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ABSTRAK

Pratama, Bintang Bagas™. Usman Rofik**. Susanti, Dhina Ayu***. 2023. Uji
Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol 96% Daun Kencur (Kaempferia galanga L.)
Menggunakan Metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhidrazyl). Skripsi. Program
Studi Sarjana Farmasi Fakultas IImu Kesehatan Universitas dr. Soebandi Jember.

Latar Belakang : Kencur (Kaempferia galanga L) merupakan salah satu
tumbuhan yang berpotensi sebagai antioksidan. Senyawa yang terkandung dalam
daun kencur (Kaempferia galanga L) antara lain flavonoid, polifenol dan minyak
atsiri yang bersifat sebagai penangkal radikal bebas. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui, menguji dan menganalisis kandungan aktivitas antioksidan
yang terdapat pada ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.).
Metode penelitian antioksidan menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)

Metode : Serbuk simplisia ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga
L.) diekstraksi dengan pelarut etanol 96% menggunakan metode ekstraksi
maserasi. Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dengan
pembanding kuersetin diukur menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 516 nm pada menit ke 10

Hasil penelitian : Hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% daun
kencur (Kaempferia galanga L.) menunjukkan nilai 1Csp dengan rata-
rata79,64+0,89 pg/mL dan untuk pembanding kuersetin memberikan nilai 1Cso
rata-rata 16,02+0,89 pg/mL

Kesimpulan : ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.)
memiliki aktivitas antioksidan kategori yang kuat namun lebih rendah
dibandingkan kuersetin sebagai pembanding.

Kata kunci : daun kencur (Kaempferia galanga L.). maserasi, DPPH, dan ICso

*Peneliti : Bintang Bagas Pratama

**Pembimbing 1 : M.Rofik Usman, M.Si
***Pembimbing 2 : apt. Dhina Ayu Susanti, M.Kes



ABSTRACT

Pratama, Bintang Bagas®™. Usman Rofik**. Susanti, Dhina Ayu***. 2023. Uji
Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol 96% Daun Kencur (Kaempferia
galanga L.) Menggunakan Metode DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhidrazyl).
Thesis. Bachelor of Pharmacy Study Program, Faculty of Health Sciences, dr.
Soebandi Jember University

Background : Kencur (Kaempferia galanga L) is a plant that has the potential as
an antioxidant. Compounds contained in the leaves of kencur (Kaempferia
galanga L) include flavonoids, polyphenols and essential oils which act as free
radical scavengers. The purpose of this study was to determine and test the content
of antioxidant activity in the 96% ethanol extract of kencur (Kaempferia galanga
L.) leaves. The antioxidant research method uses the DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhidrazyl.)

Method : Simplicia powder extracted from 96% ethanol of kencur leaves
(Kaempferia galanga L.) was extracted with 96% ethanol using maceration
extraction method. Testing of antioxidant activity using the DPPH method with
quercetin as a comparison was measured using a UV-Vis Spectrophotometer at a
wavelength of 516 nm at 10 minutes.

Results: The results of testing the antioxidant activity of the 96% ethanol extract
of kencur leaves (Kaempferia galanga L.) showed an average ICso value of 79.64
+ 0.89 pg/mL and for comparison quercetin gave an average 1Cso value of 16.02
+0.89 ug/mL

Conclusion: 96% ethanol extract of kencur leaves (Kaempferia galanga L.) has
strong antioxidant activity but lower than quercetin as a comparison.

Keywords: kencur leaves (Kaempferia galanga L.). Maceration, DPPH, and
ICso

*Researcher: Bintang Bagas Pratama
**Supervisor 1 : M.Rofik Usman, M.Si
***Supervisor 2 : apt. Dhina Ayu Susanti, S.Farm., M.Kes
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Saat ini pola hidup masyarakat yang berlebihan mengkonsumsi makanan
cepat saji (junk food) menjadikan negara Indonesia memiliki keterbatasan
dalam menanggulangi masalah kesehatan, seperti penyakit degenerative yang
semakin meningkat (Werdhasari, 2014). Penyakit degenerative merupakan
penyakit tidak menular seperti penyakit jantung, hipertensi, diabetes, obesitas
dan lain-lain. Selain mengkonsumsi junk food penyakit ini juga disebabkan
karena merokok, minum alkohol, pola makan tidak teratur, kurang berolahraga
dan polusi udara yang sulit dikendalikan sehingga membuat tubuh secara tidak
langsung terpapar. Beberapa solusi untuk mengatasi hal tersebut yaitu dengan
menggunakan antioksidan dengan cara menghambat penyakit degeneratif
(Permatasari, 2022).

Antioksidan menetralisis radikal bebas di dalam tubuh serta meredam
dampak negatif seperti stres oksidatif. Antioksidan bisa dijumpai dalam bentuk
sediaan sintetik dan alami. Sediaan sintetik mempunyai banyak efek samping
yang merugikan bagi tubuh seperti dapat mengakibatkan gangguan fungsi hati,
paru, dan mukosa usus. Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen
(BHT) merupakan contoh antioksidan sintetis (Hutapea, 2021). Oleh karena itu,
antioksidan dari bahan alam dapat menjadi alternatif. Tumbuhan merupakan

sumber antioksidan alami dan umumnya merupakan senyawa fenolik yang



tersebar pada bagian tumbuhan baik pada kayu, biji, daun, buah, akar, bunga,
maupun serbuk sari (RC Hani dan T Milanda, 2016).

Kencur (Kaempferia galanga L) merupakan salah satu tumbuhan yang
berpotensi sebagai antioksidan. Senyawa yang terkandung dalam daun kencur
(Kaempferia galanga L.) antara lain flavonoid, polifenol dan minyak atsiri yang
bersifat sebagai penangkal radikal bebas (Hutapea, 2021). Pada pengujian
sebelumnya dilakukan penelitian aktivitas antioksidan ekstrak etanol 80% rimpang
kencur (Kaempferia rhizoma) menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) dengan nilai ICso sebesar 13,070 pg/mL dan mendapatkan %
aktivitas antioksidan ekstrak etanol 80% kencur (Kaempferia rizhoma) sebesar
64,93% dengan kosentrasi 100 ppm (Muhafidzah, Dali, dan Syarif, 2018). Menurut
Chairunnisa, Wartini, dan Suhendra (2019) ekstraksi merupakan cara untuk
mendapatkan senyawa senyawa yang mengandung komponen aktif dalam daun
kencur. Ekstraksi dapat dilakukan dengan dua metode, metode dingin yaitu
maserasi, perkolasi dan metode panas yaitu refluks dan sokletasi. Ektraksi metode
maserasi memiliki banyak keuntungan dan metode ini paling banyak dilakukan
dibanding dengan metode lain. Ekstraksi metode maserasi adalah ekstraksi
sederhana dengan mengocok atau mengaduk pada suhu ruangan.

Alasan pemilihan ekstraksi menggunakan metode maserasi karena mempunyai
banyak keuntungan dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya. Keuntungan

utamanya yaitu metode ekstraksi maserasi menggunakan prosedur dan peralatan



yang sederhana dan tidak memerlukan pemanasan, sehingga bahan alam tidak
terurai (Deti Andasari, 2020).

Ricka Ismiyati, Ika Noviana Saputro (2018) melakukan penelitian uji perbedaan
aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% dan 96% daun salam menggunakan
metode DPPH dengan memperoleh hasil nilai I1Cso ekstrak etanol 70% daun salam
sebesar 54,49 ppm dan ekstrak etanol 96% daun salam sebesar 49,36 ppm. Dari
data tersebut dapat disimpulkan bahwa nila ICso tertinggi terdapat pada ekstrak
etanol 96% daun salam sebesar 49,36%.

Berdasarkan latar belakang di atas maka akan dilakukan uji aktivitas
antioksidan ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.) dengan
metode DPPH menggunakan pelarut etanol 96%. Daun kencur diambil dari
Lumajang, Jawa Timur dengan bentuk daun membulat dan ujung meruncing serta
warna daun hijau kemerahaan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui dan
menguji kandungan aktivitas antioksidan yang terdapat pada ekstrak etanol 96%
daun kencur (Kaempferia galanga L.). Metode penelitian aktioksidan menggunakan
Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). DPPH merupakan radikal bebas yang
stabil dan biasanya digunakan untuk mengetauhi aktivitas antioksidan pada ekstrak
etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.). Kelebihan metode ini adalah

sederhana, mudah dan memerlukan sedikit sampel (Latifah, n.d, 2015).



1.2 Rumusan Masalah

1. Berapa persen rendemen dari ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia
galanga L.) yang dibuat dengan metode ekstraksi maserasi?

2. Apakah ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.) memiliki
aktivitas antioksidan yang diuji menggunakan metode DPPH ?

3. Menganalisis nilai aktivitas antioksidan (ICsg) pada ekstrak etanol 96%

daun kencur (Kaempferia galanga L.) menggunakan metode DPPH

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Menganalisis aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun kencur
(Kaempferia galanga L.) yang diuji menggunakan metode DPPH.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengidentifikasi persen rendemen ekstrak etanol 96% daun kencur
(Kaempferia galanga L.) dengan metode ekstraksi maserasi.
2. Mengidentifikasi aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% daun kencur

(Kaempferia galanga L.) melalui nilai ICsp menggunakan metode

DPPH.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan mampu memberikan beberapa manfaat, antara lain:

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti



Dapat mengetahui aktivitas antioksidan yang terkandung dalam
ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.) dengan
menggunakan metode DPPH.

1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti Lain

Penelitian ini mampu dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya
untuk pencarian antioksidan yang lebih baik lagi dan bisa menjadi referensi
yang dapat menjadi bahan pertimbangan dalam penelitian selanjutnya.

1.4.3 Manfaat Bagi Masyarakat

Penelitian ini mampu memberikan informasi serta menambah ilmu
pengetahuan bagi masyarakat dan potensi antioksidan dari ekstrak etanol
daun kencur (Kaempferia galanga L.).

1.4.4 Manfaat Bagi Institusi Pendidikan

Penelitian ini mampu menjadi sumber informasi dan referensi bagi
mahasiswa lain terkait uji aktivitas antioksidan daun kencur (Kaempferia
galanga L.).

1.5 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Noudul Penelitian ~ Nama Peneliti Persamaan Perbedaan
1. Aktivitas ZahrahMuhafidzah, - Menggunakan - Menggunakan
Antioksidan Seniwati,  Rezky metode DPPH sampel rimpang
Fraksi Amriati Syarif - metode kencur (Kaempferia
Rimpang (2018) penelitian rhizoma)
Kencur Eksperimental
(Kaempferia di
Rhizoma) laboratorium
Dengan
Menggunakan
Metode
Peredaman 1,1
Diphenyl-2-

Picrylhydrazil
(Dpph)




BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Kencur (Kaempferia galanga L)
2.1.1 Morfologi Tanaman

Kencur merupakan tanaman obat dan aromatik yang bernilai tinggi dari
famili Zingiberaceae. Tanaman ini berasal dari India, dan kencur
dibudidayakan terutama di Asia Tenggara juga China. Di Indonesia, kencur
dikenal dengan beberapa nama daerah, diantaranya kencor (Madura), ceuko
(Aceh), kencur (Jawa), cikur (Sunda), cakue (Minangkabau) dan bataka
(Ternate, Tidore). Menurut Preetha dkk. (2016), tumbuh di iklim yang
lembab dan hangat, yang dapat tumbuh pada ketinggian 1.500 mdpl.
Susunan tubuh tanaman kencur terdiri dari akar, rimpang, batang, daun,
bunga dan buah. Akar tanaman kencur termasuk kedalam jenis akar tunggal
yang mempunyai cabang halus dan menempel pada umbi akar (rimpang).
Rimpang kencur umumnya berbentuk bulat dan berwarna putih pada bagian
tengahnya serta kecoklatan pada bagian pinggirnya dan berbau harum.

