekas tangkai daun. Warna pepagan (kulit batang) yang sudah tua
biasanya coklat keabuan, kelabu tua sampai hampir hitam. Kulit buah agak tebal
berbintik-bintik kelenjar; hijau, kekuningan atau kemerahan bila masak. Daging
buah jika masak berwarna merah jingga, kuning atau krem, berserabut atau tidak,
manis sampai masam dengan banyak air dan berbau kuat sampai lemah
(Oktavianto, 2016).
2.1.2 Klasifikasi

Berdasarkan Integrated Taxonomic Information System (ITI1S)(2020),

taksonomi dari Mangga (Mangifera indica L.Var) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Subkingdom > Viridiplantae
Infrakingdom : Streptophyta
Superdivisi : Embryophyta
Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Sprematophyta
Kelas : Magnoliopsida
Superordo : Rosanae

Ordo : Sapindales

Suku : Anacardiaceae
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Marga : Mangifera L.
Spesies : Mangifera indica L.
2.1.3 Kandungan Kimia

Hasil skrining senyawa fitokimia dari ekstrak metanol daun mangga yaitu
flavonoid, alkaloid, steroid, polifenol, tanin dan saponin (Ningsih, 2017).
Kemudian penelitian yang dilakukan oleh Elzaawely dan Tawata (2010)
menunjukkan bahwa fraksi etil asetat daun mangga mengandung banyak senyawa
fenol dan flavonoid. Senyawa golongan flavonoid dapat bertindak sebagai
penetralisir radikal hidroksi yang baik sehingga dapat melindungi dari kerusakan
membran lipid (Hermawan, 2017). Aktivitas antioksidan dari komponen senyawa
flavonoid dan fenol adalah dengan cara mereduksi radikal bebas tergantung pada
jumlah gugus hidroksi pada struktur molekulnya (Zaini, 2016; Zuraida, 2017)
Selain itu senyawa aktif yang terdapat dalam tanaman mangga salah satunya
adalah mangiferin. Berdasarkan studi yang telah dilakukan mangiferin memiliki
efek sebagai antiinflamasi, antinyeri, antidiabetik, antioksidan, antiaging,
antiviral, kardioprotektor dan hepatoprotektor (Nurcahyanti, 2019).
2.1.4 Penelitian daun mangga

Penelitian tentang uji antioksidan pada daun mangga, sebelumnya pernah
dilakukan oleh Marjoni (2018) berdasarkan penelitian tersebut, ekstrak metanol
daun mangga arum manis memiliki potensi yang sangat besar sebagai sumber
antioksidan. Selain itu, penelitian yang menggunakan daun mangga selain uji
antioksidan yaitu Anti diabetes (Aqyun, 2018), Anti kanker (Ganogpichayagrai,

2017), Anti bakteri (Yakubu, 2015), Anti hiperlipidemia (Shah et al, 2010),
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Analgesik (Mohanvelu et al, 2015) dan masih banyak lagi penelitian yang
menggunakan daun mangga. Untuk itu potensi daun mangga sangat besar
digunakan untuk pengobatan herbal.
2.1.5 Manfaat untuk kesehatan
Bagian tubuh dari pohon mangga hampir seluruhnya dapat dimanfaatkan

untuk kesehatan mulai dari daun, buah muda maupun buah masak, getah, kulit
batang. Daun mangga mengadung flavonoid, alkaloid, steroid, polifenol, tanin dan
saponin yang dapat dimanfaatkan sebagai pengobatan anti diabetes (Syah, 2015).
Kandungan terbesar dari daun mangga yaitu mangiferin yang memiliki fungsi
sebagai analgesik, inflamasi, anti mikroba dan peningkat daya tahan tubuh (Syah,
2015). Buah manga muda selain dibuat untuk manisan juga berkhasiat untuk
mengobati beberapa penyakit seperti diare, dan wasir, kemudian untuk buah
mangga yang masih hijau di India mangga yang masih hijau digunakan sebagai
obat gangguan darah, dan, mencegah pendarahan, empedu, pencernaan dan
menyembuhkan sariawan. Getah mangga dari bagian batang atau ranting dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional untuk penyakit luar, seperti eksim, kudis,
dan gatal-gatal. Penyakit rematik atau persendian nyeri dapat diobati dengan
menggunakan kulit batang pohon mangga (Aksara, 2013)
2.1.6 Efek samping

Pada artikel-artikel banyak menyebutkan mengkonsumsi daun mangga,
belum ada laporan tentang adanya efek samping atau belum ada penelitian lebih

lanjut tentang efek samping dari daun mangga pada manusia.
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2.2 Radikal bebas
2.2.1 Definisi

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang tidak stabil dan sangat
reaktif karena mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital
terluarnya (Maulida, 2010). Sifat dari radikal bebas adalah tidak stabil sehingga
akan selalu berusaha mengambil elektron dari molekul di sekitarnya (Khaira,
2010). Hal tersebut menyebabkan radikal bebas bersifat toksik terhadap molekul
biologi atau sel disekitarnya. Radikal bebas dapat mengganggu produksi DNA
(Deoxyribonucleic Acid atau Asam Deoksiribonukleat), lapisan lipid pada dinding

sel, mempengaruhi pembuluh darah, produksi prostaglandin, dan protein lain

seperti enzim yang terdapat dalam tubuh (Werdhasari, 2014).

Gambar 2.2 Sisi kiri : atom oksigen normal dengan semua elektron berpasangan;
satu elektron sedang dalam proses melompat keluar. Sisi kanan :
radikal bebas, dengan sebuah elektron tidak berpasangan (Sumber:
Vasudevan, 2011)
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2.2.2 Sumber

Menurut Khaira (2010), sumber radikal bebas ada dua yaitu yang bersifat
internal dari dalam tubuh dan ada yang bersifat eksternal dari luar tubuh. Radikal
bebas internal berasal dari oksigen yang kita hirup, oksigen yang biasa kita hirup
merupakan penopang utama kehidupan karena menghasilkan banyak energi
namun hasil samping dari reaksi pembentukan energi tersebut akan menghasilkan
ROS. Radikal bebas eksternal yaitu berasal dari luar tubuh contohnya polusi
udara, alkohol, rokok, radiasi ultra violet, obat-obatan tertentu seperti anastesi,
pestisida, sinar X dan kemoterapi. Sumber radikal bebas tersebut dapat
menyebabkan terbentuknya ROS (Reactive Oxygen Spesies). Produksi ROS yang
berlebihan akan mengakibatkan stres oksidatif. ROS dalam tubuh memiliki
berbagai bentuk yaitu superoksida anion (O2- ), radikal hidroksil (HO), lipid (R),
dan peroksida lainnya seperti ROO dan XOO (Berawi, 2017). Radikal bebas dan
ROS vyang diproduksi dalam jumlah yang normal sebenarnya juga diperlukan
untuk fungsi biologis tubuh seperti untuk melawan radang dan membunuh bakteri

(Putri, 2018)

Stable Molecule Unstable Molecule
(Free Radical)
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Gambar 2.3 Sumber-sumber radikal eksogen (Sumber: Irianti, 2017)
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2.2.3 Mekanisme

Mekanisme pembentukan radikal bebas atau ROS terjadi melalui tiga
tahapan reaksi yaitu,inisiasi ,propagasi dan terminasi (Utami, 2013). Tahapan
inisiasi merupakan langkah pertama terciptanya spesies radikal. Secara umum, ini
adalah peristiwa pembelahan homolitik yang jarang terjadi karena hambatan
energi. Pada tahapan propagasi, bagian rantai dari reaksi berantai. Begitu radikal
bebas reaktif dihasilkan, akan menjadi pemicu untuk bereaksi dengan molekul
stabil dan membentuk radikal bebas baru. Demikian hal ini terus menerus
berlangsung dengan melibatkan abstraksi hidrogen atau penambahan radikal
menjadi ikatan rangkap dan menghasilkan banyak radikal bebas. Sementara pada
tahapan terminasi, reaksi radikal akan berhenti jika dua radikal saling bereaksi dan
menghasilkan suatu spesies non radikal (Labola, 2017)

2.2.4 Penyakit yang ditimbulkan radikal bebas

Pada konsentrasi rendah sampai pada konsentrasi menengah, radikal bebas
memberikan efeknya melalui regulasi kaskade pensinyalan sel. Di konsentrasi
tinggi, mereka merusak semua makromolekul, menyebabkan kerusakan DNA,
peroksidasi lipid, protein modifikasi, dan akhirnya kematian sel dan meyebabkan
berbagai macam penyakit (Santo, 2016)

Penyakit yang disebabkan radikal bebas bersifat kronis yaitu dibutuhkan
waktu bertahun-tahun untuk penyakit tersebut menjadi parah atau bersifat
akumulatif. Contoh penyakit yang sering dihubungkan dengan radikal bebas
adalah serangan jantung, kanker, katarak, dan menurunnya fungsi ginjal (Fakriah,

2019).
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Tabel 2.1. Radikal bebas yang dihasilkan dalam sistem biologis (Sanchez, 2019)

Jenis radikal bebas

Sumber

Fungsi

0’- Proses enzimatik, Ini dapat bertindak sebagai
autoksidasi reaksi, dan agen pereduksi kompleks besi
elektron nonenzimatik seperti sitokrom-c atau zat
reaksi transfer pengoksidasi menjadi

mengoksidasi asam askorbat
dan a-tokoferol

HO, Protonasi O2 HO2 memulai peroksidasi

asam lemak

HO H,0, menghasilkan HO HO bereaksi dengan organik
melalui reaksi Fenton dan anorganik
dengan katalis logam. molekul termasuk DNA,

protein, lipid, dan
karbohidrat.

NO Aksi menggunakan nitrit NO adalah intraseluler yang
oksida-sintase arginin merangsang guanylate cyclase
sebagai substrat dan dan protein kinase dan
NADPH sebagai membantu relaksasi otot
sumber elektron polos di pembuluh darah.

NO; Protonasi ONOO- atau Radikal ini bekerja pada
homolitik fragmentasi mekanisme antioksidan
ONOOCO;, penurunan askorbat dan

a-tokoferol dalam plasma

ONOO Reaksi O, dengan NO ONOO adalah pengoksidasi

dan nitrasi yang kuat spesies
residu metionin dan tirosin
dalam protein dan
mengoksidasi DNA untuk
membentuk nitroguanin

CO; — Perantara reaksi CO;— mengoksidasi
superoksida dismutase biomolekul seperti protein
(SOD) - Cu2 + -OH dan asam nukleat.

