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ABSTRAK

Aini, Qurrotul* Hidayati, Sholihatil** Susilo, Arief Judi***. 2022. Uji Aktivitas
Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Mengkudu (Morinda citrifolia L) Dengan
Metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Skripsi. Program Studi Sarjana
Farmasi Universitas dr. Soebandi Jember.

Latar Belakang: Antioksidan merupakan senyawa yang mampu menghambat
reaksi radikal bebas dalam tubuh. Antioksidan berfungsi untuk menetralkan
radikal bebas di dalam tubuh dengan metabolisme secara alami. Daun mengkudu
(Morinda citrifolia L) merupakan salah satu tanaman yang memiliki kandungan
senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antioksidan. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
mengkudu.

Metode: Experimental laboratories, sampel yang digunakan daun mengkudu.
Metode ekstraksi maserasi dengan pelarut etanol 70%. Aktivitas antioksidan
ditentukan dengan uji penangkapan radikal DPPH (2,2-difenill-1-pikrilhidrazil)
menggunakan senyawa pembanding kuersetin dengan alat ukur spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 515 nm pada menit ke-50 dan dianalisis hasil
pengujian hingga diperoleh nilai 1Cs.

Hasil Penelitian: Hasil aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu
menunjukkan nilai 1Cso 83,7 pg/mL dan aktivitas antioksidan senyawa
pembanding kuersetin menunjukkan nilai 1Cso 39,6 pg/mL.

Kesimpulan: Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu
termasuk ke dalam kategori kuat dan untuk senyawa pembanding termasuk ke
dalam kategori sangat kuat.

Kata Kunci: Antioksidan, Daun Mengkudu (Morinda citrifolia L), DPPH, ICso

*Peneliti

**Pembimbing 1

***Pembimbing 2



ABSTRACT

Aini, Qurrotul* Hidayati, Sholihatil** Susilo, Arief Judi***. 2022. Antioxidant
Activity Test of Ethanol Extract of Noni Leaves by DPPH Methode (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil). Essay. Pharmacy Undergraduate Study Program, University of
dr. Soebandi Jember.

Background: Antioxidants are compounds that are able to inhibit the reaction of
free radicals in the body. Antioxidants serve to neutralize free radicals in the body
by metabolism naturally. The leaves of noni (Morinda citrifolia L) are one of the
plants that contain secondary metabolite compounds that have the potential to be
antioxidants. This study aims to identify the antioxidant activity of ethanol extract
of the leaves of noni.

Method: Experimental laboratories, noni leaf samples were used. Method of
maceration extraction using 70% ethanol as a solvent. Antioxidant activity was
determined by DPPH radical capture test (2,2-difenill-1-picrilhydrazyl) using
quercetin comparison compound with UV-Vis spectrophotometer measuring
instrument at a wavelength of 515 nm at the 50 minute and analyzed the test
results until 1Cso values were obtained.

Results: The results of the antioxidant activity of the ethanol extract of noni
leaves obtained an 1Cso value of 83.7 ug/mL and the antioxidant activity of the
quercetin comparison compound obtained an ICso value of 39.6 ug/mL.

Conclusion: The results of the antioxidant activity test of ethanol extract of the
leaves of noni are included in the strong category and for comparison compounds
are included in the very strong category.

Keywords: Antioxidant, Noni Leaves (Morinda citrifolia L), DPPH, ICxo

*Author
**Advisor 1

***Advisor 2
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perubahan pola hidup saat ini memiliki dampak buruk bagi kesehatan.
Kurangnya kesadaran masyarakat dalam penerapan hidup sehat seperti pola
makan yang tidak sehat, kurangnya aktifitas fisik, keadaan stress yang berlebih
dan sering terpaparnya tubuh oleh zat berbahaya dapat mengakibatkan timbulnya
penyakit degeneratif (Anisa et al.,, 2021). Faktor lain yang dapat memicu
terjadinya peningkatan kejadian penyakit degeneratif yaitu adanya senyawa
radikal bebas yang berlebih didalam tubuh. Senyawa radikal bebas dihasilkan dari
reaksi oksidasi intraseluler. Reaksi oksidasi terjadi ketika bernafas dan proses
metabolisme dalam tubuh (Yuslianti, 2018).

Radikal bebas didefinisikan sebagai atom atau molekul dengan satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan pada orbital luarnya sehingga bersifat tidak
stabil, berumur pendek, dan sangat reaktif untuk mendapatkan pasangan elektron
lain dalam tubuh untuk mencapai stabilitas, hal ini dapat menyebabkan potensi
kerusakan pada biomolekul dengan merusak integritas lipid, protein dan
deoxyribonucleic acid (DNA) (Phaniendra et al., 2015).

Senyawa radikal bebas dalam tubuh berasal dari 2 sumber yaitu endogenus
dan eksogenus. Sumber radikal bebas endogenus sangat bervariasi seperti
terjadinya autoksidasi, oksidasi enzimatik, respiratory burst didalam tubuh.
Sumber radikal bebas eksogenus berasal dari luar sistem tubuh seperti sinar

ultraviolet (UV), radiasi, dan asap rokok. Radikal bebas dibagi menjadi 2



golongan yaitu Reactive Oxygen Species (ROS) dan Reaktif Nitrogen Spesies
(RNS) (Sinaga, 2016).

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan suatu mediator penyebab
terjadinya penyakit intraseluler lipid, karbohidrat, protein, dan asam nukleat
(tkrima et al., 2020). ROS memiliki sifat yang sangat reaktif sehingga dapat
memicu terjadinya ketidakseimbangan antara molekul oksidan dan antioksidan
(Gupta et al., 2017). Sel dalam tubuh secara rutin menghasilkan senyawa radikal
bebas dan reactive oxygen spesies yang merupakan bagian dari proses
metabolisme. Apabila terjadi peningkatan produksi ROS melebihi sistem
pertahanan antioksidan akan menyebabkan terjadinya stress oksidatif (Yuslianti,
2018) .

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi radikal bebas
dalam tubuh dengan mekanisme kerja mendonorkan elektronnya terhadap
senyawa oksidan (Wiendarlina & Sukaesih, 2019). Antioksidan berfungsi untuk
menetralkan radikal bebas didalam tubuh dengan metabolisme secara alami.
Produksi antioksidan didalam tubuh tidak efektif dengan seiringnya waktu. Tubuh
manusia tidak mempunyai sistem pertahanan antioksidan yang berlebih, sehingga
jika terpapar radikal bebas secara berlebihan tubuh membutuhkan antioksidan
eksogen. Terdapat 2 jenis golongan antioksidan eksogen yang dapat digunakan
yaitu sintetik dan alami. Penggunaan antioksidan sintetik kemungkinan terdapat
efek samping yang akan terjadi sehingga sebagai alternatif dapat digunakan

antioksidan alami dengan pemanfaatan tanaman herbal. Penggunaan tanaman



herbal sebagai pengobatan telah dilakukan secara turun temurun di Indonesia
(Sayuti & Yenrina, 2015).

Indonesia merupakan negara tropis yang kaya akan keanekaragaman hayati.
Terdapat 30.000 spesies tanaman ada di Indonesia, sekitar 9.600 spesies memiliki
khasiat untuk pengobatan. Pemanfaatan tanaman sebagai terapi pengobatan telah
dilaksanakan secara turun-temurun sebagai ramuan obat tradisional (Harefa,
2020). Salah satu tanaman yang dimanfaatkan untuk pengobatan adalah tanaman
mengkudu. Semua bagian dari tanaman mengkudu dapat digunakan untuk terapi
pengobatan. Adanya senyawa flavonoid, fenol ataupun polifenol dalam tanaman
mengkudu, menjadikan tanaman mengkudu sebagai salah satu sumber
antioksidan. Salah satu bagian tanaman mengkudu yang memiliki banyak
kandungan metabolit sekunder adalah bagian daun yang memiliki kandungan
meliputi fenol, tanin, flavonoid, alkaloid dan saponin (Qulub et al., 2018).

Berdasarkan uraian diatas bahwa daun mengkudu memiliki kandungan
metabolit sekunder yang dapat digunakan untuk terapi pengobatan, maka hal ini
yang mendasari untuk dilakukannya pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol
70% daun mengkudu (Morinda citrifolia L) sebagai alternatif pengobatan
penyakit yang diakibatkan radikal bebas. Penelitian ini menggunakan pelarut
etanol 70% sebagai pembeda dari penelitian terdahulu. Penggunaan etanol 70%
pada penelitian ini bertujuan untuk menarik lebih banyak senyawa metabolit yang
terkandung dalam daun mengkudu. Dari hasil penelitian (Riwanti et al., 2020)
yang telah melakukan penelitian pengaruh perbedaan konsentrasi etanol 50, 70

dan 96% terhadap kadar metabolit sekunder yang diperoleh, didapatkan hasil



yaitu kadar flavonoid tertinggi terdapat dalam ekstrak etanol 70%. Hal ini
dipengaruhi oleh kepolaran pelarut. Etanol 70% merupakan pelarut yang lebih
polar dari etanol 96% dan lebih non polar dari etanol 50% sehingga senyawa
flavonoid yang sifatnya polar akan cenderung terlarut lebih banyak dalam etanol
70%.
1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas maka dapat dirumuskan rumusan masalah
dalam penelitian ini yaitu, bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
mengkudu (Morinda citrifolia L) dengan menggunakan metode DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil)?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari
ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) dengan menggunakan
metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil).
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi aktivitas antioksidan ekstrak
etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) menggunakan metode DPPH.
2. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis nilai aktivitas antioksidan (ICsp)
pada ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) dengan metode

DPPH.



1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti

Mengetahui aktivitas antioksidan yang terkandung dalam ekstrak etanol
daun mengkudu (Morinda citrifolia L) menggunakan metode DPPH.
1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti Lain

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi 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.
1.4.3 Manfaat Bagi Masyarakat

Penelitian ini diharapkan memberi informasi serta pengetahuan untuk
kemajuan dibidang kesehatan dan pengetahuan alam tentang potensi antioksidan
ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L)
1.4.4 Manfaat Bagi llmu Pengetahuan

Penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi penambahan ilmu
pengetahuan khususnya bagi ilmu kefarmasian mengenai aktivitas antioksidan
pada ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) sebagai alternatif

pengembangan obat baru untuk penyembuhan penyakit degeneratif.



1.5 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Penelitian Persamaan Perbedaan

(Ramayani et al., Menggunakan Menggunakan pelarut metanol.

2021). sampel daun Sedangkan pada penelitian ini
mengkudu menggunakan pelarut etanol 70%.
Menggunakan
metode DPPH

(Qulub et Menggunakan Menggunakan pelarut etanol  96%.

2018). sampel daun Sedangkan pada penelitian ini
mengkudu menggunakan pelarut etanol 70%.
Menggunakan
metode DPPH

(E. K. Sari Menggunakan Menggunakan sampel ekstrak etanol daun

Hidayati, 2021)

metode DPPH

mangkokan. Sedangkan pada penelitian
ini menggunakan ekstrak etanol daun

mengkudu (Morinda citrifolia L)




BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Mengkudu (Morinda citrifolia L)
2.1.1 Morfologi Tanaman Mengkudu

Tanaman mengkudu merupakan tanaman yang berbuah sepanjang tahun.
Mengkudu dapat tumbuh di dataran rendah sampai pada ketinggian 1500 meter di
atas permukaan laut (Ramayani et al., 2021). Tanaman mengkudu merupakan
tanaman tahunan (perenial) yang berbentuk perdu, dengan tinggi antara 3-8 m,
batang tanaman keras dan berkayu yang tumbuh ke atas serta mempunyai banyak
percabangan. Cabang-cabang tumbuh mendatar dengan arah keluar kanopi
tanaman. Daun termasuk daun tunggal, terdiri atas satu helai daun setiap satu
tangkai daun (petiolus). Berbentuk lonjong, dengan ukuran panjang antara 10-40
cm dan lebar antara 15-17 cm, tergantung tingkat kesuburan tanaman. Permukaan
daun bagian atas berwarna hijau mengkilap, sedangkan permukaan bagian bawah
berwarna hijau agak pucat. Tangkai daun pendek dan melekat pada batang atau
cabang secara berselang-seling atau berpasangan (Zahrina et al., 2017).
2.2 Klasifikasi Tanaman Mengkudu

Mengkudu (Morinda citrifolia L) merupakan tumbuhan asli Indonesia.
Tumbuhan ini termasuk keluarga kopi-kopian (Rubiaceae). Mengkudu banyak
dikenal dengan berbagai nama yaitu noni, pace, kemudu, kudu (Jawa), cangkudu

(Sunda), kodhuk (Madura) (Tarfiani, 2018).
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Gambar 2. 1 Tanaman mengkudu

(Sumber: dokumen pribadi)



2.2.1 Kandungan Kimia Daun Mengkudu

Zat utama yang terkandung dalam daun mengkudu meliputi senyawa
kimia golongan triterpenoida/steroida, alkaloida, tanin, saponin, flavonoida,
glikosida, fenol (Rambe et al., 2021).

