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ABSTRAK

Ulfa Melina, Lutfia*, Susilawati**, Hidayati, Sholihatil***.2022. Uji Aktivitas
Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L.) Dengan
Metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Skripsi. Program Studi Sarjana
Farmasi Universitas dr. Soebandi.

Latar belakang: Daun asam jawa (Tamarindus indica L.) adalah salah satu
tanaman yang dapat digunakan sebagai agen antioksidan. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) menggunakan pelarut etanol 70% dengan metode DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Metode: Desain penelitian pada uji aktivitas
antioksidan ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L.) merupakan
desain penelitian eksperimen laboratorium yang dilakukan secara invitro dengan
metode DPPH (Diphenyl-picylhydrizyl-radical). Penelitian diawali dengan
identifikasi senyawa metabolit sekunder dilanjutkan dengan uji aktivitas
antioksidan dan dilakukan analisis data. Hasil penelitian: Hasil identifikasi
senyawa metabolit sekunder pada ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus
indica L.) menunjukkan adanya senyawa alkaloid, flavonoid, fenolik, tannin dan
saponin. Hasil dari pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) menunjukkan nilai 1Csg 145,206 = 11,19 pg/mL, dan
kuersetin dengan nilai I1Cso 19,1 £ 1,67 ng/mL. Kesimpulan: Ekstrak etanol daun
asam jawa (Tamarindus indica L.) mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
fenolik, tannin dan saponin. Terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun
asam jawa (Tamarindus indica L.) dengan kategori sedang.

Kata Kunci: Daun asam jawa (Tamarindus indica L.), Antioksidan, Kuersetin,
DPPH

*Peneliti
**Pembimbing 1
***Pembimbing 2



ABSTRACT

Ulfa Melina, Lutfia*, Susilawati, Hidayati, Sholihatil*.2022. Antioxidant Activity
Test of Ethanol Extract of Tamarind Leaves (Tamarindus indica L.) Using
DPPH Method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Thesis. Bachelor of Pharmacy
Study Program, University of dr. Soebandi.

Background: Tamarind leaf (Tamarindus indica L.) is one of the plants
which can be functionated as an antioxidant agent. The purpose of this study is to
determine the antioxidant activity of ethanol extract towards tamarind leaves
(Tamarindus indica L.) using 70% ethanol as a solvent with DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazil) method. Methods: The research design of this research is a
laboratory experimental research design where it is conducted by in vitro using
DPPH (Diphenyl-picylhydrizyl-radical) method. The study was begun by the
identification of secondary metabolites, followed by antioxidant activity tests and
data analysis. Results: The results of secondary metabolites identification in the
ethanol extract of tamarind leaves (Tamarindus indica L.) indicated the presence
of alkaloids, flavonoids, phenolics, tannins and saponins. The results of testing the
antioxidant activity of the ethanolic extract of tamarind leaves (Tamarindus indica
L.) obtained an 1Cso value of 145.206 * 11.19 ug/mL, and quercetin with an 1Csp
value of 19.1 = 1.67 ug/mL. Conclusion: The ethanolic extract of tamarind leaves
(Tamarindus indica L.) contains alkaloids, flavonoids, phenolic compounds,
tannins and saponins. This research obtains antioxidant activity presence towards
ethanol extract of tamarind leaves (Tamarindus indica L.) in moderate category.

Keywords: Tamarind leaves (Tamarindus indica L.), Antioxidant, Quercetin,
DPPH

*Researcher
**Advisor 1
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pada saat ini Kita sedang berada di era modern dimana segala pola hidup
masyarakat telah banyak mengalami perubahan dengan berkembangnya ilmu
pengetahuan dan teknologi. Seiring berjalannya perubahan tersebut tak banyak
masyarakat yang peduli akan kesehatan. Terdapat beberapa faktor yang dapat
berpengaruh buruk bagi kesehatan. Selain pola hidup yang tidak sehat, faktor
kondisi lingkungan yang terlalu banyak polusi juga dapat menyebabkan radikal
bebas dalam tubuh terus meningkat sehingga dapat menurunkan kualitas hidup
masyarakat (Dominica dan Handayani, 2019).

Radikal bebas didefinisikan sebagai atom atau molekul dengan satu atau
lebih elektron tidak berpasangan, sehingga bersifat reaktif dan tidak stabil.
Radikal bebas dapat mengakibatkan stres oksidatif yang merupakan aktivitas
penyerangan jaringan sehingga dapat menimbulkan berbagai penyakit seperti
penyakit neurodegeneratif, diabetes melitus, kardiovaskular, penuaan dini,
hingga dapat menyebabkan kanker (Phaniendra et al., 2015). Menurut
Kementrian Kesehatan RI (2015) penyakit kanker disebut sebagai penyebab
kematian nomor dua setelah kardiovaskular di dunia. Kasus kanker yang
terdapat di Indonesia juga memiliki nilai yang cukup tinggi. Ditinjau dari data
Riset Kesehatan Dasar pada tahun 2013, 1,4 per 1000 penduduk di Indonesia
yaitu sekitar 347.792 jiwa terkena penyakit kanker. Angka kejadian tersebut

terus meningkat hingga 1,8 per 1000 jiwa pada tahun 2018. Kejadian tersebut



diperkirakan akan terus mengalami peningkatan pada tahun 2030 hingga dapat
mencapai 21,7 juta jiwa dan 13 juta diantaranya meninggal dunia. Oleh sebab
itu, senyawa antioksidan dibutuhkan untuk menangkal serangan radikal bebas.

Senyawa antioksidan yang diperoleh secara alami maupun buatan dapat
digunakan untuk mengatasi radikal bebas karena memiliki kemampuan untuk
menekan reaksi oksidatif yang dapat menyebabkan berbagai penyakit didalam
tubuh (Adrianta, 2020). Butylated hydroxytoluene (BHT), butylated
hydroxyanisole (BHA), dan tert-butylhydroxyquinone (TBHQ) merupakan
senyawa buatan atau sintetis yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan, tetapi
penggunaannya telah dibatasi karena sifat karsinogenik yang terdapat di
dalamnya. Menurut berbagai penelitian yang telah dilakukan, BHA dan BHT
dapat menyebabkan tumor bila digunakan pada hewan percobaan dalam jangka
waktu yang lama (Erawati, 2012), sehingga diperlukan antioksidan alternatif
berupa senyawa dari alam. Senyawa antioksidan alami dapat diperoleh dari
suatu tanaman yang mengandung senyawa fenolik atau polifenol berupa
flavonoid, tanin dan saponin (Rustini, 2017) . Menurut Hariana (2013) terdapat
lebih dari 20.000 jenis tumbuhan yang dapat digunakan sebagai obat di
Indonesia, 1.000 jenis telah terdaftar, dan 300 jenis digunakan dalam pengobatan
tradisional.

Sumber flavonoid yang terkandung dalam tumbuhan merupakan senyawa
fenolik terbesar seperti zat warna merah, biru, ungu, serta beberapa zat warna
kuning. Flavonoid berperan sebagai antidiabetes, diuretik, antijamur,

antiinflamasi, antibakteri, antitumor, anti alergi, mengurangi oksidasi lemak,



mencegah osteoporosis dan dapat mencegah kolesterol tinggi pada manusia (Sari
etal., 2021).

Salah satu tanaman yang dapat digunakan sebagai agen antioksidan adalah
daun asam jawa (Tamarindus indica L.). Pada penelitian sebelumnya telah
dilakukan oleh Tunny et al. (2020) menyatakan bahwa ekstrak metanol daun
asam jawa mengandung senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, saponin,
polifenol, tanin dan flavonoid dengan menggunakan pereaksi warna. Ekstrak
daun asam jawa memiliki nilai ICso sebesar 143,278 pg/mL dan memiliki
aktivitas sebagai antioksidan. Penelitian berikutnya juga dilakukan oleh
(Rahmadani dan Nasution, 2021) menyatakan bahwa kulit buah asam jawa
mengandung senyawa golongan tanin dan flavonoid yang memiliki aktivitas
sebagai antioksidan dengan nilai ICso yang diperoleh pada fraksi etil asetat
sebesar 48,13 pg/mL dan ICso pada fraksi n-heksana 53,03 pg/mL. Dalam
penelitian (Risfianty, 2021) juga menyatakan bahwa buah asam jawa
(Tamarindus indica L.) memiliki kandungan antioksidan baik yang muda
maupun tua. Untuk memperoleh zat aktif flavonoid sebagai antioksidan
memerlukan pelarut yang sesuai dalam proses ekstraksi. Artinya, pelarut
cenderung melarutkan senyawa dengan polaritas yang sama. Pelarut polar akan
melarutkan senyawa polar maupun sebaliknya (Arifianti et al., 2014).

Berdasarkan penelitian diatas, maka dilakukan pengujian aktivitas
antioksidan pada sampel ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L.)
menggunakan pelarut etanol 70%. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

seberapa besar ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L.) berpotensi



sebagai antioksidan berdasarkan perbandingan nilai 1Cso menggunakan metode
DPPH terhadap kuersetin. Metode DPPH dipilih karena metode ini paling umum
digunakan untuk pengujian aktivitas antioksidan sampel secara in vitro, metode
ini prosesnya lebih cepat, sederhana, serta tidak memerlukan jumlah sampel
yang banyak (Lung dan Destiani, 2018).

Prinsip kerja metode DPPH adalah pengurangan intensitas warna DPPH
yang disebabkan karena berkurangnya jumlah DPPH yang bereaksi dengan
sampel menjadi DPPH-H. Senyawa antioksidan akan bereaksi dengan radikal
DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen sehingga menyebabkan
terjadinya perubahan warna DPPH dari warna ungu menjadi kuning. Perubahan
warna yang terjadi karena berkurangnya ikatan rangkap terkonjugasi pada
DPPH. Semakin kuning warna yang dihasilkan maka aktivitas antioksidan dari
senyawa tersebut semakin poten (Wijaya et al., 2014).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka dirumuskan masalah sebagai
berikut:

1. Apakah kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak etanol

daun asam jawa (Tamarindus indica L.)?

2. Berapa nilai aktivitas antioksidan (1Cso) pada ekstrak etanol daun asam jawa

(Tamarindus indica L.) menggunakan metode DPPH?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antioksidan dalam
ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L.).
1.3.2 Tujuan khusus
1. Mengetahui kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak etanol daun asam
jawa (Tamarindus indica L.).
2. Menganalisis nilai I1Cso dalam ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus
indica L.).
1.4 Manfaat Penelitian
Dengan dilakukan penelitian ini, diharapkan untuk mendapatkan beberapa
manfaat. Adapun manfaat dari penelitian ini yaitu :
1.4.1 Manfaat bagi peneliti
Dapat mengetahui aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol daun asam
jawa (Tamarindus indica L.) menggunakan metode DPPH.
1.4.2 Manfaat bagi Peneliti Lain
Dari penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar untuk penelitian
selanjutnya dalam pengujian antioksidan bahan alam yang baru dan dapat
digunakan sebagai sumber informasi serta referensi yang dapat dijadikan

pembanding dalam penelitian selanjutnya.



1.4.3 Manfaat bagi Masyarakat
Dari penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi dan pengetahuan
bagi kemajuan dalam bidang kesehatan dan pengetahuan alam terhadap potensi
antioksidan ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L.).
1.4.4 Manfaat bagi Institusi Pendidikan
Dari penelitian ini diharapkan dapat memberi kontribusi dalam penambahan
ilmu pengetahuan, khususnya dalam ilmu kefarmasian mengenai antioksidan,
serta dapat dijadikan sebagai bahan bacaan di perpustakaan dan dapat memberi
referensi bagi mahasiswa lain.
1.5 Keaslian penelitian

Tabel 1.1 Keaslian penelitian

Penelitian Persamaan Perbedaan
Tunny et al., 2020 a. Menggunakan a. Menggunakan pelarut

metode DPPH Metanol, pada

b. Menggunakan penelitian ini
Sampel Daun asam menggunakan etanol
jawa 70%.

c. Ekstraksi maserasi b. Beda konsentrasi

sampel dari

sebelumnya, pada
penelitian sebelumnya
menggunakan
konsentrasi sampel
sebesar 10, 15, 20, 50
dan 100 ppm
Sedangkan pada
penelitian ini
menggunakan sampel
dengan konsentrasi 50,
100, 150, 200 dan 250

ppm.

Rahmadani dan a. Menggunakan a. Beda sampel yang
Nasution, 2021 metode DPPH digunakan, pada




penelitian sebelumnya
menggunakan ekstrak
kulit buah asam jawa,
sedangkan pada
penelitian ini
menggunakan sampel
daun asam jawa.
Penelitian sebelumnya
menggunakan Pelarut
etanol 96%, sedangkan
pada penelitian ini
menggunakan etanol
70% sebagai pelarut.
Penelitian sebelumnya
menggunakan metode
ekstraksi perkolasi,
pada penelitian ini
menggunakan ekstraksi
maserasi.

Beda konsentrasi
sampel dari
sebelumnya, pada
penelitian sebelumnya
menggunakan
konsentrasi sampel
sebesar 20, 30, 40, 50
dan 60 pg/ml ,
Sedangkan pada
penelitian ini
menggunakan sampel
dengan konsentrasi 50,
100, 150, 200 dan 250

ppm.




BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Asam Jawa (Tamarindus indica L.)

Tamarindus indica L. atau sering dikenal dengan sebutan asam jawa
merupakan tumbuhan yang berasal dari Afrika, selain itu asam jawa juga telah
banyak berkembang di negara India, Sudan Pakistan, Filipina, Spanyol,
Meksiko, termasuk juga di Indonesia (Putri, 2017). Asam jawa dapat tumbuh
dan berkembang di berbagai lokasi, baik di dataran tinggi maupun rendah, dalam
musim hujan maupun musim kemarau, serta dapat ditanam di tanah liat maupun
tanah pasir (BPOM, 2013). Tamarindus indica L memiliki nama lain yang
berbeda pada setiap daerah yaitu asem (sunda), acem (madura), asang jawa atau
asang jawi (sulawesi), asam (malaysia), sampalok, kalamagi (tagalong), ma-
kham (thailand), magyee (burma), khoua me (kamboja), khaam (laos), tamarind
(inggris) dan trai me (vietham) (Kurnia et al., 2014).