Bereaksi dengan
bikarbonat menghasilkan
CO:s-
ONOOCO, — Hasil adisi peroxynytrite- Anion ini meningkatkan

CO; diperoleh dengan
reaksi ONOO- dengan CO,

nitrasi tirosin fragmen
oksihemoglobin melalui
radikal bebas.
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2.3 Antioksidan
2.3.1 Definisi

Antioksidan dapat diartikan sebagai molekul yang mampu menstabilkan
atau menonaktifkan radikal bebas sebelum menyerang sel (Zalukhu, 2016).
Menurut Santo (2016) Salah satu mekanisme biologis untuk melawan stres
oksidatif adalah dengan memproduksi antioksidan. Antioksidan merupakan
penghambat proses oksidasi, bahkan pada konsentrasi yang relatif kecil
antioksidan memiliki fungsi fisiologis yang beragam dalam tubuh (Yadav, 2016)
2.3.2 Macam- macam

Secara umum antioksidan dibagi menjadi dua, yaitu antioksidan enzimatis
(antioksidan endogen) dan antioksidan non-enzimatis (antioksidan eksogen).
Antioksidan enzimatis meliputi glutation peroksidase (GPx), superoksida
dismutase (SOD), dan catalase (CAT) Sedangkan antioksidan non-enzimatis
meliputi antioksidan larut lemak (seperti tokoferol, karotenoid, quinon, flavonoid
dll) dan antioksidan larut air (seperti asam askorbat) (Putri, 2018). Namun ada
juga Antioksidan sintetis yaitu antioksidan yang tidak terdapat di alam tetapi
disintesis secara kimiawi dan ditambahkan ke produk makanan sebagai pengawet
untuk membantu mencegah oksidasi lipid. Beberapa dari antioksidan sintetis yang
saat ini diizinkan untuk digunakan dalam makanan termasuk BHT, BHA, propyl
gallate (PG), dodecyl gallate (DG) dan butylhydroquinone tersier (TBHQ)
(Kebede, 2019). Secara alami tubuh manusia dapat menetralisir radikal bebas bila

jumlahnya tidak berlebihan, dengan mekanisme pertahanan antioksidan endogen.
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Bila antioksidan endogen tidak mencukupi, tubuh membutuhkan antioksidan dari
luar contohnya dari tanaman maupun obat sintetis (Werdhasari, 2014)
2.3.3 Mekanisme

Menurut Lingga (2012), terdapat beberapa cara senyawa antioksidan
dalam menjalankan aktivitasnya. Setiap jenis antioksidan memiliki kinerja yang
bervariasi satu dengan yang lainnya. Cara kerja tersebut meliputi mekanisme
pencegahan terbentuknya molekul radikal, mereduksi molekul, mengeliminasi
molekul yang rusak, memperbaiki kerusakan oksidatif, dan mencegah terjadinya
mutasi.

Mekanisme reaksi senyawa antioksidan sangat erat kaitannya dengan
reaktivitas dan struktur kimia radikal bebas serta lingkungan tempat spesies
reaktif itu berasal (Sanchez, 2019) Antioksidan dengan berat molekul rendah
dapat berinteraksi dengan radikal bebas dan dapat menghentikan reaksi berantai
sebelum molekul yang penting rusak dan dapat mengakibatkan berbagai penyakit
(Kebede, 2019)

2.3.4 Sumber

Sumber antioksidan dibagi menjadi dua yaitu antioksidan endogen dan
antioksidan eksogen. Antioksidan endogen adalah antioksidan yang berasal atau
disintesis di dalam tubuh sedangkan antioksidan eksogen adalah antioksidan yang
berasal dari luar tubuh atau dari makanan dan minuman (Wijaya, 2011). Menurut
penelitian yang telah dilakukan, banyak terdapat sumber antioksidan eksogen dari
tanaman dan buah yang dilaporkan memiliki kemampuan sebagai antioksidan.

Beberapa diantaranya yang pernah dilaporkan adalah buah terong belanda (Asih,
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2015), daun binahong (Selawa, 2013), kunyit, jahe, pala, paprika, serai, lengkuas,
bawang putih, dan bawang merah (Sari, 2016), buah mengkudu (Anwar, 2016),
teh, anggur merah, apel dan tomat (Arifin, 2108), dan buah kiwi (Inggrid, 2014).
Beberapa tanaman dan buah tersebut diduga mempunyai aktivitas antioksidan
karena terdapat kandungan metabolit sekunder flavonoid. Flavonoid telah
menunjukkan kemampuan untuk mencegah oksidasi low-density lipoprotein
(LDL) dengan menangkal radikal bebas dan ion-ion transisi sehingga
flavonoid  membantu  dalam pencegahan penyakit tertentu, seperti kanker,
aterosklerosis dan  peradangan  kronis, yang umumnya disebabkan oleh
adanya ikatan rangkap pada flavon cincin aromatik pusat yang ditandai oleh
struktur planar (Arifin, 2018)

Tabel 2.2. Sumber antioksidan dari alam (Kebede, 2019)

Senyawa Sumber

Karotenoid Sayuran berdaun gelap, wortel, ubi jalar,
ubi jalar, tomat, aprikot, buah jeruk,

kangkung, pepaya.

Catechin Teh hijau, buah beri, minyak sayur tertentu.

Flavonoid (polifenol) minyak sayur, selada, beri, terong, paprika,

jeruk, bawang, teh hitam.

Lycopene Tomat, pepaya, semangka, jambu biji.

Vitamin C Buah dan sayur, buah beri, buah jeruk,

paprika hijau, kentang.
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Senyawa Sumber

VitaminE (tokoferol) Biji minyak, minyak sawit, kacang-
kacangan, telur, produk susu, biji-bijian

utuh, sayuran, sereal, margarin, dll.

Ekstrak Ekstrak dari teh hijau, rosemary, sage,

cengkeh,oregano, timi, oat, dedak beras.

Asam fenolat Minyak sayur dan minyak tertentu, sereal,

biji-bijian

2.4 Uji Aktivitas Antioksidan
Menurut Pisoschi dan Negulescu. (2011), metode antioksidan yang
biasa digunakan ada sembilan yaitu 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH); 2, 2'-
azino-bis-(3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS); Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP); Potassium Ferricyanide Reducing Power (PFRAP);
Cupric Reducing Antioxidant Power (CUPRAC); Oxygen Radical Absorption
Capacity (ORAC); Hydroxyl Radical Averting Capacity (HORAC); Total Peroxyl
Radical Antioxidant Parameter (TRAP), dan Flourimetry seperti pada Tabel 2.4
Metode yang digunakan dalam penetapan aktivitas antioksidan pada
penelitian ini adalah metode DPPH. Metode DPPH merupakan metode in vitro
yang sering dipilih sebagai metode pengujian aktivitas antioksidan karena

sederhana, mudah, cepat, peka dan memerlukan sedikit sampel (Lung, 2017).
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Tabel 2.3 Metode antioksidan dan prinsip kerja. Sumber: (Pisoschi, 2011)

METODE PRINSIP
DPPH Reaksi antioksidan dengan senyawa radikal organic
ABTS Reaksi antioksidan dengan radikal kation organic

FRAP Reaksi antioksidan dengan Fe(l1l) complex

Reduksi Potasium ferrisianid oleh antioksidan dan reaksi dilanjutkan

PFRAP potasium ferrosianid dengan Fe3+

CUPRAC | Reduksi Cu (I1) menjadi Cu (1) dari antioksidan

Reaksi antioksidan dengan radikal peroksil, diinduksi oleh (2,2 ’-azobis-2-

ORAC amidino-propane)
HORAC Kapasitas antioksidan untuk menetralkan radikal OH dengan Co(ll) basis
Fenton-like system
TRAP Kapasitas antioksidan untuk menyerap radikal yang berasal dari luminol,
dihasilkan dari dekomposisi AAPH
Flourimet Emisi cahaya oleh zat yang menyerap cahaya atau radiasi elektromagnetik
OUriMeEtrY | dengan panjang gelombang berbeda
2.4.1 DPPH
2.4.1.1 Definisi

Metode DPPH adalah metode uji aktivitas antioksidan menggunakan
reagen DPPH yang berperan sebagai senyawa radikal. Metode DPPH merupakan
metode in vitro yang sering dipilih sebagai metode pengujian aktivitas antioksidan
karena sederhana, mudah, cepat, peka dan memerlukan sedikit sampel (Lung,
2017). DPPH atau 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil adalah suatu radikal bebas yang
diperdagangkan, memiliki sifat stabil pada suhu ruang dengan bentuk serbuk ungu

tua, cepat teroksidasi oleh temperatur dan udara dan sering digunakan untuk
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mengevaluasi peredaman radikal bebas pada bahan alam (Azizah, 2017; Sinala,
2019).
2.4.1.2 Mekanisme

Hasil dari reaksi DPPH dapat diamati dengan perubahan larutan dari ungu
menjadi kuning. Perubahan warna menunjukkan bahwa DPPH telah tereduksi
oleh proses donasi hydrogen atau electron dari senyawa antioksidan sehingga
warnanya berubah dari violet ke kuning dan DPPH memberikan serapan pada
panjang gelombang 517 nm (Lung, 2017). Semakin tinggi aktivitas antioksidan
maka warna ungu DPPH akan semakin berkurang sehingga menyebabkan
penurunan nilai absorbansi sinar tampak pada spektrofotometer (Lisi, 2017).
Radikal DPPH mempunyai absorbansi kuat pada panjang gelombang 517 nm
(Souhoka, 2019). Pada panjang gelombang tersebut DPPH memberikan serapan
kuat karena adanya elektron yang tidak berpasangan. Berikut mekanisme donor
elektron dari antioksidan kepada senyawa DPPH: (Gambar 2.4)

Mekanisme kerja dari senyawa DPPH adalah dengan cara donasi atom
hidrogen pada saat beraksi dengan senyawa antioksidan. Hal ini menimbulkan
perubahan warna dari ungu menjadi kuning (Azizah, 2017). Tingkat perubahan
warna dari reaksi tersebut menunjukkan kekuatan aktivitas dari senyawa yang
diuji dalam mendonorkan atom hidrogennya. Semakin kuning warna yang

dihasilkan semakin poten aktivitas antioksidan dari senyawa tersebut.
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Gambar 2.4 Reaksi DPPH dengan antioksidan (1,1- difenil-2-pikrilhidrazil) (Kiri)
Menjadi DPPH-H (1,1-difenil-2- pikrilhidrazin) (Kanan) (Sumber:
Budilaksono, 2014)

Elektron yang awalnya tidak berpasangan pada senyawa DPPH, setelah

bereaksi dengan senyawa antioksidan menjadi berpasangan sehingga senyawa
DPPH tidak bersifat radikal lagi. Perubahan absorbsi inilah yang digunakan untuk
menentukan kemampuan ekstrak tanaman sebagai penangkal radikal bebas
(Dehpour, 2009).
2.4.1.3 Tingkat kekuatan

Parameter yang digunakan dalam pengujian aktivitas antioksidan dengan
penangkapan radikal DPPH ini adalah nilai konsentrasi hambatan atau Inhibitory
Concentration (IC50) atau efficient concentration (EC50). Nilai 1C50
didefinisikan sebagai besarnya konsentrasi senyawa uji yang dapat meredam 50%
radikal bebas (Agustina, 2020). Semakin kecil nilai IC50, maka semakin aktif
sampel tersebut sebagai antioksidan (Budilaksono, 2014). Tingkat kekuatan IC50

dapat dilihat pada Tabel 2.4
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Tabel 2.4 Tingkat kekuatan aktivitas antioksidan dengan metode 2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Sumber: Agustina, 2020; Sadeer, 2020)

Intesitas Kekuatan

Aktivitas Nilai 1C50 Warna
Sangat Kuat <50 pg/mL Kuning pucat
Kuat 50-100 pg/mL Kuning
Sedang 101-150 pg/mL Ungu
Lemah >150 pg/mL Ungu gelap