Menurut penelitian (Halimah et al., 2019) menyatakan bahwa kandungan
kimia dalam daun mengkudu dengan menggunakan beberapa metode pengolahan
menghasilkan senyawa kimia yang berbeda. Pada metode penepungan daun
mengkudu memiliki kandungan fenol, tanin, saponin, flavonoid, steroid,
triterpenoid. Pada metode bleding daun mengkudu memiliki kandungan alkaloid,
fenol, saponin, flavonoid. Pada metode juicing daun mengkudu mengandung
tanin, flavonoid, steroid, triterpenoid. Dan mengandung senyawa tanin, flavonoid,
steroid dengan metode dekokta.

a. Triterpenoid

Triterpenoid (C30) merupakan senyawa golongan terpenoid yang banyak
terkandung dalam bahan alam. Triterpenoid adalah senyawa terpen yang
memiliki unit isopren sebanyak enam dan memberikan aktivitas biologis yang
penting bagi tubuh. Senyawa ini memiliki bentuk seperti kristal dengan titik leleh
yang tinggi dan bersifat optis aktif (Ilyas, 2013).
b. Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa basa organik yang dihasilkan dari sintesis
organisme hidup dengan mengandung satu atau lebih atom nitrogen (Julianto,

2019). Alkaloid secara umum memiliki bentuk kristal dengan titik lebur tertentu
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(llyas, 2013). Alkaloid mudah larut dalam pelarut organik dan sukar larut dalam
air, kecuali alkaloid garam HCL atau H2SO4 dapat larut air (Mahmudah, 2011).
c. Tanin

Tanin merupakan senyawa yang mempunyai rasa pahit dan kelat (Julianto,
2019). Tanin mempunyai berat molekul 500-3000 dan mengandung gugus
hidroksil fenolik dengan membentuk ikatan silang efektif dengan protein dan
molekul lain seperti polisakarida, asam amino, asam lemak dan asam nukleat.
Tanin terdiri dari 2 golongan yaitu tanin yang mudah terhidrolisis dan tanin
terkondensasi. Tanin yang mudah terhidrolisis merupakan polimer gallic dan
ellagic acid berikatan ester dengan molekul gula, sedangkan tanin terkondensasi
merupakan polimer senyawa flavonoid dengan ikatan karbon berupa cathecin
dan gallocathecin (Hidayah, 2016).
d. Saponin

Saponin merupakan senyawa metabolit sekunder yang banyak ditemukan
pada bagian tanaman akar, kulit, daun, biji, dan buah yang berfungsi sebagai
sistem pertahanan. Saponin memiliki rasa pahit, pembentukan busa stabil pada
larutan cair dan dapat membentuk molekul dengan kolesterol. Saponin terdiri dari
gula yang biasanya mengandung glukosa, galaktosa, asam glukoronat, xylosa,
rhamnosa, yang berikatan dengan triterpenoid sehingga membentuk glikosida
(Hidayah, 2016).
e. Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenol terbesar yang ditemukan

dialam. Senyawa ini merupakan zat merah, ungu, biru dan kuning yang ditemukan
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dalam tumbuhan (Sayuti & Yenrina, 2015). Flavonoid memiliki gugus hidroksil
dengan golongan senyawa polar, mempunyai struktur Ce-Cs-Ce, setiap bagian Ce
memiliki cincin benzena yang dihubungkan dengan Cz yang merupakan rantai
alifatik. Flavonoid memiliki sifat pereduksi yang baik dengan menghambat reaksi
oksidasi secara enzimatik atau non-enzimatik. Flavonoid dapat meredam
terjadinya radikal hidroksi dan superoksi sehingga dapat melindungi membran
lipid terhadap reaksi-reaksi yang memberikan dampak buruk. Aktivitas
antioksidan dari senyawa flavonoid mempunyai peran sebagai komponen aktif
tumbuhan yang dapat digunakan untuk mengobati berbagai penyakit (llyas,
2013).
f. Glikosida

Glikosida adalah senyawa metabolit sekunder yang berikatan dengan
senyawa gula melalui ikatan glikosida. Beberapa tumbuhan menyimpan senyawa
kimia dalam bentuk glikosida yang tidak aktif. Senyawa ini akan kembali aktif
dengan bantuan enzim hydrolase yang menyebabkan bagian gula putus,
menghasilkan senyawa kimia yang siap digunakan. Beberapa glikosida dalam
tumbuhan dapat digunakan untuk pengobatan. Bagian gula glikosida terikat pada
atom C anomerik membentuk ikatan glikosida. Bagian gula glikosida disebut
glikon dan bagian yang bukan gula disebut aglikon atau genin. Glikon dapat
terdiri dari gula tunggal (monosakarida) atau beberapa unit gula (oligosakarida)

(Julianto, 2019).
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2.2.2 Manfaat Daun Mengkudu

Pemanfaatan daun mengkudu sebagai bahan obat tradisional telah
dilakukan secara turun temurun dapat digunakan untuk batuk, pilek, nyeri,
penyakit hati, hipertensi, tuberculosis (TBC), malaria, cacingan, diabetes,
kehilangan nafsu makan, hernia, infeksi saluran kemih, gangguan menstruasi,
kanker, penyakit kardiovaskular, dan radang sendi. Ekstrak daun mengkudu dapat
melindungi kulit dari kemerahan akibat sinar UV dan bengkak (eritema). Studi
menunjukkan bahwa daun aman untuk penggunaan topikal dan mungkin berguna
dalam mengurangi cedera akibat sinar ultraviolet B (UVB) (Ali et al., 2016).
2.2.3 Penelitian Daun Mengkudu

Beberapa penelitian yang telah dilakukan mengenai ekstrak daun
mengkudu baik secara in vitro maupun in vivo. Menurut (Thahir & Azizah, 2019)
pemberian ekstrak etanol daun mengkudu terhadap mencit yang terpapar diare.
Pada penelitian ini menggunakan konsentrasi ekstrak 5% dan 10%. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol duan mengkudu memiliki aktivitas
antidiare. Konsentrasi 5% memiliki efek yang paling efektif untuk pengobatan
diare dengan mengubah feses yang encer menjadi lunak. Kandungan tanin yang
terdapat dalam daun mengkudu memiliki sifat adstringen yang mengakibatkan
daun mengkudu dapat digunakan untuk antidiare. Senyawa flavonoid yang
terkandung dalam daun mengkudu dapat menghambat motilitas usus sehingga
mengurangi sekresi cairan dan elektrolit.

Menurut (Kurniawan, 2018) pemberian ekstrak tepung buah mengkudu,

ekstrak tepung daun mengkudu dan kombinasi keduanya terhadap pertumbuhan
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bakteri asam laktat (BAL) dan Escherichia coli. Pada penelitian ini menggukan
konsentrasi ekstrak tepung 50%, 37,5%, 25%, dan 12,5%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian ektrak tepung buah mengkudu, daun mengkudu
dan kombinasi menunjukkan adanya hambatan terhadap bakteri asam laktat dan
Escherichia coli. Kombinasi tepung buah dan daun memiliki zona hambat yang
paling sebesar 8,47 + 1,97° terhadap bakteri Escherichia coli dan 8,0 + 2,26°
terhadap bakteri asam laktat, tepung buah mengkudu memiliki zona hambat
sebesar 7,29 + 1,44° terhadap bakteri Escherichia coli dan 5,6 + 0,81° terhadap
bakteri asam laktat, tepung daun mengkudu memiliki zona hambat sebesar 7,27 +
2,03° terhadap bakteri Escherichia coli dan 4,5 + 2,91° terhadap bakteri asam
laktat.

Menurut (Ramayani et al., 2021) menyatakan bahwa ekstrak daun
mengkudu dengan berbagai metode ekstraksi seperti maserasi, microwave
extraction (MAE), dan sokletasi memiliki perbedaan yang signifikan terhadap
kandungan metabolit sekunder yang dihasilkan dan aktivitas antioksidan. Kadar
total fenolik, kadar total flavonoid dan aktivitas antioksidan yang tinggi
ditunjukkan pada metode ekstraksi sokletasi. Persentase aktivitas antioksidan
menunjukkan adanya aktivitas redaman radikal bebas yang dihasilkan senyawa
dalam ekstrak. Semakin banyak peredaman senyawa radikal bebas maka semakin
besar persentase aktivitas antioksidan yang dihasilkan.

2.3 Simplisia
Simplisia adalah bahan alami sebagai obat yang belum mengalami pengolahan

apapun kecuali dinyatakan lain seperti simplisia yang dikeringkan. Simplisia
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terbagi dalam beberapa kelompok yaitu simplisia hewani, nabati, dan mineral.
Simplisia hewani merupakan simplisia berupa hewan utuh, bagian hewan atau zat
yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni. Simplisia nabati
adalah simplisia yang dapat berupa tumbuhan utuh, bagian atau eksudat tanaman.
Simplisia mineral merupakan simplisia yang berupa mineral belum diolah dan
telah diolah secara sederhana, belum berupa zat kimia murni (Pambudi et al.,
2017).
2.4 Ekstrak

Ekstrak merupakan sediaan cair, kental atau kering yang dipeoleh dari proses
ekstraksi senyawa aktif simplisia menggunakan pelarut yang sesuai, semua atau
hampir semua pelarut di uapkan sehingga dihasilkan ekstrak yang diinginkan.
ekstrak terdiri dari berbagai macam yaitu ekstrak cair, ekstrak kental, ekstrak
kering. Ciri-ciri ekstrak dilihat dari kadar air yang terkandung dalam ekstrak.
Ekstrak cair memiliki kadar air lebih dari 30%. Ekstrak kental memiliki kadar air
antara 5-30%. Ekstrak kering mengandung kadar air kurang dari 5% (Pambudi et
al., 2017).
2.5 Radikal Bebas
2.5.1 Definisi Radikal Bebas

Radikal bebas adalah senyawa kimia yang memiliki satu atau lebih

elektron tidak berpasangan dalam orbital luarnya. Elektron yang tidak memiliki
pasangan akan menarik elektron dari senyawa lain sehingga terbentuk senyawa
radikal bebas baru yang lebih reaktif. Radikal bebas terdiri dari 2 golongan yaitu

Reactive Oxygen Species (ROS) dan Reactive Nitrogen Species (RNS). ROS
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merupakan mediator yang berperan pada kerusakan intraseluler lipid, protein,
karbohidrat, dan asam nukleat. ROS bersifat sangat reaktif karena tidak stabil
(memiliki elektron yang tidak berpasangan). Stres oksidatif terjadi ketika ada
ketidakseimbangan antara molekul oksidan dan antioksidan sehingga
meningkatkan kelebihan produksi ROS, akibatnya terjadi kerusakan jaringan.
Produksi stress oksidatif terjadi pada proses metabolisme enzimatik dan reaksi
nanoenzim. Reaksi enzimatik menghasilkan ROS pada proses pernafasan, sintesis
prostaglandin, fagositosis dan sistem sitokrom 450 (Pizzino et al., 2017). Stress
oksidatif dapat memicu terjadinya penyakit fisiologis seperti penuaan, inflamasi,
asma, diabetes, kanker dan aterosklerosis. Tubuh manusia memiliki sistem
pertahanan endogen terhadap kerusakan yang disebabkan radikal bebas dan stress
oksidatif yang disebut antioksidan (Yuslianti, 2018). Senyawa antioksidan mampu
memperlambat atau mencegah proses oksidasi yang menghasilkan radikal bebas,
memecah rantai yang dapat merusak jaringan sel (Ikrima et al., 2020).
2.5.2 Sumber Radikal Bebas

Sumber radikal bebas terdiri dari 2 golongan yaitu sumber radikal bebas
dari dalam tubuh (endogenus) dan sumber radikal bebas dari luar tubuh
(eksogenus). Radikal bebas endogenus terbentuk akibat proses autoksidasi,
oksidasi enzim, fagositosis pada proses respirasi, transfor elektron dalam
mitokondria dan oksidasi ion-ion logam transisi (Yuslianti, 2018).

Proses autoksidasi merupakan senyawa yang mengandung ikatan rangkap,
hidrogen alilik, benzilik, atau tersier yang rentan terhadap oksidasi oleh udara.

Dalam proses oksidasi enzim menghasilkan senyawa oksidan asam hipoklori
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sekitar 70-90 % konsumsi Oz oleh sel fagosit diubah menjadi superoksida dan OH
serta HOCI membentuk H20> dengan bantuan bakteri. Proses fagositosis dalam
respirasi yaitu proses fagositosis mikroorganisme oleh sel leukosit menggunakan
oksigen dalam jumlah yang besar. Radikal bebas eksogenus merupakan radikal
bebas yang disebabkan dari luar tubuh seperti pencemaran lingkungan, asap
kendaraan, bahan tambahan dan asap rokok (Sayuti & Yenrina, 2015).

2.5.3 Mekanisme Radikal Bebas

Radikal bebas terbentuk ketika radikal bebas mendonorkan satu
elektronnya, mengambil satu elektron dari molekul lain atau bergabung dengan
molekul nonradikal lainnya. Radikal mempunyai sifat reaktif yang sangat tinggi
untuk menarik elektron. Hal ini yang mengakibatkan terjadinya reaksi-reaksi yang
menghasilkan radikal baru. Mekanisme reaksi yang terjadi pada proses radikal
bebas meliputi reaksi inisiasi, reaksi propagasi dan reaksi terminasi (Yuslianti,
2018).

Reaksi inisiasi terjadi padal awal terbentuknya radikal bebas, pada tahap
ini radikal bebas dibentuk dan menyerang lipid. Pada tahap ini radikal bebas
mulai terbentuk dari beberapa proses. Suhu tinggi, proses ekstruksi dan tekanan
pada proses pemotongan bahan polimer akan menghasilkan radikal alkil. Setelah
oksidasi dimulai menyebabkan konsentrasi hidroperoksida menjadi besar.
Dekomposisi hidroperoksida menjadi sumber utama inisiator radikal. Penyerapan
sinar UV menghasilkan radikal yang disebabkan oleh hidroperoksida dan
senyawa karbonil. Secara umum degradasi polimer disebabkan oleh penyerapan

sinar UV dari autoksidasi radikal. Substrat oksidatif dapat bereaksi dengan
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oksigen khususnya pada temperatur tinggi sehingga menghasilkan radikal (Sayuti
& Yenrina, 2015).