Batang tanaman kencur berupa batang semu yang sangat pendek dan
terbentuk dari pelepah yang saling menutupi. Daun tanaman kencur tumbuh
tunggal, mendatar hampir rata dengan tanah dan melebar. Jumlah daun
sekitar 8-10 helai dan berbentuk elip melebar hingga bundar berukuran 7-
12 cm dan mempunyai lebar daun 3-6 cm, daun ini mempunyai daging agak
tebal (Preetha, dkk 2016). Bunga tanaman kencur berwarna putih, ungu

hingga lembayung, dan keluar dalam bentuk berupa buliran setengah duduk



di sela-sela daun pada ujung tanaman. Tiap tangkai bunga mempunyai 4-12
kuntum bunga. Buah kencur termasuk buah kotak yang mempunyai tiga
ruang dengan bakal buah yang letaknya tenggelam. Buah kencur ini sulit
untuk menghasilkan biji (Preetha, dkk 2016).

2.1.2 Klasifikasi

Gambar 2.1 Tumbuhan Kencur
(Preetha, dkk 2016)

Klasifikasi tanaman kencur ialah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta (Tumbuhan berbiji)

Sub Divisi : Angiospermae (Biji tertutup)

Kelas : Monocotyledonae (Biji keping satu)
Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Kaempferia L.

Spesies : Kaempferia galanga L.



2.1.3 Kandungan dan Manfaat Kencur

Menurut Preetha (2016), kandungan yang terdapat dalam rimpang
kencur yaitu minyak yang bersifat volatil (2,5-4%), beberapa jenis alkaloid,
pati, mineral dan lemak. Kandungan volatile oil yang terdapat dalam
rimpang lebih tinggi daripada yang terdapat dalam akar kencur. Kandungan
minyak esensial dilaporkan mengandung 54 komponen dengan komponen
utamanya yaitu etilp- metoksisinamat (16,5%), pentadekana (9%), 1,8-
sineol (5,7%), g-carene (3,3%) dan borneole (2,7%). Sebagai tambahan,
rimpang kencur juga mengandung camphene, kaempferol, kaempferide,
sinamaldehide, asam p-metoksisinamat, dan etil sinamat. Minyak yang
mengandung terpen sebesar 16,4%. Komponen kimiawi dan aktivitas
biologis dari volatile oil telah terbukti. Daun dan bunga dari Kaempferia
galanga L. Menunjukkan aktivitas antiinflamasi. Rimpang dan akarnya
bersifat pahit, termogenik, tajam, karminatif, aromatis, depuratif, diuretik,
ekspektoran, mudah dicerna, rentan, anthelmentik, penurun panas dan
stimulan. Rimpang kencur ini baik digunakan untuk mengobati dispepsia,
lepra, penyakit kulit, rematik, asma, batuk, bronkitis, luka, bisul,
helminthiasis, demam, malaria, splenopathy, tumor inflamasi, hidung

tersumbat dan wasir.



2.1.4 Manfaat Kencur Untuk Kesehatan
Manfaat kencur bisa ditemukan di daun maupun rimpangnya. Daun
dan rimpang kencur bisa digunakan untuk mengatasi ketombe dan nyeri
seperti sakit kepala, sakit gigi, dan sakit perut (Airindya, 2022).
Selain itu, ada beberapa manfaat kencur untuk kesehatan yang tak
kalah dengan obat-obatan modern, di antaranya:
a. Menurunkan tekanan darah
b. Membasmi bakteri penyebab penyakit
c. Meredakan nyeri dan peradangan
d. Mengurangi stress
e. Menangkal radikal bebas
f. Mencegah kanker (Airindya, 2022).
2.2 Radikal Bebas
2.2.1 Definisi
Radikal bebas didefinisikan sebagai atom atau molekul dengan satu
atau lebih elektron yang tidak berpasangan dan bersifat tidak stabil, berumur
pendek, dan sangat reaktif untuk penarikan elektron molekul lain dalam
tubuh untuk mencapai stabilitas yang menyebabkan potensi kerusakan pada
biomolekul dengan merusak integritas lipid, protein, dan DNA yang
mengarah pada peningkatan stres oksidatif seperti penyakit degeneratif,
diabetes mellitus, penyakit kardiovaskular, proses penuaan dini, bahkan
kanker (Phaniendra, dkk., 2015). Sejak tahun 2015, sebanyak 8,8 juta pasien

meninggal karena kanker dan menjadikannya penyebab kematian nomor 2
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secara global (World Health Organization, 2017). Kanker terbentuk melalui
tahap perubahan sel normal menjadi sel kanker akibat mutasi yang
disebabkan oleh berbagai faktor, salah satunya oleh senyawa reactive

oxygen species (ROS), yang terbentuk di dalam tubuh.

2.2.2 Sumber Radikal Bebas

Sumber radikal bebas dapat dari lingkungan maupun sumber
endogen. Radikal bebas dari lingkungan dapat berupa paparan sinar
ultraviolet, asap rokok, asap dari pembakaran bahan bakar fosil dan lain-
lain. Sumber radikal bebas endogen berasal dari metabolisme energi di
mitokondria seperti peroksida. Perubahan oksigen yang kita hirup oleh sel
tubuh secara kontan menjadi senyawa reaktif dikenal sebagai senyawa
oksigen reaktif atau Reactive Oxygen Species (ROS). Hal ini dapat
berlangsung saat proses sintesa sinergi oleh mitokondria atau proses
detoksifikasi yang melibatkan enzim sitokrom P-450 di hati. ROS juga
dapat terbentuk dari hasil sampingan sintesis kolesterol menjadi asam
empedu.

Beberapa ROS yang terdapat di dalam tubuh adalah radical
superoxide (O2+-), hydroxyl radicals (OHs), dan hydrogen peroxide (H20?)
(Ajebli, 2019). Sumber radikal bebas dikelompokkan menjadi 2 yaitu

endogen dan eksogen.
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(1) Endogen

Radikal endogen ditimbulkan dari dalam tubuh manusia yang
terbentuk dari sisa proses metabolisme karbohidrat, protein, proses
inflamasi, reaksi besi transisi, peroksisom, xantin oksidase serta
pada kondisi iskemia. Radikal endogen muncul dari mekanisme
yang terjadi dalam tubuh seperti aktivitas oksidasi (siklooksigenase,
peroksidase, dehidrogenase, dan liposigenase), oto- oksidasi, dan
sistem transport elektron. Mitokondria, peroksisom, membran
plasma, lisosom, inti sel, dan endoplasma retikulum merupakan
tempat yang menghasilkan radikal bebas endogen (Sayuti dan

Yenrina, 2015).

(2) Eksogen

Radikal eksogen ditimbulkan dari luar tubuh yang berasal
dari bahan tambahan makanan, asap rokok, pencemaran lingkungan.
Pengendara bermotor yang tidak memakai masker memiliki resiko
tinggi mengidap berbagai penyakit akibat terpapar dari radikal
eksogen (asap kendaraan) dan para pekerja laboratorium dengan
bahan kimia yang bersifat volatile (nitrogen, ammonia, metana,
sulfur dioksida) seperti bensin berpotensi juga bahaya terpapar
radikal eksogen akibat penguapan dari zat kimia (Sayuti dan

Yenrina, 2015).
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2.3 Antioksidan
2.3.1 Definisi
Antioksidan dapat diartikan sebagai senyawa yang memiliki
kemampuan untuk melindungi sel dari efek berbahaya radikal bebas oksigen
reaktif dengan cara menghambat terjadinya oksidasi, bereaksi dengan
radikal bebas yang reaktif sehingga akan membentuk radikal bebas tak
reaktif (Emanauli dan Prihantoro, 2019). Secara kimia, pengertian dari
antioksidan adalah senyawa-senyawa yang memberi elektron. Pengertian
lebih luas secara biologis, antioksidan dapat diartikan dengan semua
senyawa yang dapat meredam dampak negative oksidan, termasuk enzim
dan protein, pengikat logam. Antioksidan dapat menghambat oksigen
reaktis dan radikal bebas sehingga berperan dalam mencegah penyakit
penyakit yang berhubungan dengan radikal bebas, seperti karsinogenesis,
penuaan, dan kardiovaskuler.
2.3.2 Jenis-Jenis Antioksidan
Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan dibedakan menjadi
tiga kelompok, yaitu:
(1) Antioksidan primer
Antioksidan yang bekerja dengan cara mencegah
terbentuknya radikal bebas baru dan mengubah radikal bebas
menjadi molekul yang tidak merugikan. Contohnya adalah

transferin, feritin, albumin.
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(2) Antioksidan sekunder
Antioksidan sekunder berfungsi untuk menangkap radikal
bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga tidak
terjadi kerusakan yang lebih besar. Contohnya adalah vitamin
E. Vitamin C, dan betakaroten yang didapat dari buah-buahan.
(3) Antioksidan tersier
Antioksidan tersier merupakan senyawa Yyang akan
memperbaiki sel dan jaringan yang rusak karena serangan
radikal bebas. Contohnya enzim metionin sulfoksida reduktase
yang memperbaiki DNA pada penderita kanker (Cahyani,
2017).
2.3.3 Sumber Antioksidan
Menurut Ikhlas (2013) menyebutkan bahwa sumber antioksidan
dibagi menjadi dua golongan antara lain antioksidan alami dan
antioksidan sintetik.
(1) Antioksidan alami
Antioksidan alami adalah jenis antioksidan yang berasal dari
tumbuhan dan hewan. Antioksidan alami biasanya struktur molekul
memiliki gugus hidroksil. Antioksidan herbal alami adalah senyawa
fenolik berupa flavonoid, turunan asam sinamat, kumarin, tokoferol
dan asam organik multifungsi. Senyawa fenolik dapat dijumpai pada
seluruh tanaman, termasuk kayu, biji, daun, buah, akar, bunga, dan

serbuk sari. Kemampuan flavonoid sebagai antioksidan akhir-akhir ini
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banyak diteliti karena flavonoid memiliki kemampuan untuk
memodifikasi atau mereduksi radikal bebas dan juga berperan sebagai
melawan radikal bebas.

Antioksidan alami dalam sayuran dan biji-bijian seperti vitamin E,
vitamin C, beta-karoten dan senyawa fenolik yang memiliki
kemampuan untuk melakukan kerusakan oksidatif yang berhubungan
dengan banyak penyakit seperti kanker, penyakit kardiovaskular,
katarak, aterosklerosis, diabetes, arthritis, defisiensi imun juga untuk
mengurangi penyakit dan penuaan. Ekstrak kasar dan isolat murni dari
beberapa spesies tanaman yang dipelajari sebelumnya telah dilaporkan
memiliki sifat antioksidan. Banyak peneliti fokus pada antioksidan
alami. Tanaman yang mengandung fenol dan flavonoid dikatakan
memiliki sifat antioksidan yang kuat (Sibuea, 2017).