2.5 Tinjauan Metode Ekstraksi
2.5.1 Definisi

Ekstraksi adalah proses penarikan komponen/zat aktif dari suatu campuran
padatan dan/atau cairan dengan menggunakan pelarut tertentu. Proses ini
merupakan langkah awal yang penting dalam penelitian tanaman obat, karena
preparasi ekstrak kasar tanaman merupakan titik awal untuk isolasi dan pemurnian
komponen kimia yang terdapat pada tanaman (Febrina, 2015). Proses ekstraksi
dihentikan ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam
pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman (Mukhriani, 2014)
2.5.2 Macam-macam

Menurut Febrina (2015), ada beberapa cara metode ekstraksi yang paling
umum digunakan yaitu maserasi, perkolasi, sokhletasi dan refluktasi. Pada
penelitian ini memakai metode maserasi. Metode ini dipilih karena prinsipnya

yang mudah dan sederhana.
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2.5.2.1 Maserasi

Maserasi dilakukan dengan melakukan perendaman bagian tanaman secara
utuh atau yang sudah digiling kasar dengan pelarut dalam bejana tertutup pada
suhu kamar selama sekurang-kurangnya 3 hari dengan pengadukan berkali-kali
sampai semua bagian tanaman yang dapat larut melarut dalam cairan pelarut.
Pelarut yang digunakan adalah alkohol atau kadang-kadang juga air. Campuran
ini kemudian disaring dan ampas yang diperoleh dipress untuk memperoleh
bagian cairnya saja. Cairan yang diperoleh kemudian dijernihkan dengan
penyaringan atau dekantasi setelah dibiarkan selama waktu tertentu (Endarini,
2016)

Keuntungan proses maserasi diantaranya adalah bahwa bagian tanaman
yang akan diekstraksi tidak harus dalam wujud serbuk yang halus, tidak
diperlukan keahlian khusus dan lebih sedikit kehilangan alkohol sebagai pelarut
seperti pada proses perkolasi atau sokhletasi. Sedangkan kerugian proses maserasi
adalah perlunya dilakukan penggojogan/pengadukan, pengepresan dan
penyaringan, terjadinya residu pelarut di dalam ampas, serta mutu produk akhir
yang tidak konsisten (Endarini, 2016)
2.5.2.2 Perkolasi

Pada metode perkolasi, serbuk sampel di basahi secara perlahan dalam
sebuah perkolator. Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan
dibiarkan menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan dari metode ini adalah
sampel senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Sedangkan kerugian nya adalah jika

sampel dalam perkolator tidak homogen maka pelarut akan sulit menjangkau
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seluruh area, selain itu metode ini juga membutuhkan banyak pelarut dan
membutuhkan banyak waktu (Mukhriani, 2014)
2.5.2.3 Sokhletasi

Pada teknik ekstraksi ini, bagian tanaman yang sudah digiling halus
dimasukkan ke dalam kantong berpori (thimble) yang terbuat dari kertas saring
yang kuat dan dimasukkan ke dalam alat sokhlet untuk dilakukan ekstraksi.
Pelarut yang ada dalam labu akan dipanaskan dan uapnya akan mengembun pada
kondenser. Embunan pelarut ini akan merayap turun menuju kantong berpori yang
berisi bagian tanaman yang akan diekstrak. Kontak antara embunan pelarut dan
bagian tanaman ini menyebabkan bahan aktif terekstraksi. Ketika ketinggian
cairan dalam tempat ekstraksi meningkat hingga mencaapai puncak kapiler maka
cairan dalam tempat ekstraksi akan tersedot mengalir ke labu selanjutnya. Proses
ini berlangsung secara terus-menerus (kontinyu) dan dijalankan sampai tetesan
pelarut dari pipa kapiler tidak lagi meninggalkan residu ketika diuapkan
(Endarini, 2016).

Keuntungan dari proses ini adalah sampel bagian tanaman terusmenerus
berkontak dengan embunan pelarut segar yang turun dari kondenser sehingga
selalu mengubah kesetimbangan dan memepercepat perpindahan massa bahan
aktif, suhu ekstraksi cenderung tinggi karena panas yang diberikan pada labu
destilasi akan mencapai sebagian ruang ekstraksi, tidak memerlukan penyaringan
setelah tahap leaching, kapasitas alat ekstraksi dapat ditingkatkan dengan
melakukan ekstraksi secara kontinyu atau paralel karena harga peralatannya cukup

murah dan dapat mengekstrak bahan aktif dengan lebih banyak walaupun
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menggunakan pelarut yang lebih sedikit. Hal ini sangat menguntungkan jika
ditinjau dari segi kebutuhan energi, waktu dan ekonomi. Kelemahan ekstraksi
dengan sokhlet ini adalah jika dibandingkan dengan teknik ekstraksi yang lain
maka teknik ekstraksi ini memerlukan ekstraksi yang panjang dan pelarut yang
banyak (Endarini, 2016).

2.5.2.4 Refluktasi

Pada metode reflux, sampel di masukkan bersama pelarut kedalam labu
yang dihubungkan dengan kondensor. Pelarut dipanaskan hingga mencapai titik
didih. Uap terkondensasi dan kembali kedalam labu. Kerugian dari metode yaitu
senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi (Mukhriani, 2014)

Umumnya refluks dilakukan pada reaksi yang lambat terbentuk produk.
Refluks dilakukan menggunakan seperangkat alat refluks. Dua bahan atau lebih
yang akan direaksikan biasanya termasuk katalis dan batu didih dimasukkan ke
dalam labu alas bulat (leher satu, dua atau tiga tergantung kebutuhan). Labu
kemudian disambungkan dengan pendingin bola yang telah disabungkan dengan
selang untuk air pendingin. Setelah alat terpasang semua, labu dipanaskan sampai
campuran mendidih. Uap pelarut atau uap campuran akan naik sampai pendingin
bola, dan akan terkondensasi kembali ke dalam labu. Begitu seterusnya sampai
beberapa menit atau beberapa jam sampai diperoleh hasil yang diinginkan

(Supaya, 2019)
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Gambar 2.5 Seperangkat alat refluks (Sumber: Supaya, 2019)

2.5.3 Pelarut

Pemilihan jenis pelarut harus mempertimbangkan beberapa faktor antara
lain selektivitas, kemampuan untuk mengekstrak, toksisitas, kemudahan untuk
diuapkan dan harga pelarut. Larutan pengekstraksi yang digunakan disesuaikan
dengan kepolaran senyawa yang diinginkan (Suryani, 2015). Pada penelitian ini
menggunakan pelarut etanol yang bersifat polar. Pelarut ideal yang sering
digunakan adalah etanol atau campurannya dengan air karena merupakan pelarut
pengekstraksi yang terbaik untuk hampir semua senyawa dengan berat molekul
rendah seperti saponin dan flavonoid (Arifianti, 2014). Senyawa flavonoid
bersifat polar sehingga dibutuhkan pelarut yang bersifat polar. Pelarut yang
bersifat polar diantaranya adalah etanol, metanol, air dan sebagainya (Mukhriani,
2014). Efektivitas ekstraksi suatu senyawa oleh pelarut sangat tergantung kepada
kelarutan senyawa tersebut dalam pelarut, sesuai dengan prinsip like dissolve like
yaitu suatu senyawa akan terlarut pada pelarut dengan sifat yang sama (Verdiana,
2018). Penggunaan jenis pelarut atau kekuatan ion pelarut dapat memberikan

pengaruh terhadap rendemen senyawa yang dihasilkan (Kemit, 2016)
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2.6 Instrumen Spektrofotometer UV-VIS
2.6.1 Definisi

Penetapan aktivitas antioksidan metode DPPH pada penelitian ini
menggunakan instrumen Spektrofotometer UV-VIS. Spektrofotometer UV-Vis
digunakan untuk mengkaji sifat absorpsi dari material dalam rentang panjang
gelombang ultraviolet (mulai sekitar 200 nm) hingga mencangkup semua panjang
gelombang cahaya tampak (sampai sekitar 700 nm) (Due, 2019). Prinsip kerja
spektrofotometer adalah berdasarkan hukum Lambert-Beer, yaitu seberkas sinar
dilewatkan suatu larutan pada panjang gelombang tertentu, sehingga sinar tersebut
sebagian ada yang diteruskan dan sebagian lainnya diserap oleh larutan (Warono,

2013)

Gambar 2.6 Spektrometer UV-Vis (single beam) (Sumber:Karnakar, 2020)
2.6.2 Jenis
Instrumen ini terdapat dua tipe instrumen spektrofotometer, yaitu single-

beam dan double-beam. Single-beam instrument dapat digunakan untuk
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kuantitatif dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tunggal. Single-
beam instrument mempunyai beberapa keuntungan yaitu sederhana, harganya
murah, dan mengurangi biaya. Beberapa instrumen menghasilkan single-beam
instrument untuk pengukuran sinar ultra violet dan sinar tampak. Panjang
gelombang paling rendah adalah 190 sampai 210 nm dan paling tinggi adalah 800
sampai 1000 nm. Double-beam instrument mempunyai dua sinar yang dibentuk
oleh potongan cermin yang berbentuk V yang disebut pemecah sinar. Sinar
pertama melewati larutan blanko dan sinar kedua secara serentak melewati
sampel. Double beam dibuat untuk digunakan pada panjang gelombang 190
sampai 750 nm (Suhartati, 2017) Berikut skema dari instrument spektrofotometri

UV-VIS Single Beam dan Double Beam.

detektor

' Read Out

sel sampel

slit atau
pintu keluar

pendispersi atau
penyebar cahaya
slit atau
sumber cahaya  pintu masuk
polikromatis
Gambar 2.7 Skema alat spektrometer UV-Vis (single beam) (Sumber: Suharti,

2017)
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Gambar 2.8 Skema alat spektrofotometer UV-Vis (Double-beam) (Sumber:
Suharti, 2017)

2.6.3 Bagian-bagian

Secara umum sistem spektrofotometer terdiri atas sumber radiasi,
monokromator, sel, foto sel, detektor, dan tampilan (display) (Warono, 2013).
2.6.3.1 Sumber radiasi

Sumber radiasi berfungsi memberikan energi radiasi pada daerah panjang
gelombang yang tepat untuk pengukuran dan mempertahankan intensitas sinar
yang tetap pada pengukuran. Sumber radiasi untuk spektrofotometer UV-VIS
adalah lampu hidrogen atau deuterium dan lampu filamen. Lampu hidrogen
digunakan untuk mendapatkan radiasi di daerah ultraviolet sampai 350 ran.
Lampu filamen digunakan untuk daerah sinar tampak sampai inframerah dekat

dengan panjang gelombang 350 nm sampai sekitar 250 nm (Warono, 2013)
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2.6.3.2 Monokromator
Monokromator berfungsi menghasilkan radiasi monokromatis yang diperoleh
dilewatkan melalui kuvet yang berisi sampel dan blanko secara bersaman dengan
bantuan cermin berputar (Warono, 2013)
2.6.3.3 Sel atau Kuvet

Sel atau kuvet adalah tempat bahan yang akan diukur serapannya. Kuvet
harus dibuat dari bahan yang tidak menyerap radiasi pada daerah yang digunakan,
umumnya terbuat dari kaca tembus sinar tetapi bisa pula terbuat dari plastik. Sel
yang terbuat dari kuarsa baik untuk spektroskopi UV-VIS. Kuvet dari bahan kaca
silikat biasa tidak dapat digunakan untuk spektroskopi ultraviolet karena bahan
kaca i ilikat dapat menyerap ultraviolet (Warono, 2013)
2.6.3.4 Fotosel