Reaksi propagasi mengakibatkan terjadinya pemanjangan rantai radikal.
Reaksi ini melanjutkan rangkaian proses oksidasi kedua sehingga reaksi
menyebar dan satu molekul radikal dari proses inisiasi dapat menyebabkan
oksidasi banyak molekul. Reaksi terminasi merupakan terjadinya reaksi senyawa
radikal dengan radikal lain sehingga menurunkan potensi reaksi propagasi
(Yuslianti, 2018).

2.5.4 Penyakit Yang Ditimbulkan Radikal Bebas

Radikal bebas dalam tubuh dapat diperoleh dari sistem endogen (hasil
produk metabolisme sel secara normal) dan dapat diperoleh dari sumber eksogen
(polusi udara, asap kendaraan, asap rokok dan lain-lain). Pada metabolisme sel
normal tubuh akan memproduksi Radical Oxygen Spesies (ROS) yang
mempunyai peran penting dalam aktivitas sinyal pada sel yang mempengaruhi
metabolisme intra dan ekstraseluler (Suryadinata, 2018). Pada keadaan tubuh
normal radikal bebas dapat digunakan untuk melawan inflamasi dan bakteri yang
masuk ke dalam tubuh dan dapat berperan untuk mengatur tonus otot polos.
Paparan radikal bebas yang berlebihan dapat diakibatkan dari sinar ultraviolet,
asap rokok, polusi udara, makanan, insektisida dan stress. Radikal bebas yang
berlebih merupakan faktor terjadinya degenerasi seluler. Hal ini akan
mengakibatkan terjadinya penyakit-penyakit degenerasi seperti diabetes melitus,

jantung koroner, kanker, stroke, demensia dan lain-lain (Sutrisna, 2013).
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2.6 Antioksidan
2.6.1 Definisi Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, memperlambat dan
mencegah terjadinya proses oksidasi lipid (Sayuti & Yenrina, 2015). Antioksidan
dapat meredam radikal bebas dengan cara mendonorkan elektronnya pada
senyawa oksidan sehingga dapat memutus rantai radikal bebas (Charlinia, 2016).
Keseimbangan oksidan dan antioksidan sangat penting karena berkaitan dengan
sistem imunitas tubuh. Secara alami tubuh memiliki senyawa antioksidan untuk
perlindungan terhadap serangan radikal bebas. Tubuh dapat menghasilkan
antioksidan sendiri akan tetapi kemampuan ini ada batasnya. Kemampuan tubuh
memproduksi antioksidan alami semakin berkurang dengan bertambahnya usia
(Sayuti & Yenrina, 2015).
2.7 Mekanisme Antioksidan

Antioksidan tubuh mempunyai mekanisme Kkerja tertentu dalam
aktivitasnya. Kadar malondialdehyde (MDA) yang tinggi dalam plasma dapat
mengakibatkan terjadinya aktivitas oksidasi. Kadar antioksidan yang cukup dalam
tubuh dapat menekan aktivitas oksidasi. Antioksidan dapat menghentikan proses
perusakan sel dengan mendonorkan elektron pada radikal bebas. Mekanisme kerja
antioksidan dalam menghambat oksidasi atau reaksi rantai radikal bebas dari
lemak yang teroksidasi dapat disebabkan empat macam mekanisme reaksi yaitu
reaksi pelepasan hidrogen dari antioksidan, reaksi pelepasan elektron dari

antioksidan, reaksi adisi lemak terhadap cincin aromatik pada antioksidan dan
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reaksi pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari
antioksidan (Sayuti & Yenrina, 2015).
2.7.1 Sumber Antioksidan

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dibagi menjadi 2 yaitu
antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan alami merupakan
senyawa antioksidan yang terdapat secara alami dalam tubuh untuk mekanisme
pertahanan maupun asupan yang diperoleh dari luar tubuh seperti tumbuhan atau
hewan. Antioksidan yang berasal dari tumbuhan memiliki senyawa metabolit
sekunder seperti golongan flavonoid, tokoferol dan kumarin. Golongan flavonoid
sebagai antioksidan dapat digunakan untuk mereduksi radikal bebas sehingga
senyawa tersebut dapat digunakan sebagai antiradikal bebas. Sedangkan
antioksidan sintetik merupakan senyawa yang dihasilkan dari sintesis kimia.
Antioksidan sintetik yang diizinkan dan umum digunakan pada campuran
makanan adalah Buthylated Hydroxy Anisole (BHA), Butylated Hydroxy Toluene
(BHT), dan profil galat (Tristantini et al., 2016). BHA memiliki kemampuan
antioksidan 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. Antioksidan sintetik BHT memiliki sifat
larut lemak dan tidak larut air, berbentuk kristal padat putih, akan memberi efek

sinergis apabila dimanfaatkan bersama BHA (Sayuti & Yenrina, 2015).
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2.8 Uji Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in-vitro maupun in-
vivo. Terdapat berbagai metode yang dapat digunakan untuk pengujian aktivitas
antioksidan sebagai berikut:
2.8.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
a. Definisi DPPH

DPPH merupakan suatu metode sederhana yang digunakan untuk menguiji
aktivitas antioksidan. Peredaman radikal DPPH dapat dilakukan dengan
mengamati penurunan absorbansi, hal ini terjadi karena adanya reduksi radikal
oleh antioksidan. Metode DPPH dapat digunakan untuk mengukur aktivitas
antioksidan dalam pelarut polar maupun pelarut nonpolar. Radikal bebas DPPH
yang tidak memiliki pasangan elektron akan memberikan warna ungu dan
menghasilkan absorbansi maksimum pada panjang gelombang 517 nm. Warna
akan berubah menjadi kuning ketika elektron berpasangan. Perubahan warna yang
terjadi berkaitan dengan jumlah elektron DPPH yang berikatan dengan atom
hidrogen. Pengurangan intensitas warna mengidentifikasi peningkatan antioksidan
untuk meredam radikal bebas (Wahyuni, 2015).
b. Mekanisme DPPH

Aktivitas antioksidan ekstrak daun mengkudu dilakukan dengan metode
DPPH. Prinsip kerja metode DPPH adalah kemampuan antioksidan pada sampel
uji untuk mendonorkan hidrogen pada radikal DPPH, adanya atom hidrogen dari
senyawa antioksidan yang berikatan dengan elektron bebas pada senyawa radikal

sehingga menyebabkan perubahan dari radikal bebas menjadi senyawa non-
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radikal. Adanya senyawa antioksidan akan menyebabkan terjadinya perubahan
warna pada larutan DPPH dari warna ungu gelap menjadi warna kuning. Semakin
kuat senyawa antioksidan untuk menangkal radikal DPPH, maka warna yang

diperoleh akan semakin pudar (Krisnawan et al., 2017).
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Gambar 2. 2 Mekanisme DPPH terhadap aktivitas antioksidan

(Morales-Gonzalez, 2013)

Metode DPPH memberikan informasi reaktivitas senyawa uji dengan
suatu radikal bebas. DPPH memberikan serapan kuat pada panjang gelombang
517 nm dengan warna ungu gelap. Penangkapan radikal bebas menyebabkan
elektron menjadi berpasangan sehingga menyebabkan penghilangan warna
sebanding dengan jumlah elektron yang diambil (Sayuti & Yenrina, 2015).
Tingkat kekuatan aktivitas antioksidan senyawa uji menggunakan metode DPPH
dapat digolongkan menurut nilai 1Cso. Semakin kecil nilai 1Cso berarti semakin
tinggi aktivitas antioksidannya (Achyadi et al., 2017).

Tabel 2. 1 Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH

Intensitas Nilai 1Cso
Sangat kuat <50 pg/mL
Kuat 50-100 pg/mL
Sedang 101-150 pg/mL
Lemah >150 pg/mL
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2.8.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Metode FRAP merupakan salah satu metode uji aktivitas antioksidan yang
dapat digunakan dengan mekanisme kerja berdasarkan pada reaksi reduksi dalam
suasana asam terhadap senyawa kompleks Fe3+ (Kalium heksasianoferat) yang
berwarna kuning menjadi senyawa kompleks Fe2+ yang berwarna hijau kebiruan
akibat donor elektron dari senyawa antioksidan. Metode uji aktivitas antioksidan
dengan metode FRAP ini dapat dimonitor dengan pengukuran serapan senyawa
komplek Fe2+ yang terbentuk dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimal 700 nm (Panda, 2012). Kemampuan daya reduksi ion ferri
(Fe3+) metode FRAP dapat menggambarkan aktivitas antioksidan. Uji aktivitas
antioksidan pada metode FRAP umumnya akan menggambarkan aktivitas
antioksidan yang tinggi pada senyawa bersifat polar dibandingkan senyawa
bersifat nonpolar (Arif et al., 2014).

2.8.3 CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity)

Prinsip uji metode CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capasity)
adalah pembentukan kelat oleh bis (neukropin) besi (II) menggunakan pereaksi
redoks kromogenik pada pH 7. Absorbansi dari pembentukan kelat Cu (I)
merupakan hasil reaksi redoks dengan mereduksi polifenol yang diukur pada
panjang gelombang 450 nm. Untuk spektrum Cu (I) Ne diperoleh dengan
mereaksikan asam askorbat berbagai konsentrasi reagen, pH dan waktu oksidasi
pada suhu kamar dan peningkatan suhu pada percobaan dapat berasal dari sumber

lain (Haeria et al., 2018).
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2.9 Kuersetin

Kuersetin merupakan senyawa flavonoid utama yang termasuk ke dalam
golongan flavonol. Kuersetin banyak ditemukan dalam berbagai tanaman, bahan
makanan, buah-buahan, dan juga bermanfaat untuk kesehatan. Mekanisme kerja
kuersetin yaitu ketika flavonol kuersetin bereaksi dengan radikal bebas, kuersetin
mendonorkan protonnya dan menjadi senyawa radikal. Sehingga elektron tidak
berpasangan yang dihasilkan didelokalisasikan ke dalam sistem aromatik
sehingga senyawa radikal kuersetin memiliki energi yang sangat rendah dan
relatif kurang reaktif, oleh karena itu senyawa ini sangat baik menghambat radikal
bebas (Maesaroh et al., 2018).
2.10 Tinjauan Metode Ekstraksi
2.10.1 Definisi Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan yang didasarkan pada

perpindahan massa komponen kimia yang terdapat dalam sampel ke dalam
pelarut. Prinsip metode ini didasarkan pada distribusi zat terlarut ke dalam
pelarutnya. Secara umum metode ekstraksi dibedakan berdasarkan ada tidaknya
proses pemanasan. Pemanasan ini sangat berpengaruh terhadap efektifitas proses
ekstraksi dan juga bergantung pada senyawa target yang diharapkan (Sudarwati &
Fernanda, 2019).
2.10.2 Macam-macam Ekstraksi
a. Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian sederhana, dengan cara melakukan

perendaman sampel menggunakan pelarut yang sesuai pada temperatur kamar.
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Prinsip kerja pada metode ini yaitu, pelarut akan menembus dinding sel dam
masuk ke dalam rongga sel sampel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan
larut dengan pelarut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif
di dalam sel dengan yang di luar sel, maka larutan yang terpekat didesak keluar.
Peristiwa tersebut berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara
larutan di luar sel dan di dalam sel (llyas, 2013). Pada penelitian ini metode
ekstraksi yang digunakan yaitu metode maserasi. Metode ini dipilih karena dari
hasil penelitian (Dewi, 2021) yang telah melakukan penelitian perbandingan
metode ekstraksi maserasi dan reflukstasi terhadap uji aktivitas antioksidan daun
mengkudu dengan hasil yang diperoleh yaitu proses ekstraksi secara dingin
(maserasi) menghasilkan senyawa metabolit sekunder lebih banyak dan senyawa
antioksidan yang didapatkan lebih baik dibandingkan dengan proses ekstraksi
secara panas (reflukstasi).
b. Perkolasi

Perkolasi merupakan proses penyarian simplisia dengan cara mengaliri atau
melewatkan pelarut yang sesuai secara lambat terhadap sampel dalam suatu alat
yang disebut perkolator. Metode ini bertujuan supaya zat berkhasiat tertarik
seluruhnya dan biasanya dilakukan untuk zat berkhasiat yang tahan ataupun tidak
tahan pemanasan. Prinsip kerja metode ini yaitu, cairan penyari dialirkan dari atas
ke bawah melalui sampel tersebut, cairan penyari akan melarutkan zat aktif sel-sel
yang dilalui sampai mencapai keadaan jenuh. Gerak kebawah disebabkan oleh
kekuatan gaya beratnya sendiri. Kekuatan yang berperan pada metode perkolasi

antara lain: gaya berat, kekentalan, daya larut, tegangan permukaan, difusi,
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osmosa, adesi, daya kapiler dan daya geseran (friksi) (Sudarwati & Fernanda,
2019).
c. Sokletasi

Sokletasi adalah suatu metode atau proses pemisahan suatu komponen yang
terdapat dalam zat padat dengan cara penyaringan berulang-ulang dengan
menggunakan pelarut tertentu, sehingga semua komponen yang diinginkan akan
terisolasi. Sokletasi digunakan pada pelarut organik tertentu. Dengan proses
pemanasan, uap yang timbul setelah dingin secara berkelanjutan akan membasahi
sampel, secara teratur pelarut tersebut masuk kembali ke dalam labu dengan
membawa senyawa kimia yang akan diisolasi. Pelarut yang telah membawa
senyawa kimia pada labu destilasi diuapkan dengan rotary evaporator sehingga
pelarut akan menguap dan akan didapatkan ekstrak yang diinginkan (Sudarwati &
Fernanda, 2019).
d. Reflukstasi

Salah satu metode ekstraksi senyawa anorganik adalah refluks, metode ini
digunakan apabila dalam proses ekstraksi menggunakan pelarut yang volatil. Pada
kondisi ini jika dilakukan pemanasan biasa maka pelarut akan menguap sebelum
reaksi berjalan sampai selesai. Prinsip kerja dari metode refluks adalah pelarut
volatil yang digunakan akan menguap pada suhu tinggi, namun akan didinginkan
dengan kondensor sehingga pelarut yang tadinya dalam bentuk uap akan
mengembun pada kondensor dan turun lagi ke dalam wadah reaksi sehingga
pelarut akan tetap ada selama reaksi berlangsung. Sedangkan aliran gas N2

diberikan agar tidak ada uap air atau gas oksigen yang masuk terutama pada



26

senyawa organologam untuk sintesis senyawa anorganik karena sifatnya reaktif
(Sudarwati & Fernanda, 2019).
2.10.3 Pelarut

Pemilihan pelarut dalam proses ekstraksi untuk pengambilan suatu zat
merupakan faktor yang paling penting. Pemilihan jenis pelarut yang tidak sesuai
dapat mempengaruhi hasil ekstrak yang diperoleh, menurut prinsip like dissolves
like pelarut akan cenderung melarutkan senyawa yang memiliki tingkat kepolaran
yang sama. Senyawa yang bersifat polar akan larut dengan pelarut polar dan
senyawa bersifat non polar akan larut dalam pelarut non polar. Dalam pemilihan
jenis pelarut harus mempertimbangkan beberapa faktor yaitu selektivitas, mudah
diperoleh, stabil, mudah untuk diuapkan dan murah (Suryani et al., 2016).