1) Senyawa fenolat
Senyawa fenol pada hakikatnya tidak berfungsi sebagai
antioksidan, namun substitusi gugus alkil diposisi 2, 4 dan 6 akan
meningkatkan densitas electron dari gugus hidroksil yang
dipengaruhi induktif dan juga akan meningkatkan reaktivitasnya
dengan radikal lipid. Substitusi gugus alkil pada posisi 4 dengan
gugus etil atau n-butil dibanding gugus metil akan meningkatkan

aktivitas antioksidan senyawa fenolik. Substituen pada posisi 2, 6

terdapat sangat banyak pada senyawa ini sehingga akan

menurunkan laju reaksi fenol dengan radikal lipid (Sibuea, 2017).
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Gambar 2.2 contoh senyawa fenol
(Irma Sanubi, 2017)

Antioksidan fenolik (senyawa turunan dari fenol) efektif
dalam memperpanjang waktu induksi bila ditambahkan ke minyak
yang masih dalam konidis baik, namun tidak efektif jika ditambah
dengan lipid atau sistem yang sudah rusak. Di bawah kondisi ini
ada banyak radikal yang jauh melebihi kapasitas antioksidannya
(Sibuea, 2017).

Flavonoid

Struktur dasar flavonoid terdiri dari 2-fenil-benzo-a-piran atau
inti flavan dengan dua cincin benzen berikatan dengan cincin piran
yang mengandung oksigen. Flavonoid dapat dikelompokkan
menjadi flavonol, flavan, flavon dan isoflavon. Beberapa makanan
juga mengandung flavonoid seperti miresistin, kuersetin, luteolin,
apigenin, krisan dan genistein. Antioksidan yang kuat dapat
melindungi makanan dari kerusakan oksidatif seperti kuersetin,
kaempferol, mirestitin, morin, asam tanat, dan asam elagat (Sibuea,

2017).
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Flavonoid adalah polifenol dengan 15 atom karbon dalam inti
primernya yang berada dalam konfigurasi C6-C3-C6, yakni dua
cincin aromatik yang melekat pada bagian tiga karbon yang
mungkin atau tidak mungkin membentuk cincin ketiga (Sibuea,

2017).

Gambar 2.3 Struktur Dasar Flavonoid

(Sibuea, 2017)

Kuersetin (3,4-dihydroxyflavonol) merupakan senyawa flavonoid
dari golongan flavonol yang ditemukan terutama pada daun dan memiliki
sifat antioksidan yang sangat potensial. Kuersetin dalam jumlah yang
cukup (50-200 mg per hari) dapat membantu dalam perlindungan karena
bertindak untuk melawan radikal dan dapat mencegah penuaan dini

(Sibuea, 2017).
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Tabel 2.1 Sumber antioksidan alami.
(Sayuti & Yenrina, 2015)

No. Komponen
Antioksidan Bahan Pangan

1 Vitamin A Jeruk, buah berwarna kuning, mentega,
margarine

2 Biji bunga mtahari, tomat, biji-bijian yang

Vitamin E mengandung kadar minyak yang tinggi,

kacang-kacangan, susu dan produknya

3 Vitamin C Jeruk, kiwi, pisang, anggur, apel, pir, melon,
tomat, sayur, kentang

4 Vitamin B2 Susu, olahan susu, daging, ikan, telur, kacang-
kacangan

5  Karotenoid (precursor) Wortel, daun hijau, sitrus,melon

Vitamin A

(2) Antioksidan sintetik

Beberapa antioksidan sintetik yang paling umum digunakan antara

lain senyawa fenolik seperti butylated hydroxyanisole (BHA),
butylated hydroxytoluene (BHT), tert-butylhydroquinone (TBHQ),
dan ester asam galat seperti propil galat (PG). Antioksidan fenolik
sintetik selalu digantikan oleh alkil untuk meningkatkan kelarutannya
dalam lemak dan minyak. (Sayuti & Yenrina, 2015). Butylated
hydroxyanisole (BHA) dan butylated hydroxytoluene (BHT) mampu
mengakibatkan dampak yang buruk bagi kesehatan, antara lain funsi
hati yang terganggu, paru, mukosa usus dan keracunan. Batas

maksimal antioksidan sintetik yang diperbolehkan adalah sebesar
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0,01% sampai dengan 0,1% dari kandungan lemak atau minyak

(Ikhlas, 2013).

2.3.4 Mekanisme Kerja Antioksidan

Secara umum mekanisme Kkerja antioksidan vyaitu dengan
menghambat oksidasi lemak. Tahapan oksidasi lemak terdiri dari tiga
tahapan antara lain inisiasi, propagasi, dan terminasi. Pada tahap awal
terbentuk radikal asam lemak, yaitu senyawa yang terbentuk dari asam
lemak yang tidak stabil dan sangat reaktif melalui pelepasan atom hidrogen.
Tahap selanjutnya yakni propagasi, radikal asam lemak bereaksi dengan
oksigen membentuk radikal peroksi. Radikal peroksil menyerang asam
lemak untuk menghasilkan hidroperoksida baru dan radikal asam lemak.
Hidroperoksida yang terbentuk tidak stabil dan biasanya dipecah menjadi
senyawa karbonil rantai pendek seperti aldehida dan keton, yang
bertanggung jawab atas flavor makanan tinggi lemak. Setelah senyawa ini
terbentuk, antioksidan yang baik berinteraksi dengan radikal asam lemak.
Di antara berbagai antioksidan yang tersedia, mekanisme kerja dan khasiat
untuk antioksidan sangat bervariasi. Seringkali kombinasi beberapa
antioksidan bertugas sebagai perlindungan (sinergi) yang lebih baik
terhadap oksidasi daripada satu jenis antioksidan saja. Misalnya, asam
askorbat sering dicampur dengan antioksidan, yang merupakan senyawa

fenolik (Yuslianti, 2017).
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Menurut Ramadhan (2015) mekanisme pertahanan antioksidan ada
tiga:
(1) Antioksdian Primer
Berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas yang baru
karena ia dapat merubah radikal bebas yang ada menjadi molekul yang
berkurang dampak negatifnya yaitu sebelum sempat bereaksi. Contoh
antioksidan ini adalah enzim superoksida dismutase (SOD) memiliki
fungsi mengubah radikal bebas perioksida yang berbahaya menjadi
hidrogen prioksida yang lebih aman, tetapi hidrogen perioksida mudah
menimbulkan oksidasi, oleh karena itumemerlukan enzim lain yaitu
katalase dan glutation perioksida. Katalase dan glutation perioksida
memiliki fungsi memecah hidrogen perioksida menjadi air dan oksigen.
Ketiga jenis enzim ini dibuat di dalam sel di bawah intruksi kode genetik
yang panjang di dalam DNA.
(2) Antioksidan Sekunder
Merupakan antioksidan yang berfungsi memperlambat laju
autooksidasi dengan berbagai mekanisme diluar mekanisme pemutusan
rantai autooksidasi dengan pengubahan radikal lipida ke bentuk lebih
stabil. Contoh antioksidan sekunder diantaranya vitamin E, vitamin C,
B-karoten. Asam askorbat merupakan vitamin yang larut dalam air.
Fungsi antioksidan vitamin C adalah kemapuannya untuk mereduksi

radikal bebas. Pemberian satu elektron yang berasal dari asam askorbat
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membentuk radikal semidehidroaskorbat (DHA). Askobat bereaksi
dengan dan OH untuk membentuk DHA.
(3) Antioksidan Tersier
Merupakan antioksidan yang berfungsi untuk memperbaiki
kerusakan sel-sel dan jaringan yang disebabkan radikal bebas. Contoh
enzim yang memperbaiki DNA pada inti sel adalah metionin
sulfoksidan reduktase. Enzim tersebut bermanfaat untuk perbaikan

DNA pada penderita kanker.

2.4 DPPH (2,2-Diphenyl-1-Pircylhydrazil)

Salah satu metode pengukuran radikal bebas oleh senyawa antioksidan
dengan menggunakan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Metode
2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) merupakan suatu metode pengukuran
antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan banyak reagen.
Metode ini didasarkan reduksi 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) terhadap
senyawa penghambat radikal bebas yang menyebabkan terjadinya perubahan
dari warna ungu menjadi warna kuning. DPPH awal dapat diukur menggunakan
pektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm (Masrifah dkk., 2017).

Senyawa DPPH adalah suatu senyawa radikal bebas yang termasuk dalam
kelompok nitrit oksida. Metode DPPH merupakan sebuah metode untuk
menganalisis aktivitas antioksidan dengan bantuan senyawa pendeteksi yaitu
DPPH. Ciri-ciri senyawa DPPH antara lain larut dengan pelarut etanol atau

etanol 394,3 g/mol, padatan berwarna ungu kehitaman, dan mempunyai rumus
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molekul C18H12N506 (Sonia, 2016). Kelebihan dari metode DPPH vyaitu
sangat sederhana, akurat, cepat dan reagen yang digunakan tidak banyak
(Irianti, dkk., 2017). Kekurangan dari metode DPPH adalah kurang sensitif
terhadap senyawa selain fenol jika digunakan untuk mengukur aktivitas

antioksidan (Magfira, 2018).

4444

1: Diphenylpicrylhydrazy! (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Gambar 2.4 Stuktur molekul DPPH (1-1-2-difenil-2-pikrilhidrazil)

Radikal DPPH bereaksi secara selektif dengan radikal dan donor atom H
di sisi reaksi yang berbeda. Sementara radikal biasanya menyerang cincin fenil
(atau cincin pikril), donor atom H bereaksi dengan atom N divalen. Keterbatasan
ruang di sekitar atom N mencegah penambahan radikal sulit pada sisi tersebut.
Donor atom H dapat mendekati atom N dan melepaskan atom Hnya dan terbentuk

hidrazin DPPH — H (Magfira, 2018). Mekanisme reaksi yang akan terjadi yaitu:

DPPH
Gambar 2.5 Proses penangkapan radikal DPPH oleh senyawa antioksidan

(Magfira, 2018)
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Molekuler oksigen dalam keadaan triplet-ground, 302, meskipun
menjadi radikal, tidak bereaksi dengan DPPH radikal (atau sangat perlahan),
dan larutan DPPH yang disimpan dalam ruang gelap stabil dalam waktu
yang lama. Radikal tidak mengalami dimerisasi dan dalam larutan maupun

padatan dalam bentuk monomer bebasnya.

2.4.1 Aktivitas Antioksidan dengan metode Peredaman Radikal Bebas
DPPH
Ketika antioksidan bereaksi dengan DPPH, radikal bebas yang stabil
menjadi berpasangan dengan adanya donor hidrogen dan direduksi menjadi

DPPHH dan akibatnya absorbansi menurun dari DPPH (Dontha 2016).

H
NO, N-—N NO, N—N
+ AH +A
N02 NO;

Gambar 2.6 Reaksi DPPH dengan antioksidan
(Gunawan, 2018)

Radikal DPPH menampilkan penyerapan spektrum UV-Vis yang intens.
Ketika larutan DPPH dicampur dengan suatu zat yang dapat
menyumbangkan atom hidrogen, radikal bebas akan tereduksi dengan
ditandai perubahan perubahan larutan dari ungu menjadi kuning terang

(Dontha, 2016).
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2.5 Metode Ekstrasi
2.5.1 Definisi
Ekstraksi adalah proses pemisahan suatu zat dari campurannya
dengan menggunakan pelarut. Pelarut yang digunakan harus dapat
mengekstrak substansi yang diinginkan tanpa melarutkan material lainnya.
Secara garis besar, proses pemisahan secara ekstraksi terdiri dari tiga
langkah dasar yaitu:
1) Penambahan sejumlah massa pelarut untuk dikontakkan
dengan sampel, biasanya melalui proses difusi.
2) Zat terlarut akan terpisah dari sampel dan larut oleh pelarut
membentuk fase ekstrak.