Fotosel berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan zat dan kemudian
mengubahnya menjadi energi listrik yang kemudian akan disampaikan ke
detektor. Detektor adalah material yang dapat menyerap energi dari foton dan
mengubahnya dalam bentuk lain, yaitu energi listrik (Warono, 2013)
2.6.3.5 Display atau tampilan

Display atau tampilan mengubah sinar listrik dari detektor menjadi
pembacaan yang berupa meter atau angka yang sesuai dengan hasil yang

dianalisis (Warono, 2013)
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2.6.4 Syarat menggunakan

Spektrofotometri UV-Visible dapat digunakan untuk penentuan terhadap
sampel yang berupa larutan, gas, atau uap. Pada umumnya sampel harus diubah
menjadi suatu larutan yang jernih. Untuk sampel yang berupa larutan perlu
diperhatikan beberapa persyaratan pelarut yang dipakai antara lain: Harus
melarutkan sampel dengan sempurna, pelarut yang dipakai tidak mengandung
ikatan rangkap terkonjugasi pada struktur molekulnya dan tidak berwarna (tidak
boleh mengabsorpsi sinar yang dipakai oleh sampel), tidak terjadi interaksi
dengan molekul senyawa yang dianalisis, kemurniannya harus tinggi (Suhartati,
2017).
2.6.5 Hasil

Hasil analisis dari instrumen spektrofotometer UV-VIS adalah absorbansi.
Pembacaan absorbansi hendaknya berada diantara 0,2-0,8 atau 15-70% jika dibaca
sebagai Transmitan (T). Hal ini karena pada kisaran daerah tersebut kesalahan
fotometrik yang terjadi akibat pembiasan cahaya paling minimal sehingga
penyimpangan yang terjadi sangat rendah (0,005% atau 0,5%) (Anggraini, 2013).
Spektrofotometer UV-VIS hanya dapat mengukur sampel dalam bentuk larutan
atau analit yang berwarna. Puncak panjang gelombang yang muncul berbeda-beda
tergantung dari warna dari analit tersebut. Spektrum cahaya tampak dapat dilihat
pada tabel 2.5.
2.6.6 Pengujian secara In Vitro

Uji in vitro merupakan suatu metode uji pada media buatan yang sesuai

dengan lingkungan optimal yang diperlukan (Ikrom, 2014). Pada pengujiian ini
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menggunakan In Vitro dengan metode DPPH. Metode evaluasi aktivitas
antioksidan menggunakan In Vitro karena cepat, dapat direproduksi, dan
membutuhkan sejumlah kecil senyawa kimia untuk dianalisis. Pengujian In Vitro
juga tidak dipengaruhi oleh sifat fisik senyawa tersebut (Sanchez, 2019)

Tabel 2.5 Spektrum cahaya tampak dan warna komplementer. Sumber: (Huang,

2010)

Puncak gelombang (nm) Warna
393 Kuning muda
405 Kuning
427 Oranye muda
461 Merah oranye
502 Merah
518 Merah tua
536 Ungu
552 Ungu violet
572 Violet
606 Biru
646 Biru muda
738 Hijau




BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL

3.1 Kerangka Konseptual

Daun Mangga
(Mangifera indica
L.Var.Arum manis)

l

Ekstrak
Etanol

!

Antioksidan

Endogen:

e Katalase
e Peroksidase
e Glutation

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

: Di teliti

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual
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Eksogen:

e Flavonoid
e Fenol
e Alkaloid

Metode
DPPH

v

Radikal
Bebas

IC 50 (% Inhibisi
senyawa uji yang
dapat meredam
50% radikal
bebas.)

Menunjukkan

ardanya

auarn |yu

—> aktivitas

antioksidan

o Santh Kuat

s Kuat
e Sedang
e Lemah
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3.2 Hipotesis

Hipotesis merupakan jawaban sementara terhadap masalah yang menjadi
objek dalam penelitian. Berdasarkan kerangka konseptual diatas, maka yang
menjadi hipotesisnya adalah:.

H1 : Terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak daun mangga arum manis dengan

pelarut etanol menggunakan metode DPPH.



BAB 4

METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Uji aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daun mangga (Mangifera
indica L.Var.Arum manis) merupakan penelititan eksperimen laboratorium
dengan menggunakan metode Diphenyl-picylhydrizyl-radical (DPPH).

4.2 Populasi

Populasi merupakan keseluruhan dari kumpulan elemen yang memiliki
sejumlah karakteristik umum, yang terdiri dari bidang-bidang untuk di teliti
(Amirullah, 2015)

Populasi dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol daun mangga
(Mangifera indica L.Var.Arum manis) yang telah dibuat berbagai macam
konsentrasi (50, 100, 150, 200 dan 250).

4.3 Sampel Penelitian

Sampel merupakan suatu sub kelompok dari populasi yang dipilih untuk
digunakan dalam penelitian (Amirullah, 2015)

Sampel pada penelitian ini menggunakan daun mangga (Mangifera indica
L.Var.Arum manis) yang di dapat dari Banyuwangi, Jawa Timur diambil secara
acak.

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di dua laboratorium, yaitu Laboratorium Kimia

Farmasi dan Laboratorium Biologi Universitas Dr. Soebandi Jember dan

penelitian ini dimulai bulan Juni 2021.
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4.5. Variabel Penelitian

a) Variabel Bebas
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Variabel bebas pada penelitian ini adalah jenis ekstrak etanol daun mangga

arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis) yang digunakan.

b) Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah aktivitas antioksidan yang

ditunjukkan dengan nilai IC50.

c) Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah cara pengujian aktivitas

antioksidan dan cara ekstraksi serbuk simplisia.

4.6 Definisi Operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Tabel 4.1 Definisi Operasional

Variabel Pengetian | Cara Ukur S\Ilﬁtr Skala Hasil Ukur
Aktivitas Hasil nilai Pengukuran | Spektro | Skala e Sangat kuat,
Antioksidan | absorbansi aktivitas UV VIS | Ordinal jika hasil

pada Sampel | antioksidan yang di dapat
daun mangga | dilakukan <50 pg/mL
(Mangifera dengan cara e Kuat, Jika
indica memipet yang di dapat
L.Var.Arum dari masing- 50-100
manis) yang masing ug/mL
kemudian larutan uji e Sedang, jika
dihitung ekstrak yang di dapat
persen dengan 101-150
peredaman konsentrasi ug/mL
dan (50 ppm, e Lemah, jika
ditentukan 100 ppm yang didapat
konsentrasi dan 150 >150ug/mL
penghambatan | ppm, 200
50% (IC50) | ppm dan

250 ppm),

kemudian

ditambahkan

dengan

larutan 3,5
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ml DPPH
hingga
homogen.
Campuran
selanjutnya
dilakukan
inkubasi
pada suhu
ruang sesuai
dengan hasil
optimasi
waktu.
Serapan
diukur pada
panjang
gelombang
maksimum.

4.7 Teknik dan Instrumen Pengumpulan Data

4.7.1 Alat dan Bahan

a)

b)

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain
spektrofotometer, rotary evaporator, ultrasonik, timbangan analitik, toples
maserasi, corong buchner, alat-alat gelas, alumunium foil, gelas ekstrak,
spatula, vial, kuvet disposable, blender, penyaring, cawan, desikator, dan
stopwatch.
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain daun
mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis) yang diambil
dari Banyuwangi, Jawa Timur, kertas saring, etanol terdestilasi 96%,

etanol PA dan senyawa DPPH / 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil.
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4.7.2 Teknik Pengumpulan Data
4.7.2.1 Determinasi Daun mangga Arum Manis (Mangifera indica

L.Var.Arum manis)

Determinasi Daun mangga Arum Manis (Mangifera indica L.Var.Arum
manis) dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember dengan
membawa semua bagian dari tumbuhan. Tujuan dari determinasi adalah untuk
memastikan bahwa tumbuhan tersebut benar-benar spesies dari (Mangifera indica
L.Var.Arum manis)
4.7.2.2 Pembuatan Simplisia dan Serbuk daun mangga arum manis
(Mangifera indica L.Var.Arum manis)

Pembuatan simplisia daun mangga arum manis (Mangifera indica
L.Var.Arum manis) dilakukan berdasarkan metode yang tertera pada Depkes RI
(2008). Serbuk simplisia dibuat dari simplisia utuh atau potongan-potongan halus
simplisia yang sudah dikeringkan melalui proses pembuatan serbuk dengan suatu
alat tanpa menyebabkan kerusakan atau kehilangan kandungan kimia yang
dibutuhkan dan diayak hingga diperoleh serbuk. Derajat kehalusan serbuk
simplisia untuk pembuatan ektrak merupakan simplisia halus dengan nomor
pengayak 60 dengan lebar nominal lobang 0,105 mm, garis tengahnya 0,064, dan
ukurannya ukuran 250 pm.
4.7.2.3 Pembuatan Ekstrak Etanol daun mangga arum manis (Mangifera
indica L.Var.Arum manis)

Pembuatan ekstrak etanol daun mangga arum manis (Mangifera indica
L.Var.Arum manis) dilakukan berdasarkan metode maserasi secara umum.

Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi. Sejumlah bagian serbuk daun
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mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis) ditimbang kemudian
dimasukkan dalam wadah, dan ditambahkan pelarut etanol terdestilasi selama 3
hari, dan dilanjutkan dengan remaserasi dua kali hingga diperoleh maserat yang
jernih. Selama proses maserasi dilakukan pengadukan sesering mungkin agar
semua simplisia dapat larut dalam pelarut. Ekstrak selanjutnya disaring
menggunakan kertas saring. Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40 °C hingga diperoleh ekstrak
kental (Fatoni, 2019)
4.7.2.4 Skrining Fitokimia
4.7.2.4.1 Uji alkaloid
Sebanyak 1 mg ekstrak ditambah 2 mL HCI kemudian diaduk dan
disaring. Filtrat ditambahkan 2 tetes HgCI2. Apabila terbentuk endapan
kuning jingga atau putih menunjukkan bahwa sampel tersebut
mengandung alkaloid (Rosalina, 2018)
4.7.2.4.2 Uji Fenolik
Sebanyak 1 mg ekstrak ditambahkan 2 tetes FeCI3 1%. Ekstrak
positif mengandung fenol apabila menghasilkan warna hijau, merah, ungu,
biru atau hitam pekat (Rosalina, 2018)
4.7.2.4.3 Uji Flavonoid
Sebanyak 1 mg ekstrak ditambahkan etanol 4 mL kemudian
dipanaskan. Filtratnya ditambahkan H2SO4. Terbentuknya warna merah

menunjukkan adanya flavonoid (Rosalina, 2018)
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4.7.2.4.4 Uji Saponin

Sebanyak 1 mg sampel dimasukan kedalam tabung reaksi
kemudian ditambahkan 5 mL air tambahkan 1 tetes HCI lalu di kocok
selama 20 detik, diamati perubahan yang terjadi. Apabila terbentuk busa
(tidak hilang selama 20 menit) maka menunjukkan adanya saponin
(Rosalina, 2018)
4.7.2.4.5 Uji Tanin