2.1.1 Morfologi Tanaman

Pohon asam jawa merupakan tumbuhan yang kokoh dan kuat. Tumbuhan
ini memiliki ukuran yang besar hingga mencapai ketinggian 25-30 meter dan
diameter batangnya mencapai 2 meter. Pohon asam jawa memiliki banyak
ranting yang bercabang serta daun yang sangat lebat dan menyebar luas.
Batangnya memiliki warna coklat keabu-abuan, berkulit kasar, bersisik dan
pecah-pecah (Puspasari, 2014). Di Indonesia kayu dari pohon asam jawa ini

banyak dimanfaatkan sebagai bahan dasar pembuatan mainan seperti dakon



(Jawa) atau congklak (Sunda) dan gangsing, serta mainan lain yang terbuat dari

kayu asam.

Gambar 2.1 Pohon asam jawa (Dokumen pribadi, 2021)

Daun asam jawa berbentuk menyirip, bersifat majemuk tunggal berhadapan,
berdaun panjang sekitar 7,5-15 cm, berselang dan bertangkai, memiliki pasangan
hingga 8-16 pasang, anak daun berbentuk lonjong dengan panjang masing-
masing 1-3,5 cm x 0,5-1 cm. Daunnya berwarna hijau, pada usia muda warnanya
lebih pucat dibandingkan dengan daun yang sudah berusia tua dengan tepi yang
rata, ujung daun tumpul dan pangkal daun yang membulat (Puspasari, 2014).

Bunga asam jawa berukuran 16 cm, terletak pada ketiak daun atau di ujung
ranting, memiliki 4 kelopak dan 5 mahkota dengan warna kuning keputihan dan
bergaris merah kecoklatan berukuran 1,5cm, serta memiliki bau yang wangi
(Puspasari, 2014).

Buah asam jawa merupakan buah sejati tunggal yang tergolong dalam jenis

kacang polong, berbentuk silinder lurus atau melengkung dengan ujung yang
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membulat berukuran 5-15 cm dan membungkus biji (Puspasari, 2014). Setiap
buah asam jawa terdiri dari 10 biji yang terbungkus oleh daging buah berwarna
coklat kemerahan, kemudian setelah matang berubah menjadi hitam atau coklat
kehitaman, serta berasa dan mengeluarkan aroma asam. Biji buah asam jawa
berukuran kecil, berbentuk pipih, tidak beraturan, berwarna coklat dan keras saat
matang.
2.1.2 Klasifikasi Tanaman
Berdasarkan Integrated Taxonomic Information System - Plan Data base,

klasifikasi dari asam jawa (Tamarindus indica L.) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Magniliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Tamarindus L.
Species : Tamarindus indica L.

2.1.3 Kandungan Kimia
Berdasarkan hasil skrining fitokimia dari fraksi daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) yaitu, alkaloid, flavonoid, saponin, tanin dan polifenol

(Nurhayarti et al., 2019). Kemudian penelitian yang dilakukan oleh Tunny et
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al.(2020) menyatakan bahwa daun asam jawa memiliki kandungan alkaloid,
saponin, polifenol, tanin dan flavonoid dengan menggunakan pereaksi warna.
Flavonoid merupakan suatu metabolit sekunder yang diperoleh dari polifenol
yang dapat ditemukan hampir pada setiap tumbuhan berwarna hijau. Flavonoid
merupakan sumber antioksidan yang terbukti mampu mencegah kerusakan sel
akibat stres oksidatif (Wijaya et al., 2014).
2.1.4 Penelitian Daun Asam Jawa

Penelitian tentang uji antioksidan pada daun asam jawa, sebelumnya pernah
dilakukan oleh (Tunny et al., 2020) berdasarkan penelitian tersebut, ekstrak
metanol daun asam jawa memiliki potensi sebagai sumber antioksidan. Selain
dapat digunakan sebagai antioksidan, beberapa peneliti menggunakan daun
asam jawa Yyaitu sebagai antidiabetes (Azis dan Ruslan, 2021), antiinflamasi
(Anggara et al., 2021), antipiretik (Fitria, 2021), analgesik (Kartikawati et al.,
2020) serta masih banyak lagi peneliti yang menggunakan daun asam jawa
sehingga daun asam jawa dapat berpotensi sebagai pengobatan herbal.

2.1.5 Manfaat Untuk Kesehatan

Selain digunakan sebagai bumbu dapur, tanaman asam jawa (Tamarindus
indica L.) merupakan salah satu tanaman yang telah banyak dimanfaatkan
sebagai pengobatan herbal di seluruh dunia. Bagian yang digunakan adalah
daun, buah, batang dan biji (Faradiba, 2016). Zat yang terkandung dalam daun
asam jawa telah banyak dimanfaatkan untuk menyembuhkan berbagai penyakit
dan digunakan untuk menghambat aktivitas bakteri dalam tubuh. Bagian dari

daun asam jawa berkhasiat sebagai kholagogik dan laksatif, selain itu getah dari
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daunnya berkhasiat sebagai diuretik. Buahnya dapat dimanfaatkan sebagai

hemoroid dan konstipasi. Hasil dekokta dari daun asam jawa juga dapat

bermanfaat untuk mengatasi batuk dan demam (Faradiba, 2016).

Tabel 2.1 Tamarindus indica L. Sebagai obat herbal di Indonesia

No Suku bangsa Ba}glan yang Penggunaan tradisional
Indonesia digunakan
1 Sakai-Mandau Riau Campuran buah Aborsi
Mentawai-Siberut Sakit perut, pasca
2 Pulau Sumatera Barat Campuran buah meﬁahiran
Campuran buah Demam_, urolitiasis, pasca
persalinan, nyeri tubuh
Campuran daging buah Demam, terkilir
3 Sunda-Jawa Barat Buah Perut kembung
Daun muda + buah Bau badan tidak sedap
Daun muda + daging Sembelit
buah
Campuran buah Pergantian kulit
4 Jawa-Jawa Tengah Campuran buah Nyeri menstruasi
Buah Demam, penyegar badan
Campuran buah Asma, diabetes
5 Madura-Pulau Madura  Campuran daun muda Mual saat hamil

Campuran buah Pelangsing
Batuk dengan sakit
6 Bali-Pulau Bali Campuran buah tenggorokan
Campuran buah Perut kembung
7 Sumbawa-Pulau TP e Penyakit/ i?]m uan paru-
Sumbawa Campuran buah yakibgangguan p
paru
3 Dawan - Timor Utara Buah Demam
Tengah
9 Atoni-Pulau Kupang Buah muda Diare
10 Kutai - Kalimantan Buah Bersalin

Timur
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2.2 Radikal Bebas
2.2.1 Definisi

Radikal bebas adalah suatu molekul atau senyawa yang berdiri sendiri dan
memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan. Adanya satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan menyebabkan molekul bersifat reaktif. Radikal
bebas bersifat tidak stabil sehingga selalu mengambil elektron pada molekul
sekitarnya (Yuslianti, 2017).

Elektron dari DNA yang terambil oleh radikal bebas dapat mengakibatkan
munculnya perubahan struktur DNA sehingga menimbulkan sel-sel mutan.
Apabila mutasi ini berlangsung lama dapat menjadi kanker. Radikal bebas juga
terlibat dalam proses penuaan, reaksi inisiasi radikal bebas yang terjadi di
mitokondria menyebabkan diproduksinya Reactive Oxygen Species (ROS) yang
bersifat reaktif. Radikal yang bersifat reaktif dapat menimbulkan terjadinya
kerusakan sel, mengurangi kemampuan sel untuk beradaptasi, hingga
menimbulkan kematian sel dan menyebabkan adanya berbagai penyakit
(Ramadhan, 2015).

Radikal bebas dapat diperoleh dari faktor internal seperti hasil metabolisme
tubuh serta dapat diperoleh dari faktor eksternal seperti asap rokok, sinar ultra
violet, zat kimiawi dalam makanan serta polutan lain (Werdhasari, 2014).

2.2.2 Sumber

Menurut Yuslianti (2017) Radikal bebas diperoleh dari dua sumber yaitu

berasal dari dalam tubuh (endogenus) dan berasal dari luar tubuh (eksogenus).

a. Radikal bebas endogenus
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1. Autoksidasi
Autoksidasi merupakan suatu proses oksidasi non enzimatis yang
melalui proses metabolisme (oksidasi) dengan menggunakan oksigen
(aerob). Autoksidasi merupakan senyawa yang memiliki ikatan rangkap,
hidrogen alilik, benzilik atau tersier yang mudah teroksidasi oleh udara
(Yuslianti, 2017). Beberapa jenis molekul seperti hemoglobin, katekolamin,
mioglobin, tiol dan sitokrom C yang telah tereduksi merupakan sumber
penghasil radikal bebas (Violita, 2020).
2. Oksidasi enzimatik
Oksidasi enzimatik merupakan suatu proses oksidasi Yyang
melibatkan beberapa enzim seperti xantin oksidase, aldehida oksidase, asam
amino oksidase, lipoksigenase, serta prostaglandin sintase. Hasil produk
akhir dari proses tersebut menyebabkan adanya radikal bebas (Violita,
2020).
3. Respiratory burst
Respiratory burst atau Oxygen burst adalah suatu proses aktivasi sel
fagositik (makrofag). Proses aktivasi tersebut dapat meningkatkan glukosa
yang digunakan untuk mereduksi NADP menjadi NADPH dan
meningkatkan oksigen yang digunakan pada proses oksidasi NADPH serta
menghasilkan  superoksida yang berguna untuk  memfagosit
mikroorganisme yang merupakan pembentukan awal dari radikal bebas

(Violita, 2020).
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b. Radikal bebas eksogenus
1. Radiasi
Paparan radiasi yang digunakan sebagai terapi menyebabkan
terjadinya malfungsi pada jaringan. Sumber radiasi dapat diperoleh dari
suatu sinar X dan gamma, proton, elektron, neutron, alfa dan beta (Yuslianti,
2017). Sumber tersebut dapat menimbulkan adanya radikal bebas dalam
tubuh dengan melisiskan air menjadi suatu radikal OH (Violita, 2020).
2. Farmakoterapi
Farmakoterapi  merupakan sumber yang terlibat dalam
meningkatnya radikal bebas dengan meningkatkan tekanan oksigen. Efek
farmakoterapi tersebut dapat diperoleh dari penggunaan obat seperti
antibiotik golongan quinoid dan obat-obatan kemoterapi. Selain itu
penggunaan asam askorbat yang berlebihan juga dapat mengakibatkan
peroksidasi lipid lebih cepat (Violita, 2020).
3. Asap rokok
Asap rokok yang dihasilkan oleh perokok aktif yang bersumber dari
campuran udara dan gas nafas buangan akan memproduksi agen radikal
bebas yang berbahaya seperti nitrit okside, radikal peroksil serta radikal
berbasis karbon (O2CCls). Agen tersebut memiliki dampak yang berbahaya
bagi perokok pasif. Oksidan dari asap rokok tersebut dapat menghabiskan
antioksidan intraseluler yang terdapat dalam paru-paru. Oksidan yang

terdapat dalam asap rokok seperti aldehida, peroksida, epoksida dan radikal
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bebas lain menyebabkan adanya kerusakan pada alveoli dan saluran nafas
(Yuslianti, 2017).
2.2.3 Mekanisme

Suatu radikal bebas baik yang berasal dari dalam tubuh (endogenus) dan
dari luar tubuh (eksogenus) terjadi melalui sederetan mekanisme reaksi.
Pembentukan radikal bebas terjadi terus menerus dalam tubuh dengan melalui
proses metabolisme sel, peradangan, nutrisi maupun radiasi sinar gamma, sinar
X, sinar ultraviolet (UV), bahan kimia pada makanan, obat-obatan dan polusi
lingkungan serta pola makan. Apabila radikal bebas bereaksi dengan komponen
biologis seperti lipid, protein dan DNA, maka akan menghasilkan senyawa yang
teroksidasi dan menimbulkan kerusakan oksidatif (stress oksidatif). Proses
reaksi radikal bebas terjadi dalam tiga tahap yaitu, pembentukan awal radikal
bebas (inisiasi), lalu perambatan atau terbentuknya radikal baru (propagasi), dan
tahap terakhir (terminasi) (Labola dan Puspita, 2018).

Tahap inisiasi merupakan proses pertama terbentuknya spesies radikal.
Secara umum, proses ini merupakan terjadinya peristiwa pembelahan homolitik
yang jarang terjadi karena adanya energi yang terhambat. Tahapan ini terbentuk
karena dipengaruhi oleh beberapa hal seperti suhu tinggi, ultraviolet (UV)
maupun katalis yang mengandung logam sebagai penghalang energi.
Selanjutnya pada tahap propagasi, bagian rantai dari reaksi berantai. Pada saat
radikal bebas reaktif tersebut dihasilkan, maka akan menjadi pemicu untuk
bereaksi dengan molekul yang stabil dan terbentuk radikal bebas yang baru. Hal

ini terus menerus berlangsung dengan melibatkan abstraksi hidrogen atau
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penambahan radikal menjadi ikatan rangkap dan menghasilkan banyak radikal
bebas. Sementara pada tahap terminasi, reaksi radikal akan berhenti jika dua
radikal saling bereaksi dan menghasilkan suatu spesies non radikal (Labola dan
Puspita, 2018).
2.2.4 Penyakit yang Ditimbulkan Radikal Bebas

Menurut Fakriah (2019) Adanya radikal bebas yang menyebabkan
kerusakan sel dapat menimbulkan berbagai penyakit, seperti:
a. Kerusakan struktur DNA (Deoxy Nucleic Acid) pada inti sel.