3) Pemisahan fase ekstrak dengan sampel (Wilson, 2020).

2.5.2 Parameter Antioksidan
Nilai IC50 didefinisikan sebagai besarnya konsentrasi senyawa uji
yang dapat meredam 50% radikal bebas (Agustina, 2020). Semakin kecil
nilai 1C50, maka semakin aktif sampel tersebut sebagai antioksidan.

Tabel 2.2 Tingkat kekuatan aktivitas antioksidan
(Agustina dkk, 2020)

Intesitas Nilai 1C50 Warna
Sangat kuat <50 pg/mL Kuning pucat
Kuat 50-100 pg/mL Kuning
Sedang 101-150 pg/mL Ungu

Lemah >150 pg/mL Ungu pucat
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2.5.3 Jenis Ekstraksi
Metode ekstraksi dikelompokkan menjadi 2 golongan yaitu metode
ekstraksi dengan pelarut yang dilakukan secara dingin seperti ekstraksi
maserasi dan ekstraksi perkolasi dan secara panas antara lain refluk, digesti,
infus, soxhlet, dan dekok. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi pada
proses ekstraksi yaitu pelarut, suhu, konsentrasi pelarut, kepolaran, sifat
jaringan tanaman, sifat kandungan zat aktif, tipe ekstraksi, dan waktu
ekstraksi (Romadhoni, 2017).
1) Maserasi
Maserasi dilakukan dengan melakukan perendaman bagian tanaman
secara utuh atau yang sudah digiling kasar dengan pelarut dalam bejana
tertutup pada suhu kamar selama sekurang-kurangnya 3 hari dengan
pengadukan berkali-kali sampai semua bagian tanaman yang dapat larut
melarut dalam cairan pelarut. Pelarut yang digunakan adalah alkohol
atau kadang-kadang juga air. Campuran ini kemudian disaring dan
ampas yang diperoleh dipress untuk memperoleh bagian cairnya saja.
Cairan yang diperoleh kemudian dijernihkan dengan penyaringan atau

dekantasi setelah dibiarkan selama waktu tertentu (Endarini, 2016).

Gambar 2.7 Ekstraksi Maserasi
(Mich Amy, 2020)
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Menurut Farmakope Indonesia, metode ekstraksi maserasi sering
menggunakan pelarut seperti etanol, air, atau eter. Pelarut yang sering
dipakai dalam ekstraksi maserasi adalah etanol karena pelarut tersebut
memiliki banyak keuntungan diantaranya yaitu bersifat non toksik dan
lebih selektif, etanol dapat melarutkan berbagai zat aktif, dapat
menghambat tumbuhnya kapang dan kuman, proses pemekatan panas yang
diperlukan lebih sedikit dan dapat bersatu dengan air dengan berbagai
perbandingan (Marjoni, 2016). Kecepatan ekstraksi meningkat jika adanya
proses pengadukan pada simplisia. Proses maserasi biasanya
membutuhkan 1-6 hari. Maserasi biasanya sering dilakukan proses
pengulangan dengan cara menambahkan pelarut baru setelah dilakukan
proses penyarian maserat yang pertama (remaserasi). Remaserasi biasanya
dilakukan sampai 3 kali dengan tujuan senyawa kimia yang terdapat pada
simplisia benar benar sudah habis. Teknik remaserasi lebih efisien jika
digunakan karena ada kemungkinan senyawa kimia pada simplisia masih
tertinggal dalam proses maserasi pertama (Atun, 2014). Kelemahan
metode maserasi yaitu prosesnya membutuhkan waktu yang lama (Susanti
dkk., 2014).

2) Fraksinasi
Fraksinasi yaitu proses memisahkan senyawa utama dari kandungan
yang satu dengan kandungan yang lain dengan memanfaatkan sifat
kepolaran suatu zat. Fraksinasi dapat dilakukan secara partisi maupun

kromatografi. Pemisahan senyawa dengan proses partisi dipengaruhi
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terutama oleh perbedaan polaritas solut yang dipisahkan. Hal ini
disebabkan karena polaritas merupakan faktor yang menentukan daya
larut. Senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar dan

senyawa non polar akan masuk ke pelarut non polar (Kapitan, 2018).

Gambar 2.8 Ekstraksi Fraksinasi
(Mh Badrut Tamam, 2016)

Perlokasi

Pada metode perkolasi, serbuk sampel di basahi secara perlahan
dalam sebuah perkolator. Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk
sampel dan dibiarkan menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan
dari metode ini adalah sampel senantiasa dialiri oleh pelarut baru.
Sedangkan kerugian nya adalah jika sampel dalam perkolator tidak
homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area, selain itu
metode ini juga membutuhkan banyak pelarut dan membutuhkan

banyak waktu (Ibrahim et al., 2016).
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perkolator perkolasi biasa perkolasi kontinyu

Gambar 2.9 Ekstraksi Perkolasi
(Ayat, 2017)

4) Sokhletasi

Ekstraksi sokhletasi merupakan ekstraksi yang dilakukan dengan
cara panas. Ekstraksi dengan menggunkan metode ini memiiki
beberapa keuntungan dan kekurangan. Keuntungan metode soxhlet
adalah dapat mengekstraksi sampel lebih banyak walaupun
menggunakan pelarut yang sedikit dan tidak memerlukan proses
penyaringan setelah tahap leaching. Kekurangan pada metode ini
adalah memerlukan waktu yang cukup lama sehingga senyawa yang
mempunya sifat termolabil dapat rusak dikarenakan ekstrak yang

didapat akan terus menerus berada pada titik didih (Endarini, 2016).

Gambar 2.10 Ekstraksi Sokhletasi
(Ayat, 2017)
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5) Refluks

Pada metode reflux, sampel di masukkan bersama pelarut kedalam
labu yang dihubungkan dengan kondensor. Pelarut dipanaskan hingga
mencapai titik didih. Uap terkondensasi dan kembali kedalam labu.
Kerugian dari metode yaitu senyawa yang bersifat termolabil dapat
terdegradasi (Ibrahim, 2016). Umumnya refluks dilakukan pada reaksi
yang lambat terbentuk produk. Refluks dilakukan menggunakan
seperangkat alat refluks. Dua bahan atau lebih yang akan direaksikan
biasanya termasuk katalis dan batu didih dimasukkan ke dalam labu
alas bulat (leher satu, dua atau tiga tergantung kebutuhan). Labu
kemudian disambungkan dengan pendingin bola yang telah
disabungkan dengan selang untuk air pendingin. Setelah alat terpasang
semua, labu dipanaskan sampai campuran mendidih. Uap pelarut atau
uap campuran akan naik sampai pendingin bola, dan akan terkondensasi
kembali ke dalam labu. Begitu seterusnya sampai beberapa menit atau

beberapa jam sampai diperoleh hasil yang diinginkan (Supaya, 2019).

Water Out
—

M
1,|; Water In

Reactants

[ e n
Heat TLJ Waler

Gambar 2.11 Ekstraksi Refluks
(Ayat, 2017)
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6) Pelarut

Dalam proses pembuatan ekstrak pelarut yang digunakan harus baik
untuk senyawa kandungan yang berkhasiat atau aktif. Pelarut tersebut
mampu dipisahkan dari bahan dan senyawa kandungan lainnya.
Pemilihian pelarut harus mempertimbangkan beberapa faktor utama,
diantaranya selektivitas, mampu bekerja, ekonomis, dan ramah
lingkungan. Farmakope Indonesia menetapkan pelarut atau cairan
penyari yang aman digunakan adalah etanol, air, etanol-air atau eter
(Istigomah, 2013).

Pemilihan jenis pelarut harus mempertimbangkan beberapa faktor
antara lain selektivitas, kemampuan untuk mengekstrak, toksisitas,
kemudahan untuk diuapkan dan harga pelarut. Larutan pengekstraksi
yang digunakan disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang
diinginkan (Suryani, 2015). Pada penelitian ini menggunakan pelarut
etanol yang bersifat polar. Pelarut ideal yang sering digunakan adalah
etanol atau campurannya dengan air karena merupakan pelarut
pengekstraksi yang terbaik untuk hampir semua senyawa dengan berat
molekul rendah seperti saponin dan flavonoid (Arifianti, 2014).
Senyawa flavonoid bersifat polar sehingga dibutuhkan pelarut yang
bersifat polar. Pelarut yang bersifat polar diantaranya adalah etanol,
metanol, air dan sebagainya (Ibrahim, 2016). Efektivitas ekstraksi suatu
senyawa oleh pelarut sangat tergantung kepada kelarutan senyawa

tersebut dalam pelarut, sesuai dengan prinsip like dissolve like yaitu
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suatu senyawa akan terlarut pada pelarut dengan sifat yang sama
(Verdiana, 2018). Penggunaan jenis pelarut atau kekuatan ion pelarut
dapat memberikan pengaruh terhadap rendemen senyawa yang

dihasilkan (Kemit., 2016).

2.6 Instrumentasi
2.6.1 Spektofotometri UV-Vis
Penetapan aktivitas antioksidan metode DPPH pada penelitian ini
menggunakan instrumen pektrofotometer UV-VIS. Spektrofotometer UV-
Vis digunakan untuk mengkaji sifat absorpsi dari material dalam rentang
panjang gelombang ultraviolet (sekitar 200 nm) hingga mencangkup semua
panjang gelombang cahaya tampak (sampai sekitar 700 nm) (Due et al.,
2019). Prinsip kerja spektrofotometer adalah berdasarkan hukum Lambert-
Beer, yaitu seberkas sinar dilewatkan suatu larutan pada panjang gelombang
tertentu, sehingga sinar tersebut sebagian ada yang diteruskan dan sebagian
lainnya diserap oleh larutan (Warono & Syamsudin, 2013).
Bagian-bagian dari instrumentasi spektrofotometri UV-Vis yaitu:
(1) Monokromator
Sinar pada suatu gelombang tertentu bersifat
monokromatik. Hal tersebut akan terjadi jika melewati sinar
polikromatik yaitu sinar dengan beberapa panjang gelombang
melalui monokromator. Monokromator terdiri dari celah

masuk (extrance slit), celah keluar (exit slit), dan elemen
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pendispersi.  Elemen  pendispersi  berfungsi  untuk
mendispersikan radiasi yang jatuh pada panjang gelombang
yang tepat (Gandjar dan Rohman, 2015).
(2) Kuvet
Kuvet berfungsi sebagai tempat sampel. Daerah ultraviolet
digunakan kuvet berbahan silika lebur atau berbahan kuasa.
Pada daerah visible kuvet berbahan gelas borosilikat dan gelas
corex (Gandjar dan Rohman, 2015).
(3) Detektor
Detektor berfungsi sebagai pengukur intensitas radiasi.
Detektor biasanya berupa kepingan elektronik yang berguna
sebagai pengubah intensitas berkas sinar kedalam sinyal
elektrik serta sebagai pengganda yang menyebabkan kekuatan
sinyal meningkatkan (Gandjar dan Rohman, 2015).
(4) Sumber Radiasi
Menurut Gandjar dan Rohman (2015), syarat-syarat sumber
sinar pada instrumen spektrofotometer UV-Vis yaitu harus
mempunyai intensitas sinar stabil dan kuat, mampu
melibatkan semua kisaran pengukuran pada daerah UV- Vis,
tidak berfluktuasi dengan waktu singkat dan lama, dan
intensitas sumber sinar tidak boleh beragam.
Lampu tungsten berfungi pada daerah visible dengan

panjang gelombang kisaran 350-2000 nm. Lampu deuterium
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sering digunakan pada daerah ultraviolet dengan panjang

gelombang kisaran 200-370 nm.