Ekstrak sebanyak 1 mg ditambahkan 10 mL air dan dididihkan
selama 5- 10 menit. Selanjutnya campuran disaring dan filtratnya
ditambahkan FeCl3. Warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan
adanya tanin (Rosalina, 2018)

4.7.2.5 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

4.7.2.5.1 Pembuatan Larutan DPPH

Larutan DPPH 50 ppm dibuat dengan cara menimbang DPPH
sebanyak 5 mg dilarutkan dengan 100 ml etanol PA dalam labu tentukur.
Larutan DPPH dijaga dalam temperatur rendah dan terlindung cahaya
(Handayani, 2014; Najihudin, 2017)
4.7.2.5.2 Penentuan Absorbansi DPPH

Penentuan absorbansi DPPH bertujuan untuk mengetahui seberapa
besar yang dapat diabsorbsi oleh senyawa DPPH. Untuk alat yang
digunakan adalah spektrofotometer UV-VIS. Pengujian dilakukan dengan
memipet 4 ml DPPH. Divortex dan diinkubasi pada suhu 37°C pada
ruangan gelap. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm

(Handayani, 2014)
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4.7.2.5.3 Pembuatan Larutan Uji Ekstrak

Larutan uji ekstrak dibuat dengan cara menimbang ekstrak daun
mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis) sebanyak 10
mg kemudian dilarutkan dengan etanol PA sambil diaduk dan di
homogenkan lalu dicukupkan volumenya hingga 10 ml hingga didapatkan
larutan induk dengan konsentrasi 1000 ppm. Pelarutan ekstrak dibantu
dengan getaran ultrasonik agar ekstrak dapat larut seluruhnya. Kemudian
dilakukan pengenceran dengan variasi konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150
ppm, 200 ppm dan 250 ppm dengan cara memipet sejumlah tertentu
larutan induk kemudian ditambahkan dengan etanol PA hingga diperoleh
beberapa konsentrasi larutan uji akhir untuk masing-masing ekstrak
(Handayani, 2014)
4.7.2.5.4 Pembuatan Larutan Pembanding Kuersetin

Larutan pembanding Kuersetin, dibuat dengan ditimbang sebanyak
2 mg Kuersetin dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml ditambahkan etanol
Pa 5 ml dikocok hingga homogen dicukupkan dengan etanol sampai tanda
batas, sehingga didapat konsentrasi larutan Kuersetin 200 ppm. Lalu
dibuat larutan uji pembanding dengan konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30
ppm, 40 ppm dan 50 ppm dengan dipipet sebanyak 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2
ml dan 2,5 ml dari larutan induk dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml

ditambahkan etanol PA sampai tanda batas (Fatoni, 2019)
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4.7.2.5.5 Optimasi Waktu Inkubasi

Optimasi waktu inkubasi dilakukan untuk mengetahui absorbansi
saat senyawa uji bereaksi dengan senyawa DPPH. Penentuan nya
dilakukan dengan cara memipet 0,5 ml dari masing-masing larutan uji
ekstrak dengan konsentrasi (50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250
ppm), kemudian ditambahkan dengan larutan 3,5 ml DPPH. Nilai
absorbansi selanjutnya diamati pada panjang gelombang maksimum 517
nm yang dimulai dari menit ke-0 hingga menit ke-60 dengan selang waktu
10 menit (Handayani, 2014; Fatoni, 2019)
4.7.2.5.6 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Uji Ekstrak
Etanol Daun Mangga Arum Manis (Mangifera indica L.Var.Arum
manis) dan Kuersetin

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara memipet
0, 5 ml dari masing-masing larutan uji ekstrak dengan konsentrasi (50
ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm) dan Larutan Kuersetin
dengan konsentrasi (10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm),
kemudian ditambahkan dengan larutan 3,5 ml DPPH hingga homogen.
Campuran selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu ruang sesuai dengan
hasil optimasi waktu. Serapan diukur pada panjang gelombang 517 nm.
(Handayani, 2014)
4.7.2.5.7 Perhitungan Nilai 1C50

Nilai IC50 dapat dihitung berdasarkan persentase peredaman
antara radikal DPPH dengan larutan sampel dengan menggunakan

persamaan
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% Inhibisi =

(Rahmayani, 2013)
Keterangan :
A Blanko = absorbansi serapan radikal DPPH (blanko) pada panjang
gelombang maksimum.
A Sampel = absorbansi serapan sampel dalam radikal DPPH pada panjang
gelombang maksimum.
Parameter yang digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan
berupa nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%), yaitu konsentrasi sampel
yang dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai IC50 didapatkan
dari hasil inhibisi dan konsentrasi yang dimasukan kedalam aplikasi
Microsoft Excel.
4.8 Pengolahan Data

Pengolahan data bertujuan untuk memperoleh penyajian data dan
kesimpulan yang baik, data yang diperoleh dari penelitian masih mentah, belum
dapat memberikan informasi, maka diperlukan pengolahan data (Notoatmodjo,
2010)

Pengolahan data dilakukan menggunakan aplikasi Microsoft Excel dengan
cara analisis probit. Analisis regresi probit adalah analisis yang digunakan untuk
melihat hubungan antara variabel dependen yang bersifat kategori (kualitatif) dan
variabel-variabel independen yang bersifat kualitatif maupan kuantitatif. Data
diolah menggunakan analisa probit antara log konsentrasi larutan uji (x) dengan

persentase aktivitas antioksidan (y) sehingga diperoleh IC50. Data nanti semua
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dimasukan ke dalam aplikasi Microsoft Excel, setelah proses dari aplikasi,
kemudian data akan muncul yaitu persamaan linier. Persamaan linier digunakan
untuk menghitung IC 50.

4.9 SOP (Standar Operasional Prosedur)

Bahan dan Alat yang digunakan:

1. Bahan
Bahan yang digunakan, Simplisia yang mau diteliti antioksidan
nya, kertas saring, etanol terdestilasi, etanol PA dan senyawa DPPH / 2,2-
difenil-1- pikrilhidrazil, kuersetin
2. Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain destilator,
spektrofotometer, rotary evaporator, ultrasonik, timbangan analitik, toples
maserasi, corong buchner, alatalat gelas, alumunium foil, gelas ekstrak,
spatula, vial, kuvet disposable, blender, penyaring, cawan, desikator, dan
stopwatch.
Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Simpilisa
Pembuatan simplisia berdasarkan metode yang tertera pada Depkes RI
(2008). Pembuatan simpilisa dilakukan dengan proses yaitu
e Sortasi basah
e Pencucian
e Pengeringan
e Sortasi kering

e Pengecilan Ukuran
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2. Pembuatan Ekstrak
Pembuatan ekstrak dilakukan berdasarkan metode maserasi secara
umum. Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi. Sejumlah
bagian serbuk simplisia ditimbang kemudian dimasukkan dalam
maserator, dan ditambahkan pelarut etanol terdestilasi selama 3 hari, dan
dilanjutkan dengan remaserasi dua kali hingga diperoleh maserat yang
jernih. Kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator

3. Skrining Fitokimia

Uji Alkaloid
e Uji Fenolik
e Uji Flavonoid
e Uji Saponin
e Uji Tanin
4. Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
e Pembuatan Larutan DPPH
e Penentuan absorbansi DPPH
e Pembuatan Larutan Uji Ekstrak
e Pembuaatan Larutan Pembanding
e Optimasi Waktu Inkubasi
e Pengukuran Aktivitas Antioksidan
e Perhitungan Nilai IC50

5. Pengolahan Data

Menggunakan progam aplikasi Microsoft Excel
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4.10 Kerangka Operasional

Kerangka Operasional

Daun Mangga Determinasi
Arum manis

= Sortasi Basah

= Pencucian

= Pengeringan

= Sortasi Kering

= Pengecilan ukuran

\

Simplisia Daun
Mangga Arum Manis

= Maserasi dengan Etanol

\4
Ekstrak Daun Skrining Fitokimia
Mangga Arum ;
Manis e Alkaloid
e Fenolik
¢ Flavonoid
\ e Saponin
- o - e Tanin
Uji Aktivitas Aktioksidan

-
l

Analisis Data

Gambar 4.1 Kerangka Operasional



BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1 Hasil Determinasi Tanaman
Determinasi dilakukan di UPT (Pengembangan Pertanian Terpadu)

Politeknik Negeri Jember. Hasil dari determinasi menunjukkan apabila daun
mangga arum manis yang digunakan dalam penelitian dapat dipastikan bahwa
tanaman yang diteliti adalah spesies Mangifera indica L yang tergolong dalam
suku Anacardiaceae. Hasil identifikasi daun mangga dapat dilihat pada (Lampiran
1).
5.2 Pengambilan dan Pengolahan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan acak di Kabupaten Banyuwangi. Bagian
yang digunakan dalam penelitian yaitu daun mangga. Tahap selanjutnya
dilakukan sortasi basah, pencucian, pengeringan, sortasi kering, dan proses
pengecilan ukuran partikel sampai simplisia dihaluskan menjadi serbuk halus.

Berat serbuk simplisia kering sebanyak 250 gram (Lampiran 2).

5.3 Ekstraksi

Pembuatan ekstrak etanol daun mangga arum manis (Mangifera indica
L.Var.Arum manis) dilakukan berdasarkan metode maserasi secara umum.
Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi. Sejumlah bagian serbuk daun
mangga arum manis (Mangifera indica L.Var.Arum manis) ditimbang 200 gram
kemudian dimasukkan dalam maserator, dan ditambahkan pelarut etanol
terdestilasi sebanyak 2 liter. serbuk dan pelarut di maserasi selama 3 hari, dan
dilanjutkan dengan remaserasi 2 kali hingga diperolen maserat yang jernih.

Selama proses maserasi dilakukan pengadukan sesering mungkin agar semua
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simplisa dapat larut dalam pelarut. Ekstrak selanjutnya disaring. Filtrat yang
diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator di laboratorium
CDAST (Center for Development of Advanced Science and Technology)
Universitas Jember hingga diperoleh ekstrak kental. . Ekstrak etanol daun mangga
yang diperoleh berupa ekstrak kental sebanyak 47,55 gram dari 200 gram serbuk
daun mangga (rendemen 23,77 %). Proses pembuatan ekstrak dapat dilihat di

(Lampiran 2) dan Perhitungan hasil % randemen dapat dilihat pada (Lampiran 3).

Tabel 5.1 Hasil Ekstrak Daun Mangga

Simplisia Ekstrak Kental Rendemen

200 g 4755 g 23,77 %

5.4 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui jenis metabolit sekunder
yang terkandung pada masing-masing sampel dan juga untuk memperkirakan
senyawa apa saja yang memiliki aktivitas antioksidan. Berdasarkan data yang
dihasilkan, daun mangga arum manis memiliki golongan senyawa Fenolik,

Flavonoid dan Tanin yang merupakan senyawa antiokisidan (Lampiran 4).