Kerusakan DNA dapat disebabkan oleh adanya virus, radiasi dan zat kimia
yang bersifat karsinogenik. Selain itu, radikal bebas juga merupakan salah satu
penyebabnya. Sehingga mengakibatkan pembelahan sel terganggu. Suatu gen
yang mengalami perubahan abnormal di dalam tubuh dapat menyebabkan
terjadinya kanker.

b. Kerusakan membran sel.

Komponen penting dalam suatu membran sel mengandung asam lemak tak
jenuh yang bersifat rentan terhadap serangan radikal bebas. Hal tersebut dapat
mengakibatkan fungsi dan struktur dari membran mengalami perubahan dan
yang lebih berbahaya adalah dapat membunuh sel pada jaringan tubuh sehingga
dapat menyebabkan kerusakan sel organ tubuh.

c. Kerusakan protein
Kerusakan yang terjadi akibat adanya serangan radikal bebas ini termasuk

oksidasi protein yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan tempat protein itu
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berada. Misalnya kerusakan protein terjadi pada lensa mata dapat berakibat
katarak.
d. Kerusakan lipid peroksida

Kerusakan lipid terjadi apabila suatu asam lemak tak jenuh terserang oleh
radikal bebas, sehingga reaksi antar zat gizi dalam tubuh menghasilkan
peroksida yang menyebabkan terjadinya kerusakan sel yang dianggap sebagai
salah satu penyebab terjadinya berbagai penyakit degeneratif (kemerosotan
fungsi tubuh).
e. Dapat menimbulkan autoimun

Dalam keadaan normal, antibodi hanya terbentuk apabila terdapat antigen
yang masuk kedalam tubuh. Autoimun merupakan terbentuknya antibodi
terhadap suatu sel didalam tubuh sehingga dapat merusak jaringan.
f. Proses penuaan

Tubuh yang terpapar oleh radikal bebas akan menyebabkan suatu penyakit
apabila sistem imunitas tubuh tidak dapat mentoleransi keberadaan senyawa
radikal bebas. Hal ini dipengaruhi oleh keseimbangan kinerja radikal bebas yang
berada dalam tubuh maupun yang masuk ke dalam tubuh. Apabila kadar radikal
bebas telah melampaui kemampuan tubuh untuk mengelolanya maka akan
timbul kondisi stress oksidatif (oxidative stress). Stress oksidatif ini lah yang
menjadi penyebab utama terjadinya penyakit stroke, kardiovaskular, hipertensi,

preeklamsia, kanker dan lainnya.
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2.3 Antioksidan
2.3.1 Definisi

Antioksidan secara kimia dapat diartikan sebagai pendonor elektron.
Antioksidan merupakan suatu senyawa Kimia yang dapat memperlambat atau
menghambat kerusakan yang terjadi akibat adanya proses oksidasi (Pardede,
2018). Antioksidan dipercaya dapat melindungi tubuh dari serangan radikal
bebas.

2.3.2 Sumber

Menurut Yuslianti (2017), berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dibagi
menjadi dua kelompok yaitu antioksidan yang berasal dari dalam tubuh
(antioksidan enzimatik) serta antioksidan non-enzimatik yang dapat diperoleh
dari alam (antioksidan alami) dan dari hasil sintetis suatu reaksi kimia
(antioksidan sintetik).

Sumber antioksidan yang diproduksi oleh tubuh yang berupa enzim yaitu
superoksida dismutase, glutathione peroxidase, peroxidase dan katalase.
Beberapa senyawa seperti Butylated Hidroxyanisol (BHA), Butylated
Hidroxytoluene (BHT), Tert-Butylated Hidroxyquinon (TBHQ) serta tokoferol
merupakan antioksidan sintetik telah sering digunakan dan telah diizinkan
penggunaannya pada makanan (Yuslianti, 2017).

Seiring dengan berkembangnya penggunaan senyawa antioksidan, telah
banyak tanaman yang diteliti mengandung senyawa flavonoid dan fenolik yang
dapat beraktivitas sebagai antioksidan. Senyawa fenolik memiliki efek

antioksidan dikarenakan sifat oksidasi yang berperan dalam menetralisasi
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radikal bebas. Kandungan antioksidan yang terdapat pada suatu tanaman dapat
bertindak sebagai radical scavenger dan membantu mengubah radikal bebas
yang kurang reaktif. Antioksidan alami yang terdapat pada seluruh bagian
tanaman berupa karotenoid, vitamin, flavonoid, dan fenol. Antioksidan yang
terdapat pada tanaman, menarik perhatian karena potensi dan efek terapi yang
dimilikinya (Febriyenti et al., 2018).
2.3.3 Mekanisme

Menurut Yuslianti (2017) mekanisme suatu antioksidan terbagi menjadi tiga
jenis yaitu, antioksidan primer, antioksidan sekunder dan antioksidan tersier.

Antioksidan primer berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas
baru karena kelompok antioksidan ini dapat mengubah radikal bebas yang ada
menjadi molekul yang lebih stabil sebelum bereaksi membentuk radikal bebas
baru seperti Superperoksida Dismutase (SOD), glutathione peroksidase,
katalase, peroxidase dan protein pengikat logam (ferritin, ceruloplasmin,
albumin, haptoglobin, hemopexin, transferrin dan laktoferin). Antioksidan
primer selain bekerja untuk mencegah terbentuknya radikal bebas baru,
antioksidan ini juga bekerja dengan mengubah reaktivitas radikal bebas menjadi
kurang reaktif sehingga tidak berbahaya lagi bagi sel tubuh. Antioksidan primer
yang terdapat didalam tubuh yang sangat terkenal adalah enzim superoksida
dismutase. Enzim ini sangat penting karena kemampuannya yang dapat
melindungi hancurnya sel-sel dalam tubuh akibat serangan radikal bebas. Cara
kerja enzim ini sangat dipengaruhi oleh mineral-mineral seperti mangan, seng,

tembaga dan selenium yang terdapat pada makanan dan minuman.
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Gambar 2.2 Reaksi rantai oksidasi radikal bebas (Yuslianti, 2017)

Antioksidan sekunder merupakan senyawa Yyang berfungsi untuk
menangkal radikal bebas serta mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga
tidak terjadi kerusakan yang lebih besar. Antioksidan sekunder diantaranya
seperti vitamin E, vitamin C, vitamin A dan betakaroten yang dapat diperoleh

dari buah-buahan.

Antioksidan tersier merupakan antioksidan yang bekerja memperbaiki sel-
sel dan jaringan yang mengalami kerusakan karena adanya serangan radikal
bebas. Jenis enzim seperti metionin sulfoksidan merupakan jenis antioksidan
tersier yang dapat memperbaiki DNA dalam inti sel. Enzim tersebut bermanfaat

untuk memperbaiki DNA pada penderita kanker.

2.4 Uji Aktivitas Antioksidan

Pengujian antioksidan secara in vitro dapat dilakukan dengan beberapa
metode seperti DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) merupakan reaksi
antioksidan dengan senyawa radikal organik, ABTS (2,2 azinobis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) merupakan reaksi antioksidan dengan
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radikal kation organik, FRAP (ferric reducing antioxidant power) merupakan
reaksi antioksidan dengan Fe (111) kompleks, ORAC (oxygen radical absorption
capacity) merupakan reaksi antioksidan dengan radikal peroksil, yang diinduksi
oleh (2,2’-azobis-2-amidinopropane), HORAC (hydroxyl radical averting
capacity) merupakan kapasitas suatu antioksidan untuk menetralkan radikal OH
dengan Co(Il) berbasis Fenton-like system, TRAP (total peroxyl radical trapping
antioxidant parameter) merupakan kapasitas suatu antioksidan untuk menyerap
radikal yang berasal dari luminol, dihasilkan dari dekomposisi AAPH, CUPRAC
(cupric reducing antioxidant power) merupakan reduksi Cu (I1) menjadi Cu (1)
dari suatu antioksidan, PFRAP (potassium ferricyanide reducing power)
merupakan reduksi potasium ferrisianid oleh suatu antioksidan kemudian reaksi
dilanjutkan potasium ferrosianid dengan Fe®** dan Fluorimetry merupakan suatu
emisi cahaya oleh zat yang menyerap cahaya atau radiasi elektromagnetik
dengan panjang gelombang berbeda (Pisoschi dan Negulescu, 2012).

Dalam penelitian ini metode yang digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan adalah menggunakan DPPH. Metode ini merupakan metode
pengujian antioksidan secara in vitro yang sering digunakan karena adanya
beberapa kelebihan yang dimiliki yaitu sederhana, mudah, cepat, peka dan hanya
memerlukan sedikit sampel (Lung dan Destiani, 2018).

2.4.1 Metode DPPH
a. Definisi
Metode DPPH merupakan metode in vitro yang sering dipilih sebagai

metode pengujian aktivitas antioksidan karena metode ini memiliki kelebihan
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yaitu sederhana, mudah, cepat, peka dan memerlukan sedikit sampel. Selain itu,
metode ini tidak memerlukan substrat karena radikal bebas sudah tersedia secara
langsung untuk mengganti substrat (Rasyadi, 2021). DPPH digunakan untuk
mengevaluasi potensi antioksidan dalam meredam radikal bebas. DPPH hanya
larut dalam pelarut organik seperti methanol dan etil asetat, juga digunakan
untuk pengujian antioksidan yang bersifat polar. Selain itu, berdasarkan
beberapa jurnal, karena sifatnya sebagai radikal bebas, uji DPPH dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti cahaya, pH, jenis pelarut, lama proses,
ion organik, garam dan suhu (Citta, 2019).
b. Mekanisme

Mekanisme kerja dalam metode DPPH adalah dimana senyawa antioksidan
akan bereaksi dengan radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen
sehingga menyebabkan terjadinya perubahan warna DPPH dari warna ungu
menjadi kuning. Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 517 nm,
semakin kuning warna yang dihasilkan maka aktivitas antioksidan dari senyawa

tersebut semakin poten (Wijaya et al., 2014).

. i
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Gambar 2.3 Bentuk radikal DPPH menjadi non radikal (Wijaya, 2014)

Pada gambar struktur diatas merupakan struktur dimana DPPH yang bersifat

radikal selanjutnya berikatan dengan atom hidrogen yang berasal dari suatu
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antioksidan sehingga menjadi non radikal (Wijaya et al., 2014). Berkurangnya
intensitas warna larutan DPPH tersebut dapat menunjukkan bahwa terjadi reaksi
antara atom hidrogen yang dilepas oleh bahan uji dengan molekul radikal DPPH
sehingga terbentuk senyawa 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin yang berwarna kuning

(Wijaya et al., 2014).

c. Tingkat kekuatan

Pengujian dengan menggunakan metode DPPH dapat memberikan
informasi mengenai kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal bebas
yang dapat dilihat berdasarkan nilai Inhibition Concentration (ICso) kemudian
hasil yang diperoleh dibandingkan dengan senyawa lain yang juga memiliki
aktivitas antioksidan seperti kuersetin (Wulansari, 2018). Nilai ICso dapat
diartikan sebagai besarnya konsentrasi senyawa uji yang dapat meredam 50%
radikal bebas. Semakin kecil nilai ICso maka aktivitas peredaman radikal bebas
semakin tinggi (Agustina et al., 2020).

Intensitas kekuatan aktivitas antioksidan dengan metode DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) jika menunjukkan nilai kurang dari 50 pg/mL dengan
perubahan warna kuning pucat berarti aktivitas antioksidannya sangat kuat,
nilai berada diantara 50-100 pg/mL dengan perubahan warna kuning berarti
aktivitas antioksidannya kuat, nilai berada diantara 101-150 pg/mL dengan
perubahan warna ungu berarti aktivitas antioksidannya sedang, nilai lebih dari
150 pg/mL dengan perubahan warna ungu gelap berarti aktivitas

antioksidannya lemah (Agustina, et al., 2020 ; Sadeer, 2020).
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2.5 Tinjauan Simplisia
2.5.1 Definisi
Simplisia merupakan bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang
belum mengalami pengolahan apapun juga kecuali dinyatakan lain, berupa
bahan yang telah dikeringkan. Suhu pengeringan tidak lebih dari 60°C (BPOM,
2014).
2.5.2 Macam-macam
Menurut Materia Medika Indonesia Jilid VI (1995), simplisia digolongkan
menjadi tiga, yaitu simplisia nabati, simplisia hewani dan simplisia mineral.
a. Simplisia nabati
Simplisia nabati adalah simplisia yang masih berupa tanaman utuh, bagian
tanaman atau eksudat tanaman. Eksudat adalah isi sel yang keluar dengan
sendirinya dari tanaman atau isi sel yang dipisahkan dari tanamannya dengan
cara tertentu dan belum berupa zat kimia.
b. Simplisia hewani
Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa hewan atau zat-zat berguna
yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia.
c. Simplisia mineral
Simplisia mineral adalah simplisia yang berupa bahan-bahan mineral yang
belum mengalami pengolahan atau telah diolah dengan cara sederhana dan

belum berupa zat kimia.
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2.5.3 Waktu Panen

Menurut Erlangga (2017), Waktu pemanenan yang tepat akan menghasilkan

simplisia yang mengandung bahan berkhasiat yang optimal. Kandungan kimia

dalam tumbuhan tidak sama sepanjang waktu. Kandungan kimia akan mencapai

kadar optimum pada waktu tertentu. Ketentuan saat pemanenan tumbuhan atau

bagian tumbuhan adalah sebagai berikut.

a.

b.

Biji (semen) dipanen pada saat buah sudah tua atau buah sudah mengering.
Buah (fructus) dipanen saat buah sudah masak atau sudah tua tetapi belum
masak.

Daun (folia) dipanen pada saat tumbuhan menjelang berbunga atau sedang

berbunga tetapi belum berbuah.

. Bunga (flos) dipanen pada saat masih dalam keadaan menguncup atau tepat

mekar.

Kulit batang (cortex) dipanen atau diambil dari tumbuhan yang telah tua,
sebaiknya dilakukan pada musim kemarau agar kulit kayu mudah dikelupas.
Umbi lapis (bulbus) dipanen pada saat umbi mencapai besar optimum, yaitu

pada waktu bagian atas tanaman sudah mulai mengering.