Pelarut yang umum digunakan dalam proses ekstraksi yaitu pelarut etanol,
methanol, kloroform dan air. Pemilihan jenis pelarut harus disesuaikan dengan
kepolaran senyawa yang terkandung dalam sampel. Pada penelitian ini
menggunakan pelarut etanol 70% dalam proses ekstraksi. Pelarut etanol dapat
melarutkan senyawa kimia yang terkandung dalam daun mengkudu seperti
senyawa alkaloid, glikosida, flavonoid, tanin dan saponin sehingga pelarut ini
sesuai untuk digunakan (Riwanti et al., 2020).

2.11 Spektrofotometer UV-Vis (Ultraviolet Visible)
2.11.1 Definisi Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah instrumen yang digunakan untuk

pengukuran panjang gelombang, intensitas sinar ultraviolet dan cahaya tampak

yang diabsorpsi oleh sampel (Suarsa, 2015). Sepktrofotometer UV-Vis



27

merupakan salah satu instrumen yang sering digunakan dalam analisis kimia
untuk mendeteksi senyawa padat atau cair berdasarkan absorbansi foton. Sampel
dapat menyerap foton pada daerah UV-Vis (lrawan, 2019). Sinar ultraviolet
berada pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak berada pada
panjang gelombang 400-800 nm (Suarsa, 2015). Mekanisme kerja instrumen ini
didasarkan pada interaksi sampel dengan radiasi elektromagnetik. Apabila radiasi
(cahaya) terkena pada sampel, maka sebagian cahaya akan diserap oleh molekul-
molekul pada sampel. Setiap sampel memiliki tingkatan tenaga senyawa yang
spesifik (Wahyuni, 2015).
2.11.2 Jenis Spektrofotometer

Secara umum terdapat 2 jenis tipe instumen spektrofotometer yaitu single-
beam dan double-beam. Spektrofotometer single-beam dapat digunakan untuk uji
kuantitatif dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tunggal.
Instrumen ini dapat digunakan untuk pengukuran sinar ultraviolet dan sinar
tampak. Panjang gelombang yang ada pada spektrofotometer single-beam paling
rendah 190-210 nm dan paling tinggi 800-1000 nm. Spektrofotometer double-
beam memiliki 2 sinar yang terbentuk dari potongan cermin berbentuk V yang
disebut pemecah sinar (Suhartati, 2017).
2.11.3 Bagian-bagian Spektrofotometer UV-Vis

Komponen pokok pada instumen spektrofotometer terdiri dari 4 bagian

yaitu sumber radiasi/cahaya, monokromator, kuvet dan detektor.
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a. Sumber Radiasi

Sumber radiasi merupakan energi yang memancarkan radiasi elektromagnetik
(Suarsa, 2015).
b. Monokromator

Monokromator adalah alat yang digunakan untuk menghasilkan berkas radiasi
dengan satu panjang gelombang. Monokromator berfungsi untuk mengubah
cahaya dari sumber sinar polikromatis menjadi cahaya monokromatis.
Monokromator terdiri dari prisma, kisi difraksi, celah (slit), filter (Suhartati,
2017). Prisma berfungsi untuk mendispersikan radiasi elektromagnetik sehingga
dihasilkan resolusi yang tinggi dari radiasi polikromatis. Kisi difraksi berfungsi
untuk menyebarkan dispersi sinar secara merata. Celah (slit) berfungsi untuk
mengarahkan sinar monokromatis dari sumber radiasi. Filter berfungsi untuk
menyerap warna komplementer (Suarsa, 2015).
c. Kuvet

Kuvet berfungsi sebagai tempat sampel yang akan dianalisis. Kuvet terbuat
dari kuarsa atau gelas dengan bentuk persegi panjang dan lebar 1 cm.
d. Detektor

Detektor berfungsi untuk menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan
dirubah menjadi arus listrik. Secara umum detektor terdiri dari 2 macam yaitu
phototube dan photomultiplier dengan panjang gelombang 150-1000 nm (Suarsa,

2015).
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2.11.4 Sumber Radiasi Spektrofotometer UV-Vis

Sumber radiasi spektrofotometer UV-Vis terdapat dari 2 sumber pada
instrumen spektrofotometer UV-Vis yaitu lampu tungsten (wolfarm) dan lampu
dauterium. Lampu tungsten digunakan untuk mengukur sampel pada daerah
tampak dengan panjang gelombang antara 350-2200 nm. Spektrum radiasinya
berbentuk garis lengkung. Lampu dauterium digunakan pada daerah panjang
gelombang antara 190-380 nm dengan spektrum energi radiasinya lurus dan
digunakan untuk mengukur sampel pada daerah uv (Suarsa, 2015).

Tabel 2. 2 Spektrum sinar tampak

Panjang gelombang (nm) Warna yang diserap Warna komplementer
400 - 435 Ungu Hijau kekuningan

435 - 480 Biru Kuning

480 — 490 Biru kehijauan Jingga

490 - 500 Hijau kebiruan Merah

500 - 560 Hijau Ungu kemerahan

560 — 580 Hijau kekuningan Ungu

580 — 595 Kuning Biru

595 - 610 Jingga Biru kehijauan

610 — 800 Merah Hijau kebiruan




BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL

3.1 Kerangka Konseptual
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Gambar 3. 1 Kerangka konseptual
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3.2 Hipotesis

Hipotesis merupakan jawaban sementara terhadap permasalahan yang
menjadi objek pada penelitian.
HO: Tidak terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun mengkudu
(Morinda citrifolia L) menggunakan metode DPPH.
Ha: Terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun mengkudu

(Morinda citrifolia L) menggunakan metode DPPH.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan jenis penelitian experimental laboratories yang
merupakan metode penelitian digunakan untuk mencari pengaruh perlakuan
tertentu terhadap sampel lain dalam kondisi terkendali (Sugiono, 2016). Pada
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol
daun mengkudu (Morinda citrifolia L) menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil).
4.2 Populasi

Populasi merupakan keseluruhan dari subjek yang digunakan dalam penelitian
(Magfirah, 2018). Populasi dalam penelitian ini adalah tanaman mengkudu
(Morinda citrifolia L).
4.3 Sampel Penelitian

Sampel merupakan bagian dari populasi yang akan diteliti (Magfirah, 2018).
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun mengkudu (Morinda
citrifolia L) yang telah dikeringkan dan diserbukkan yang diperoleh dari Desa
Arosbaya, Kabupaten Bangkalan, Jawa Timur Indonesia.
4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia dan Laboratorium Biologi

Universitas dr. Soebandi Jember dan dimulai pada bulan Mei 2022 sampai selesai.
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4.5 Variabel Penelitian
4.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang dapat mempengaruhi atau
menjadi sebab perubahan dari variabel terikat (Sugiono, 2016). Variabel bebas
pada penelitian ini adalah ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L).
452 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau menjadi akibat
dari variabel bebas (Sugiono, 2016). Variabel terikat pada penelitian ini adalah
aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) dengan
penentuan nilai 1Cso.
4.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode ekstraksi simplisia
daun mengkudu, metode skrining fitokimia dan pengujian aktivitas antioksidan

ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L).



4.6 Definisi Operasional

Tabel 4. 1 Definisi operasional

34

Variabel Perngertian Cara Ukur Alat Ukur Skala  Hasil Ukur Indikator
Aktivitas Nilai absorbansi Dipipet masing- Spektrofoto  Ordinal e Sangat ¢ Hasil <50
Antioksidan sampel ekstrak masing larutan uji ~ meter UV- kuat pg/mL

daun mengkudu ekstrak dengan Vis e Kuat e Hasil 50-
(Morinda citrifolia  konsentrasi (50 e Sedang 100 pg/mL
L) yang ppm, 100 ppm, 150 e Lemah e Hasil 101-
didapatkan ppm, 200 ppm, dan 150 pg/mL
kemudian dihitung 250 ppm), e Hasil >150
nilai inhibisi yang  ditambahkan pg/mL

ditunjukkan
dengan nilai
penghambatan

50% (ICso).

larutan DPPH ad
homogen,
kemudian
diinkubasi dan
diukur serapan
aktivitas
antioksidan pada
panjang gelombang

maksimum.
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4.7 Teknik dan Instrumen Pengumpulan Data
4.7.1 Alat dan Bahan
1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis
(Biobase BK-D560 UV-VIS), mikropipet (Nesco), blender (Philips), stopwatch,
waterbath (Faithful), timbangan analitik (Pioneer), peralatan gelas laboratorium,
alumunium foil, kuvet, kertas saring.
2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi daun mengkudu, etanol
teknis 70%, etanol pro analisis (Merck), aguadest, asam sulfat pekat, kuersetin
(Sigma-Aldrich), pereaksi mayer, HCI pekat, Besi (Ill) klorida, dan senyawa
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich).
4.7.2 Teknik Pengolahan Data
1. Determinasi Daun Mengkudu

Determinasi daun mengkudu dilakukan dengan membawa bagian daun
tanaman mengkudu untuk mengidentifikasi jenis dan memastikan kebenaran
simplisisa. Determinasi dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik Jember.
2. Pembuatan Simplisia dan Serbuk Daun Mengkudu

Pembuatan simplisia daun mengkudu dilakukan dengan mengumpulkan daun
mengkudu kemudian disortasi basah dan kering. Sortasi basah dilakukan untuk
memisahkan benda asing dari tanaman. Daun mengkudu dicuci bersih dengan air
mengalir untuk menghilangkan kotoran yang masih menempel. Dipotong kecil

daun mengkudu untuk mempercepat proses pengeringan. Pengeringan dilakukan
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dengan cara diangin-anginkan dan terhindar dari sinar matahari langsung.
Simplisia yang sudah kering dibuat serbuk dengan blender dan disimpan pada
wadah plastik yang tertutup rapat (Lidyawati et al., 2021).
3. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

Pembuatan ekstrak daun mengkudu (Morinda citrifolia L) pada penelitian ini
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol. Serbuk simplisia daun
mengkudu ditimbang 200 mg dan dimasukkan ke dalam wadah maserasi,
kemudian ditambahkan pelarut etanol 70%, ditutup wadah dengan aluminium foil
direndam selama 3 hari dan diaduk setiap 1x24 jam selama 5 menit. Setelah 3 hari
sampel disaring menggunakan kertas saring, kemudian filtrat yang diperoleh
dipekatkan menggunakan waterbath dan residu yang diperoleh diremaserasi
menggunakan pelarut 70% selama 2 hari dan diaduk setiap 1x24 jam selama 5
menit. Setelah 2 hari sampel disaring menggunakan kertas saring, kemudian filtrat
yang diperoleh dipekatkan menggunakan waterbath sampai pelarut habis
menguap sehingga didapatkan ekstrak kental. Kemudian ekstrak kental ditimbang
dan disimpan pada wadah gelas tertutup rapat (Hasim et al., 2019).
4. Skrining Fitokimia

a. Uji Alkaloid

Uji alkaloid dilakukan dengan mencampurkan 40 mg ekstrak daun

mengkudu yang ditambahkan dengan beberapa tetes HCI 1% hingga larut

kemudian ditambahkan pereaksi mayer 1 mL, kemudian diamati perubahan

warna yang terjadi. Indikator positif dari uji alkaloid adalah terbentuknya

endapan putih atau keruh (Cahyaningsih et al., 2019).
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b. Uji Flavonoid

Uji Flavonoid dilakukan dengan cara mencampurkan 40 mg ekstrak
dengan 100 mL air panas, didihkan selama 5 menit kemudian disaring. Filtrat
sebanyak 5 mL ditambahkan 0,05 mg serbuk magnesium dan 1 mL HCI pekat
kemudian dikocok. Uji positif flavonoid apabila terbentuknya warna merah,
kuning atau jingga (Wijaya et al., 2014).
c. Uji Tanin