1024-element
diode array ‘ ‘

Gambar 2.12 Skema alat spektrofotometer UV-Vis (Single-beam instrument)

(Gandjar dan Rohman, 2015)



BAB 3 KERANGKA KONSEP

3.1 Kerangka Konseptual
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Gambar 3.1 Kerangka Konseptual
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3.2 Hipotesis Penelitian
Hipotesis dalam penelitian ini adalah terdapat perbedaan hasil aktivitas
antioksidan antara kuersetin dengan ekstrak etanol 96% daun kencur

(Kaempferia galanga L.).



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian
Uji aktivitas antioksidan daun kencur (Kaempferia Galanga L.) merupakan
penelitian experimental laboratories dengan menggunakan metode DPPH (2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil).

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi
Populasi yang akan dilakukan pada penelitian ini menggunakan
daun kencur (Kaempferia Galanga L.) diambil secara acak yang diperoleh

dari Lumajang, Jawa Timur.

4.2.2 Sampel
Sampel dalam penelitian ini menggunakan ekstrak etanol 96% daun

kencur (Kaempferia Galanga L.) yang diperoleh metode ekstraksi maserasi.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini yaitu ekstrak etanol 96% daun

kencur (Kaempferia Galanga L.).

35
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4.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah aktivitas antioksidan yang

ditunjukan dengan nilai ICso (inhibition concentration).

4.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali menurut Sugiyono (2017)
adalah variabel yang dikendalikan atau dibuat konstan sehingga
variabel independen terhadap variabel dependen tidak dipengaruhi oleh
faktor luar yang tidak diteliti. Variabel terkendali pada penelitian ini
adalah cara pengujian aktivitas antioksidan, pelarut, serta cara ekstraksi

serbuk simplisia.

4.4 Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi dan
Kimia Farmasi Program Studi Sarjana Farmasi Fakultas IImu Kesehatan

Universitas dr. Soebandi.

4.5 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2023.
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No Variabel Definisi Cara ukur Alat Skala Hasil ukur
ukur ukur
1. Ekstrak Ekstrak Hasil  dari Timbang Rasio Diperoleh hasil
etanol yang ekstraksi an dan % rendemen
daun diperoleh ekstrak volume2
kencur menggunak etanol 96%
an metode  daun kencur
maserasi (Kaempferia
dengan Galanga L.)
pelarut ditencerkan
etanol 96% menggunaka
n etanol p.a
sehingga
diperoleh
larutan
dengan
konsentrasi
50 ppm, 100
ppm, 150
ppm, 200
ppm, dan 250
pmm,
kemudian
ditimbang
dan dihitung
%
rendemennya
2. Aktivitas  Hasil dari Memipet Spektro ~ Skala  Jika hasil yang
antioksid  absorbansi  dari masing- UV-Vis  ordin  didapat
an pada masing al




sampel
daun
kencur
(Kaempferi
a Galanga
L) vyang
kemudian
dihitung
persen
Rendemen
dan
ditentukan
kosentrasi
penghamba
tan (1Csp)

larutan  uji
ekstrak
kemudian
ditambahkan
dengan
larutan
DPPH
hingga
homogen.
Selanjutnya
dilakukan
inkubasi
pada  suhu
ruang sesuai
dengan hasil
optimasi
waktu.
Serapan
diukur pada
panjang
gelombang
maksimum
menggunaka
n instrument
Spetro  UV-
Vis.
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a. <50ug/
Ml
(sangat
kuat)

b. 50-100
pg/Ml
(kuat)

c. 101-
150
pa/MI
(sedang
)

d. >150
pa/Ml
(lemah)
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4.7 Teknik Pengumpulan Data

4.7.1 Alatdan Bahan

1) Alat

2)

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi
timbangan  analitik,  pipet  mikro, desikator, oven,
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), ayakan, kertas saring,
kuvet disposable, stopwatch, rotary evaporator, batang pengaduk,
gelas corong, alumunium foil, ultrasonik, blander, beaker glass,
erlenmeyer, labu ukur serta beberapa vial (Sastrawan, Sangi, dan
Kamu, 2013).

Bahan

Bahan yang digunakan pada pebelitian ini antara lain daun
kencur (Kaempferia Galanga L.) yang diambil dari Kabupaten
Lumajang, Jawa Timur, etanol 96% p.a, aquadest, senyawa DPPH

(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dan senyawa kuarsetin.

4.7.2 Persiapan Sampel

1)

2)

Pengumpulan Sampel

Daun kencur (Kaempferia Galanga L.) yang diperoleh dari
Kabupaten Lumajang, Jawa Timur. Kriteria daun kencur
(Kaempferia Galanga L.) yang akan diambil yaitu daun yang
berwarna hijau dengan bagian tepi merah kecoklatan bergelombang

Determinasi Tanaman
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Determinasi adalah langkah awal sebelum dilakukannya
suatu penelitian dengan menggunakan tanaman. Determinasi daun
kencur (Kaempferia Galanga L.) dilakukan di Laboratorium
Tanaman Politeknik Negeri Jember.

3) Pembuatan Simplisia

Daun kencur (Kaempferia Galanga L.) dikumpulkan
sebanyak 50 gram dan dilakukan sortasi basah untuk menghilangkan
kotoran-kotoran yang menempel pada daun. Sampel di iris tipis
kemudian dikeringkan pada suhu 30°C menggunakan oven sampai
menjadi simplisia kering. Setelah menjadi simplisia kering sampel
dihaluskan dengan cara diblender hingga halus, dan dihitung sampai
mendapatkan bobot tetap atau hasil konstan (Fatimah, Andriani, dan
Ratnasari, 2021).

4.7.3 Ekstraksi Sampel
1) Ekstraksi Maserasi

Serbuk daun kencur (Kaempferia Galanga L.) ditimbang
sebanyak 50 gram kemudian dimasukkan kedalam beaker glass dan
ditambah etanol 96% sebanyak 250 mL. Untuk memperoleh hasil
yang maksimal, maka perlu dilakukan re-maserasi dengan cara
maserasi kembali ampas daun kencur (Kaempferia Galanga L.)
menggunakan cairan baru etanol 96% sebanyak 250 mL. Proses
maserasi dilakukan selama 5 hari dengan sesekali diaduk agar

menjamin semua permukaan serbuk kontak dengan cairan, sehingga
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zat aktifnya terlarut dengan sempurna (Handayani, Ahmad, dan
Sudir, 2014).
Perhitungan Rendemen Ekstrak

Ekstraksi dihitung dengan menggunakan rumus :

Berat ekstrak
Rendemen =————  x 100%
Berat Simplisia

4.7.4 Pengujian Aktivitas Antioksidan Secara Kualitatif

1)

2)

Pembuatan Larutan DPPH 40 ppm

Menimbang serbuk DPPH sebanyak 4 mg dan dilarutkan
dengan etanol p.a sebanyak 100 mL dalam labu ukur kemudian
dikocok hingga homogen, setelah serbuk DPPH terlarut dengan
sempurna ditambahkan larutan etanol sampai tanda batas
(Sibarani, Yudistira, dan Mpila, 2020).
Optimasi Panjang Gelombang Maksimum DPPH 40 ppm

Optimasi panjang gelombang bertujuan untuk menentukan
panjang gelombang yang memiliki absorbansi maksimum dari
radikal bebas DPPH. Mengambil larutan DPPH menggunakan pipet
sebanyak 1 MI, masukkan kedalam vial dan tambahkan 3 mL etanol
p.a, homogenkan dan masukkan kedalam incubator, kemudian
Tentukan panjang gelombang menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang (A) 400 nm hingga 600 nm (Pertiwi,

Yari, dan Putra, 2017).
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Pembuatan Larutan Uji Ekstrak

Pembuatan larutan induk 1000 ppm dengan cara menimbang
ekstrak daun kencur (Kaempferia galanga L.) sebanyak 10 mg dan
dilarutkan dengan etanol p.a sambil diaduk dan dihomogenkan lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 mL. Selanjutnya dibuat variasi
konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm. Dari
masing-masing seri tersebut dipipet sebanyak 0,5 mL kemudian
ditambahkan 3,5 mL DPPH. Diinkubasi pada suhu 37 °C pada
ruangan tertutup. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang
516 nm (Muhafidzah, Dali, dan Syarif, 2018).
Pembuatan Larutan Pembanding Kuarsetin

Larutan pembanding kuarsetin dibuat dengan kosentrasi 100
ppm sebanyak 1 mg kuersetin dilarutkan dengan etanol p.a dalam
labu ukur 10 mL dan diencerkan hingga batas. Kemudian larutan
dibuat dengan 5 konsentrasi yang berbeda yaitu 5, 10, 15, 20 dan 25
ppm (Angelina, 2015).
Optimasi Waktu Inkubasi Kuarsetin

Optimasi waktu inkubasi bertujuan untuk mengetahui
waktu optimum suatu senyawa uji beraksi dengan larutan DPPH
secara maksimal. Optimasi waktu inkubasi dapat dilakukan
dengan cara Larutan uji kuersetin dipipet sebanyak 1 mL
direaksikan 0,5 mL larutan DPPH menggunakan labu  ukur 10

mL. Ukur serapannya pada panjang gelombang maksimum, pada
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menit ke-0 sampai ke-60 dengan selang waktu 10 menit (Wati,
2022).
Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Uji Ekstrak Etanol
Daun Kencur dan Larutan Kuarsetin

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara
memipet 1 mL dari masing-masing konsentrasi larutan sampel (50
ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm) dan larutan kuersetin
dengan konsentrasi (5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm)
kemudian ditambahkan 0,5 mL larutan DPPH sampai homogen.
Kemudian campuran diinkubasi dalam ruangan gelap dengan hasil
optimasi waktu. Serapan diukur pada panjang gelombang
maksimum dan dilakukan replikasi sebanyak 3x (Pratiwi,
Hidayati, dan Susilo, 2022).
Perhitungan Nilai 1Cso

Inhibitory concentration (IC50) merupakan gambaran suatu
konsentrasi senyawa uji yang mampu menghambat radikal bebas
sebesar 50%. Hasil dari perhitungan tersebut dimasukkan ke dalam
persamaan regresi dengan nlai persentase inhibisi sebagai sumbu y
dan konsentrasi sampel yang digunakan sebagai sumbu x. Semakin
besar adanya aktivitas antioksidan maka nilai 1Csp akan semakin

kecil (Nofanda, 2022).
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Perhitungan besarnya persentase peredaman radikal bebas
suatu sampel terhadap DPPH dapat dihitung dengan menggunakan

rumus :

(Abs blanko — Abs sampel)
(Abs blanko)

% inhibisi = x 100%

Dari persamaan regresi linear y = bx + a dapat dihitung nilai 1Cso

menggunakan rumus :

_ (50-a)
1Cs0 = -

4.7.5 Teknik Analisis Data

Teknik analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan
pengambilan hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
kencur data yang diperoleh kemudian dimasukkan kedalam spss yang
selanjutnya dilakukan uji Independent T-test. Independent T-Test
merupakan uji untuk mengetahui perbedaan rata-rata dua kelompok yang
independent (Nurhayati dkk, 2017).