Tabel 5.2 Hasil Skrining Fitokimia Daun Mangga

Senyawa Hasil
Alkaloid Negatif
Fenolik Positif
Flavonoid Positif
Saponin Negatif
Tanin Positif
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5.5 Pengukuran Aktivitas Antioksidan
5.5.1 Pengukuran Absorbansi Senyawa DPPH

diinkubBengiirn ik dET dpagan roeergapetgdlap! DRRdrkabvadirmsiivartgyddan

panjang gelombang 517 nm yang sesuai dengan penelitian Handayani (2014).
(Lampiran 5) Hasil dari pengukuran absorbansi yaitu 0,551 hasil dari DPPH untuk
blanko ekstrak daun mangga dan 0,890 untuk blanko Kuersetin (Lampiran 6).
5.5.2 Pengukuran Absorbansi Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin
Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara memipet 0, 5 ml
dari masing-masing larutan uji ekstrak dengan konsentrasi (50 ppm, 100 ppm, 150
ppm, 200 ppm dan 250 ppm) kemudian ditambahkan dengan larutan 3,5 ml
DPPH. Nilai absorbansi selanjutnya diamati pada panjang gelombang 517 nm

yang dimulai dari menit ke-0 hingga menit ke-60 dengan selang waktu 10 menit.

Kemudian untuk pengukuran aktivitas antioksidan Kuersetin dilakukan
dengan cara memipet 0, 5 ml dari masing-masing larutan Quaercetin dengan
konsentrasi (10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm) kemudian
ditambahkan dengan larutan 3,5 ml DPPH. Nilai absorbansi selanjutnya diamati
pada panjang gelombang 517 nm yang dimulai dari menit ke-0 hingga menit ke-

60 dengan selang waktu 10 menit (Lampiran 7).



Tabel 5.3 Hasil Absorbansi Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin
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Sampel | Menit | Konsentrasi | Absorbansi | Sampel | Menit | Konsentrasi | Absorbansi
DPPH 0,551 DPPH 0,890
50 0,301 10 0,453
100 0,277 20 0,358
10 150 0,244 10 30 0,327
200 0,235 40 0,294
250 0,224 50 0,253
50 0,295 10 0,452
100 0,274 20 0,340
20 150 0,241 20 30 0,326
200 0,235 40 0,293
250 0,204 50 0,250
50 0,295 10 0,450
100 0,274 20 0,339
30 150 0,241 30 30 0,325
200 0,234 40 0,292
Ekstrak 250 0,203 _ 50 0,249
Daun Kuersetin
mangga 50 0,295 10 0,449
100 0,273 20 0,338
40 150 0,241 40 30 0,310
200 0,233 40 0,291
250 0,202 50 0,248
50 0,294 10 0,448
100 0,273 20 0,337
50 150 0,240 50 30 0,309
200 0,233 40 0,288
250 0,202 50 0,247
50 0,294 10 0,447
100 0,273 20 0,336
60 150 0,240 60 30 0,308
200 0,232 40 0,287
250 0,202 50 0,246
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5.5.3 Nilai IC50 Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin

Nilai IC50 masing-masing konsentrasi sampel dihitung dengan
menggunakan rumus persamaan regresi linier. Konsentrasi sampel sebagai sumbu
x dan % inhibisi sebagai sumbu y. Dari persamaan: Y = a + bX. Untuk penentuan
nilai IC50 dapat dihitung dengan menggunakan rumus: IC50 = (50-a)/b. Suatu
senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50
ug/ml 150 pg/ml, kuat (50 pg/ml -100 pg/ml), sedang (100 pg/ml - 150 pg/ml), dan
lemah (151 pg/ml -200 pg/ml).Semakin kecil nilai IC50 semakin tinggi aktivitas
antioksidan (Agustina, 2020). Perhitungan % Inhibisi bisa dilihat di (Lampiran 8).

Nilai IC 50 ekstrak daun mangga akan dibandingkan dengan nilai IC 50
Kuersetin atau pembanding. Untuk hasil IC 50 yang diperoleh nanti, dihasilkan
pada menit 60 atau menit yang paling optimal. Kemudian nanti dihitung grafik
hubungan menit dan IC 50 dari ekstrak daun mangga dan Kuersetin. Apabila nanti
grafiknya naik berarti aktivitas antioksidan nya tidak optimal sedangkan apabila
grafiknya turun berarti aktivitas antioksidan nya bekerja optimal.

Untuk pembuatan grafik dibantu dengan aplikasi yang hanya memasukkan
datanya, setelah itu di proses oleh aplikasi kemudian grafik muncul. Aplikasi yang
di pakai untuk pembuatan grafik pada penelitian ini, menggunakan aplikasi
Microsoft Excel. Alasan menggunakan microsoft Excel karena lebih mudah

penggunaan nya dan lebih simpel (Lampiran 9).
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Tabel 5.4 Hasil% Inhibisi dan IC 50 Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin

%

%

Sampel | Menit | Konsentrasi Inhibisi IC50 Sampel | Menit | Konsentrasi Inhibisi IC50
50 45,3% 10 49,1%
100 49,7% 20 59,7%
10 150 55,7% 1;%9}%2 10 30 63,2% H%frgl
200 57,3% 40 66,9%
250 59,3% 50 71,5%
50 46,4% 10 49,2%
100 50,2% 20 61,7%
20 150 56,2% 3;/% 20 30 63,3% M%/lr?“
200 57,3% 40 67,0%
250 62,9% 50 71,9%
50 46,4% 10 49,4%
100 50,2% 20 61,9%
30 150 56.2% 33/33 30 30 63.4% ;S/Gr?n
200 57,5% 40 67,1%
Ekstrak 250 63,1% _ 50 72,0%
Daun 5 Kuersetin 5
Mangga 50 46,4% 10 49,5%
100 50,4% 20 62,0%
40 150 56,2% 38/?73 40 30 65,1% :jrﬁl
200 57,7% 40 67,3%
250 63,3% 50 72,1%
50 46,6% 10 49,6%
100 50,4% 20 62,1%
50 150 56.4% ﬁg;ﬁfl 50 30 65.2% u%?nil
200 57,7% 40 67,6%
250 63,3% 50 72,2%
50 46,6% 10 49,7%
100 50,4% 20 62,2%
60 150 56.4% Sg;ﬁ 60 30 65.3% :sf:“
200 57,8% 40 67,7%
250 63,4% 50 72,3%
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Tabel 5.5 Nilai IC 50 Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin

Sampel Nilai 1C50 Aktivitas Antioksidan

Ekstrak Daun
Mangga

Kuersetin 3,35 pg/ml Sangat Kuat 1C50= <50 ug/ml

Untuk IC50 Ekstrak paling rendah di dapatkan nilai: 89,43 ug/ml yang
didapatkan dari persamaan y= 0,08212x + 42,656 Sedangkan untuk IC 50
Kuersetin paling rendah di dapatkan nilai: 3,35 pg/ml yang didapatkan dari

persamaan y= 0,5067x + 48,299

Untuk mengetahui apakah ada aktivitas antioksidan pada ekstrak daun
mangga dapat di lihat pada grafik hubungan waktu dan IC 50, apabila grafik
semakin turun berarti aktivitas antioksidan nya bekerja tetapi kalau grafik semakin
naik menandakan aktivitas antioksidan nya tidak bekerja secara optimal.

Aktivitas antioksidan yang kuat ditandai dengan nilai IC 50 yang kecil,
untuk itu semakin kecil nilai IC 50, semakin kuat juga aktivitas antioksidan nya,
dan sebaliknya apabila niai IC 50 semakin besar berarti menandakan aktivitas
antioksidan nya lemah. Perhitungan IC50 dengan Persamaan Linier (Lampiran 9).

Pada warna juga bisa diketahui aktivitas antioksidan nya. Semakin kuning
warna yang dihasilkan semakin poten aktivitas antioksidan dari senyawa tersebut.
Pada warna DPPH berwarna ungu apabila tercampur senyawa yang mengandung

senyawa  antioksidan lama  kelamaan  akan berwarna  kuning.

89,43 ug/ml Kuat 1C50=50 upg/ml sampai 100 pg/ml
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Gambar 5.1 Hubungan waktu dan IC 50 dari Ekstrak Daun Mangga dan Kuersetin

Hasil grafik antara hubungan waktu dan IC 50 yang bisa dilihat diatas.
Untuk IC 50 Ekstrak daun manggar arum manis berwarna biru yang dimulai dari
IC 50 sebesar 100,82 pg/ml dan berhenti di nilai 89,43 ug/ml pada menit 60
sedangkan untuk Kuersetin grafik berwarna merah yang dimulai dari nilai IC 50

sebesar 6,76 ug/mi dan berhenti di nilai 3,35 ug/ml.



BAB 6

PEMBAHASAN PENELITIAN

Pada penelitian ini dilakukan beberapa tahapan penelitian yang diantaranya
yaitu dimulai dari pembuatan simplisia, pembuatan ekstrak, pembuatan larutan
DPPH, pembuatan larutan ekstrak, pembuatan larutan kuersetin, pengukuran
aktivitas antioksidan. Penelitian dilakukan di laboratorium Kimia Universitas
dr.Soebandi Jember dan Politeknik Negeri Jember. Pengukuran absorbansi di
lakukan di ruang Instrumen Universitas dr.Soebandi Jember dengan menggunakan
spektrofotometri UV-Vis. Instrumen yang digunakan yaitu spektrofotometri UV-
Vis Shimadzu UV-1900i dengan serial nomor A125357.

Tahapan pertama yaitu pembuatan simplisia. Sampel yang digunakan pada
penelitian ini adalah tanaman daun mangga (Mangifera indica L.var.Arum Maniis.)
yang didapatkan secara acak dari daerah Banyuwangi. Sebanyak 1000 gram tanaman
daun mangga dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan pengotor yang dapat
mengganggu proses ekstraksi. Daun mangga segar dibersihkan dari kotoran-kotoran
yang menempel (sortasi basah), dicuci dengan air mengalir sampai bersih,
kemudian ditiriskan untuk membebaskan daun dari sisa air cucian. Lalu, proses
selanjutnya yatiu pengeringan daun mangga untuk menghilangkan kadar air pada
sampel serta untuk menghindari pertumbuhan mikroba. Sampel yang kering berwarna
coklat kehijauan dihaluskan dengan mesin blender agar diperoleh serbuk sampel yang
halus dan memiliki ukuran yang kecil. Sehingga simplisia yang dihasilkan berbentuk
serbuk. Serbuk simplisia yang dihasilkan yaitu seberat 250 gram.

Metode penyarian yang digunakan adalah maserasi dengan menggunakan

etanol 96%. Maserasi dilakukan dengan melakukan perendaman bagian tanaman
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secara utuh atau yang sudah digiling kasar dengan pelarut dalam bejana tertutup
pada suhu kamar selama sekurang-kurangnya 3 hari dengan pengadukan berkali-
kali sampai semua bagian tanaman yang dapat larut melarut dalam cairan pelarut.
Pelarut yang digunakan adalah alkohol 96 %. Campuran ini kemudian disaring
dan ampas yang diperoleh dipress untuk memperoleh bagian cairnya saja. Cairan
yang diperoleh kemudian dijernihkan dengan penyaringan atau dekantasi setelah
dibiarkan selama waktu tertentu (Endarini, 2016). Metode ini dipilih karena
pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diperoleh
maseratnya, serta proses perendaman yang cukup lama diharapkan dapat menarik
lebih banyak zat aktif yang terkandung di dalam simplisia.