Sebanyak 100 mg ekstrak ditambahkan dengan 10 ml air panas,
dididinkan selama 5 menit dan disaring. Sebagian filtrat yang diperoleh
ditambahakan dengan larutan FeCI3 1%. Hasil positif ditunjukkan oleh
terbentuknya warna hijau kehitaman (Nugrahani et al., 2016).
d. Uji Saponin

Diambil 40 mg ekstrak daun mengkudu masukkan dalam tabung reaksi
ditambahkan aquadest 10 mL kocok selama 1 menit, kemudian ditambahkan 2
tetes HCI. Uji positif saponin apabila terbentuk busa stabil selama + 7 menit
(Wijaya et al., 2014).
e. Uji Fenolik

Sebanyak 40 mg ekstrak ditambahkan 10 tetes FeCl3 1%. Ekstrak positif
mengandung fenol apabila menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru atau

hitam pekat (Wijaya et al., 2014).
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5. Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

a. Pembuatan Larutan DPPH

Ditimbang serbuk DPPH 5 mg masukkan ke dalam tabung reaksi
dilarutkan dengan etanol p.a (pro analisa), kemudian dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas, sehingga
diperoleh konsentrasi larutan induk 50 ppm (Basuki, 2021).
b. Penentuan Panjang Gelombang

Dipipet larutan DPPH sebanyak 2 mL kemudian dimasukkan ke dalam
kuvet dan tentukan panjang gelombang serapan maksimumnya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang (A) 400-800 nm.
(Cahyaningsih et al., 2019).
c. Pembuatan Larutan Blanko

Dipipet 2 mL larutan DPPH (0,1 mM) ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan etanol p.a (pro analisa) sebanyak 2 mL, dihomogenkan dengan
vortex. Setelah itu diinkubasi dalam ruangan gelap selama 30 menit. Serapan
blanko diukur pada panjang maksimum (Cahyaningsih et al., 2019).
d. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

Larutan uji ekstrak dibuat dengan cara ditimbang ekstrak etanol daun
mengkudu (Morinda citrifolia L) sebanyak 25 mg kemudian dilarutkan
dengan etanol p.a ad homogen, dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL
ditambahkan etanol p.a hingga didapatkan konsentrasi larutan induk 1000
ppm. Kemudian dilakukan pengenceran dengan variasi konsentrasi 50 ppm,

100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, dan 250 ppm dengan cara dipipet sejumlah
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tertentu larutan sampel induk dan ditambahkan etanol p.a hingga diperoleh
konsentrasi larutan uji masing-masing ekstrak (Basuki, 2021).
e. Pembuatan Larutan Pembanding Kuersetin

Ditimbang kuersetin sebanyak 2 mg dilarutkan dengan etanol p.a (pro
analisa) secukupnya, dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan
ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas, sehingga diperoleh konsentrasi
kuersetin 200 ppm. Dari larutan induk dibuat seri konsentrasi menjadi 10
ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm (Basuki, 2021).
f. Optimasi Waktu Inkubasi

Optimasi waktu inkubasi dilakukan untuk mengetahui absorbansi senyawa
uji dengan DPPH dan senyawa kuersetin dengan DPPH. Larutan kuersetin
dipipet 0,5 mL, kemudian ditambahkan larutan DPPH 3,5 mL. Setelah itu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dari menit ke-0
sampai menit ke-60 dengan selang waktu 10 menit (Nugroho, 2021).
g. Pengujian Ativitas Antioksidan Larutan Uji Ekstrak Etanol Daun

Mengkudu (Morinda citrifolia L) dan Larutan Kuersetin

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara dipipet 0,5 mL
larutan uji ekstrak dalam setiap seri konsentrasi (50 ppm, 100 ppm, 150 ppm,
200 dan 250 ppm) dan dipipet 0,5 mL larutan kuersetin dalam setiap
konsentrasi (10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm). Kemudian
ditambahkan 3,5 mL larutan DPPH, campurkan dan kocok hingga homogen,

kemudian diinkubasi dan diukur serapan aktivitas antioksidan pada panjang
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gelombang maksimum, pengujian ini dilakukan replikasi 3 kali (Nugroho,
2021).
h. Perhitungan Nilai 1Cso

Penentuan nilai 1Cso sampel uji ekstrak etanol daun mengkudu dengan
kuersetin sebagai kontrol positif, menggunakan metode inhibisi radikal bebas
DPPH dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

... . Abs.blanko — Abs. sampel
% Inhibisi = Abs blanko x 100

Keterangan:

A bianko = Absorbansi tidak mengandung sampel

A sampel = Absorbansi sampel (Yahya et al., 2020).
4.8 Analisis Data

Hasil data pemeriksaan skrining fitokimia dibuat dalam bentuk tabel dan
dibandingkan dengan literatur untuk mengetahui adanya senyawa metabolit
sekunder dalam sampel uji. Hasil uji aktivitas antioksidan dihitung menggunakan
persamaan regresi linier y = bx + a. Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam nilai
ICs0, yaitu konsentrasi zat antioksidan yang menghasilkan persen penghambatan
DPPH sebesar 50%. Nilai 1Csg diperoleh melalui persamaan regresi linear antara
persen inhibisi dengan konsentrasi sampel. Semakin rendah nilai 1Cso maka daya

hambat ekstrak terhadap radikal bebas semakin tinggi.
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4.9 Standar Operasional Prosedur (SOP)

Tabel 4. 2 Standar operasional prosedur

Kegiatan

Prosedur

Pembuatan simplisia daun

mengkudu

Pengambilan daun dari cabang pohon
Disortasi basah

Dicuci menggunakan air mengalir
Dilakukan perajangan daun

Daun diangin-anginkan sampai kering

Disortasi kering

Pembuatan ekstrak daun

mengkudu

Simplisia daun mengkudu di haluskan menggunakan alat
Ditimbang serbuk daun mengkudu dan diukur etanol 70%
Dilakukan ekstraksi menggunakan metode maserasi selama
3x24 jam dan dilakukan remaserasi selama 2x24 jam.

Filtrat yang dihasilkan dari penyaringan, diuapkan
menggunakan waterbath hingga mendapatkan ekstrak
kental.

Hitung % rendemen.

Skrining fitokimia ekstrak

daun mengkudu

Mengambil larutan uji ekstrak etanol daun mengkudu
ditambahkan atau direaksikan dengan pereaksi.

Diamati perubahan yang terjadi pada larutan uji setelah
ditambahkan dengan pereaksi

Dilihat dari adanya perubahan warna, endapan, maupun

adanya busa.

Pengujian aktivitas

Membuat larutan DPPH dengan konsentrasi 50 ppm.
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antioksidan

Menentukan Absorbansi larutan DPPH yang diukur pada
panjang gelombang 400-800 nm.

Pembuatan larutan uji ekstrak menggunakan etanol 70%
dengan konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm,
dan 250 ppm.

Pembuatan larutan pembanding  kuersetin  dengan
konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, dan 50 ppm.
Dilakukan optimasi waktu inkubasi yang dimulai dari menit
ke-0 hingga menit ke-60.

Dilakukan pengujian aktivitas antioksidan larutan uji
ekstrak etanol daun mengkudu (Morinda citrifolia L) dan
kuersetin (replikasi 3x)

Perhitungan nilai I1Csq berdasarkan rumus % inhibisi

Pengolahan data

. o Absorbansi blanko — Absorbansi sampel
% Aktivitas Antioksidan = Absorbansi blanko x 100
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Kerangka Operasional
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Daun Mengkudu

<«— Determinasi
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Gambar 4. 1 Kerangka operasional
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BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Hasil Determinasi Tanaman

Pada penelitian ini determinasi dilakukan di UPT (Pengembangan Pertanian
Terpadu) Politeknik Negeri Jember. Hasil determinasi menunjukkan bahwa daun
mengkudu yang digunakan dalam penelitian merupakan spesies Morinda citrifolia
L Hasil determinasi dapat dilihat pada (Lampiran 2).

5.2 Pengambilan dan Pengolahan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan secara acak dari desa Arosbaya Kabupaten
Bangkalan. Bagian tanaman yang digunakan dalam penelitian adalah daun
mengkudu. Kemudian daun yang telah diperoleh dilakukan sortasi basah,
pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering, penghalusan sampel. Berat
serbuk simplisia yang diperoleh sebanyak 500 gram. Proses pembuatan simplisia
dapat dilihat pada (Lampiran 3).

5.3 Hasil Ekstraksi Daun Mengkudu (Morinda citrifolia L)

Ekstraksi dilakukan dengan memasukkan 200 gram serbuk simplisia daun
mengkudu ke dalam bejana maserasi kemudian ditambahkan pelarut etanol 70%
sebanyak 2 liter. Wadah ditutup rapat dan didiamkan selama 3 hari dan
dilanjutkan dengan remaserasi 1 kali. Selama proes maserasi dilakukan
pengadukan selama 5 menit 1x24 jam. Hasil perendaman kemudian disaring
menggunakan Kkertas saring. Filrat yang diperoleh dikentalkan menggunakan

waterbath pada suhu 60 °C. Ekstrak kental daun mengkudu didapatkan sebanyak
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40,99 gram. Proses pembuatan ekstrak dapat dilihat pada (Lampiran 4) dan
perhitungan hasil rendemen dapat dilihat pada (Lampiran 5)

Tabel 5. 1 Hasil ekstrak etanol daun mengkudu

Sampel Berat Sampel Berat Ekstrak Rendemen (%)

Daun mengkudu 200 gram 40,99 gram 20,49 %

5.4 Hasil Skrining Fitokimia

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu
mengandung senyawa kimia flavonoid, fenolik, alkaloid, saponin dan tanin.
(Lampiran 6)

Tabel 5. 2 Hasil skrining fitokimia

Skrinning Fitokimia Reagen Hasil
Uji Alkaloid HCI 1% + Mayer +
Uji Fenolik FeClI3 1% +
Uji Flavonoid Serbuk Mg + HCI +
Uji Saponin Aquadest + HCI +
Uji Tanin Air panas + FeCI3 1% +
Keterangan:

(+) positif : Mengandung golongan senyawa
(-) negatif : Tidak mengandung golongan senyawa

5.5 Pengukuran Aktivitas Antioksidan
5.5.1 Pengukuran Absorbansi DPPH

Penentuan  panjang  gelombang larutan DPPH  menggunakan
spektrofotometri UV-Vis menunjukkan hasil serapan maksimum sebesar 0,384
pada panjang gelombang 515 nm. Hasil pengukuran panjang gelombang

maksimum larutan DPPH dapat dilihat pada gambar 5.1 (Lampiran 7)
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Gambar 5. 1 Kurva panjang gelombang DPPH

5.5.2 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi
Optimasi waktu inkubasi dilakukan pada larutan senyawa pembanding
kuersetin terhadap senyawa DPPH. Hasil uji optimasi waktu inkubasi didapatkan
waktu terbaik pada menit ke-50 dengan nilai 1Csg sebesar 25,992 ug/mL dan nilai
r sebesar 0,90009.
5.5.3 Hasil Pengujian Ekstrak Etanol Daun Mengkudu dan Kuersetin
Pengujian ekstrak etanol daun mengkudu dan senyawa kuersetin dilakukan
inkubasi selama 50 menit dan diukur pada panjang gelombang 515 nm. Hasil
pengujian dihitung untuk mencari persen inhibisi. Hasil perhitungan persen
inhibisi ekstrak etanol daun mengkudu dan senyawa kuersetin terhadap radikal

bebas DPPH dapat dilihat pada tabel 5.3.
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Tabel 5. 3 Hasil analisis persen inhibisi

K . Absorbansi % Inhibisi

sampel onsentrasl —pepl  Repll  Replll  Repl Repll  Rep i
50 0328 0,326 0,326 48,3 48,6 48,6
Daun 100 0,311 0,310 0,309 51 512 51,3
Mengkudu 150 0,308 0,308 0,307 515 51,5 51,6
200 0,295 0,295 0,294 53,5 53,5 53,7
250 0276 0,276 0,264 56,5 56,5 58,4
10 0,354 0,353 0,349 315 31,8 324
_ 20 0,327 0,310 0,303 36,7 40 41,4
Kuersetin 30 0,315 0,299 0,299 39,1 422 42,2
40 0,275 0,240 0,235 46,8 53,6 545
50 0,236 0,234 0,223 543 54,7 56,8

5.5.4 Hasil Analisis Nilai 1Cso Ekstrak Etanol Daun Mengkudu dan

Kuersetin
Nilai ICso didapatkan dari hasil perhitungan persamaan regresi linear antara

konsentrasi larutan uji dengan persen inhibisi. Hasil nilai 1Cso larutan uji ekstrak
dibandingkan dengan hasil nilai 1Csp senyawa pembanding kuersetin. Hasil

analisis nilai 1Csp larutan uji ekstrak dan senyawa kuersetin dapat dilihat pada

tabel 5.4.

Tabel 5. 4 Hasil analisis nilai 1Cso

Sampel Replikasi ICso (Mg/mL) X + RSD Kategori
1 93

Daun

Mengkudu 2 87,6 83,7+£12,09 Kuat
3 70,5
1 42,1

Kuersetin 2 39.3 39,6+2,41 Sangat kuat
3 37,3
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Berdasarkan hasil nilai pengujian ekstrak etanol daun mengkudu dengan
replikasi 3 kali menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan yang dimiliki termasuk
dalam kategori kuat dengan hasil nilai rata-rata 1Cso sebesar 83,7 (ug/mL) dan
nilai SD = 12,09. Nilai rata-rata 1Cso senyawa kuersetin sebesar 39,6 (ug/mL)

termasuk dalam kategori sangat kuat dengan nilai SD = 2,41.