Data 1Cso dari ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia
Galanga L.) dilakukan uji normalitas menggunakan (Shapiro-Wilk) sebagai
syarat uji analisis Independent T-Test. Peneliti menggunakan Independent
T-Test untuk mengetahui perbedaan rata-rata dua kelompok yang
independent yaitu untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan rata-rata
pada nilai 1Csp kuersetin dan ekstrak daun kencur. Data terdistribusi normal

apabila data tersebut memiliki p > 0,05 sedangkan data dikatakan tidak
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normal apabila nilai signifikan p < 0,05 dan harus dilakukan transformasi

data.



BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Identifikasi Senyawa Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Kencur
(Kaempferia galanga L.)
5.1.1 Hasil Determinasi
Determinasi tanaman dilakukan di UPT (Unit Pengembangan Terpadu)
Politeknik Negeri Jember. Hasil dari determinasi menunjukkan ektrak etanol Daun
Kencur yang digunakan dalam penelitian ini dapat dipastikan bahwa tanaman yang
diteliti adalah spesies Kaempferia galanga L. dan termasuk dalam suku

Zingiberaceae. Hasil determinasi daun kencur dapat dilihat pada lampiran (1)

5.1.2 Pengambilan dan Pengolahan Saampel

Pengambilan sampel dilakukan secara acak di kabupaten Lumajang, Jawa Timur.
Tahap selanjutnya dilakukan sortasi basah, pencucian, pengeringan, sortasi kering
dan proses pengecilan serbuk simplisia menjadi serbuk halus. Berat simplisa kering

sebanyak 50 gram (lampiran 2).

5.1.3 Ekstraksi

Pembuatan Ekstrak daun kencur (Kaempferia galanga L.) diambil
berdasarkan metode maserasi. Ekstraksi maserasi dilakukan dengan menimbang 50
gram serbuk simplisia kemudian dimasukkan ke dalam maserator dan ditambahkan
250 mL pelarut etanol 96%. Serbuk dan pelarut dimaserasi selama 5 hari dan
dilanjutkan dengan re-maserasi selama 1 hari menggunakan 250 ml pelarut etanol
96%. Selama proses perendaman sering dilakukan pengadukan agar senyawa

tercampur merata. Kemudian Ekstrak disaring menggunakan kertas saring untuk
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memisahkan filtrat dan residu. Hasil filtrat maserasi diuapkan menggunakan
waterbath. Proses pembuatan esktrak dapat dilihat pada lampiran (2) dan hasil

rendemen dapat dilihat pada tabel 5.1

Tabel 5.1 Hasil Ekstrak Daun Kencur (Kaempferia galanga L.)

Berat Simplisia Ekstrak Kental % Rendemen Persyaratan
50 Gram 34,7 69,4 % >10%
(Farmakope Indonesia Edisi
I1,2017)

5.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Optimasi panjang gelombang dilakukan sebelum pengukuran sampel pada
spektrofotometer UV-VIS dengan larutan DPPH 100 ppm sebagai blanko.
Pengukuran optimasi panjang gelombang diperoleh hasil 516 nm dengan
absorbansi 0,729 sehingga panjang gelombang yang digunakan pada penelitian ini

yaitu 516 nm (dapat dilihat pada gambar 5.1)
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Gambar 5.1 Kurva Panjang Gelombang DPPH
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5.2.1 Optimasi Waktu Inkubasi Kuersetin

Optimasi waktu inkubasi dilakukan untuk mengetahui waktu yang paling
optimum suatu zat atau sampel dapat bereaksi dengan maksimal. Sampel yang
digunakan dalam optimasi waktu inkubasi adalah kuersetin 5 ppm, 10 ppm, 15
ppm, 20 ppm dan 25 ppm. Optimasi waktu inkubasi dilakukan pada menit ke 0,
10, 20, 30, 40, 50 dan 60.

Hasil absorbansi kemudian diolah dan diperoleh persamaan regresi linier
dan nilai 1Cso pada menit ke-0 sampai menit ke-60. Keenam data tersebut dihasilkan
waktu inkubasi terbaik pada menit ke-10 dengan persamaan regresi yaitu y = 1.12x
+33.568 dan nilai 1Cso 14,67 pug/ mL. sehingga waktu inkubasi yang digunakan pada
penelitian ini adalah 10 menit. Hasil Persaman Regresi Linier dan nilain 1Csp

kuersetin dari menit ke-0 sampai menit ke-60 dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel 5.2 Persaman Regresi Linier dan nilai ICso kuersetin dari menit 0 sampai menit

Menit Ke Persamaan Regizsi R? ICso
0 y =0.992x + 32.032 0,901 18,11
10 y =1.12x + 33.568 0,989 14,67
20 y =0.8864x + 34.768 0,953 17,18
30 y =0.8192x + 35.296 0,928 17,94
40 y = 0.608x + 40.16 0,961 16,18
50 y =0.5216x + 39.376 0,984 20,36
60 y =0.6176x + 37.776 0,983 19,79

5.2.2 Pengukuran Absorbansi Kuersetin dan Ekstrak Etanol Daun Kencur
Pengukuran ekstrak etanol daun kencur dan kuersetin dilakukan dengan

menginkubasi selama 10 menit dan diukur pada panjang gelombang 516 nm sesuai
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dengan optimasi yang telah dilakukan sebelumnya. Hasil pengukuran absorbansi
kuersetin pada larutan pembanding dan ekstrak etanol daun kencur (Kaempferia
galanga L.) dapat dilihat pada tabel 5.3 dan 5.4

Tabel 5.3 hasil absorbansi pengujian kuersetin

Repliksi Kosentrasi (ppm) Absorbansi % Inhibisi
5 0,347 44,65
10 0,332 47,04
1 15 0,315 49,76
20 0,293 53,26
25 0,281 55,18
5 0,381 39,23
10 0,360 42,58
2 15 0,335 46,57
20 0,288 54,06
25 0,259 58,69
5 0,377 39,87
10 0,354 43,54
3 15 0,325 48,16
20 0,296 52,79
25 0,255 59,33
Abs Blanko 0,627

Tabel 5.4 hasil absorbansi pengujian ekstrak etanol daun kencur

Repliksi Kosentrasi (ppm) Absorbansi % Inhibisi
50 0,340 47,04
100 0,308 52,02
1 150 0,274 57,32
200 0,229 64,33
250 0,195 69,62
50 0,342 46,72
100 0,307 52,18
2 150 0,273 57,47
200 0,224 65,10
250 0,190 70,40
50 0,340 47,04
100 0,307 52,18
3 150 0,269 58,09
200 0,222 65,42
250 0,184 71,33

Abs Blanko 0,642
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5.2.3 Hasil Analisi Nilai 1Cso Kuersetin dan Ekstrak Etanol Daun Kencur
Nilai serapan DPPH sebelum dan sesudah penambahan sampel dihitung
sebagai persen inhibisi. Hasil perhitungan persen peredaman dimasukkan ke dalam
persamaan regresi linier dengan konsentrasi ekstrak (ppm) sebagai absis (sumbu X)
dan persen inhibisi sebagai ordinatnya (sumbu Y). Regresi linier digunakan untuk
pengunaan spektrofotometer dengan panjang gelombang 550-750 nm sebagai
alternatif pengganti mikroskop ( Neviaty Zamani, dan Muhaemin, 2017) Hasil
regresi linier berupa nilai x dimasukkan kedalam rumus 1Csp yaitu x = 50 tingkat
kekuatan antioksidan ditentukan berdasarkan nilai 1Cso. Suatu senyawa dapat
dikatakan sangat kuat jika nilai 1Cso >50 pg/mL, kuat 50 pg/mL-100 pg/mL, sedang
100 pg/mL-150 pg/mL, lemah 150 pg/mL-200 pg/mL. Semakin tinggi aktivitas
antioksidan yang terkandung dalam suatu sampel nilai 1Cso semakin kecil (Irwanta,
2014). Hasil analisis nilai 1Cso kuersetin dan ekstrak dapat dilihat pada tabel 5.5

Tabel 5.5 Hasil nilai I1Csq kuersetin dan ekstrak etanol daun kencur

Replikasi Persamaan R? ICso X £SD Kategori
1 y =0,5455x + 41,802 0,993 15,02
Kuersetin 2 y =0,1206x + 40,296 0,980 16,75 16,02+0,89 Slingat
3 y=0,9633x +34,29 0,989 16,30 “
Ekstrak 1 y=0,115x +40,826 0,996 79,77
E[;Zﬂcr)]l 2 y =0,1206x +40,296 0,995 80,46 79,64+0,89  kuat
Kencur 3 y =0,1237x +40,265 0,996 78,69

Berdasarkan hasil pengujian ekstrak etanol daun kencur (Kaempferia
galanga L.) termasuk kedalam kategori kuat dengan rata-rata 1Cs yaitu 79,64+ 0,36
pug/mL dan kuersetin termasuk dalam kategori sangat kuat dengan rata-rata 1Csg

yaitu 16,02+0,89 ug/mL.
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Pengolahan data 1Cso dari kuersetin dan ekstrak etanol daun kencur
(Kaempferia galanga L.) menggunakan SPSS dengan Independent T-Test. Pada uji
normalitas didapat nilai p untuk kuersetin sebesar 0,484 dan untuk ekstrak daun
kencur (Kaempferia galanga L.) sebesar 0,758 sehingga dikatakan terdistribusi
normal karena nilai p>0,05. Pada hasil Independent T-Test didapat nilai p sebesar
0,00 yang menandakan bahwa terdapat perbedaan yang sangat signifikan antara

nilai 1Cso kuersetin dengan ekstrak etanol daun kencur (Nuryadi dkk, 2017)



BAB 6 PEMBAHASAN
6.1 Ekstraksi Daun Kencur (Kaempferia galanga L.)

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui adanya aktivitas antioksidan
ekstrak etanol daun kencur dengan metode maserasi. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu daun kencur segar kemudian dibuat menjadi simplisia dengan
proses pengeringan dibawah sinar matahari dan kemudian dibuat menjadi serbuk
halus.