. Rimpang (rhizoma) dipanen pada saat pertubuhan telah maksimal dan bagian

atas tanah sudah mulai mengering, yaitu pada awal musim kemarau.

2.5.4 Cara Pembuatan

Setelah dilakukan pemanenan bahan baku simplisia, maka tahapan

penanganan pasca panen adalah sebagai berikut.

a.

Pengumpulan bahan baku
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Kadar senyawa aktif dalam suatu simplisia berbeda-beda antara lain
bergantung pada bagian tanaman yang digunakan, umur tanaman atau bagian
tanaman pada saat panen, waktu panen, dan lingkungan tempat tumbuh.

b. Sortasi basah

Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-
bahan asing lainnya dari bahan simplisia. Misalnya pada simplisia yang dibuat
dari akar suatu tanaman obat, bahan-bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput,
batang, daun, akar yang telah rusak, serta kotoran lain. Tanah mengandung
mikroba dalam jumlah yang tinggi. Oleh karena itu pembersihan simplisia dari
tanah yang terikut dapat mengurangi jumlah mikroba awal.

c. Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang
melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih misalnya
dari mata air, air sumur atau air PAM. Simplisia yang mengandung zat yang
mudah larut di dalam air, pencucian agar dilakukan dalam waktu yang sesingkat
mungkin. Pencucian tidak dapat membersihkan simplisia dari semua mikroba
karena air pencucian yang digunakan biasanya juga mengandung sejumlah
mikroba.

Cara sortasi dan pencucian sangat mempengaruhi jenis dan jumlah mikroba
awal simplisia. Misalnya jika air yang digunakan untuk pencucian kotor, maka
jumlah mikroba pada permukaan bahan simplisia dapat bertambah dan air yang
terdapat pada permukaan bahan tersebut dapat mempercepat pertumbuhan

mikroba. Pada simplisia akar, batang atau buah dapat pula dilakukan pengupasan
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kulit luarnya untuk mengurangi jumlah mikroba awal karena sebagian besar
mikroba biasanya terdapat pada permukaan bahan simplisia. Bahan yang telah
dikupas tersebut mungkin tidak memerlukan pencucian jika cara pengupasannya
dilakukan dengan tepat dan bersih.
d. Perajangan

Perajangan bahan simplisia dilakukan untuk mempermudah proses
pengeringan, pengepakan dan penggilingan. Tanaman yang baru diambil jangan
langsung dirajang tetapi dijemur dalam keadaan utuh selama satu hari.
Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, dengan alat mesin perajang khusus
sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang dikehendaki.
Semakin tipis bahan yang dikeringkan, semakin cepat penguapan air, sehingga
mempercepat waktu pengeringan. Akan tetapi irisan yang terlalu tipis juga dapat
menyebabkan berkurangnya atau hilangnya zat yang berkhasiat yang mudah
menguap, sehingga mempengaruhi komposisi, bau, dan rasa yang diinginkan.
Oleh karena itu bahan simplisia seperti temulawak, temu giring, jahe, kencur dan
bahan sejenis lainnya dihindari perajangan yang terlalu tipis untuk mencegah
berkurangnya minyak atsiri. Penjemuran sebelum perajangan diperlukan untuk
mengurangi pewarnaan akibat reaksi antara bahan dan logam pisau. Pengeringan
dilakukan dengan sinar matahari selama satu hari.
e. Pengeringan

Tujuan pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah
rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan

mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik akan dicegah
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penurunan mutu atau perusakan simplisia. Air yang masih tersisa dalam
simplisia pada kadar tertentu dapat merupakan media pertumbuhan kapang jasad
renik lainnya. Enzim tertentu dalam sel, masih dapat bekerja menguraikan
senyawa aktif sesaat setelah sel mati dan selama bahan simplisia tersebut masih
mengandung kadar air tertentu. Pada tumbuhan yang masih hidup pertumbuhan
kapang dan reaksi enzimatik yang merusak itu tidak terjadi karena adanya
keseimbangan antara proses-proses metabolisme, yakni sintesis, transformasi
dan penggunaan isi sel. Kesimbangan ini hilang segera setelah sel tumbuhan
mati.

Pengeringan simplisia dilakukan dengan menggunakan sinar matahari atau
menggunakan suatu alat pengeringan. Hal-hal yang perlu diperhatikan selama
proses pengeringan adalah suhu pengeringan, kelembaban udara, aliran udara,
waktu pengeringan dan luas permukaan bahan. Pada pengeringan bahan
simplisia tidak dianjurkan menggunakan alat dari plastik. Selama proses
pengeringan bahan simplisia, faktor-faktor tersebut harus diperhatikan sehingga
diperoleh simplisia kering yang tidak mudah mengalami kerusakan. Tandanya
simplisia sudah kering adalah mudah hancur bila diremas atau mudah patah.
Menurut persyaratan obat tradisional pengeringan dilakukan sampai kadar air
tidak lebih dari 10%.

f. Sortasi kering

Simplisia yang telah kering tersebut masih sekali lagi dilakukan sortasi

untuk memisahkan kotoran, bahan organik asing, dan simplisia yang rusak

karena sebagai akibat proses sebelumnya.
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g. Pengepakan dan penyimpanan

Bahan pengepak harus sesuai dengan simplisia yang dipak. Misalnya
simplisia yang mengandung minyak atsiri jangan dipak dalam wadah plastik,
karena plastik akan menyerap bau bahan tersebut. Bahan pengepak yang baik
adalah karung goni atau karung plastik. Simplisia yang ditempatkan dalam
karung goni atau karung plastik praktis cara penyimpanannya, yaitu dengan
ditumpuk. Selain itu, cara perlakuannya juga mudah serta cukup menjamin dan
melindungi simplisia di dalamnya. Pengepak lainnya digunakan menurut
keperluannya. Pengepak yang dibuat dari aluminium atau kaleng dan seng
mudah lapuk, sehingga perlu dilapisi dengan plastik atau malam atau yang
sejenis dengan itu. Penyimpanan harus teratur, rapi, untuk mencegah resiko
tercemar atau saling mencemari satu sama lain, serta untuk memudahkan
pengambilan, pemeriksaan, dan pemeliharaannya. Simplisia diberi label yang
mencantumkan identitas, kondisi, jumlah, mutu, dan cara penyimpanannya.

Adapun tempat atau gudang penyimpanan harus memenuhi syarat antara
lain harus bersih, tentutup, sirkulasi udara baik, tidak lembab, penerangan cukup
bila diperlukan, sinar matahari tidak boleh leluasa masuk ke dalam gudang,
konstruksi dibuat sedemikian rupa sehingga serangga atau tikus tidak dapat
leluasa masuk, tidak mudah kebanjiran serta terdapat alas dari kayu yang baik
(hati-hati karena balok kayu sangat disukai rayap) atau bahan lain untuk
meletakkan simplisia yang sudah dipak tadi. Pengeluaran simplisia yang
disimpan harus dilaksanakan dengan cara mendahulukan bahan yang disimpan

lebih awal (First in-First out).
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2.6 Tinjauan Ekstrak dan Ekstraksi
2.6.1 Definisi

Ekstrak adalah hasil dari pengambilan zat aktif melalui proses ekstraksi
menggunakan pelarut, dimana pelarut yang digunakan dilakukan penguapan
hingga memperoleh ekstrak pekat. Bentuk dari ekstrak yang dihasilkan dapat
berupa ekstrak kental ataupun ekstrak kering. Sedangkan ekstraksi adalah suatu
proses penyarian zat aktif dari bagian tanaman obat yang bertujuan untuk
menarik komponen kimia yang terdapat dalam bagian tanaman obat tersebut
(Marjoni, 2016).

Pada dasarnya proses ekstraksi merupakan proses berpindahnya massa dari
komponen zat padat yang terdapat pada simplisia ke dalam pelarut organik pada
bagian luar sel untuk selanjutnya berdifusi masuk ke dalam pelarut organik yang
digunakan. Pelarut organik akan menembus dinding sel dan selanjutnya akan
masuk ke dalam rongga sel tumbuhan yang mengandung zat aktif. Kemudian zat
aktif akan terlarut dalam pelarut organik pada bagian luar sel untuk selanjutnya
berdifusi masuk ke dalam pelarut. Proses ini terus berulang sampai terjadi
keseimbangan konsentrasi zat aktif baik dari dalam sel maupun dari luar sel.
Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai metode dan cara yang sesuai dengan
sifat dan tujuannya. Sampel yang akan diekstraksi dapat berbentuk sampel segar

maupun sampel yang sudah dikeringkan (Marjoni, 2016).
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2.6.2 Macam-macam Ekstraksi
a. Ekstraksi cara dingin

1. Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana dan sering digunakan
karena metode ini sesuai dan baik untuk skala kecil maupun besar. Maserasi
berasal dari bahasa latin yaitu “macerare” yang berarti merendam. Secara
umum maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang dilakukan
dengan cara merendam simplisia nabati menggunakan pelarut selama kurun
waktu tertentu dengan sesekali dilakukan pengadukan atau penggojokan.
Maserasi biasanya dilakukan pada suhu 15°-20°C dalam waktu selama 3
sampai 5 hari sampai zat aktif larut (Marjoni, 2016).
2. Perkolasi

Perkolasi merupakan suatu teknik yang dilakukan dengan mengalirkan
atau melewatkan pelarut melalui serbuk simplisia yang terlebih dahulu
dibasahi dalam waktu tertentu dengan menggunakan perkolator (Marjoni,
2016).

b. Ekstraksi cara panas

1. Refluktasi

Refluks merupakan suatu proses ekstraksi dengan menggunakan suatu
pelarut pada titik didihnya selama waktu tertentu dan pada waktu tertentu
dengan adanya pendingin balik. Pada umumnya proses ini biasanya 3 sampai
5 kali pengulangan pada residu pertama, sehingga proses ini termasuk metode

ekstraksi yang cukup sempurna (Marjoni, 2016).
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2. Sokhletasi

Sokhletasi merupakan proses ekstraksi panas yang dapat memisahkan
suatu komponen dalam bahan padat dengan penyarian berulang-ulang
menggunakan pelarut tertentu. Suhu yang digunakan lebih rendah
dibandingkan dengan suhu pada metode refluks (Marjoni, 2016).
3. Infusa

Infusa merupakan sediaan cair yang dibuat dengan cara menyari simplisia
menggunakan air pada suhu 90°C selama 15 menit sesekali dilakukan
pengadukan kemudian disaring hingga memperoleh volume infus yang
diinginkan (Marjoni, 2016).
4. Dekokta

Dekokta merupakan proses penyarian yang hampir sama dengan infusa,
perbedaannya hanya terletak pada lamanya pemanasan. Dekokta memerlukan
pemanasan lebih lama dibandingkan dengan infusa yaitu memerlukan waktu
sekitar 30 menit dihitung setelah suhu mencapai 90°C. Metode ini jarang
digunakan proses penyariannya kurang sempurna dan tidak dapat digunakan
untuk mengekstraksi senyawa yang bersifat termolabil (Marjoni, 2016).
5. Seduhan

Seduhan merupakan metode ekstraksi paling sederhana. Prosesnya hanya
dengan merendam simplisia dengan air panas selama waktu tertentu sekitar 5

sampai 10 menit (Marjoni, 2016).
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6. Coque (penggodokan)

Coque atau penggodokan merupakan proses penyarian simplisia dengan
cara menggodok menggunakan api secara langsung. Hasil dari proses ini dapat
langsung digunakan sebagai obat baik secara keseluruhan termasuk dengan
ampasnya maupun tidak (Marjoni, 2016).

7. Digestasi

Digestasi merupakan proses ekstraksi yang memiliki cara kerja hampir
sama dengan maserasi, hanya saja proses ini menggunakan pemanasan rendah
yaitu pada suhu 30 - 40°C (Marjoni, 2016).

2.6.3 Pelarut

Menurut Suryani et al. (2016) Pemilihan jenis pelarut harus dapat
mempertimbangkan beberapa faktor seperti selektivitas, kemampuan untuk
mengekstrak, toksisitas, kemudahan untuk diuapkan dan harga pelarut. Larutan
pengekstraksi yang digunakan harus sesuai dengan kepolaran senyawa yang
diinginkan. Menurut prinsip like dissolves like, suatu pelarut akan cenderung
melarutkan senyawa yang mempunyai tingkat kepolaran yang sama. Pelarut
polar akan melarutkan senyawa polar dan sebaliknya. Flavonoid merupakan
senyawa golongan polifenol yang terdistribusi luas pada tumbuhan dalam bentuk
glikosida yang berikatan dengan suatu gula, karena itu flavonoid merupakan
senyawa yang bersifat polar. Pelarut polar yang biasa digunakan untuk ekstraksi

flavonoid adalah metanol, aseton, etanol, air dan isopropanol.

2.7 Tinjauan Instrumen Spektrofotometri UV-Vis
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2.7.1 Definisi

Spektrofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur nilai
absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu
pada suatu objek kaca atau kuarsa yang disebut dengan kuvet. Kemudian
sebagian dari cahaya tersebut nantinya akan diserap dan sisanya akan
dilewatkan. Nilai absorbansi dari cahaya yang diserap sebanding dengan
konsentrasi larutan di dalam kuvet (Jati, 2018).

Spektrofotometri Sinar Tampak (UV-Vis) adalah pengukuran energi cahaya
oleh suatu sistem kimia pada panjang gelombang tertentu. Sinar ultraviolet (UV)
memiliki panjang gelombang antara 200-400 nm, dan sinar tampak (visible)
dengan panjang gelombang 400-750 nm. Pengukuran spektrofotometri
menggunakan alat spektrofotometer yang melibatkan energi elektronik yang
cukup besar pada molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometer UV-Vis
lebih banyak dipakai untuk analisis kuantitatif dibandingkan kualitatif.
Spektrum UV-Vis sangat berguna untuk pengukuran secara kuantitatif.
Konsentrasi dari analit di dalam larutan bisa ditentukan dengan mengukur
absorban pada panjang gelombang tertentu dengan menggunakan hukum
Lambert-Beer (Jati, 2018).