Ekstraksi dengan maserasi dilakukan dengan cara memasukkan serbuk daun
mangga sebeberat 200 g ke dalam wadah kaca, kemudian ditambahkan dengan
pelarut etanol 96% sebanyak 2 L. Selanjutnya, wadah ditutup dan dibiarkan
selama 3 hari, terlindung dari cahaya matahari sambil diaduk-aduk satu kali
dalam sehari. Kemudian dilakukan remaserasi dengan penambahan 2 L etanol.
Remaserasi dilakukan sebanyak 2 kali. Selanjutnya hasil maserasi disaring.
Pemisahan dengan pelarut, dilakukan dengan cara diuapkan menggunakan
vacuum rotary evaporator. Setelah didapatkan ekstrak kental dilakukan
perhitungan persen randemen. Penentuan rendemen bertujuan untuk mengetahui
perbandingan hasil ekstrak terhadap simplisia yang dihasilkan. Berdasarkan nilai
rendemen dapat diketahui jumlah ekstrak dari simplisia pada berat tertentu.

Ekstrak kental daun mangga yang diperoleh sebanyak 47,55 gram dari 200

gram daun mangga (rendemen 23,77%). Rendemen merupakan nilai berat ekstrak
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kental yang diperoleh dibandingkan dengan berat simplisia atau serbuk awal
(Fatoni, 2019).

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui jenis metabolit sekunder
yang terkandung pada masing-masing sampel dan juga untuk memperkirakan
senyawa apa saja yang memiliki aktivitas antioksidan.. Data yang dihasilkan yaitu
terdapat senyawa Fenolik, Flavonoid dan Tanin pada daun mangga yang
merupakan senyawa antiokisidan. Aktivitas antioksidan dari komponen senyawa
flavonoid dan fenol adalah dengan cara mereduksi radikal bebas tergantung pada
jumlah gugus hidroksi pada struktur molekulnya (Zaini, 2016; Zuraida, 2017).

Senyawa fenolik diketahui dengan penambahan 2 tetes FeCI3 1% pada
ekstrak dan menghasilkan warna hitam pekat. Senyawa flavonoid diketahui
setelah ekstrak ditambahkan etanol 4 ml kemudian di panaskan, setelah itu
ditambahkan H2SO4 dan terbentuk warna merah yang menunjukan adanya
flavonoid. Senyawa Tanin diketahui dengan penambahan 10 ml air ke ekstrak
kemudian di didihkan selama 5-10 menit, selanjutnya campuran disaring dan
filtratnya ditambahkan FeCl3. Setelah itu muncul warna biru tua yang
menunjukan adanya tanin. Untuk senyawa Alkaloid dan Saponin tidak
menunjukan perubahan warna. Hasil dari skrining senyawa fitokimia dapat dilihat
pada (Lampiran 4).

Penetapan aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH. Metode
DPPH merupakan metode in vitro yang sering dipilih sebagai metode pengujian
aktivitas antioksidan karena sederhana, mudah, cepat, peka dan memerlukan
sedikit sampel (Lung, 2017). DPPH atau 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil adalah suatu

radikal bebas yang diperdagangkan, memiliki sifat stabil pada suhu ruang dengan
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bentuk serbuk ungu tua, cepat teroksidasi oleh temperatur dan udara dan sering
digunakan untuk mengevaluasi peredaman radikal bebas pada bahan alam
(Azizah, 2017; Sinala, 2019).

Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen
yang tidak stabil dengan absorbansi kuat pada panjang gelombang 517 nm dan
berwarna ungu gelap (Souhoka, 2019). Penentuan aktivitas penangkal radikal
bebas DPPH dilakukan pada panjang gelombang 517 nm sesuai dengan penelitian
Handayani (2014) yang menyebutkan bahwa panjang gelombang maksimum
DPPH yaitu 517 nm.
pada Paungujian°dilgkadeangiengan gudappedibikot RERithdRiupytexpsda dunjetpsi
gelombang 517 nm (Handayani, 2014). Hasil dari pengukuran absorbansi adalah
0,551 untuk DPPH (Ekstrak) dan 0,890 untuk DPPH (Kuersetin). Hasil
absorbansi DPPH berbeda karena setiap sampel dan pembanding menggunakan
larutan DPPH baru. Kemudian juga bisa karena faktor cahaya, karena DPPH
tidak stabil dalam cahaya namun stabil untuk suhu ruang. Untuk itu cara
mengatasi nya yaitu dengan cara di letakkan di tempat yang kurang cahaya atau
gelap.

Penetapan aktivitas antioksidan dilakukan dengan mereaksikan 3,5 mL
DPPH dengan 0,5 mL larutan uji dengan konsentrasi yang beragam (Lampiran 7).
Kemudian dilanjutkan dengan pengukuran absorbansi sehingga diketahui nilai
absorbansinya. Data absorbansi kemudian digunakan untuk menghitung nilai
persen inhibisi dari larutan uji terhadap DPPH (Lampiran 7). Data inhibisi dengan

konsentrasi sampel kemudian digunakan untuk menentukan persamaan regresi



61

linier pada masing-masing larutan uji. Penetapan konsentrasi inhibisi 50 (IC50)
dilakukan dengan memasukkan nilai y = 50 pada persamaan regresi linier.

Pada penelitan uji aktivitas daun mangga didapatkan hasil perhitungan
IC50 yang didapat dari absorbansi pada menit 60 yaitu menit yang paling optimal.
Pada 50 ppm mempunyai nilai % inhibisi sebesar 46,6%,untuk 100 ppm sebesar
50,4%, untuk 150 ppm sebesar 56,4 %, untuk 200 ppm sebesar 57,8% dan 200
ppm sebesar 63,4 %. Data % inhibisi dari menit 60 dimasukkan kedalam aplikasi
agar didapatkan persamaan regresi linier untuk penentuan IC50, dengan cara
konsentrasi sampel sebagai sumbu X dan % inhibisi sebagai sumbu y dari
persamaan: Y = a + bX. Hasil yang didapat yaitu persamaan y= 0,08212x +
42,656, Untuk penentuan nilai IC50 dapat dihitung dengan menggunakan rumus:
IC50 = (50-a)/b. Hasil perhitungan yaitu Nilai IC50: 89,43 ug/ml yang termasuk
golongan antioksidan kuat. Rentang 1C50= 50 pg/ml sampai 100 ug/ml merupakan
aktivitas antioksidan kuat.

Aktivitas antioksidan yang kuat pada daun mangga (Mangiifera.indica
L.Var arum manis) kemungkinan disebabkan adanya senyawa yang mampu
mendonorkan elektron pada radikal DPPH dengan jumlah yang besar. Hal ini
sesuai dengan prinsip metode DPPH vyaitu berdasarkan single electron transfer
(SET), sehingga semakin banyak elektron yang dapat didonorkan maka aktivitas
antioksidannya juga akan semakin besar (Prior dkk., 2005). Berdasarkan hal
tersebut, adanya aktivitas antioksidan pada penelitian ini kemungkinan besar
dipengaruhi oleh adanya senyawa golongan flavonoid dan fenol. Hal ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan Zaini, (2016) dan Zuraida, (2017) bahwa

senyawa golongan Flavonoid dan Fenol memiliki peran penting pada aktivitas
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antioksidan. Senyawa golongan flavonoid dapat bertindak sebagai penetralisir
radikal hidroksi yang baik sehingga dapat melindungi dari kerusakan membran
lipid (Hermawan, 2017). Menurut penelitian yang dilakukan Pratoko. (2018),
kapasitas antioksidan dipengaruhi oleh kandungan senyawa flavonoid total.
Semakin tinggi kandungan flavonoid, aktivitas antioksidan dari suatu senyawa
akan semakin besar, begitu pula sebaliknya dan semua flavonoid termasuk dalam
senyawa fenolat karena memiliki gugus —OH, sehingga semakin besar kadar
senyawa flavonoid dalam sampel, semakin besar pula kadar senyawa fenolatnya.
Pada penelitian ini digunakan Kuersetin sebagai pembanding untuk
mengetahui bahwa metode yang digunakan telah benar. Kuersetin merupakan
salah-satu golongan senyawa flavonoid yang sudah terbukti memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi (Locatelli dkk., 2009). Pada penelitan uji aktivitas
Kuersetin didapatkan hasil perhitungan IC50 yang didapat dari absorbansi pada
menit 60 yaitu menit yang paling optimal. Pada 10 ppm mempunyai nilai %
inhibisi sebesar 49,7%,untuk 20 ppm sebesar 62,2%, untuk 30 ppm sebesar 65,3
%, untuk 40 ppm sebesar 67,7% dan 200 ppm sebesar 72,3 %. Data % inhibisi
dari menit 60 dimasukkan kedalam aplikasi agar didapatkan persamaan regresi
linier untuk penentuan 1C50, dengan cara konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan
% inhibisi sebagai sumbu y dari persamaan: Y = a + bX . Hasil yang didapat yaitu
persamaan y= 0,5067x + 48,299. Untuk penentuan nilai IC50 dapat dihitung
dengan menggunakan rumus: IC50 = (50-a)/b. Hasil perhitungan yaitu nilai
IC50:3,35 pg/ml yang termasuk golongan antioksidan sangat kuat. Rentang 1C50=

<50 ug/ml merupakan aktivitas antioksidan sangat kuat (Agustina, 2020)
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Kuersetin memiliki aktivitas antioksidan jauh lebih tinggi daripada
ekstrak. Hal ini disebabkan karena Kuersetin berupa isolat yang hanya terdiri satu
golongan senyawa saja dan sudah terbukti memiliki aktivitas antioksidan sangat
kuat (Locatelli dkk., 2009). Aktivitas antioksidan pada ekstrak cenderung lebih
rendah jika dibandingkan dengan Kuersetin. Hal ini disebabkan karena ekstrak
terdiri dari berbagai golongan senyawa yang aktivitas antioksidannya belum
diketahui secara pasti. Golongan senyawa yang berpotensi mempengaruhi
aktivitas antioksidan adalah alkaloid, terpenoid, polifenol, dan flavonoid (Fatoni,
2019).

Hasil grafik dari hubungan waktu dan IC 50. Pada IC 50 ekstrak daun
mangga yang berwarna biru dimulai dari IC 50 sebesar 100,82 ug/ml dan berhenti
di nilai 89,43 pg/ml pada menit 60 sedangkan untuk Kuersetin grafik berwarna
merah yang dimulai dari nilai IC 50 sebesar 6,76 ug/ml dan berhenti di nilai 3,35
ug/ml pada saat menit 60.

Pada menit 10 menunjukan mulai ada aktivitas antioksidan antara Sampel
dan DPPH yang dibuktikan dengan nilai absorbansi blanko menurun. Pada
penelitian ini aktivitas antioksidan yang stabil dan optimal pada ekstrak dan
kuersetin ditunjukkan pada menit 60. Pada keadaan ini menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun mangga pada konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200
ppm dan 250 ppm dan kuersetin pada konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40
ppm dan 50 ppm di menit 60, memiliki kemampuan dalam menangkal radikal
bebas yang menyatakan bahwa kemampuan dari ekstrak maupun kuersetin dalam
mereduksi senyawa DPPH sudah optimal yang dibuktikan dengan nilai absorbansi

tidak menurun.
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Hubungan waktu antara IC 50 pada ekstrak daun mangga dan Kuersetin
mendapatkan grafik yang turun sehingga bisa diartikan ada aktivitas antioksidan
dari ekstrak daun mangga dan Kuersetin. Apabila semakin turun akan lebih besar
lagi aktivitas antioksidan nya dan semakin kecil nilai IC 50, maka semakin aktif

sampel tersebut sebagai antioksidan (Budilaksono, 2014).



BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1 Kandungan kimia yang terdapat di Daun Mangga (Mangifera indica
L.Var.Arum Manis) adalah Flavonoid, Fenol dan Tanin.

2 Nilai aktivitas antioksidan IC 50 dari Daun Mangga (Mangifera indica
L.Var.Arum Manis) sebesar 89,43 ug/ml yang merupakan antioksidan
kuat.

7.2 Saran

1. Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode yang lain
untuk memperkuat hasil uji aktivitas antioksidan pada Daun Mangga
(Mangifera indica L.Var.Arum Manis)

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui senyawa lain
dalam ekstrak Daun Mangga (Mangifera indica L.Var.Arum Manis)

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada sampel Tanaman Mangga
(Mangifera indica L.Var.Arum Manis) sebagai analgesik, antidiabetes atau
antiinflamasi yang berkorelasi dengan aktivitas antioksidan.

4. Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan menggunakan sampel Tanaman
Mangga (Mangifera indica L.Var.Arum Manis) pada bagian lain untuk
memperkuat hasil uji aktivitas antioksidan nya.
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Lampiran 1. Hasil Determinasi Tumbuhan
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No: 05/PL17.8/SP/2021
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Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian

Pengumpulan Daun Mangga

Pencucian Daun Mangga

Penyortiran Daun Mangga

Pengeringan Daun Mangga




Penguapan Ekstrak menggunakan Evaporator

Ekstrak Daun Mangga
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Optimasi Waktu Inkubasi
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Larutan Ekstrak sebelum dicampur DPPH

77



Larutan DPPH

(Beberapa tahapan proses uji aktivitas antioksidan)

Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Rendemen Ekstrak

Rendemen=

Rendemen= = 23,77 %

Lampiran 4. Skrining Fitokimia

Warna hitam pekat menandakan ada
senyawa ada senyawa fenolik

Warna merah menadakan ada senyawa
Flavonoid
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Warna biru tua atau hitam menandakan ada
senyawa tanin

Tidak ada perubahan saat skrining senyawa
saponin

Tidak ada perubahan saat pengujian alkaloid

Lampiran 5. Grafik Panjang gelombang

(Panjang gelombang DPPH dengan konsentrasi 50 ppm)
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Lampiran 6. Perhitungan DPPH dan Hasil Absorbansi

Penimbangan DPPH

5 mg dilarutkan pada 100 ml etanol pa =

=50 ppm

Hasil Absorbansi DPPH (Blanko Ekstrak Daun Mangga)

Hasil absorbansi DPPH (Blanko Kuersetin)

Lampiran 7. Perhitungan Larutan dan Hasil Absorbansi Ekstrak Daun
Mangga dan Kuersetin

Perhitungan sampel ekstrak daun mangga

Larutan Induk : 10 mg ekstrak dilarutkan pada pada etanol pa 10 ml:

= 1000 ppm
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Kemudian diencerkan di berbagai konsentrasi

50 ppm : =0,5ml
100 ppm . =1ml
150 ppm : =15ml
200 ppm : =2ml
250 ppm : =2,5ml

(Data yang dihasilkan Spektro UV vis untuk Ekstrak)

(PPM 50)

(PPM 100)
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PPM 150

(PPM 200)

(PPM 250)
Perhitungan Quaercetin

Larutan Induk : 2 mg ekstrak dilarutkan pada pada etanol pa 10 ml:

=200 ppm

Kemudian diencerkan di berbagai konsentrasi

10 ppm : =0,5ml

20 ppm : =1ml

30 ppm : =15ml



40 ppm : =2ml

50 ppm : =2,5ml

(Data yang dihasilkan Spektro UV VIS untuk Kuersetin)

(PPM 10)

(PPM 20)

(PPM 30)

(PPM 40)
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(PPM 50)

Lampiran 8. Perhitungan %/Inhibisi

Perhitungan % Inhibisi untuk Ekstrak

Menit 10

50:

100:

150:

200:

=453 %

=49,7%

=55,7%

250:

Menit 20

50:

100:

150:

200:

=57,3%

=59,3%

= 46,4 %

=50,2%

=56,2 %

=57,3%



250: =62,7%
Menit 30

50: =46,4%
100: =50,2%
150: =56,2 %
200: =575%
250: =63,1%
Menit 40

50: =46,4 %
100: =50,4 %
150: =56,2 %
200: =577%

250: =63,3%

85



Menit 50

50: = 46,6 %

100: =50,4%
150: =56,4 %
200: =577%
250: =63,3%
Menit 60

50: =46,4 %
100: =50,4 %
150: =56,4%

200: =57,8%

250: =63,4%

Perhitungan % Inhibisi untuk Kuersetin

Menit 10

10: =49,1%
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20:

30:

40:

50:

Menit 20

10:

20:

30:

40:

50:

Menit 30

10:

20:

30:

40:

=59,7%

=63,2%

=66,9 %

=715%

=492 %

=61,7%

=63,3%

=67,0%

=71,9%

=49,4%

=619%

=63,4 %

=67,1%
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50: =720%
Menit 40

10: =495%
20: =62,0%
30: =651%
40: =67,3%
50: =721%
Menit 50

10: =49,6 %
20: =62,1%
30: = 65,2 %
40: =67,6%
50: =722%
Menit 60

10: =49,7 %
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20: =62,2%
30: =65,3%
40: =67,7%
50: =723%

Lampiran 9. Perhitungan IC 50

Perhitungan Ekstrak Daun Mangga
Menit 10

Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 45,3 %
20 49,7 %
30 55,7 %
40 57,3 %
50 59,3 %
Menit 10
70
60 y =0,0711x + 42,827
. 50 /‘A R?=0,9428
3 40
=
Eo 30 =¢= % Inhubisi
= 20
——Linear (% Inhubisi)
10
0 T T
0 100 200 300
Konsentrasi

Persamaan Linear
Y=bx+a
Y=0,07114x + 42,827

50-A= 100,82 pg/ml
B
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Menit 20

Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 46,6 %
20 50,2 %
30 56,2 %
40 57,3 %
50 62,9 %
Menit 20
70
60 /_/’ y = 0,0802x + 42,632
= 50 R2=0,9724
E 40
£ 30 == % Inhibisi
X 20 . .
—Linear (% Inhibisi)
10
0
) 100 200 300
Konsentrasi

Persamaan Linear
Y=bx+a

Y=0,0802x + 42,632
50-A= 91,87 pg/ml

B
Menit 30
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 46,6 %
20 50,2 %
30 56,2 %
40 57,5 %
50 63,1 %




Menit 30
70
60 y =0,0813x + 42,542
e / Re=09752
2 40
=
=30 % Inhibisi
= 20 . -
10 =&= Linear (% Inhibisi)
0 | | -
0 100 200 300
Konsentrasi
Persamaan-lLinear
Y=bx+a
Y=0,08128x + 42,542
50-A= 91,75 pg/ml
B
Menit 40
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 46,4 %
20 50,4 %
30 56,2 %
40 57,7%
50 63,3 %
Menit 40
70
60 y =0,082x + 42,542
= 50 R2=0,9783
S 40
=
= 30 —4— % Inhibisi
= 20 . -
10 ——Linear (% Inhibisi)
O T T
0 100 200 300
Konsentrasi

Persamaan Linear
Y=bx+a
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Y=0,082x + 42,542
50-A= 90,95 pg/ml

B
Menit 50
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 46,6 %
20 50,4 %
30 56,4 %
40 57,7 %
50 63,3 %
Menit 50
70
60
= 50 / y=0,0813x + 42,722
3 10 R?=0,9752
-‘% 30 —o— % Inhibisi
o\ 20 . . . .
10 — Linear (% Inhibisi)
0
) 100 200 300
Konsentrasi

Persamaan Linear
Y=bx+a

Y=0,08128x + 42,722
50-A= 89,54 pg/ml

B
Menit 60
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 46,6 %
20 50,4 %
30 56,4 %
40 57,8 %
50 63,4 %




Menit 60
80
60 y =0,0821x + 42,656
3 R2=0,9778
2
< 40 ‘/—/
£ % Inhibisi
xX
20 == Linear (% Inhibisi)
0 . . —
0 100 200 300
Konsentrasi
Persamaan_Linear
Y=bx+a
Y=0,08212x + 42,656
50-A= 89,43 pg/ml
B
Perhitungan Kuersetin
Menit 10
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,1 %
20 59,7 %
30 63,2 %
40 66,9 %
50 71,5 %
Menit 10
80
y=0,52x + 46,48
.. 60 R?=0,941
8
< 40
< / % Inhibisi
X
20 Linear (% Inhibisi)
0 . . ——
0 20 40 60 ——
Konsentrasi
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Persamaan Linear
Y=bx+a

Y=0,52x + 46,48
50-A= 6,76 ug/mi

B
Menit 20
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,2 %
20 61,7 %
30 63,3 %
40 67,0 %
50 71,9 %
Menit 20
80
60 /o"/‘ y =0,507x +47,41
2 R2=0,8966
Q2
< 40
- == % Inhibisi
20 — Linear (% Inhibisi)
0 ’ .
0 20 40 60
Konsentrasi
Persamaan Linear
Y=bx+a
Y=0,507x + 47,41
50-A= 5,10 pg/mi
B
Menit 30
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,4 %
20 61,9 %
30 63,4 %
40 67,1 %
50 72,0 %
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Menit 30

80
y = 0,504x + 47,64
oz 00 R?=0,8949
)
-
£ 40 % Inhibisi
X
20 == Linear (% Inhibisi)
0 | -
0 20 60
Konsentrasi
Persamaan_Linear
Y=bx+a
Y=0,504x + 47,64
50-A= 4,68 pg/ml
B
Menit 40
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,5 %
20 62,0 %
30 65,1 %
40 67,3 %
50 72,1 %
Menit 40
80
70 y =0,505x + 48,05
60 R?=0,8832
@ 50
o]
ZE 40 .
°—\° 30 % Inhbisi
20 Linear (% Inhbisi)
——
10
0 | -
0 20 60
Konsentrasi




Persamaan Linear
Y=bx+a

Y=0,505x + 48,05
50-A= 3,86 ug/ml

B
Menit 50
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,6 %
20 62,1 %
30 65,2 %
40 67,6 %
50 72,2 %
Menit 50
80
y =0,507x + 48,13
] . /‘/‘ R?=0,8851
o)
lg 40
E == % Inhibisi
° 20 — Linear (% Inhibisi)
0 : :
0 20 40 60
Konsentrasi
Persamaan Linear
Y=bx+a
Y=0,507x + 48,13
50-A= 3,68 pg/mi
B
Menit 60
Konsentrasi (PPM) % Inhibisi
10 49,7 %
20 62,2 %
30 65,3 %
40 67,7 %
50 72,3%
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Menit 60

~N 0
o o

y =0,5067x + 48,299
R?=0,8852

u
o o

% Inhibisi
== Linear (% Inhibisi)

% Inhibisi
BN WD
o O O o

o

0 20 40 60

Konsentrasi

Y=0,506x + 48,29

50-A= 3,35 ug/ml
B