BAB 6 PEMBAHASAN PENELITIAN

Determinasi tanaman dilakukan pada awal penelitian sebelum proses
ekstraksi dilakukan untuk menunjukkan bahwa bagian tanaman yang akan
digunakan dalam penelitian benar adalah daun mengkudu (Morinda citrifolia L).
Determinasi tanaman dilakukan di UPT. Pengembangan Pertanian Terpadu
Politeknik Negeri Jember dengan nomor 062/PL17.8/PG/2022. Hasil determinasi
menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan adalah (Morinda citrifolia L).

Pada penelitian ini daun mengkudu yang digunakan berasal dari desa
Arosbaya Kabupaten Bangkalan. Proses pembuatan simplisia memiliki beberapa
tahapan meliputi pemetikan daun, sortasi daun untuk memilah daun yang rusak,
pencucian daun dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran yang
menempel, perajangan daun untuk mempercepat proses pengeringan daun, sortasi
daun dari kotoran yang menempel pada proses pengeringan dan penghalusan daun
menggunakan blender. Proses pengeringan dilakukan untuk mengurangi kadar air
dalam sampel dan penghalusan sampel bertujuan untuk memaksimalkan proses
penyarian (M. Sari et al., 2021).

Ekstraksi merupakan proses pengambilan senyawa kimia dari sampel.
Proses ekstraksi simplisia menggunakan metode maserasi dimana metode ini
dilakukan dengan merendam simplisia dalam suatu pelarut pada suhu ruangan
tanpa proses pemanasan (llyas, 2013). Pelarut yang digunakan pada penelitian ini
adalah etanol 70%. Kelebihan ekstraksi dengan metode maserasi adalah

pengerjaan yang lebih sederhana, murah dan dapat digunakan pada sampel yang
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memiliki sifat termolabil (M. Sari et al., 2021). Mekanisme metode maserasi
adalah proses difusi pelarut ke dalam dinding sel tumbuhan untuk mengekstrak
senyawa-senyawa yang ada dalam tumbuhan. Metode maserasi digunakan untuk
mengekstrak senyawa yang kurang tahan terhadap proses pemanasan. Pelarut
yang digunakan adalah etanol 70%. Senyawa yang akan terbawa pada proses
ekstraksi adalah senyawa-senyawa yang memiliki polaritas yang sesuai dengan
pelarut yang digunakan. Dalam proses ekstraksi, senyawa aktif dalam suatu
tanaman akan mudah terlarut atau terikat oleh pelarut sesuai dengan sifat
kepolarannya. Larutan etanol yang bersifat polar akan lebih mudah mengekstrak
senyawa senyawa-senyawa dalam jaringan tanaman. Hal ini sesuai dengan prisip
“like dissolve like” dimana larutan yang bersifat polar akan berikatan dengan
senyawa polar lainnya begitu pula sebaliknya, larutan yang bersifat nonpolar akan
mengikat senyawa nonpolar (Suryani et al., 2016).

Hasil ekstraksi kemudian dipekatkan menggunakan waterbath sampai
diperoleh ekstrak kental. Setelah didapatkan ekstrak kental dilanjutkan dengan
menghitung rendemen. Rendemen adalah rasio berat ekstrak yang dihasilkan
dengan berat serbuk simplisia yang dieksraksi. Nilai rendemen mencerminkan
banyaknya senyawa kimia yang tersari dalam pelarut dimana semakin besar nilai
rendemen maka semakin banyak nilai senyawa aktif yang tersari (Santoso et al.,
2020). Pada penelitian ini serbuk simplisia yang digunakan pada proses ekstraksi
sebanyak 200 gram, menghasilkan ekstrak kental sebanyak 40,99 gram dan

rendemen yang dihasilkan sebesar 20,49%. Penggunaan pelarut dalam proses
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ekstraksi berpengaruh terhadap rendemen yang dihasilkan, semakin tinggi nilai
rendemen yang dihasilkan maka semakin banyak senyawa aktif yang tersari.

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui secara kualitatif
kandungan senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak etanol daun mengkudu.
Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu
mengandung senyawa kimia flavonoid, fenolik, alkaloid, saponin dan tanin. Hal
ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan (Musfirah et al.,, 2019) yang
menyebutkan bahwa kandungan senyawa kimia dalam daun mengkudu antara lain
adalah flavonoid, fenolik, alkaloid, saponin dan tanin. Pelarut etanol bersifat polar
sehingga mampu menyari senyawa-senyawa kimia yang bersifat polar (Verdiana
et al., 2018).

Pada penelitian ekstrak etanol daun mengkudu yang direaksikan dengan
serbuk magnesium dan HCI pekat terjadi perubahan warna menjadi kuning. Pada
uji flavonoid sampel positif mengandung flavonoid apabila terbentuknya warna
merah, kuning atau jingga akibat dari adanya reduksi dengan magnesium dan HCI
pekat (Yuliastuti et al., 2017). Pada penelitian ini warna yang dihasilkan yaitu
warna kuning yang menandakan ekstrak etanol daun mengkudu mengandung

senyawa flavonoid.
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Gambar 6. 1 Reaksi flavonoid dengan reagen Mg dan HCI

Uji kualitatif senyawa fenolik dilakukan dengan cara menambahkan FeCl3
1%, yang ditandai dengan terbentuknya warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam
pekat, hal ini terjadi ketika FeCI3 bereaksi dengan gugus hidroksil yang ada pada
senyawa fenol. Perubahan warna disebabkan karena adanya reaksi kompleks
antara senyawa fenol dan FeCl3 karena adanya transisi elektron dari ion pusat
akibat adanya ligan (Ramayani et al., 2021). Hasil penelitian yang telah dilakukan
yaitu menghasilkan warna hitam yang menandakan bahwa ekstrak etanol daun
mengkudu mengandung senyawa fenol.
[ /L
T FeCl; & | [F 30T -
@)

Gambar 6. 2 Reaksi fenol dengan reagen FeCI3

Pada penelitian ekstrak etanol daun mengkudu yang direaksikan dengan
HCI dan pereaksi mayer terjadi endapan putih . Hasil positif senyawa alkaloid
pada pereaksi mayer ditunjukkan dengan terbentuknya endapan putih hingga

kekuningan. Senyawa alkaloid akan berinteraksi dengan ion tetraiodomerkurat (1)
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sehingga membentuk senyawa komplek dan mengendap. Hal ini dikarenakan ion
merkuri merupakan ion logam berat yang mampu mengendapkan senyawa
alkaloid yang bersifat basa (Yuliastuti et al., 2017). Hasil penelitian yang telah
dilakukan yaitu adanya endapan putih yang menandakan ekstrak etanol daun

mengkudu mengandung senyawa alkaloid.

HeCl; + 2KI — Hgl, + 2KCI

Hgl, + 2KI — K;[Hzh]

Kalmm tetraodomerkurati 1l

L. I | + K, [Hely] - [ ﬂ )+ K[HeLJ
S S
e
Kalmim- A lkaload
endapan

Gambar 6. 3 Reaksi alkaloid dengan reagen HCI dan mayer

Pada pengujian ekstrak etanol daun mengkudu dengan aquadest, diberi
perlakuan penggojokan dan pemberian HCL menghasilkan busa stabil. Buih atau
busa yang dihasilkan pada pengujian ini bersifat stabil. Penambahan HCl mampu
membuat busa lebih mantap dan stabil. Busa yang timbul disebabkan karena
senyawa saponin mengandung senyawa yang sebagian larut dalam air (hidrofilik)
dan senyawa yang larut dalam pelarut nonpolar (hidrofobik) sebagai surfaktan
yang dapat menurunkan tegangan permukaan. Saat digojok, gugus hidrofil akan
berikatan dengan air sedangkan gugus hidrofob akan berikatan dengan udara
sehingga membentuk buih (Sulistyarini et al., 2020). Hasil penelitian yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu mengandung

senyawa saponin.
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Gambar 6. 4 Reaksi hidrolisis saponin dalam air

Pada penelitian dilakukan uji tanin dengan dengan mereaksikan ekstrak
dengan FeClI3 1% didapatkan perubahan warna hijau kehitaman. Hasil uji apabila
terbentuknya warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa tanin
(Marjoni & Ismail, 2016). Senyawa tanin adalah senyawa yang bersifat polar
karena adanya gugus OH, oleh karena itu ketika sampel ditambahkan FeCI3 1%
akan terhidrolisis dan terjadi perubahan warna seperti biru atau hijau kehitaman
(Sulistyarini et al., 2020). Penelitian yang telah dilakukan menghasilkan warna
hijau kehitaman, hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu
mengandung senyawa tanin

OH OH OH

FeCl;HO oH —— 3HCI+ HO 0.0 OH
5
0

COOH %
HO COOH

OH OH

Tanin COOH

Senyawa Kompleks
(Hijau kehitaman)

Gambar 6. 5 Reaksi tanin dengan reagen FeCl3

Aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode inhibisi
DPPH. Penentuan aktivitas inhibisi radikal bebas DPPH dilakukan pada panjang
gelombang 515 nm, nilai ini sesuai dengan penelitian (Saptari et al., 2019) yang

menyebutkan bahwa panjang gelombang maksimum DPPH yaitu 515 nm. Gugus
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kromofor dan auksokrom pada radikal bebas DPPH memberikan absorbansi
maksimum pada panjang gelombang 515 nm sehingga menimbulkan warna ungu.
Sesuai dengan prinsip kerja Spektrofotometer UV-Visible yang mengasorpsi
larutan warna pada panjang gelombang 400-800 nm, maka larutan kompleks ungu
itulah yang akan ditentukan nilai absorbannya dengan panjang gelombang yang
sesuai sehingga kadar dari larutan sampel dapat diketahui.

Pengujian aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan senyawa
pembanding kuersetin. Setelah panjang gelombang maksimum DPPH didapatkan
dilanjutkan dengan optimasi waktu inkubasi kuersetin dengan konsentrasi
kuersetin yang digunakan yaitu 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, dan 50 ppm.
Pengujian optimasi waktu inkubasi dilakukan selama 60 menit dan dibaca serapan
absorbansinya selang waktu 10 menit. Hasil optimasi waktu inkubasi didapatkan
nilai 1Cso paling rendah pada menit ke-50 didapatkan nilai 1Cso sebesar 25,992
png/mL dengan nilai r = 0.9009. Nilai r yang didapatkan kurang bagus, hal ini
dapat dikarenakan beberapa faktor seperti, pengaruh personaliti dan suhu pada
saat proses penelitian (Sadeli, 2016). Hasil waktu yang didapatkan dari pengujian
optimasi waktu inkubasi akan digunakan untuk pengujian ekstrak dan kuersetin.

Uji kualitatif aktivitas antioksidan menggunakan DPPH terhadap ekstrak
etanol daun mengkudu menunjukkan perubahan warna dari ungu menjadi kuning.
Hal ini menunjukkan bahwa ektrak etanol daun mengkudu memiliki aktivitas
antioksidan. DPPH adalah radikal bebas stabil berwarna ungu gelap. Saat DPPH
bereaksi dengan senyawa yang mengandung antioksidan, warna ungu pada

senyawa DPPH akan berkurang atau berubah menjadi kuning (Januarti et al.,
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2019). Warna DPPH akan berubah dari ungu menjadi kuning seiring penambahan
antioksidan yaitu ketika elektron tunggal DPPH berpasangan dengan hidrogen
dari antioksidan. Hasil dekolorisasi oleh antioksidan setara dengan jumlah
elektron yang tertangkap. Mekanisme penangkapan radikal ditunjukkan pada

reaksi dibawah ini:

= - RH - H—H O

oM ) oM - hidy

N, L I*F

DPFH DEFH-H

Gambar 6. 6 Reaksi penangkapan radikal DPPH oleh antioksidan

Pengujian senyawa antioksidan menggunakan DPPH memiliki beberapa
keuntungan antara lain metode sederhana, mudah dilakukan, cepat, sensitif,
sampel yang dibutuhkan sedikit dan memiliki stabilitas yang tinggi dalam kondisi
penyimpanan (Rahmawati et al., 2016). Prinsip dari metode uji aktivitas
antioksidan ini adalah dengan pengukuran penangkapan radikal DPPH oleh suatu
senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan menggunakan spektrofotometri UV-
Vis sehingga diketahui aktivitas peredaman dari radikal bebas dalam nilai ICso.
ICs0 merupakan konsentrasi suatu senyawa yang mampu meredam radikal bebas
sebanyak 50%. Nilai 1Cso yang semakin kecil menunjukkan aktivitas peredaman
yang semakin tinggi (Achyadi et al., 2017).

Pada penelitian ini pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun

mengkudu terhadap DPPH menggunakan konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm,
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200 ppm, 250 ppm dan waktu inkbuasi selama 50 menit, pengujian ini dilakukan
replikasi sebanyak tiga kali. Hasil pengujian ekstrak etanol daun mengkudu
terhadap DPPH didapatkan nilai % inhibisi pada replikasi 1 konsentrasi 50 ppm
sebesar 48,3%, 100 ppm sebesar 51%, 150 ppm sebesar 51,5%, 200 ppm sebesar
53,5%, dan 250 ppm sebesar 56,5%, untuk replikasi 2 pada konsentrasi 50 ppm
sebesar 48,6%, 100 ppm sebesar 51,2%, 150 ppm sebesar 51,5%, 200 ppm
sebesar 53,5%, dan 250 ppm sebesar 56,5%, untuk replikasi 3 pada konsentrasi 50
ppm sebesar 48,6%, 100 ppm sebesar 51,3%, 150 ppm sebesar 51,6%, 200 ppm
sebesar 53,7%, dan 250 ppm sebesar 58,4%. Nilai 1Cso ekstrak etanol daun
mengkudu didapatkan dari hasil perhitungan persamaan regresi linear y = bx + a.
Koefisien y pada persamaan tersebut adalah sebagai I1Cso sedangkan koefisien x
pada persamaan tersebut adalah konsentrasi ekstrak yang akan dicari nilainya
dimana nilai x yang didapatkan dari hasil perhitungan tersebut merupakan
besarnya konsentrasi ekstrak etanol daun mengkudu yang mampu meredam
aktivitas radikal bebas DPPH sebanyak 50%. Hasil perhitungan ICso ekstrak
etanol daun mengkudu replikasi 1 sebesar 93 pg/mL, replikasi 2 sebesar 87,6
pug/mL, replikasi 3 sebesar 70,5 pg/mL dengan nilai rata-rata 1Cso yang diperoleh
yaitu 83,7 pg/mL dan nilai SD yang diperoleh yaitu 12,009.