Proses ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%
dilakukan selama 5 hari dan dilakukan re-maserasi selama 1 hari agar senyawa yang
tertarik dalam pelarut menjadi maksimal. Penggunaan etanol sebagai pelarut
dikarenakan kelebihannya sebagai pengawet sehingga ekstrak tidak mudah
ditumbuhi kapang dan kuman, tidak, absorbsinya baik, dapat bercampur dengan air
pada berbagai perbandingan dan panas yang diperlukan untuk pemekatan sedikit
(Puspitasari dan Lean Syam Proyogo, 2017). Selanjutnya hasil maserasi dilakukan
penguapan ekstrak dengan Hot Plate dengan suhu 30°C selama 4 hari. Setelah
dilakukan penguapan didapatkan hasil rendemen ekstrak sebesar 29,33% (Azijah,
Hidayaturahma, dan Saputri, 2023). Hasil dari persen rendemen pada penelitian ini
memenuhi persyaratan dari Farmakope Indonesia Edisi 11 (2017) yang menyatakan

bahwa persyaratan rendemen ekstrak tidak kurang dari 10%
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6.2 Aktivitas Antioksidan

Penetapan aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil). Metode DPPH dipilih sebagai pengujian
aktivitas antioksidan karena sederhana, mudah, cepat dan hanya memerlukan
sedikit sampel. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) merupakan radikal bebas
yang tidak memiliki pasangan elektron. Pada penelitian ini DPPH (1,1-diphenyl- 2
picrylhydrazil) akan diujikan dengan sampel ekstrak etanol daun kencur untuk
mengetahui seberapa kuat antioksidan yang dimiliki oleh sampel. Prinsip
pengukuran aktivitas antioksidan yaitu jika DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil)
mengalami perubahan warna dari ungu menjadi kuning pucat yang menandakan
bahwa elektron sudah memiliki pasangan. Perubahan warna ini akan memberikan
perubahan absorbansi pada panjang gelombang maksimum DPPH menggunakan
spektrofotometer UV-Vis sehingga diketahui nilai aktivitas peredaman radikal
bebas dinyatakan dalam nilai I1Cso (Mardiah dkk, 2017). Nilai I1Cso (Inhibitory
concentration) merupakan besarnya konsentrasi senyawa uji yang digunakan untuk
memberikan peredaman DPPH sebanyak 50%. Semakin kecil nilai 1Cso, maka
peredaman atau aktivitas antioksidannya semakin tinggi. Pengujian aktivitas
antioksidan daun kencur dan kuersetin dilakukan dengan berbagai seri konsentrasi
menggunakan metode DPPH yang kemudian absorbansinya diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis (Andriani dan Murtisiwi, 2020).

Sebelum melakukan uji aktivitas antioksidan, dilakukan penentuan Panjang
gelombang maksimal terlebih dahulu menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Panjang gelombang maksimum DPPH yang digunakan berada pada Panjang
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gelombang 516 nm dengan absorbansi 0,729 (lampiran 4). Panjang gelombang
yang diperoleh sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh (Bakti, Triyasmono,
dan Rizki, 2017). Pada penelitian (Antasionasti dkk. 2022) Menyebutkan bahwa
panjang gelombang maksimum DPPH yaitu 517 nm. Pada penelitian (Sami dan
Rahimah 2016) menunjukkan hasil panjang gelombang maksimum DPPH yaitu 515
nm. Perbedaan panjang gelombang maksimum disebabkan oleh senyawa DPPH
yang sensitif terhadap beberapa basa lewis, jenis pelarut serta oksigen. Berdasarkan
ketentuan Farmaope Indonesia Edisi IV batas pergeseran yang diperbolehkan
sebesar 2 nm sehingga panjang gelombang maksimum yang diperoleh pada
penelitian ini masih tergolong dalam range dan diperbolehkan untuk digunakan.

Penentuan optimasi waktu inkubasi bertujuan untuk mengetahui waktu yang
dibutuhkan suatu zat untuk berekasi dengan optimum sehingga menghasilkan
serapan yang stabil (Moraliesky, Aryani, dan Supratman, 2020). Penentuan
optimasi waktu inkubasi diukur pada panjang gelombang 516 nm selama 60 menit
dengan selang waktu 10 menit. Hasil penentuan waktu inkubasi yaitu pada menit
ke-10 dengan nilai R = 0,989.

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menguji reaksi sampel ekstrak
dengan larutan DPPH dan mengukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum 516 nm. Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan membuat 5
konsentrasi kuersetin dan sampel ekstrak etanol daun kencur dengan 3x replikasi.
Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-

Vis. Nilai serapam DPPH sebelum dan sesudah penambahan larutan uji dihitung
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sebagai persentase pengurangan. Nilai ICso didapatkan dari perhitungan persamaan
regresi linier yang telah didapatkan.

Hasil analisis pengurangan radikal bebas oleh ekstrak etanol daun kencur
dapat dilihat pada tabel 5.4 yang menunjukkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak
etanol daun kencur maka semakin meningkat aktivitas peredaman DPPH karena
semakin banyak atom hidrogen dari ekstrak etanol daun kencur yang berpasangan
pada elektron dari radikal bebas DPPH sehingga penyerapan semakin menurun
ditandai dengan pembentukan kompleks diphenylpicryhidrazil warna kuning yang
bersifat non radikal. Data absorbansi yang dihasilkan kemudian digunakan untuk
menghitung nilai I1Cso. Nilai 1Cso ekstrak etanol daun kencur (Kaempferia galanga
L.) didapat dari hasil perhitungan persamaan linier. Nilai 1Cso ekstrak yang
diperoleh yaitu replikasi 1 = 79,77 ug/mL, replikasi 2 = 80,46 pg/mL dan replikasi
3 =78,69 pg/mL dengan rata-rata yaitu 79,64+0,89 pug/mL termasuk dalam kategori
kuat. Penelitian yang dilakukan oleh (Latifah, 2015) tentang aktivitas antioksidan
ekstrak etanol 80% rimpang kencur dengan metode DPPH diperoleh nilai I1Cso =
13,07 ug/mL yang termasuk kategori sangat kuat. Pada penelitian (Amanah dan
Aznam, 2016) tentang aktivitas antioksidan kombinasi ekstrak sarang semut dan
kencur menunjukkan kategori yang sangat kuat dengan nilai 1Csp = 14,93 pg/mL.
perbedaan hasil diduga karena jenis pelarut dan metode ekstraksi yang digunakan
sangat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan daun kencur (Kaempferia
galanga L).

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan pembanding kuersetin.

Kuersetin sering digunakan sebagai larutan pembanding dalam pengukuran
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aktivitas antioksidan karena kuersetin merupakan antioksidan kuat denan kekuatan
4-5 kali lebih tinggi dibandingkan dengan vitamin C dan vitamin E yang dikenal
sebagai antioksidan potensial. Aktivitas antioksidan dari pembanding kuersetin
dengan konsentarasi 5 ppm,10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25 ppm diperoleh hasil
optimasi waktu inkubasi optimum pada menit ke-10 dengan panjang gelombang
516 nm. Kuersetin memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat ditunjukkan dengan
nilai rata-rata ICso sebesar 16,02 ng/mL. Pada hasil SPSS menunjukkan bahwa hasil
data terdistribusi normal dengan nilai p>0,05. Dari hasil nilai 1Cso ekstrak etanol
daun kencur (Kaempferia galanga L.) dan kuersetin dilakukan uji Independent T
Test yang menghasilkan nilai p<0,05 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan hasil
ICs0 yang signifikan antara kuersetin dibandingkan dengan ekstrak etanol daun
kencur (Kaempferia galanga L.).

Kuersetin memiliki aktivitas antioksidan yang jauh lebih tinggi daripada
ekstraknya karena kuersetin merupakan isolat yang terdiri dari satu kelompok
senyawa dan telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat.
Aktivitas antioksidan ekstrak lebih rendah karena mengandung berbagai kelompok
senyawa yang aktivitas antioksidannya belum diketahui secara pasti (Fatimah dan

Nuryaningsih, 2018).



BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN
7.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa :

1. Jumlah persen rendemen dari ekstrak etanol 96% daun kencur
(Kaempferia galanga L.) yang dibuat dengan metode ekstraksi
maserasi adalah 69,4%.

2. Nilai aktivitas antioksidan 1Cso dari daun kencur (Kaempferia galanga
L.) yaitu sebesar 79,64 + 0,89 ug/mL termasuk kategori kuat sedangkan
nilai 1Csp kuersetin yaitu 16,02 + 0,89 ug/mL dan termasuk kategori
sangat kuat.

3. Hipotesis dalam penelitian ini adalah terdapat Perbedaan hasil aktivitas
antioksidan antara kuersetin dengan ekstrak etanol daun kencur

(Kaempferia galanga L.).
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7.2 Saran
7.2.1 Bagi Peneliti
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan mengganti pelarut
untuk mengetahui aktivitas antioksidan yang terkandung dalam ekstrak

etanol daun kencur (Kaempferia Galanga L.)

7.2.2 Bagi Peneliti Lain

Dapat menjadi informasi ilmiah tentang uji aktivitas antioksidan
ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia Galanga L.) menggunakan
metode DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazil) dan diharapkan mampu

menggunakan variabel yang lain

7.2.3 Bagi Masyarakat

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi serta
menambah ilmu pengetahuan bagi masyarakat dan potensi antioksidan dari
ekstrak etanol 96% daun kencur (Kaempferia galanga L.).

7.2.4 Bagi Institusi Pendidikan

Hasil penelitian ini hendaknya dapat dijadikan sumber informasi dan
referensi bagi mahasiswa, dosen, maupun instansi lain terkait uji aktivitas

antioksidan daun kencur (Kaempferia galanga L.).
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Lampiran 2. Dokumentasi Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kencur

= - |

Pengambilan Daun Kencur dan
Dilakukan sortasi Basah

Penghalusan Serbuk Daun Kencur
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Ekstraksi Maserasi

Ekstrak Dikentalkan Menggunakan
Hot Plate
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Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Perhitungan rendemen ekstrak etanol daun kencur (Kaempferia galanga L.)
Bobot Sampel Bobot Ekstrak ~ Bobot Rendemen
50 34,7 69,4 %

Rendemen Ekstrak = _Bobot Ekstrak v 1009
Bobot Simpllisia

= 3;‘;7_X 100% = 69,4%
0
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Lampiran 4. Grafik Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Spectrum Peak Pick Report
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Lampiran 5. Pembuatan Larutan DPPH
a) Perhitungan DPPH

m — massa (mg) 1000
pp 100 (mL) x ppm

1000 ppm = massa (mg) ¥ 1000
PP 100 (mL) X ppm

massa = 1000ppm ¥ 10 mL
1000 ppm

b) Dokumentasi Penelitian

Menimbang Serbuk DPPH Larutan DPPH
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Lampiran 6. Pembuatan Larutan Induk Kuersetin 100 ppm dan
Pengenceran

a) Perhitungan Larutan Induk Kuersetin
ppm = mm@m@—lo P x 1000 ppm
100 ppm = massa (mg) x 1000 ppm
100 ppm
massa m x 10 mL
=1mg
b) Dilakukan Pengenceran Untuk Kuersetin
Sppm: M1.V1 =M.V,
100 ppm . V1 =5ppm .10 mL
massa =sppm— x 10 mL
100 ppm
=0,5mL
=500 uL
10 ppm : M1.V1 =M. V>
100 ppm . V1 =10 ppm . 10 mL
massa =10ppm x 10 mL
100 ppm
=1mL
=1000 j
15 ppm : M1.V1 =M.V,
100 ppm . V1 =15 ppm . 10 mL
massa =15ppm x 10 mL
100 ppm
=15mL
=1500 L
20 ppm : M1.V1 = Ma.V>
100 ppm . V1 =20 ppm . 10 mL
massa ==20ppm x 10 mL
100 ppm
=2mL
=2000 L
25 ppm: M.V = Ma.V>
100 ppm . V1 =25 ppm . 10 mL
massa ==25ppm x 10 mL
100 ppm
=25mL

¢) Dokumentasi

=2500 &
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Lampiran 7. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Etanol Daun Kencur