2.7.2 Jenis

Menurut Subartati (2017) pada umumnya spektro UV-Vis terdiri dari dua
jenis yaitu single-beam dan double-beam.

Single-beam instrument dapat digunakan untuk mengukur absorbansi pada

panjang gelombang tunggal secara kuantitatif. Single-beam instrument ini
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memiliki kelebihan yaitu harganya murah dan sederhana. Beberapa instrumen
menghasilkan single-beam instrument untuk pengukuran sinar ultra violet dan

sinar tampak. Panjang gelombang terkecil adalah 190 sampai 210 nm dan

tertinggi adalah 800 sampai 1000 nm.

<>
dcleklor
monokromator
‘ scl sampel
slit atau
pmtu keluar

pcndlspcrsn atau
penyebar cahaya

Rcad Out

\illl atau

sumber cahaya  pintu masuk
polikromatis

Gambar 2.4 Diagram alat spektrofotometer UV-Vis (single beam) (Suhartati, 2017)

Double-beam instrument memiliki dua sinar yang dibentuk oleh potongan
cermin berbentuk V yang disebut dengan pemecah sinar. Sinar pertama melewati
larutan blanko dan sinar kedua secara bersamaan melewati sampel. Double-

beam instrument dapat digunakan pada panjang gelombang 190 sampai 750 nm.

Mirror
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err:% D Photo diode

Data
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Data readout

Filter
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Processing
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Sample

Photo diode

; Beam

Monochromator splitter

Gambar 2.5 Diagram alat spektrofotometer UV-Vis (double beam) (Suhartati, 2017)
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2.7.3 Bagian-bagian
a. Sumber radiasi
Sumber radiasi berfungsi memberikan energi radiasi pada daerah panjang
gelombang yang tepat untuk pengukuran dan mempertahankan intensitas sinar
yang tetap pada pengukuran. Sumber radiasi untuk spektrofotometer UV-Vis
menggunakan lampu hidrogen atau deuterium dan lampu filamen. Lampu
hidrogen digunakan untuk mendapatkan radiasi di daerah ultraviolet sampai 350
ran. Lampu filamen digunakan untuk daerah sinar tampak sampai inframerah
dekat dengan panjang gelombang 350 nm sampai sekitar 250 nm (Warono dan
Syamsudin, 2013).
b. Monokromator
Monokromator berfungsi sebagai penghasil radiasi monokromatis yang
diperoleh dengan cara dilewatkan melalui kuvet yang berisi sampel dan blanko
secara bersamaan dengan bantuan cermin berputar (Warono dan Syamsudin,

2013).

c. Seldan kuvet

Sel atau kuvet merupakan tempat bahan yang akan diukur serapannya.
Kuvet harus dibuat dari bahan yang tidak menyerap radiasi pada daerah yang
digunakan, umumnya terbuat dari kaca tembus sinar namun juga dapat terbuat
dari plastik. Sel yang terbuat dari kuarsa baik untuk spektroskopi UV-Vis. Kuvet
dari bahan kaca silikat biasa tidak dapat digunakan untuk spektroskopi
ultraviolet karena bahan kaca silikat dapat menyerap ultraviolet (Warono dan

Syamsudin, 2013).
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d. Fotosel

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

2013).

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

dianalisis (Warono dan Syamsudin, 2013).

2.7.4 Syarat Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-Visibel dapat digunakan untuk penentuan terhadap
sampel berupa gas, larutan ataupun uap. Pada umumnya sampel harus diubah
terlebih dahulu menjadi suatu larutan yang jernih. Untuk sampel berupa larutan
harus memperhatikan beberapa persyaratan pelarut yang akan digunakan yaitu
pelarut harus mampu melarutkan sampel dengan sempurna, pelarut yang
digunakan tidak mengandung ikatan rangkap terkonjugasi pada struktur
molekulnya dan tidak berwarna (tidak boleh mengabsorpsi sinar yang dipakai
olen sampel), tidak terjadi interaksi dengan molekul senyawa yang akan
dianalisis serta memiliki kemurnian yang tinggi (Suhartati, 2017).
2.7.5 Pengujian In Vitro
Pengujian in vitro adalah suatu metode uji pada media buatan yang sesuai

dengan lingkungan optimal yang diperlukan. Pada penelitian ini uji in vitro yang
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digunakan yaitu metode DPPH. Evaluasi antioksidan menggunakan uji in vitro
dipilih karena memiliki kelebihan yaitu cepat, dapat direproduksi dan hanya
memerlukan senyawa kimia dalam jumlah kecil untuk dianalisis. Selain itu uji
ini tidak dipengaruhi oleh sifat fisika kimia dari senyawa yang digunakan
(Sanchez et al., 2019).

2.7.6 Tinjauan Kuersetin

OH

HO (0]
OH

OH

OH o

Gambar 2.6 Struktur kimia kuersetin

Kuersetin merupakan senyawa flavonoid golongan flavonol memiliki nama
2-(3,4-dihidroksiphenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-benzopiran-4-one. Rumus dari
senyawa ini adalah C1sH1207 dengan bobot molekul 302,24. Senyawa tersebut
merupakan bioflavonol yang terbentuk dari dua gugus benzene yang terikat pada
cincin heterocyclicpyrane. Kuersetin berasal dari turunan flavonoid, yang
merupakan antioksidan polifenol alami. Kuersetin merupakan flavonoid yang
banyak terdapat di alam. Kuersetin merupakan glikosida alami dan mudah
dihidrolisis. Kuersetin aglikon dibentuk oleh hidrolisis glikosida yang membuat
kuersetin memiliki aktivitas antioksidan sekitar dua kali lebih tinggi
dibandingkan dengan turunan flavonoid yang lain. Kuersetin sebagai antioksidan
dipercaya dapat melindungi tubuh dari beberapa penyakit degeneratif, dengan

mencegah peroksidasi lemak. Kuersetin banyak digunakan karena mudah
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diekstraksi, dipisahkan, dan diidentifikasi. Kuersetin biasanya dapat ditemukan
dalam sayuran maupun buah-buahan dan dibentuk dalam bentuk glikosida dan
polifenol. Flavonoid seperti kuersetin (terutama dalam bentuk glikosida
kuersetin) adalah molekul flavonoid yang paling melimpah dan banyak
ditemukan pada tumbuhan seperti biji-bijian, kacang-kacangan, bunga, kulit

kayu dan daun (Yuslianti, 2017;Gayatri, 2021).



BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL

3.1 Kerangka Konseptual
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3.2 Hipotesis
Hipotesis merupakan jawaban sementara terhadap masalah yang menjadi
objek dalam penelitian. Berdasarkan kerangka konseptual diatas, maka yang
menjadi hipotesisnya adalah:
HO : tidak terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun asam jawa
dengan nilai inhibisi dibawah 0.
H1 : terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun asam jawa dengan

nilai inhibisi diatas 0.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian
Desain penelitian pada uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam
jawa (Tamarindus indica L.) merupakan desain penelitian eksperimen
laboratorium yang dilakukan secara invitro dengan menggunakan metode DPPH

(Diphenyl-picylhydrizyl-radical).

4.2 Populasi
Populasi merupakan keseluruhan dalam elemen yang memiliki sejumlah
karakteristik umum,yang terdiri dari bidang-bidang untuk diteliti (Amirullah,
2015).
Populasi dalam penelitian ini adalah daun asam jawa (Tamarindus indica

L.) yang diperoleh dari kabupaten Bangkalan.

4.3 Sampel
Sampel merupakan suatu sub kelompok dari populasi yang dipilih untuk
digunakan dalam penelitian (Amirullah, 2015).
Sampel pada penelitian ini menggunakan daun asam jawa segar yang

diambil secara acak kemudian dijadikan ekstrak.
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
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Penelitian ini dilakukan di dua laboratorium yaitu laboratorium kimia dan

laboratorium biologi Universitas dr. Soebandi Jember. Penelitian ini dimulai

pada bulan Juli sampai Agustus 2022.

45 Variabel Penelitian

45.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol daun

asam jawa (Tamarindus indica L.).

4.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah aktivitas antioksidan yang

ditunjukkan dengan nilai ICso berdasarkan persen inhibisi.

4.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah cara pembuatan simplisia,

pelarut etanol 70% dan cara ekstraksi simplisia.

4.6 Definisi Operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Tabel 4.1 Definisi Operasional

Variabel Pengertian Cara ukur Alat ukur  Skala Hasil ukur

Konsentrasi Daun asam Dilakukan Gelas ukur Rasio Konsentrasi 50

ekstrak jawa yang telah  pengenceran dan pipet ppm, 100 ppm,

etanol daun diekstrak pada ekstrak tetes 150 ppm, 200

asam jawa dengan metode  daun asam ppm dan 250
maserasi jawa dengan ppm.
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(Tamarindus  (perendaman) rumus
indica L.) menggunakan V1.M1=V2.M2
etanol 70%
selama 3x24
jam, kemudian
dilanjutkan
dengan
menghitung
konsentrasi
larutan uji
dalam satuan
ppm.
Identifikasi Identifikasi Dilakukan Pipettetes Nominal e Alkaloid =
senyawa kualitatif yang ~ menggunakan  dan tabung terbentuk
metabolit bertujuan untuk  pereaksi reaksi endapaan
sekunder mengetahui dengan melihat kuning
adanya adanya jingga
kandungan perubahan e Flavonoid =
alkaloid, warna, endapan warna merah
flavonoid, dan busa e Fenolik =
fenolik, tannin warna hitam
dan saponin pekat
e Tannin=
warna hitam
kehijauan
e Saponin =
terbentuk
busa
ICs0 ICs0 merupakan  [Cso dapat Spektro Rasio e Sangat kuat,
(Inhibition nilai yang dihitung UV-Vis jika hasil yang
Concentration) menunjukkan berdasarkan di dapat <50
kemampuan peredaman pg/mbL
penghambatan

50% radikal

antara radikal
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bebas oleh suatu ~ DPPH dengan
konsentrasi larutan sampel
sampel (ppm)

ditandai dengan

semakin kecil

nilai 1Cso berarti

semakin tinggi

aktivitas

antioksidannya.

Kuat, Jika yang
di dapat 50-100
pg/mL

Sedang, jika
yang di dapat
101-150 pg/mL
Lemabh, jika
yang didapat
>150 pg/mL

4.7 Teknik dan Instrumen Pengumpulan Data
4.7.1 Alat dan Bahan
a. Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain spektrofotometer
UV-Vis (Shimadzu UV-1900i), timbangan analitik (Pioneer), alat-alat gelas,
rotary evaporator, toples maserasi, ultrasonik, aluminium foil, tabung reaksi ,
spatula, kuvet disposable, vial, blender, penyaring, cawan penguap, batang
pengaduk dan stopwatch.
b. Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) yang diambil dari kabupaten Bangkalan, kertas saring,
etanol 70%, etanol pa, kuersetin, senyawa DPPH, methanol, HCI, HgCly,
FeCls, H.SO4 dan Aquadest.
4.7.2 Teknik Pengumpulan Data

a. Determinasi Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L.)
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Determinasi daun asam jawa (Tamarindus indica L.) dilakukan di
laboratorium tanaman Politeknik Negeri Jember dengan membawa semua
bagian dari tumbuhan. Tujuan determinasi adalah untuk memastikan bahwa
tumbuhan tersebut benar-benar spesies dari (Tamarindus indica L.)

b. Pembuatan Simplisia dan Serbuk Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L.)

Bahan uji daun Asam Jawa dipetik secara acak dari kabupaten
Bangkalan, kemudian dilakukan sortasi basah yaitu pemisahan dari tanah,
kerikil, daun yang telah rusak serta pengotor-pengotor lainnya, selanjutnya
dicuci hingga bersih menggunakan air mengalir. Bahan uji dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan agar terhindar dari sinar matahari langsung. Kemudian
bahan uji dilakukan sortasi kering, yaitu dipisahkan dari benda-benda asing dan
pengotor-pengotor lain yang masih ada dan tertinggal pada simplisia. Daun
yang sudah kering kemudian dihaluskan hingga terbentuk serbuk (Azis dan
Ruslan, 2021).

c. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L.)

Pembuatan ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L.)
dilakukan berdasarkan metode maserasi. Ekstraksi dilakukan dengan
menimbang sejumlah serbuk daun asam jawa kemudian dimasukkan dalam
wadah, ditambahkan pelarut etanol 70% selama 3 hari, dan dilanjutkan dengan
remaserasi sebanyak dua kali hingga memperoleh maserat yang jernih. Selama
proses maserasi bejana disimpan di tempat yang terlindung dari sinar matahari
dan dilakukan pengadukan sesering mungkin agar semua simplisia dapat larut

dalam pelarut dengan sempurna. Hasil maserasi yang terbentuk disaring
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menggunakan kertas saring untuk memisahkan antara residu dan filtrat. Filtrat
dari hasil maserasi dan remaserasi digabung untuk dipekatkan hingga diperoleh
ekstrak kental. Ekstrak kental yang didapat kemudian dihitung rendemennya
dan dinyatakan dalam persen (Kurniasari, 2021).
d. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder
1. Uji Alkaloid

Sebanyak 1 mg ekstrak ditambah 2 mL HCI kemudian diaduk dan
disaring. Filtrat yang diperoleh ditambahkan 2 tetes HgCl,. Ekstrak positif
mengandung alkaloid apabila terbentuk endapan berwarna kuning jingga atau
putih (Kurang dan Adang, 2018).
2. Uji Flavonoid

Sebanyak 1 mg ekstrak ditambahkan metanol 4 mL kemudian
dipanaskan. Filtrat kemudian ditambahkan H2SO4. Ekstrak positif
mengandung flavonoid apabila terbentuk warna merah (Kurang dan Adang,

2018).