Pada penelitian ini senyawa pembanding yang digunakan adalah kuersetin.
Penggunaan pembanding kuersetin bertujuan untuk mengetahui kekuatan atau
potensi antioksidan dari ekstrak etanol daun mengkudu jika dibandingkan dengan
kuersetin. Pada proses pengujian kuersetin terhadap DPPH menggunakan
konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm dan waktu inkubasi selama

50 menit, pengujian ini dilakukan replikasi sebanyak tiga kali. Hasil pengujian



58

kuersetin terhadap DPPH didapatkan nilai % inhibisi pada replikasi 1 konsentrasi
10 ppm sebesar 31,5%, 20 ppm sebesar 36,7%, 30 ppm sebesar 39,1%, 40 ppm
sebesar 46,8%, dan 50 ppm sebesar 54,3%, untuk replikasi 2 konsentrasi 10 ppm
sebesar 31,8%, 20 ppm sebesar 40%, 30 ppm sebesar 42,2%, 40 ppm sebesar
53,6%, dan 50 ppm sebesar 54,7%, untuk replikasi 3 konsentrasi 10 ppm sebesar
32,4%, 20 ppm sebesar 41,4%, 30 ppm sebesar 42,2%, 40 ppm sebesar 54,5%,
dan 50 ppm sebesar 56,8%. Hasil perhitungan nilai 1Cso pada replikasi 1 sebesar
42,1 pg/mL, replikasi 2 sebesar 39,3 pg/mL, replikasi 3 sebesar 37,3 pg/mL
dengan nilai rata-rata yang diperoleh yaitu 39,6 pg/mL dan nilai SD yang
diperoleh yaitu 2,41.

Nilai I1Cso mencerminkan seberapa kuat kemampuan antioksidan suatu
senyawa. Nilai 1Cso <50 ppm tergolong antioksidan sangat kuat, 50-100 ppm
antioksidan kuat, 100-150 ppm antioksidan sedang, 150-200 ppm antioksidan
lemah dan > 200 ppm termasuk antioksidan sangat lemah (Achyadi et al., 2017).
Dari hasil penelitian didapatkan bahwa senyawa kuersetin merupakan antioksidan
yang sangat kuat sedangkan ekstrak etanol daun mengkudu termasuk antioksidan
kuat, hal ini senada dengan penelitian yang telah dilakukan (Wigati & Pratoko,
2016) yang melaporkan bahwa ekstrak etanol daun mengkudu memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ICso yang diperoleh sebesar 49,09
pug/mL. Pada penelitian ini aktivitas antioksidan yang diperoleh yaitu golongan
kuat sedangkan aktivitas antioksidan yang diperoleh pada penelitian sebelumnya
termasuk kedalam kategori sangat kuat, hal ini dapat dikarenakan oleh pelarut
yang digunakan berbeda, pada penelitian ini menggunakan pelarut etanol 70% dan
penelitian sebelumnya menggunakan etanol 96%, sehingga hasil metabolit

sekunder yang diperoleh berbeda. Menurut penelitian (Riwanti et al., 2020)



59

menyebutkan bahwa proses ekstraksi menggunakan pelarut etanol 96% lebih
banyak menyari metabolit sekunder dapat dilihat dari nilai rendemen yang
dihasilkan dan pada proses penguapan ekstrak pada penelitian ini menggunakan
waterbath dengan suhu 60 °C dan pada penelitian sebelumnya menggunakan
rotary evaporator pada suhu dibawah 40 °C, perbedaan metode penguapan dan
suhu sangat berpengaruh pada senyawa aktif yang diperoleh dari sampel.
Penggunaan suhu yang terlalu tinggi dapat mengakibatkan rusaknya senyawa-
senyawa pada sampel. Dari uraian diatas bahwa jenis pelarut, metode dan suhu
penguapan sangat berpengaruh terhadap rendemen dan aktivitas antioksidan yang

diperoleh.



BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1. Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu Morinda

citrifolia L menggunakan metode DPPH menunjukkan aktivitas antioksidan

dengan kategori kuat.

2. Nilai aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu Morinda citrifolia

L menunjukkan nilai ICso sebesar 83,7 pg/mL.

7.2 Saran

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

Saran untuk peneliti

Perlu dilakukan uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu
dengan menggunakan metode pengujian antioksidan yang berbeda.

Saran untuk peneliti lain

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut uji aktivitas antioksidan ekstrak
etanol daun mengkudu secara in-vivo.

Saran untuk masyarakat

Perlu di jadikan acuan dan bahan pembelajaran dalam pemanfaatan daun
mengkudu sebagai antioksidan.

Saran untuk ilmu pengetahuan

Perlu dijadikan acuan dan bahan pembelajaran khususnya dalam bidang
kefarmasian mengenai aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun mengkudu

sebagali alternatif dalam pengembangan obat baru.
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Lampiran 3. Proses Pembuatan Simplisia
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Pemetikan daun

Pencucian daun

Perajangan daun
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Pengeringan daun

Penghalusan daun
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Lampiran 4. Proses Pembuatan Ekstrak

Perendaman serbuk simplisia

Penguapan ekstrak

Ekstrak kental daun mengkudu

Waterbath
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Lampiran 5. Perhitungan Rendemen

» Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Daun Mengkudu
Diketahui:
e Berat serbuk simplisia  : 200 gram
e Berat ekstrak kental : 40,99 gram

Rendemen ekstrak:

_ Berat Ekstrak Kental
Berat Simplisia

Rendemen ekstrak x 100%

40,99 gram
=9 ¥ 100%
200 gram

=20,49%



Lampiran 6. Skrining Fitokimia
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Hasil

Terjadi perubahan warna larutan menjadi
kuning atau jingga yang menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun mengkudu

mengandung senyawa flavonoid

Pengujian Gambar
Flavonoid
Fenolik

Larutan berubah menjadi hitam pekat
yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol
daun mengkudu mengandung senyawa

fenolik

Alkaloid ' :

Larutan berubah menjadi keruh dan
terdapat endapan yang menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun mengkudu

mengandung senyawa alkaloid

Tanin bd

Terjadi perubahan warna larutan menjadi
hijau kehitaman yang menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun mengkudu

mengandung senyawa tanin

Saponin

Terbentuknya busa stabil selama + 7
menit yang menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun mengkudu mengandung

senyawa saponin




Lampiran 7. Optimasi Panjang Gelombang

»

f File Name:PANJANG GELOMBANG MAXwis | -

Wavelength Scan Test Report

Test Time:21/04/2022 12:04:12

So&wan Vomon UV Vi 92.0
Opontorl.ab Kuma Farmasi Company:
{ Scan Range:400.0nm - 800,0nm Scan Mode:Absorbance(Abs)
3.000
2,500
§ 2,000
g
§ 1.500
«
%
-
1.000 - e
2
3
i i N N
. =l
0,100 —=
40003 4500 5000 5500 600,0 6500 700,0 7500 8000
Peak List i VYaveLangth.(nm)
No. § Wavelength(nm) Abs Trans(8T)
1 5150 0384 413
2 4140 0,145 "7
Max Record 400,0 nm — 800,0 nm
No. Wavelength(nm) Abs Trans(XT)
1 5150 0.384 413
MinRecord 400,0 nm — 800,0 nm
No. Wavelength(nm) Abs Trans(\T)
1 800.0 0,016 96.4
Averuu Record 400,0 nm - 800,0 nm
Wavelength(nm) Abs Trans(XT)
1 400,0-800.0 0,163 706
Record List
No. Wavelength(nm) Abs Trans(\T)
1 800.0 0016 964
2 799.0 0016 96.3
3 798.0 0,017 96.2
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Lampiran 8. Dokumentasi Pengujian Aktivitas Antioksidan

Pembuatan Larutan Induk dan Pengenceran Ekstrak Etanol Daun
Mengkudu

Pembuatan Larutan Induk dan Pengenceran Senyawa Pembanding
Kuersetin

Pengukuran Aktivitas Antioksidan
Daun Mengkudu

Pengukuran Aktivitas Antioksidan
Senyawa Kuersetin

50 ppm

10 ppm




77

Alat Yang Digunakan Untuk Pengujian Aktivitas Antioksidan




Lampiran 9. Perhitungan Pengujian Aktivitas Antioksidan

1. Pembuatan Larutan DPPH
Diketahui :
e Serbuk DPPH =5mg
e Volume pelarut =100 mL
Konsentrasi larutan DPPH
Konsentrasi = % x 1000

_ Smg
100 mL

x 1000

=50 ppm

2. Pembuatan Larutan Uji Ektsrak Etanol Daun Mengkudu

a. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

Diketahui:
e Ekstrak kental =10 mg
e Volume pelarut =10 mL
e Konsentrasi larutan induk = %x 1000
= =24 1000
=1000 ppm

b. Perhitungan Pengenceran 50, 100, 150, 200, 250 ppm

Rumus: V1 X M1 = V2 X M3

_50ppmx10mL

* 50 ppm 1000 ppm
=0,5mL
e 100 ppm — 100 ppm x 10 mL

1000 ppm

=1mL
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150 ppm x 10 mL
° 150 ppm - PP—
1000 ppm

=15mL

200 ppm x 10 mL
° 200 ppm - PP—
1000 ppm

=2mL

250 ppm x 10 mL
PY 250 ppm - PP—
1000 ppm

=2,5mL
3. Pembuatan Larutan Pembanding Kuersetin

a. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

Diketahui:
o Ekstrak kental =2mg
e Volume pelarut =10 mL
e Konsentrasi larutan induk = %x 1000
= 22 % 1000
=200 ppm

b. Perhitungan Pengenceran 10, 20, 30, 40, 50 ppm

Rumus: V1 X M1 = V2 X M3

_10ppmx 10 mL

- 10 ppm 200 ppm

=0,5mL

_20ppmx 10 mL
* 20 ppm T 200ppm
=1mL

_30ppmx10mL

e 30 ppm‘ 200 ppm

=15mL
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_ 40 ppmx 10 mL
40 ppm - 200 ppm
=2mL
_50ppmx10mL
50 ppm - 200 ppm
=25mL

c. Optimasi Waktu Inkubasi

Sampel Menit Konsentrasi Absorbansi
Blangko 0,629
10 10 0,525
20 0,415
30 0,375
40 0,227
50 0,228
20 10 0,524
20 0,386
30 0.385
40 0,366
50 0,241
30 10 0,503
20 0,366
30 0,314
40 0,299
Kuersetin >0 0,283
40 10 0,525
20 0,463
30 0,377
40 0,430
50 0,443
50 10 0,490
20 0,328
30 0,254
40 0,221
50 0,357
60 10 0,522
20 0,472
30 0,375
40 0,318
50 0,290
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Tabel Hasil Persen Inhibisi dan 1Cso Kuersetin

Menit | Konsentrasi % Inhibisi 1Cs0 (Mg/mL)
10 10 16,534
20 34,022
30 40,381 35,050
40 63,911
50 63,752
20 10 16,693
20 38,633
30 38,792 41,247
40 41,812
50 61,685
30 10 20,032
20 41,812
30 50,079 37,595
40 52,464
50 55,008
40 10 16,534
20 26,391
30 40,063 97,564
40 31,637
50 29,571
50 10 22,098
20 47,854
30 59,618 25,992
40 64,865
50 43,243
60 10 17,011
20 24,960
30 40,381 43,091
40 49,443
50 53,895
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Persamaan Regresi dan nilai 1Cso

Menit ke-10
%lnhibisi menit ke-10
80
'3 60 —<e y =1,2433x + 6,4225
Q R2=0,9349
< 40
.% —o—%inhibisi
0 ‘ ‘ ‘ —— Linear (%inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi
Menit ke-20
%Inhibisi menit ke-20
80

y =0,9316x + 11,574

»

g 0 R?=0,8518
= "0 // —o—%inhibisi
R 20 7
0 —— Linear (%inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi
Menit ke-30
%lnhibisi menit ke-30
80
3 60 y = 0.806x + 19.698
2. — R2=0.8031
.§ 20 / —o—%inhibisi
0 : : ‘ —— Linear (%inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi

82

y = bx +a
y =1,2433 x + 6,4225

50-6,4225 _
12433 35,050 p.g/mL

y = bx +a
y =0,9316 x + 11,574

50-11,574
0,9316

= 41,247 pg/mL

y = bx +a
y =0,806x + 19,698

50-19,698 _
o806 37,595 ug/mL



Menit ke-40
%I nhibisi menit ke-40
60
' y =0,3132x + 19,443
=LA
.\% 20 = —o— %inhibisi
° 0 : : ‘ —— Linear (%inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi
Menit ke 50
% Inhibisi Menit 50
80
5 60 y = 1,4007x + 13,593
‘e~ 2 _
2 20 7 R2=0,9009
;f 20 P —+—% Inhibisi
0 : : . —Linear (% Inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi
Menit ke-60
%Inhibisi menit ke-60
60
‘B y =0,9825x + 7,6627
i_e 40 R2=0,9691
:g 20 P —o— %inhibisi
(=)
0 ‘ ‘ ‘ —— Linear (%inhibisi)
0 20 40 60
Konsentrasi
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y =bx +a
y =0,3132x + 19,443
50-19,443 _
o3z - 97,564 pg/mL
y =bx +a
y =1,4007x + 13,593
50—13,593 _
2007 - 25,992 ng/mL
y =bx +a
y = 0,9825x + 7,6627