(Kaempferia galanga L.) 1000 ppm dan Pengenceran

a) Perhitungan Larutan Induk Ekstrak Etanol Daun Kencur

ppm = massamglw 1000 ppm
100 (mL)
1000 ppm = massa(mg) x 1000 ppm
10 (mL)
massa = 1000ppm x 10 mL
1000 ppm
=10 mg
b) Dilakukan Pengenceran Larutan Uji Ekstrak
50 ppm : M1.V1 =M. V>
1000 ppm . V1 =50 ppm . 10 mL
massa = m x 10 mL
=0,5mL
=500 pL
100 ppm : M1.V1 =Ma.V>
1000 ppm . V1 =100 ppm . 10 mL
100 ppm
massa ﬁ x 10 mL
=1mL
=1000 pL
150 ppm: Mi1.Vi = Ma2.V?
1000 ppm . V1 =150 ppm . 10 mL
150 ppm
massa ﬁ x 10 mL
=15mL
=1500 pL
200 ppm : M1.V1 =M.V,
1000 ppm . V1= 200 ppm . 10 mL
200 ppm
massa ———moozim x 10 mL
=2mL
=2000 pL
250 ppm: M1.V1 = Ma.V>
1000 ppm . V1= 250 ppm . 10 mL
250 ppm
massa :WI;P];m x 10 mL
=25mL
=2500 pL

c) Dokumentasi

TV WP
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Lampiran 8. Replikasi Kuersetin dan Ekstrak Etanol Daun Kencur

Kuersetin Replikasi 1 Kuersetin Replikasi 2

Kuersetin Replikasi 3 Ekstrak Daun Kencur Replikasi 1

Ekstrak Daun Kencur Replikasi 2 Ekstrak Daun Kencur Replikasi 3
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Lampiran 9. Hasil Spektro Waktu Inkubasi Optimum

Menit ke- Konsentrasi Absorbansi %inhibisi 1Cs0 R?
(ppm)

5 0,383 38,72
10 0,369 40,96

0 15 0,354 43,36 18,11 0,90
20 0,281 55,04
25 0,272 56,48
5 0,386 38,24
10 0,343 45,12

10 15 0,302 51,68 14,67 0,98
20 0,275 56,0
25 0,245 60,8
5 0,384 38,56
10 0,343 45,12

20 15 0,336 46,24 17,18 0,95
20 0,286 54,24
25 0,274 56,16
5 0,377 39,68
10 0,367 41,28

30 15 0,311 50,24 17,94 0,92
20 0,301 51,84
25 0,282 54,88
5 0,355 43,2
10 0,342 45,28

40 15 0,311 50,24 16,18 0,96
20 0,292 53,28
25 0,285 54,4
5 0,362 42,08
10 0,346 44,64

50 15 0,334 46,56 20,36 0,98
20 0,309 50,56
25 0,299 52,16
5 0,372 40,48
10 0,349 44,16

60 15 0,331 47,04 19,79 0,98
20 0,306 51,04
25 0,297 52,48

Blanko 0,625
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Lampiran 10. Perhitungan Persen Peredaaman DPPH dan ICso Larutan Uji

Abs Blanko—Abs Sampel

5 TITTOTST= Abs Blanko x 100%
Sampel IC50(pg/mL) Rata-Rata SD RSD
(Hg/mL)
15,02
Kuersetin 16,75 16,02 0,89 5,56
16,3
Ekstrak etanol 79,77
bunga telang 80,46 79,64 0,89 1,12
78,69
1. Hasil Perhitungan Kuersetin
(Replikasi 1)
Konsentrasi (ppm) A Blanko A Sampel % inhibisi 1Cso
5 0,627 0,347 44,65
10 0,627 0,332 47,04
15 0,627 0,315 49,76 15,02
20 0,627 0,293 53,26
25 0,627 0,281 55,18
(Replikasi 2)
Konsentrasi (ppm) A Blanko A Sampel % inhibisi 1Cs0
5 0,627 0,381 39,23
10 0,627 0,360 42,58
15 0,627 0,335 46,57 16,75
20 0,627 0,288 54,06
25 0,627 0,259 58,69
(Replikasi 3)
Konsentrasi (ppm) A Blanko A Sampel % inhibisi I1Cso
5 0,627 0,377 39,87
10 0,627 0,354 43,54
15 0,627 0,325 48,16 16,3
20 0,627 0,296 52,79
25 0,627 0,255 59,33
Replikasi Persamaan R? I1Cso(ug/mL)
1 y = 0,5455x + 41,802 0,99 15,02
2 y =1,008x + 33,11 0,98 16,75
3 y = 0,9633x + 34,29 0,98 16,30
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%Inhibisi

70
60 —
/

40

30

20

10

5ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm 25 ppm

Replikasi 1 44.65 47.04 49.76 53.26 55.18
Replikasi 2 39.23 42.58 46.57 54.06 58.69
Replikasi 3 39.87 43.54 48.16 52.79 59.33

2. Perhitungan ICso Kuersetin

a)

b)

Replikasi 1
y =0,5455x + 41,802

50=0,5455x + 41,802

50-41,802
X=———x100%

0,5455
I1Cs0 = 15,02 pg/mL
Replikasi 2

y =1,008x + 33,11
50=1,008x + 33,11

50—33,11
= —————x 1009
008 %

ICs0 = 16,75 pg/mL
Replikasi 3

y =0,9633x + 34,29
50=0,9633x + 34,29

50—34,29
= — x 1009
0,9633 00%

ICs0 = 16,3 pg/mL

74

3. Hasil Pengujian Ekstrak Etanol Daun Kencur

(Replikasi 1)

Konsentrasi (ppm) A Balnko A Sampel % inhibisi 1Cso
50 0,642 0,340 47,04
100 0,642 0,308 52,02
150 0,642 0,274 57,32 79,77
200 0,642 0,229 64,33
250 0,642 0,195 69,62
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(Replikasi 2)
Konsentrasi (ppm) A Balnko A Sampel % inhibisi 1Cso
50 0,642 0,342 46,72
100 0,642 0,307 52,18
150 0,642 0,273 57,47 80,46
200 0,642 0,224 65,10
250 0,642 0,190 70,40
(Replikasi 3)
Konsentrasi (ppm) A Balnko A Sampel % inhibisi 1Cso
50 0,642 0,340 47,04
100 0,642 0,307 52,18
150 0,642 0,269 58,09 78,69
200 0,642 0,222 65,42
250 0,642 0,184 71,33
Replikasi Persamaan R? 1Cso
Replikasi 1 y = 0,115x + 40,826 0,99 79,77
Replikasi 2 y = 0,12064x + 40,296 0,99 80,46
Replikasi 3 y = 0,1237x + 40,265 0,99 78,69
80
70
w60 ///
2 50
€ 40
< 30
20
10
0 50 ppm 100 ppm 150 ppm 20 ppm 250 ppm
= Replikasil ~ 47.04 52.02 57.32 64.33 69.62
——— Replikasi2 ~ 46.72 52.18 57.47 65.1 70.4
Replikasi3 ~ 47.04 52.18 58.09 65.42 71.33

4. Perhitungan IC50 Ekstrak Etanol Daun Kencur
a) Replikasi 1
y =0,115x + 40,826
50=0,115x + 40,826

_ 50—40,826
- WX 100%
I1Cs0 = 79,77 pg/mL
b) Replikasi 2

y = 0,1206x + 40,296
50=0,1206x + 40,296

50—-40,296
= " X 1 0,
0,1206 00 %

ICs0 = 80,46 pg/mL



c) Replikasi 3
y = 0,1237x + 40,265
50=0,1237x + 40,265

50—40,265
= x 100%
0,1237

ICs0 = 78,69 pg/mL
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Lampiran 11. Hasil Analisis Data Dengan SPSS

1) Uji Normalitas

Tests of Normality

—

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Larutan Statistic Sig. Statistic df Sig.
IC50 Kuersetin .288 .929 3 484
Ekstrak Daun Kencur 225 .984 3 .758

a. Lilliefors Significance Correction

2) Uji Independent Sampel T-Test

Group Statistics

Larutan N Std. Deviation ~ Std. Error Mean
IC50 Kuersetin 3 .89757 51821
Ekstrak Daun Kencur 3 .89213 51507

Levene's Test for Equality of

Independent Samples Test

Variances
F 1 df Sig. (2-tailed)
ICED Equal variances .mz2 -87.069 4 000
assumed
Equal variances not -87.064 4 000 000
assumed
S
test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Std. Error Difference
Difference Difference Lower Ulpper
-GAG1667T 30645 -GE5 64527 -61.58807
-GAG1667 73064 -G5 64530 -61.58804
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Lampiran 12. Hasil Spektrofotometer UV-Vis
Standard Table Report

21082023 132708

File Name  C\Users\ACER\Documents\BIN\optimasi. pho

Standard Curve
[ uu(— — — T T T
0600} .
0,500} -
]
0400 - ) E
} e S .
. T
0:300}- i ”"‘»%_4'__ E
0207 1 [ 1 1
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000
Canc. (mg")
Sandand Tabk
Sample ID Type Ex Comments
i blanko Stancard
] sid1mned Standard
3 sid2mead Standard
B std3met0 Standard
B sig4mend Standard
8 steSmatd Standard
7 s imnti0 Standard
& s2mnt10 Standard
[] Sta3mntio Standard
(70 | =émnti0 Standard
1" staSmnti0 Standard
2 |sdimn20 Standard
13 |sd2mn20 Standard
14 s¥3mnt20 Standard
15 | sidémnt20 Standard
18 sd5mnt20 Standard
17 simnt0 Standard
18 sd2mnt30 Standard
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Standard Table Report

79

21082023 132709

File Name: C:\Users\ACER\Documents\BIN\optimasi.pho

Standard Curve
063 T T T T
0,600} 9
0,500 B
0400+ —A""*-n-,‘__» E
1 —A—":’-»-“_n A
—~—a
0,300+ H ‘-1 E
0,207 L ! - A
0, 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000
Conc. (mgf)
Soindamd Tabk
Sampla 1D Type Ex Cone WL5160 | WgtFactor Comments
18 |#d3Imnido Standard 15,000 0.311 1.000
20 | =damnta0 Standard 20,000 0.301 1.000
21 sdEmnt30 Standard 25000 0282 1000
2 | edimnt0 Standard 5.000 0.355 1.000
23 | =d2mnid0 Stancard 10.000 0.342 1.000
24 | skamni40 Standad 15000 0311 1000
25 | siddmnid0 Standsrd 20,000 0202 1000
26 | sdSmntd Standard 25000 0285 1.000
(27 |=@imnis0 Stancard 5,000 0362 1.000
28 | st2mniso Standad 10.000 0.346 1.000
25 | sddmniso Standard 15,000 0334 1.000
30| sdmntso Standard 20.000 0309 1000
31 | stdseniso Standard 25.000 0209 7.000
32 | stoimnted Standard 5000 0372 1.000
33 | sw2mnisd Standard 10.000 0349 1.000
34 | stadmnieo Standard 15,000 0331 1.000
35 sigdmntfo Standard 20.000 0308 1,000
(36 | ssenie0 Standard 25.000 0287 1.000
Standard Table Report 21082023 132700
File Name C \Users\ACER\Documents\BIN\optimasi pho
Standand Curve
068 T T T T
0600} E
0500 B
0400 n“"--»n,___; 1
2 &—_-“A‘--»»,.__ .
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0300 % - 4
0207 L . L L
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Sandad Tabe
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Sample Table Report
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21082023 133246

File Name:  C:\Users\ACER\Documents\BIN\SAMPEL 123 pho

Samgle Groph

§

Cone, (mg/l)
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I8
Sequence No.
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