3. Uji Fenolik
Sebanyak 1 mg ekstrak ditambahkan 2 tetes FeClz 1%. Ekstrak positif
mengandung fenol apabila menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru atau

hitam pekat (Kurang dan Adang, 2018).
4. Uji Tanin
Ekstrak sebanyak 1 mg ditambahkan 10 mL air dan didihkan selama 5

sampai 10 menit. Selanjutnya campuran disaring dan hasil filtratnya
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ditambahkan FeCls. Ekstrak positif mengandung tanin apabila terbentuknya

warna biru tua atau hitam kehijauan (Kurang dan Adang, 2018).

5. Uji Saponin

Sebanyak 1 mg sampel dimasukan kedalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan 5 mL air dan tambahkan 1 tetes HCI lalu dikocok selama 20 detik,
diamati perubahan yang terjadi. Ekstrak positif mengandung saponin apabila

terbentuk busa (tidak hilang selama 20 menit) (Kurang dan Adang, 2018).

e. Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
1. Pembuatan Larutan DPPH

Larutan DPPH 50 ppm dibuat dengan cara menimbang DPPH sebanyak
5 mg kemudian dilarutkan dengan etanol pa dalam labu ukur 100 mL kemudian
di vortex hingga homogen (Handayani et al., 2014).
2. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Daun Asam Jawa

Larutan uji ekstrak dibuat dengan menimbang ekstrak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) sebanyak 10 mg dilarutkan dengan etanol pa sambil
diaduk hingga homogen kemudian dicukupkan volumenya hingga 10 mL dan
didapatkan larutan induk dengan konsentrasi 1000 ppm. Kemudian ekstrak
dilakukan pengenceran dengan memipet larutan induk dalam jumlah tertentu
kemudian ditambahkan etanol pa hingga memperoleh konsentrasi dengan
beberapa variasi yaitu 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm
(Handayani et al., 2014).

3. Pembuatan Larutan Pembanding Kuersetin
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Larutan pembanding Kkuersetin, dibuat dengan menimbang kuersetin
sebanyak 2 mg kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 20 mL ditambahkan
etanol pa dikocok hingga homogen, dicukupkan dengan etanol pa sampai tanda
batas hingga diperoleh konsentrasi larutan Kkuersetin sebesar 100 ppm.
Kemudiaan larutan uji pembanding dibuat beberapa konsentrasi yaitu 5 ppm,
10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25 ppm dengan dipipet sebanyak 1 mL, 2 mL, 3
mL, 4 mL dan 5 mL dari larutan induk dimasukkan ke dalam labu ukur 20 mL
ditambahkan etanol pa sampai tanda batas (Tejowati, 2021).

4. Penentuan Absorbansi DPPH

Untuk mengetahui seberapa besar nilai absorbansi DPPH, pada
penelitian ini digunakan alat spektrofotometer UV-Vis. Pengujian dilakukan
dengan memipet 4 mL DPPH kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 30
menit pada ruangan yang gelap. Absorbansi kemudian diukur pada panjang
gelombang 400-800 nm (Handayani et al., 2014).

5. Penentuan Optimasi Waktu Inkubasi

Optimasi waktu inkubasi dilakukan untuk mengetahui absorbansi saat
senyawa uji bereaksi dengan senyawa DPPH. Penentuan dilakukan memipet
0,5 mL dari masing-masing larutan uji ekstrak dan kuersetin dengan
konsentrasi tertentu, kemudian ditambahkan dengan 3,5 mL larutan DPPH.
Nilai absorbansi selanjutnya diamati pada panjang gelombang maksimum yang
dimulai dari menit 0 hingga menit 60 dengan selang waktu 5 menit (Handayani

et al., 2014; Tejowati, 2021).
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6. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Uji Ekstrak Etanol Asam Jawa
(Tamarindus indica L.) dan Kuersetin

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara memipet 0,5
mL dari masing-masing larutan uji ekstrak dengan konsentrasi (50 ppm, 100
ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm) dan Larutan Kuersetin dengan
konsentrasi (5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25 ppm), kemudian
ditambahkan dengan 3,5 mL larutan DPPH dan homogenkan. Campuran
selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu ruang sesuai dengan hasil optimasi
waktu. Serapan diukur pada panjang gelombang maksimum. Pengujian larutan
uji ekstrak dan kuersetin dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. (Handayani et al.,
2014).
7. Perhitungan nilai 1Csp

Nilai 1Cso dapat dihitung berdasarkan persentase peredaman antara
radikal DPPH dengan larutan sampel. Untuk mengetahui % inhibisi dapat

menggunakan rumus sebagai berikut:

ABlanko - ASampel

% Inhibisi = x 100%

ABlanko

Keterangan :

Asianko = Absorbansi pada DPPH tanpa sampel.

Asampel = Absorbansi pada DPPH setelah ditambah sampel.

Parameter yang digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan

berupa nilai ICso (Inhibitor Concentration 50%), yaitu konsentrasi sampel yang
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dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai 1Cso didapatkan dari hasil

inhibisi dan konsentrasi yang dimasukan kedalam aplikasi Microsoft Excel.

4.8 Analisis Data

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

Data pengamatan pada penelitian ini adalah analisis kuantitatif. Data
kuantitatif berupa uji aktivitas antioksidan. Selanjutnya data hasil analisis
aktivitas antioksidan dihitung menggunakan persamaan regresi linear yang
diperoleh dari kurva kalibrasi pembanding kemudian dideskripsikan hasilnya.
Daya antioksidan dilihat dari nilai 1Cso yang dihitung dengan menggunakan
persamaan regresi linear yang didapatkan dari hubungan antara konsentrasi
sampel (ug/mL) sebagai sumbu x dengan % inhibisi sebagai sumbu y dan

pengolahan data dilakukan menggunakan Microsoft Excel.



BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Hasil Determinasi Tanaman

Determinasi dilakukan di UPT (Pengembangan Pertanian Terpadu)
Politeknik Negeri Jember. Determinasi dilakukan untuk memastikan bahwa
tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah benar-benar tanaman asam
jawa (Tamarindus indica L) dan mencegah adanya kesalahan dalam pemilihan
sampel atau tanaman uji (Fidyasari, et al., 2017). Hasil dari determinasi
menunjukkan bahwa daun asam jawa yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan spesies Tamarindus indica L yang tergolong dalam suku
Caesalpiniaceae. Hasil identifikasi daun asam jawa dapat dilihat pada

(Lampiran 1).

5.2 Ekstraksi Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L)

Sebelum dilakukan proses ekstraksi pada sampel daun asam jawa
(Tamarindus indica L), terlebih dahulu dilakukan preparasi sampel yang diikuti
dengan proses pencucian. Selanjutnya dilakukan proses pengeringan dengan
cara diangin-anginkan selama 7 hari. Setelah dikeringkan, sampel dihaluskan
menggunakan blender hingga memperoleh serbuk halus (Lampiran 2). Serbuk
halus yang telah diperoleh kemudian dilakukan proses ekstraksi maserasi
dengan menimbang serbuk daun asam jawa (Tamarindus indica L) sebanyak

300 gram kemudian dimasukkan dalam maserator, dan ditambahkan pelarut
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etanol 70% sebanyak 3 liter. Serbuk dan pelarut di maserasi selama 3 hari dan
dilanjutkan dengan remaserasi 2 kali hingga diperoleh maserat yang jernih.
Selama proses maserasi dilakukan pengadukan sesering mungkin agar semua
simplisia dapat larut dalam pelarut. Ekstrak selanjutnya disaring. Filtrat yang
diperoleh  kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator di
laboratorium CDAST (Center for Development of Advanced Science and
Technology) Universitas Jember hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak yang
diperoleh berupa ekstrak kental sebanyak 44,26 gram dari 300 gram serbuk
daun asam jawa dan diperoleh rendemen sebesar 14,75%. Proses pembuatan
ekstrak dapat dilihat pada (Lampiran 2) dan Perhitungan hasil % rendemen

dapat dilihat pada (Lampiran 3).

Tabel 5.1 Rendemen Ekstrak Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L).

Simplisia Ekstrak Kental Rendemen

300 gram 44,26 gram 14,75%

5.3 ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Daun Asam Jawa

(Tamarindus indica L)

Identifikasi senyawa metabolit sekunder merupakan identifikasi kualitatif
pada ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L) yang bertujuan untuk
memastikan adanya zat aktif dalam sampel sehingga mempermudah proses
pengujian aktivitas antioksidan. Hasil dari skrining fitokimia ekstrak etanol

daun asam jawa (Tamarindus indica L) dapat dilihat pada tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Hasil Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Daun Asam Jawa
(Tamarindus indica L).

Senyawa Pereaksi Pustaka Hasil Ket
Alkaloid  Disaring - Filtrat + HgCl, 2 : +
tetes (Kurang & enda_pat kuning
Adang, 2018) jingga
Terjadi
Sampel 1mg + metanol 4mL erubahan -
Flavonoid > [r;ipanagkan - Filtrat + P warna Hijau 9I merah +
H2S04 (Kurang & gelap
Adang, 2018)
Terjadi
Fenolik Sampel 1mg + FeCl; 1% 2 pe\:\tljabr?]f;an Hijau > hitam +
tetes (Kurang & pekat
Adang, 2018)
Terjadi
Sampel 1mg - 10mL perubahan .. .
Tanin aquadest (didihkan) > warna Hukauh? hitam +
Disaring -> filtrat + FeCl3 (Kurang & ehijauan
Adang, 2018)
Terjadi
pembentukan Hijau - hijau
Saponin Sar;ng«la_l irr_'gcr f ?gtae (1est busa (Kurang dengan busa +
& Adang, selama 20 detik
2018)
Keterangan:

(+) = Mengandung zat aktif
(-) = Tidak mengandung zat aktif

5.4 Pengujian Aktivitas Antioksidan

5.4.1 Penentuan Absorbansi Senyawa DPPH

Penentuan absorbansi senyawa DPPH menggunakan spektrofotometer
UV-Vis. Serapan maksimum diperoleh hasil 0,625 pada panjang gelombang

515,0 nm.
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Gambar 5.1 kurva absorbansi DPPH

5.4.2 Pengukuran Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin dan Ekstrak

Etanol Daun Asam Jawa (Tamarindus indica L)

Proses optimasi inkubasi dilakukan dengan memipet larutan kuersetin
sebanyak 0,5 mL pada konsentrasi tertentu kemudian ditambahkan dengan 3,5
mL larutan DPPH. Nilai absorbansi selanjutnya diamati pada panjang
gelombang 515 nm yang dimulai dari menit O hingga menit 60 dengan selang
waktu 5 menit. Hasil dari uji optimasi waktu inkubasi kuersetin diperoleh
waktu terbaik pada menit 30 dengan melihat absorbansi yang mulai stabil dan

tidak berubah signifikan. Hasil absorbansi dapat dilihat pada tabel 5.3
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Tabel 5.3 Hasil Absorbansi Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin

Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin

. Absorbansi %
Sampel - Menit Replikasi1 Replikasi 2 Replikasi 3  Absorbansi
DPPH 0,443
0 0,106 0,125 0,114 0,115
5 0,107 0,122 0,115 0,115
10 0,103 0,119 0,112 0,111
15 0,102 0,111 0,107 0,107
20 0,101 0,118 0,108 0,109
25 0,098 0,117 0,104 0,106
Kuersetin 30 0,094 0,118 0,102 0,105
35 0,093 0,125 0,099 0,106
40 0,092 0,127 0,098 0,106
45 0,090 0,127 0,095 0,104
50 0,088 0,125 0,092 0,102
55 0,083 0,122 0,087 0,097
60 0,079 0,119 0,083 0,094

Proses optimasi inkubasi dilakukan dengan memipet larutan ekstrak daun
asam jawa (Tamarindus indica L) sebanyak 0,5 mL pada konsentrasi tertentu
kemudian ditambahkan dengan 3,5 mL larutan DPPH. Nilai absorbansi
selanjutnya diamati pada panjang gelombang 515 nm yang dimulai dari menit
0 hingga menit 60 dengan selang waktu 5 menit. Hasil dari uji optimasi waktu
inkubasi ekstrak daun sama jawa (Tamarindus indica L) diperoleh waktu
terbaik pada menit 15 dengan melihat absorbansi yang mulai stabil dan tidak

berubah signifikan. Hasil absorbansi dapat dilihat pada tabel 5.4

Tabel 5.4 Hasil Absorbansi Optimasi Waktu Inkubasi
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Optimasi Waktu Inkubasi Ekstrak

. Absorbansi X
Sampel - Menit Replikasi1 Replikasi 2 Replikasi3  Absorbansi
DPPH 0,443
0 0,207 0,200 0,199 0,202
5 0,184 0,184 0,183 0,184
10 0,169 0,171 0,170 0,170
15 0,157 0,161 0,160 0,159
20 0,146 0,152 0,150 0,149
Ekstrak 25 0,139 0,145 0,143 0,142
Daun 30 0,131 0,138 0,136 0,135
Asam 35 0,123 0,130 0,128 0,127
Jawa 40 0,117 0,124 0,123 0,121
45 0,109 0,118 0,115 0,114
50 0,104 0,112 0,110 0,109
55 0,099 0,107 0,105 0,104
60 0,093 0,102 0,100 0,098

5.4.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan Kuersetin dan Ekstrak Daun Asam

Jawa (Tamarindus indica L)

Pengujian aktivitas antioksidan kuersetin dilakukan dengan memipet 0,5
mL larutan kuersetin pada konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25
ppm kemudian ditambahkan 3,5 mL DPPH. Campuran selanjutnya dilakukan
inkubasi selama 30 menit sesuai dengan hasil optimasi waktu dan diukur pada
panjang gelombang 515 nm. Hasil pengujian dihitung untuk memperoleh nilai
% inhibisi dari berbagai konsentrasi dengan memasukkan hasil pada rumus.
Absorbansi kuersetin yang telah didapat dan telah hitung nilai % inhibisi dapat

dilihat pada tabel 5.5.