50-7,6627

e = 43,001 ng/mL
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d. Pengukuran Aktivitas Entioksidan Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

dan Pembanding Kuersetin
e Pengujian ekstrak etanol daun mengkudu

Replikasi Konsentrasi | Absorbansi % Inhibisi I1Cs0
(ppm) (ng/mL)
Blangko 0,635
1 50 0,328 483 93
100 0,311 51
150 0,308 51,5
200 0,295 535
250 0,276 56,5
2 50 0,326 48.6 87,6
100 0,310 51,2
150 0,308 515
200 0,295 53,5
250 0,276 56,5
3 50 0,326 48 6 70,5
100 0,309 51.3
150 0,307 51,6
200 0,294 53,7
250 0,264

58,4




Persamaan Regresi Linear dan Nilai 1Cso

Replikasi 1
% Inhibisi Ekstrak Replikasi 1
58
56 2 -
/ y = 0,0378x + 46,49
2 54 / R2=0,9574
£ 52
= P —+—9% Inhibisi
¥ 50
48 / —— Linear (% Inhibisi)
46 T T 1
100 200 300
Konsentrasi

Replikasi 2
% Inhibisi Ekstrak Replikasi 2
58
c6 » y =0,0362x + 46,83
- / R?=0,9465
o 54
£ i
< 22 /( —+—% Inhibisi
50
/ Linear (% Inhibisi)
48 T T 1
0 100 200 300
Konsentrasi
Replikasi 3
% Inhibisi Ekstrak Replikasi 3
80 y =0,038x + 47,32
R2=0,8413
. 60
)
:-§ M
< 40
= =% Inhibisi
X 20
—— Linear (% Inhibisi)
0
0 100 200 300
Konsentrasi
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y=bx+a
50 = 0,0378x + 46,49

50—46,49 _
00378 93 pg/mL

y=bx+a
50 = 0,0362x + 46,83

50-46,83 _

y=bx+a
50 = 0,038x + 47,32

50—-47,32 _
038 - 70,5 pg/mL




e Pengujian Pembanding Kuersetin
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Replikasi | Konsentrasi | Absorbansi Inl‘(l)fk)JiSi (u:ﬁﬁl—)
Blangko 0,517

10 0,354 31,5
20 0,327 36,7

1 30 0,315 39,1 42,1
40 0,275 46,8
50 0,236 54,3
10 0,353 31,8
20 0,310 40

2 30 0,299 42,2 39,3
40 0,240 53,6
50 0,234 54,7
10 0,349 32,4
20 0,303 41,4

3 30 0,299 42,2 37,3
40 0,235 54,5
50 0,223 96,8
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Persamaan Regresi dan Nilai ICso

Replikasi 1

% Inhibisi Kuersetin Replikasi 1

y=bx +a

% Inhibisi
w
o

20
y=0,605x + 24,49

0
50—24,49
10 20 30 40 50 60 “oeos - 42,1 ug/mL

Konsentrasi
y =0,605x + 24,49

2 _
—@— % Inhibisi  eeeeeee Linear (% Inhibisi) R*=0,943

Replikasi 2

% Inhibisi Kuersetin Replikasi 2

y =bx +a
y =0,594x + 26,64

% Inhibisi
w
o

50-26,64 _
10 W =39,3 p.g/mL

0 10 20 30 40 50 60

Konsentrasi y = 0,594x + 26,64

2 _
—8— % Inhibisi  veeeeeee Linear (% Inhibisi) R®=0,944

Replikasi 3
% Inhibisi Kuersetin Replikasi 3

y =bx +a
y =0,619x + 26,89

% Inhibiisi
B
o

20 w = 37’3 ug/ml_

0,619

0 10 20 30 40 50 60

Konsentrasi
y =0,619x + 26,89
—@— % Inhibisi ~ ceceeeeee Linear (% Inhibisi) R?=0,9391
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Perbandingan Nilai 1Cso Ekstrak Daun Mengkudu dan Kuersetin

Rep | 1CsoEkstrak Kategori Rep 1Cso Kuersetin Kategori
(Mg/mL) (Mg/mL)
1 93 Kuat 1 42,1 Sangat Kuat
2 87,6 Kuat 2 39,3 Sangat Kuat
3 70,5 Kuat 3 37,3 Sangat Kuat
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Lampiran 10. Photometry Test Report Ekstrak Etanol Daun Mengkudu dan
Kuersetin

1. Ekstrak Etanol Daun Mengkudu

e Blangko
Photometry Test Report
File name:Blangko.bas Testtime:
Software Version:UVV1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
MNo. WL.{nm) Abs Trans{%T) Testtime SampelName
1 515,0 0,635 23,2 17/06/2022 9:37:58 Blangko
e 50 ppm
Photometry Test Report
File name:50 ppm Ai.bas Testtime:
Software Versiom:Uvv1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
MNo. WL.{nm) Abs Trans{%T} Testtime SampelMame
1 313,0 0,345 45,2 17/06/2022 10:26:42 S0 REP1
2 515,0 0,328 47,0 17/06/2022 10:28:17 50 REP 2
3 313,0 0,311 48,9 17/06/2022 10:28:39 S0 REP 2
4 515,0 0,326 47,2 17/06/2022 10:28:58 50 REP 4
5 515,0 0,326 47,2 17/06/2022 10:30:17 S50 REP 3
e 100 ppm
Photometry Test Report
File name:100 ppm Al.bas Testtime:
Software Version:UWV1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
MNa. WL.{nm) Abs Trans{%T}  Testtime SampelName
1 315,0 0,311 48,9 17/06/2022 10:41:27 100 REP 1
2 515,0 0,310 43,0 17/06/2022 10:42:05 100 REP 2
3 515,0 0,309 45,0 17/06/2022 10:43:04 100 REP 3
4 515,0 0,316 48,3 17/06/2022 10:43:36 100 REP 4
3 315,0 0,321 47,8 17/06/2022 10:44:11 100 REP 3
e 150 ppm
Photometry Test Report
File name:150 ppm Ai.bas Testtime:
Software Version:UVV1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
Ma. WL.(nm} Abs Trans(%T)  Testtime SampelMame
1 515,0 0,307 49,3 17/06/2022 10:52:11 150 REP 1
2 515,0 0,301 50,0 17/06/2022 10:54:02 150 REP 2
3 515,0 0,308 49,2 17/06/2022 10:54:26 150 REP 3
4 515,0 0,205 49,6 17/06/2022 10:55:35 150 REP 4
5 515,0 0,308 45,3 17/06/2022 10:56:04 150 REP 5




e 200 ppm

Photometry Test Report
File name:200 ppm Ai.bas Testtime:
Software Version:UVV1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
Mo. WL.(nhm} Abs Trans{%T) Testtime SampelName
1 515,0 0,295 50,7 17/06/2022 11:16:23 200 REP 1
2 515,0 0,254 50,8 17/06/2022 11:17:32 200 REP 2
3 515,0 0,295 50,7 17/06/2022 11:18:02 200 REP 3
4 515,0 0,293 51,0 17/06/2022 11:18:32 200 REP 4
5 515,0 0,254 50,8 17/06/2022 11:20:25 200 REP S
e 250 ppm
Photometry Test Report
File name:250 ppm Aibas Testtime:
Software Version:UVv1.92.0
Operator:Lab Kimia Farmasi Company:
Test Record List.
MNo. WL.{nm} Abs Trans{%T) Testtime SampelName
1 515,0 0,277 52,9 17/06/2022 12:09:41 250 REP 1
2 515,0 0,276 53,0 17/06/2022 12:10:44 250 REP 2
3 515,0 0,276 53,0 17/06/2022 12:11:32 250 REP 3
4 515,0 0,264 54,4 17/06/2022 12:12:40 250 REP 4
5 515,0 0,246 56,8 17/06/2022 12:13:00 250 REP 5

2. Pembandig Kuersetin

e Blangko
Photometry Test Report
[ File name:BLANGKO KUERSETIN.bas Test time: ) j ]
Software Version:UV V1.92.0 ]
| FEr : _
|_Operator:Lab Kimia Farmasi Cormpany: J

Test Record List.

Sampel Name
BLANGKO KUERSETIN

No. WL.{nm) Abs Trans(%T)  Test time
ak 515,0 0,517 30,4 13/06/2022 8:3393
e 10 ppm

Photometry Test Report

File name: 10 PPMEUERSETIN. bas Test time:

Software Version: UV V1.52.0

Oparstor:Lsb Kimia Farmasi Compzany:

Test Record List.

Na. ‘WL.[nm] Abs Trans(%T]  Testtime Zzmpel Nams

1 E15.0 0,354 44 L 13/06,/2022 2:22:03 10PPI REP 1 KUERZETIM
2 E15.0 0,353 44,4 13/06/2022 9:22:50 10PPM REP 2 KUERSETIM
3 E15.0 0,351 442 13/06,/2022 9:23:18 10PFM REP 3 KUERZETIM
4 5150 0,354 445 13/06/2022 9:23:40 10PPM REP £ KUERSETIM
5 E15.0 0,349 445 13/06,/2022 9:24:05 10PFM REP 5 KUERZETIM




e 20ppm

Photometry Test Report

File name: 20 PPM KUERSETIN bas Test time:

Software Version: UV W1.52.0

Operator:Lzb Kimia Farmasi Company:

Test Racord List.

Na. WL.[nm] Abs Trans{%T] Test time Zampel Name

1 E15.0 0,337 46,0 13/06/2022 5:39:25 Z0PFM REP 1 KUERSETIM
2 E15.0 0,327 47,1 13/06,/2022 9:39:45 20PPM REP 2 KUUERSETIM
3 E15.0 Q310 4E.6 13/06/2022 9:20:0% 20PPMI REP 2 KUERSETIM
4 E15.0 0,303 45,5 13/08/ Z0PFMI REP 4 KUERSETIM
5 E15.0 0,302 49,8 13,/06,/20232 9:40:55 20PPM REP 5 KUERSETIM

e 30 ppm

Photometry Test Report

File name: 30 PPM KUERSETIM.bas Test time:

Software Version: UV W1.52.0

Operstor:Lzb Kimia Farmasi Company:

Test Record List.

Na. WL.[nm) Abs Trans(%T) Test time Zzmpel Name

1 E15.0 0,315 43,4 13/06/2022 10:06:59 30PFM REP 1 KUERSETIM

2 5150 0.299 Loz 13/06,/2022 10:02:32 30PPM REP 2 KUERSETIM

3 E15.0 0,270 E3.9 13/06,/2022 10:02:52 S0PPM REP 3 KUERSETIM

4 E1E.0 0,289 1.4 13/0E,/2022 10:03:12 S0PPM REP 4 KUERSETIM

5 5150 0,259 50,2 13/06/2022 10:02:46 30PFM REP 5 KUERSETIM
e 40 ppm

Photometry Test Report

File name: 40 PPM KIJERSETIN bas Test time:

Software Version:UWV v1.52.0

Cperstor:Lzb Kimia Farmasi Company:

Test Record List.

Na. ‘WL.[nm) Abs Trans(%T)  Test time Zampel Name

1 E15.0 0,275 2.8 13/08/2022 10:34:66 40PFM REP 1 KUERZETIM

2 L1580 0,235 £33 13,/06/2022 10:35:12 40PFM REP 2 KUERSETIN

3 L15.0 0,240 E7.E 13,/06/2022 10:35:50 40PFM REP 3 KUERSETIN

4 L1550 0,235 £33 13/06/2022 10:36:12 40PFM REP 4 KUERSETIN

E E1E5.0 0,266 E4,2 13/0&/2022 10:36:20 40PFM REP 5 KUJERSETIM
e 50 ppm

Photometry Test Report

File name: 50 PPM KUERSETIN bas Test time:

Software Version:UWW1.52.0

Oiparstar:Lzb Kimia Farmasi Company:

Test Record List.

MNa. WL.[nm] Abs Trans(%T)  Testtime Szmpel Name

1 E15.0 0,236 E3.0 13/D&,/2022 10:56:35 ECOPPM REP 1 KUERZETIM
2 5150 0,234 53,2 13/06/2022 10:56:57 SOPFM REP 2 KUERSETIM
3 E15.0 0,235 53,32 13/06/2022 10:57:17 EOPPM REP 3 KUERZETIM
4 E15.0 0,236 E3.0 13/D&/2022 10:57:39 EOPPM REP 4 KUERZETIM
5 5150 0,223 55,5 130642022 10:57:59 SOPFM REP 5 KUERSETIM
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Lampiran 11. Jadwal Kegiatan Penelitian

Kegiatan Mei Juni Juli Agustus

1/2/3|4(1|2,3|4|1|2|3|4|1|2 3|4

Tahap Persiapan

A. Pengumpulan Bahan
Baku

B. Pembuatan Simplisia

Tahap Pelaksanaan

A. Ekstraksi

B. Skrining Fitokimia

C. Optimasi Panjang
Gelombang dan
Waktu Inkubasi

D. Uji Aktivitas
Antioksidan

Tahap Penyusunan
Laporan

A. Penyusunan Laporan

B. Seminar Hasil
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