Tabel 5.5 Hasil Absorbansi dan % Inhibisi Kuerstin
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Kuersetin
Replikasi Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi
Blanko 0,554
5 0,354 36,101
10 0,342 38,267
R1 15 0,318 42,599
20 0,290 47,653
25 0,244 55,957
5 0,344 37,906
10 0,326 41,155
R2 15 0,308 44,404
20 0,279 49,639
25 0,231 58,303
5 0,335 39,531
10 0,321 42,058
R3 15 0,307 44,585
20 0,268 51,625
25 0,225 59,386

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L) dilakukan dengan memipet 0,5 mL larutan ekstrak pada
konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm kemudian
ditambahkan 3,5 mL DPPH. Campuran selanjutnya dilakukan inkubasi selama
15 menit sesuai dengan hasil optimasi waktu dan diukur pada panjang

gelombang 515 nm. Hasil pengujian dihitung untuk memperoleh nilai %
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inhibisi dari berbagai konsentrasi dengan memasukkan hasil pada rumus.
Absorbansi ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L) yang telah

didapat dan telah hitung nilai % inhibisi dapat dilihat pada tabel 5.6.

Tabel 5.6 Hasil Absorbansi dan % Inhibisi Ekstrak Daun Asam Jawa
(Tamarindus indica L).

Ekstrak Daun Asam Jawa

Replikasi Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi
Blanko 0,585
50 0,362 38,120
100 0,317 45,812
R1 150 0,289 50,598
200 0,271 53,675
250 0,244 58,291
50 0,359 38,632
100 0,309 47,179
R2 150 0,280 52,137
200 0,261 55,385
250 0,233 60,171
50 0,357 38,974
100 0,307 47,521
R3 150 0,271 53,675
200 0,256 56,239
250 0,225 61,538

Nilai 1Cso dari masing-masing konsentrasi dapat diperolen dengan
menggunakan rumus persamaan regresi linear, dimana konsentrasi sampel
sebagai sumbu x dan % inhibisi sebagai sumbu y. Persamaan y = bx + a untuk
penentuan nilai 1Csg dapat dihitung dengan menggunakan rumus: ICso = (50-
a)/b. Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai ICso

kurang dari 50 pg/mL, kuat dengan rentan nilai 50 pg/mL - 100 ug/mL, sedang
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dengan rentan nilai 100 pg/mL - 150 ug/mL, dan lemah jika nilai lebih dari
150pg/mL. Semakin kecil nilai 1Cso semakin tinggi aktivitas antioksidan
(Agustina et al., 2020). Aktivitas antioksidan juga dapat dilihat dari perubahan
warna yang terjadi pada DPPH yaitu dari ungu berubah menjadi kuning jika
terdapat aktivitas antioksidan (Zuraida, et al., 2017). Hasil analisis nilai 1Csg
kuersetin dan ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L) dapat dilihat pada

tabel 5.7.

Tabel 5.7 Hasil Analisis Nilai ICsg

Kuersetin
Replikasi  1Cso x ICs0 £ SD RSD Kategori

1 20,9

2 18,8 19,1+ 1,67 8,75%  Sangat kuat
3 17,6

Ekstrak etanol daun asam jawa

1 157,3

2 143,1 145206 £ 11,19  7,71% Sedang

3 135,2

Berdasarkan data yang diperoleh dari Tabel 5.7, dapat diketahui bahwa
kuersetin mempunyai nilai rata-rata 1Cso sebesar 19,1 + 1,67 pg/mL (Lampiran
9). Nilai yang diperoleh dapat diartikan bahwa kemampuan menangkap radikal
bebas kuersetin termasuk dalam golongan sangat kuat. Nilai RSD yang didapat
dari pengujian kuersetin yaitu 8,75% yang tergolong baik, karena syarat nilai

RSD yaitu <16% (Pratiwi, et al., 2016).

Nilai ICso ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L) yang
digunakan sebagai sampel pada penelitian ini memiliki aktivitas antioksidan
lebih lemah dibandingkan kuersetin yang digunakan sebagai pembanding. Hal

ini bisa dibuktikan dari nilai 1Cso pada ekstrak etanol daun asam jawa
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(Tamarindus indica L) yang diperoleh mempunyai nilai rata-rata sebesar
145,206 £ 11,19 pg/mL (Lampiran 9). Nilai RSD yang didapat dari pengujian
ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L) yaitu 7,71% yang tergolong

baik, karena syarat nilai RSD yaitu <16% (Pratiwi, et al., 2016).



BAB 6 PEMBAHASAN

6.1 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Daun Asam Jawa

(Tamarindus indica L)

Ekstrak kental yang diperoleh dari hasil ekstraksi menggunakan metode
maserasi kemudian dilakukan perhitungan nilai rendemen. Rendemen adalah
suatu nilai berat ekstrak kental yang didapat dibandingkan dengan berat
simplisia yang digunakan (Wahyuni dan Anggelina, 2021). Penentuan nilai
persen rendemen bertujuan untuk mengetahui perbandingan hasil ekstrak
terhadap simplisia yang dihasilkan. Ekstrak kental daun asam jawa (Tamarindus
indica L) yang diperoleh sebanyak 44,26 gram dari 300 gram simplisia daun

asam jawa (rendemen 14,75%).

Ekstrak selanjutnya dilakukan skrining fitokimia. Skrining fitokimia
merupakan identifikasi kualitatif pada ekstrak daun asam jawa (Tamarindus
indica L) yang bertujuan untuk mengetahui jenis metabolit sekunder yang
terkandung pada masing-masing sampel dan memastikan adanya zat aktif dalam
sampel sehingga mempermudah proses pengujian aktivitas antioksidan
(Nainggolan, et al., 2019). Hasil skrining fitokimia menunjukkan adanya
kandungan senyawa alkaloid, flavonoid, fenolik, tanin dan saponin pada daun

asam jawa yang merupakan senyawa antioksidan.

Aktivitas antioksidan yang terdapat dalam daun asam jawa (Tamarindus

indica L) kemungkinan dapat dipengaruhi dengan adanya senyawa yang mampu

63
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mendonorkan elektron pada radikal DPPH. Senyawa alkaloid mengandung satu
atau lebih senyawa nitrogen pada bagian cincin heterosiklik. Alkaloid memiliki
efek antioksidan melalui aktivitasnya sebagai scavenger. Gugus indol pada
senyawa alkaloid, mampu menghentikan reaksi berantai radikal bebas secara
efisien (Yuhernita dan Juniarti, 2011). Sebagai antioksidan, alkaloid mampu
melindungi sel dari toksisitas dan kerusakan genetik akibat oksidan H20:
(Andiriyani, 2014). Sifat antioksidan dari flavonoid berasal dari kemampuan
untuk mentransfer sebuah elektron ke senyawa radikal bebas dan juga
membentuk kompleks dengan logam. Kedua mekanisme itu membuat flavonoid
memiliki beberapa efek, diantaranya menghambat peroksidasi lipid, menekan
kerusakan jaringan oleh radikal bebas dan menghambat aktivitas beberapa enzim
(Yuhernita dan Juniarti, 2011). Senyawa polifenol bersifat multifungsi dan
berperan sebagai antioksidan karena dapat menghambat enzim atau mengikat
ion logam yang terlibat dalam produksi radikal bebas. Penelitian Yuhernita dan
Juniarti  (2011) menunjukkan bahwa senyawa fenolik berperan sebagai
antioksidan dengan kemampuannya menyumbangkan hydrogen. Polifenol dapat
menyumbangkan satu elektron pada radikal bebas yang elektronnya tidak
berpasangan sehingga reaksi oksidasi menjadi terhambat. Tanin merupakan
senyawa bioaktif golongan polifenol. Gugus -OH pada tanin mampu berfungsi
sebagai antioksidan karena dapat meredam radikal bebas superoksida (O2),
hidroksil, peroksil (ROO), hidrogen peroksida (H20), singlet oksigen (*O>),
oksigen nitrit (NO"), dan peroksinitrit (ONOOQO") yang terdapat di dalam tubuh.

Hasil penelitian Aripasha, et al. (2015) menyatakan bahwa tanin berperan
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sebagai scavenger hydrogen peroxide (H?0?) sehingga H?O? tidak bereaksi lebih
lanjut menjadi radikal hidroksil (OH") dan peroksidasi lipid. Saponin adalah
golongan senyawa glikosida, dapat membentuk larutan koloidal dalam air dan
membuih bila dikocok. Saponin memberikan rasa pahit menusuk. Saponin
bersifat iritator pada selaput lendir, sehingga memunculkan respon bersin.
Saponin merupakan antioksidan sekunder, mampu menghambat peroksidasi
lipid dengan cara membentuk hidroperoksida. Saponin berfungsi sebagai
antioksidan melalui mekanisme peningkatan pembentukan SOD dan katalase

(Aripasha, et al., 2015).

Berdasarkan hasil yang didapatkan peneliti berasumsi bahwa kandungan
metabolit sekunder yang terdapat pada daun asam jawa mendapatkan hasil yang
sama dengan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya oleh Tunny, et al.
(2020) yang menyatakan bahwa daun asam jawa mengandung senyawa alkaloid,

flavonoid, fenolik, tanin dan saponin sebagai antioksidan.

6.2 Pengujian Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan dapat diketahui dengan melihat nilai 1C50 yang
diperoleh. Langkah awal yang dilakukan yaitu mengukur panjang gelombang
DPPH. Hasil yang didapatkan pada penelitian ini DPPH memiliki nilai
absorbansi 0,625 dengan panjang gelombang 515 nm. Hasil tersebut berbeda
dengan teori yang digunakan. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh

Tunny, et al. (2020) menyatakan bahwa panjang gelombang DPPH vyaitu 517
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nm. Hal ini disebabkan karena adanya perbedaan pelarut serta penggunaan alat

yang berbeda (Handayani, et al., 2014).

Optimasi waktu inkubasi dilakukan setelah penentuan panjang gelombang.
Proses optimasi waktu inkubasi merupakan waktu yang dibutuhkan olen DPPH
untuk bereaksi sempurna dengan larutan. Waktu yang ditetapkan ditunjukkan
dengan absorbansi yang mulai stabil atau tidak berubah signifikan uji
(Wulandari, et al., 2020). Pengukuran absorbansi dimulai dari menit 0 hingga 60
dengan selang waktu 5 menit (Wulandari, et al., 2020). Hasil dari waktu inkubasi
menunjukkan bahwa kuersetin mulai memberikan absorbansi yang stabil pada
menit ke 30 hal ini berbeda dengan ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus
indica L) yang memberikan absorbansi stabil pada menit 15 (Wulandari, et al.,
2020). Optimasi waktu yang didapatkan selanjutnya dapat digunakan untuk

pengukuran aktivitas antioksidan terhadap kuersetin dan ekstrak.

Nilai absorbansi ekstrak dan kuersetin pada tabel 5.5 dan 5.6 digunakan
untuk menghitung persen inhibisi dari larutan uji terhadap DPPH. Pada
pengujian ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L) diperoleh hasil
perhitungan rata-rata persen inhibisi pada konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150
ppm, 200 ppm dan 250 ppm berturut-turut sebesar 38,6%, 46,8%, 52,1%, 55,1%,
60%. Sedangkan nilai % inhibisi kuersetin pada konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15
ppm, 20 ppm dan 25 ppm berturut-turut sebesar 37,8%, 40,5%, 43,9%, 49,6%
57,9%. Nilai persen inhibisi yang diperoleh supaya didapatkan persamaan
regresi linier untuk penentuan ICso dapat dilakukan dengan cara memasukkan

konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan nilai % inhibisi sebagai sumbu y yang
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diolah menggunakan Microsoft Excel hingga diperoleh persamaan regresi y = bx

+ a.

Nilai ICso yang didapatkan untuk ekstrak yaitu 145,206 + 11,19 pg/mL
yang tergolong antioksidan tingkat sedang dengan nilai RSD 7,71% yang
tergolong baik, karena syarat nilai RSD yaitu <16% (Pratiwi, et al., 2016).
Senyawa antioksidan yang terkandung dalam ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L) sudah cukup baik dalam menghambat kerja radikal bebas
DPPH, namun dalam konsentrasi kecil ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L) belum dapat menghambat 50% aktivitas radikal bebas
dalam DPPH. Didukung oleh penelitian Tunny, et al. (2020) yang menyatakan
bahwa aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol daun asam jawa (Tamarindus
indica L) dengan nilai 143,278 pg/mL pada panjang gelombang 517 nm.
Perbedaan hasil dari nilai 1Cso dapat disebabkan oleh perbedaan jenis pelarut dan
lama ekstraksi (Handayani, et al., 2016). Hal ini juga didukung dengan penelitian
Utomo, et al. (2020) yang menyatakan bahwa pengaruh suhu juga berpengaruh
terhadap kadar aktivitas antioksidan di dalam tanaman, dimana semakin tinggi
cekaman suhu yang terdapat dalam lingkungan maka kadar aktivitas antioksidan
yang dihasilkan semakin tinggi. Sehingga nilai ICso pada penelitian ini
mendapatkan nilai lebih besar dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan
Tunny, et al.( 2020). Hal ini dikarenakan pada penelitian ini menggunakan
sampel yang diambil di Bangkalan, dimana suhu di Bangkalan berkisar antara

22,5 - 37°C (Miranti, et al., 2015).
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Nilai ICso yang didapatkan untuk kuersetin yaitu 19,1 + 1,67 pg/mL yang
tergolong antioksidan tingkat sangat kuat dengan nilai RSD 8,75% yang
tergolong baik, karena syarat nilai RSD yaitu <16% (Pratiwi, et al., 2016).
Kuersetin mempunyai aktivitas antioksidan jauh lebih tinggi dibandingkan
ekstrak. Hal ini dikarenakan kandungan senyawa pada ekstrak masih dalam
bentuk senyawa kompleks (tidak murni) sedangkan kuersetin merupakan suatu
senyawa yang murni (Handayani, et al., 2020). Pada keadaan ini dapat diartikan
bahwa ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L) dan kuersetin
memiliki kemampuan dalam menangkal radikal bebas. Hal ini terlihat dari
kemampuan ekstrak etanol daun asam jawa (Tamarindus indica L) dalam
mereduksi senyawa radikal bebas dalam DPPH pada penelitian ini kurang stabil
dan kurang optimal sedangkan kemampuan kuersetin dalam mereduksi senyawa

radikal bebas dalam DPPH pada penelitian ini yaitu optimal.



BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

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

1. Kandungan metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak etanol daun

7.2

asam jawa (Tamarindus indica L) yaitu alkaloid, flavonoid, fenolik, tannin
dan saponin.

Nilai aktivitas antioksidan (ICso) pada ekstrak etanol daun asam jawa
(Tamarindus indica L) yaitu 145,206 + 11,19 pg/mL yang tergolong
antioksidan sedang sedangkan kuersetin memiliki aktivitas antioksidan

sangat kuat dengan nilai 1Cso sebesar 19,1 + 1,67 pg/mL.

Saran

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam
jawa (Tamarindus indica L) menggunakan metode lain secara in vivo.
Perlu dilakukan pengujian kadar flavonoid total pada ekstrak etanol daun
asam jawa (Tamarindus indica L).

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan daun asam jawa
(Tamarindus indica L) menggunakan pelarut lain.

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan dengan membandingkan

daun asam jawa (Tamarindus indica L) yang muda dan tua.
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. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun asam
jawa (Tamarindus indica L) diberbagai daerah.
. Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan menggunakan tanaman

asam jawa (Tamarindus indica L) pada bagian lain tanaman.
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Lampiran 2. Dokumentasi penelitian

Pengumpulan daun asam jawa

Sortasi basah

Pencucian

Pengeringan
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Penghalusan

Proses ekstraksi

Pengentalan ekstrak

Hasil Ekstrak

Sampel pengujian optimasi inkubasi
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Larutan kuersetin untuk pengujian antioksidan
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Larutan ekstrak untuk pengujian antioksidan
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Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Bobot ekstrak
Rendemen = —222 9%+ 100%

Bobot Simplisia

44,26 gram
300 gram

Rendemen = x 100% =14,75%

Lampiran 4. Skrining fitokimia




Lampiran 5.

Gambar instrument spektrofotometri UV-Vis

] | Grafik panjang gelombang DPPH (50 ppm)

...........

Lampiran 6. Perhitungan larutan dan hasil absorbansi optimasi inkubasi

Perhitungan larutan DPPH

5 mg DPPH dilarutkan pada 100 mL etanol pa = 21 *1000mL/L

100 mL
=50 ppm
Perhitungan sampel ekstrak daun asam jawa
Larutan induk = 10 mg ekstrak dilarutkan pada etanol pa 10 mL

_ 10mg x 1000 mL/L
10 mL

= 1000 ppm

Kemudian diencerkan untuk memperoleh konsentrasi 100 ppm

100 ppm — 100ppmx 10 mL =1mL

1000 ppm
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- Data absorbansi optimasi waktu yang dihasilkan spektrofotometri UV-Vis

untuk ekstrak dari menit ke-0 sampai ke-60

Optimasi Waktu Inkubasi Ekstrak

Sampel Menit Absorbansi X Absorbansi
Replikasi1 Replikasi 2 Replikasi 3

DPPH 0,443
0 0,207 0,200 0,199 0,202
5 0,184 0,184 0,183 0,184
10 0,169 0,171 0,170 0,170
15 0,157 0,161 0,160 0,159
20 0,146 0,152 0,150 0,149

Ekstrak 25 0,139 0,145 0,143 0,142

Daun 30 0,131 0,138 0,136 0,135

Asam 35 0,123 0,130 0,128 0,127

Jawa 40 0,117 0,124 0,123 0,121
45 0,109 0,118 0,115 0,114
50 0,104 0,112 0,110 0,109
55 0,099 0,107 0,105 0,104
60 0,093 0,102 0,100 0,098

Optimasi Waktu Inkubasi Ekstrak

0,320

—@— Replikasi 1

Absorbansi
o o
= N
S S
/

—@— Replikasi 2

Replikasi 3
0,020
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Menit
- Perhitungan larutan kuersetin
Larutan induk = 2 mg kuersetin dilarutkan dalam etanol pa 20 mL

_ 2mgx1000mL/L
20 mL

=100 ppm



Kemudian diencerkan untuk memperoleh konsentrasi 5 ppm

5 ppm =

5ppmx 20 mL

100 ppm

=1mL
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Data absorbansi optimasi waktu yang dihasilkan spektrofotometri UV-Vis

untuk kuersetin dari menit ke-0 sampai ke-60

Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin

Sampel  Menit Absorbansi X
Replikasi  Replikasi ~ Replikasi ~ Absorbansi
1 2 3
DPPH 0,449
0 0,106 0,125 0,114 0,115
5 0,107 0,122 0,115 0,115
10 0,103 0,119 0,112 0,111
15 0,102 0,111 0,107 0,107
20 0,101 0,118 0,108 0,109
25 0,098 0,117 0,104 0,106
Kuersetin 30 0,094 0,118 0,102 0,105
35 0,093 0,125 0,099 0,106
40 0,092 0,127 0,098 0,106
45 0,09 0,127 0,095 0,104
50 0,088 0,125 0,092 0,102
55 0,083 0,122 0,087 0,097
60 0,079 0,119 0,083 0,094

Absorbansi

Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin

0,250
0,200
0,150

Ao _a_a o 000-0-90—9
0,100 M

0,050
0,000

0 5 1015202530 354045 50556065

Menit

—@— Replikasi 1
—@— Replikasi 2

Replikasi 3



Lampiran 7. Perhitungan larutan dan hasil absorbansi uji antioksidan

Perhitungan sampel ekstrak daun asam jawa

87

Dari larutan induk ekstrak daun asam jawa 1000 ppm, diencerkan hingga

memperoleh berbagai konsentrasi

50 ppm

100 ppm

150 ppm

200 ppm

250 ppm

50 ppm x 10 mL

1000 ppm

100 ppm x 10 mL

1000 ppm

150 ppm x 10 mL

1000 ppm

200 ppm x 10 mL

1000 ppm

250 ppm x 10 mL

1000 ppm

=0,5mL

=15mL

=2mL

=25mL

Data absorbansi uji antioksidan yang dihasilkan spektrofotometri UV-Vis

untuk ekstrak daun asam jawa pada menit 15

Replikasi 1
konsentrasi blanko absorbansi

50 0,585 0,362
100 0,585 0,317
150 0,585 0,289
200 0,585 0,271
250 0,585 0,244

Replikasi 2
50 0,585 0,359
100 0,585 0,309
150 0,585 0,28
200 0,585 0,261
250 0,585 0,233




Replikasi 3
50 0,585 0,357
100 0,585 0,307
150 0,585 0,271
200 0,585 0,256
250 0,585 0,225

Perhitungan larutan kuersetin
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Dari larutan induk kuersetin 100 ppm, diencerkan hingga memperoleh berbagai

konsentrasi

S ppm

10 ppm

15 ppm

20 ppm

25 ppm

_ S5ppmx20mL

100 ppm

_ 10ppmx20mL

100 ppm

_ 15ppmx20mL

100 ppm

20 ppm x 20 mL
100 ppm

_ 25ppmx20mL
100 ppm

=1mL

=2mL

=3mL

=4 mL

=5mL

Data absorbansi uji antioksidan yang dihasilkan spektrofotometri UV-Vis

untuk kuersetin pada menit 30

Replikasi 1
konsentrasi blanko absorbansi
5 0,554 0,354
10 0,554 0,342
15 0,554 0,318
20 0,554 0,290
25 0,554 0,244




Replikasi 2

5 0,554 0,344
10 0,554 0,326
15 0,554 0,308
20 0,554 0,279
25 0,554 0,231

Replikasi 3

5 0,554 0,335
10 0,554 0,321
15 0,554 0,307
20 0,554 0,268
25 0,554 0,225

Lampiran 8. Perhitungan % Inhibisi Uji Antioksidan

- Perhitungan % Inhibisi Ekstrak Etanol Daun Asam Jawa (Tamarindus

indica L)
Replikasi 1:
50 ppm = % x 100% = 38,120%
100 ppm = % x 100% = 45,812%
150 ppm = % x 100% = 50,598%
200 ppm = % x 100% = 53,675%
250 ppm = % x 100% = 58,291%
Replikasi 2:
50 ppm = % x 100% = 38,632%
100 ppm = 22227939 4 1009 = 47,179%

0,585



150 ppm

200 ppm

250 ppm

Replikasi 3:

50 ppm

100 ppm

150 ppm

200 ppm

250 ppm

0,585-0,280
0,585

0,585-0,261
0,585

0,585-0,233
0,585

0,585-0,357

0,585

0,585-0,307
0,585

0,585-0,271
0,585

0,585-0,256
0,585

0,585-0,225
0,585

x 100% = 52,137%

x 100% = 55,385%

x 100% =60,171%

x 100% = 38,974%

x 100% = 47,521%

x 100% = 53,675%

x 100% = 56,239%

x 100% = 61,538%

Perhitungan % Inhibisi Kuersetin

Replikasi 1:

5 ppm

10 ppm

15 ppm

20 ppm

25 ppm

Replikasi 2:

5 ppm

0,554-0,354
0,554

0,554—-0,342
0,554

0,554-0,318
0,554

0,554—-0,290
0,554

0,554-0,244
0,554

0,554-0,344
0,554

x 100% = 36,101%

x 100% = 38,267%

x 100% = 42,599%

x 100% = 47,653%

x 100% = 55,957%

x 100% = 37,906%

90



10 ppm

15 ppm

20 ppm

25 ppm

Replikasi 3:

S ppm

10 ppm

15 ppm

20 ppm

25 ppm

Lampiran 9. Perhitungan IC50 pengujian antioksidan Etanol Daun Asam

0,554-0,326
0,554

0,554-0,308
0,554

0,554—-0,279
0,554

0,554—-0,231
0,554

0,554-0,335
0,554

0,554-0,321
0,554

0,554—-0,307
0,554

0,554—-0,268
0,554

0,554—-0,225
0,554

x 100% = 41,155%

x 100% = 44,404%

x 100% = 49,639%

x 100% = 58,303%

x 100% = 39,531%

x 100% = 42,058%

x 100% = 44,585%

x 100% = 51,625%

x 100% = 59,386%

Jawa (Tamarindus indica L) dan kuersetin

Perhitungan 1C50 Ekstrak Etanol Daun Asam Jawa (Tamarindus indica

L)

Konsentrasi (x) % Inhibisi (y)
50 38,120
100 45,812
150 50,598
200 53,675
250 58,291
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Replikasi 1 y = 0,0964x + 34,838
eplikas e

80

60
20 ’/(/0"'/‘

20

% Inhibisi

0 50 100 150 200 250 300
Konsentrasi

a=34,838 b=0,0964 r=0,973
Pers. Garis y=Dbx+a
=0,0964x + 34,838
IC50 =50% Peredaman
Jikay =50 maka, 50=0,0964x + 34,838

X =157,3 pg/mL (Lemah)

Konsentrasi (X) % Inhibisi (y)

50 38,632
100 47,179
150 52,137
200 55,385

250 60,171
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Replikasi 2
80

y =0,1026x + 35,316

R?=10,9678

40 ;

<
20
0
0 50 100 150 200 250
Konsentrasi
a=35,316 b =0,1026 r=0,9678

Pers. Garis y=Dbx+a

=0,1026x + 35,316

IC50 =50% Peredaman

Jikay =50 maka, 50=0,1026x + 35,316

X =143,1 pg/mL (Sedang)

Konsentrasi () % Inhibisi (y)
50 38,974
100 47,521
150 53,675
200 56,239
250 61,538

300
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Replikasi 3~ y=0,1077x + 35,436
R2 = 0,9644

0]
o

% Inhibisi
B [e2)
o o

N
o

o

0 50 100 150 200 250 300
Konsentrasi

a=235,436 b=0,1077 r=0,9644
Pers. Garis y=bx+a
=0,1077x + 35,536
IC50 =50% Peredaman
Jikay =50 maka, 50=0,1077x + 35,536

X =135,3 pg/mL (Sedang)
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Rata-rata IC50

Replikasi 1 | Replikasi 2 | Replikasi 3 +SD RSD Kategori
1452+ 11,2
) 1 0
157,3 1431 135,2 ug/mL 7,7% Sedang




- Perhitungan IC50 Kuersetin

Konsentrasi (X) % Inhibisi (y)
5 36,101
10 38,267
15 42,599
20 47,653
25 55,957
Replikasi 1 y 0*3281:96‘,;’5219'386

% Inhibisi
B (@)
o o

0 5 10 15 20 25 30
Konsentrasi

a=29386 b=09819 r=0,951
Pers. Garis y=bx+a
=0,9819x + 29,2386
IC50 =50% Peredaman
Jikay =50 maka, 50=0,9819x + 29,386

X =20,9 pg/mL (Sangat kuat)

Konsentrasi (x) % Inhibisi (y)
5 37,906
10 41,155
15 44,404
20 49,639
25 58,303
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Replikasi 2 y =0,9856x + 31,498

Rz =0,9495

80

_ 60
£

< 40
X

20

0

0 5 10 15 20 25 30
konsentrasi

a=31,498 b=0,9856 r=0,9495
Pers. Garis y=bx+a
=0,9856x + 31,498
IC50 =50% Peredaman
Jikay =50 maka, 50=0,9856x + 31,498

X = 18,8 ug/mL (Sangat kuat)

Konsentrasi (X) % Inhibisi (y)
5 39,531
10 42,058
15 44,585
20 51,625
25 59,386
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Replikasi 3 y = 0,9856x + 32,653

R2=0,9343

80

_ 60
=

< 40
X

20

0

0 5 10 15 20 25 30
Konsentrasi

a=32653 b=09856 r=0,9343
Pers. Garis y=bx+a
=0,9856x + 32,653
IC50 =50% Peredaman
Jikay =50 maka, 50=0,9856x + 31,498

X = 17,6 pg/mL (Sangat kuat)
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Rata-rata IC50

Replikasi 1 | Replikasi 2 | Replikasi 3 +SD RSD Kategori
19,1 £1,67 Sangat
20,9 pg/mL | 18,8 pg/mL | 17,6 pg/mL ug/ml 8,75% kuat
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