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LAPORAN AKHIR

Judul (Title)

PENGUNAAN RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMERASE DALAM PENDETEKSIAN CEMARAN BABI PADA
MARSHMALLOW CANDY

Latar Belakang (Background)

Saat ini perkembangan tekonologi pada produk pangan dan kesehatan telah
berkembang pesat sehingga telah tersedia makanan dan obat-obatan dalam
berbagai macam bentuk dan jenis. Bentuk dan warna memiliki daya tarik
makanan  untuk  dapat  dibeli oleh konsumen, sehingga
banyak industri yang mencoba melakukan inovasi bentuk/tekstur produk
dengan menambahkan gelatin (Schrieber & Gareis, 2007). Salah satu produk
makanan yang dibuat dengan gelatin dan disukai konumen dari berbagai
kalangan adalah marshmallow candy.

Saat ini produk marshmallow mulai banyak ditemui di pusat perbelanjaan dan
minimarket yang berada di berbagai kota di Indonesia. Marshmallow candy
yang dijual memiliki warna dan bentuk yang menarik, khususnya bagi anak
anak, sehingga produk ini banyak diminati oleh konsumen. Marshmallow
dikenal sebagai whipped sugar karena produk ini dibuat dengan mengaduk
cairan gula hingga terbentuk busa (foam). Pada awalnya, marshamallow
dibuat tanpa adanya pencampuran gelatin, akan tetapi bentuk foam yang
diharapkan tidak dapat bertahan lama. Permasalahan tersebut kemudian dapat
teratasi dengan memberikan gelatin saat proses produksi marshmallow
(Schrieber & Gareis, 2007). Gelatin pada produk marshmallow berfungsi
sebagai pembentuk foam, selain itu juga mempertahankan bentuk foam dan jel
(Santoso et al., 2016).

Pada umumnya, gelatin yang digunakan dalam pembuatan marshmallow
berasal dari binatang yang diperoleh dari tulang, kulit, dan jaringan ikat
(Abdullah Sani et al., 2021). Oleh karena itu, muncul beberapa pertentangan
terkait pengunaan gelatin yang lebih disebabkan oleh agama dan pola hidup.
Masyrakat muslim dan yahudi tidak mengkonsumsi produk-produk yang
berasal dari hewan babi, masyarakat Hindu tidak mengkonsumsi olahan sapi,
kebudayaan masyarakt Roma melarang penggunaan kuda sebagai bahan
pangan, dan orang-orang Yyang melakukan pola vegetarian tidak
mengkonsumsi hewan (Hossein Elyasi; Ademola Monsur Hameed).




Berdasarkan hal tersebut maka sangat perlu dilakukan identifikasi sumber
gelatin yang terdapat dalam produk marshmallow.

Berbagai teknik untuk mengetahui asal gelatin yang digunakan dalam produk
makanan, diantaranya adalah restriction fragment length polymorphism
(RFLP). Teknik RFLP sudah banyak dikembangkan untuk identifikasi jenis
binatang yang digunakan sebagai sumber gelatin, baik pada produk obat
maupun makanan (Erwanto et al., 2014; Girish et al., 2005a; Guan et al., 2018;
Mane et al., 2014). Akan tetapi belum ada penelitian di Indonesia yang
melaporkan asal gelatin yang digunakan pada produk marshmallow yang
beredar di Indonesia, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
sumber gelatin yang digunakan pada produk marshmallow yang beredar di
Indonesia.

Tujuan Riset (Objective)

Peenlitian ini dilakukan untuk mengetahui penggunaan metode RFLP mampu
mendeteksi ada tidaknya cemaran babi pada produk olahan gelain, dalam hal
ini adalah marshmallow candy.

Metodologi (Method)

Preparasi sampel dan ekstraksi DNA Secara singkat tahapan ini akan
dilakukan dengan mencacah sampel marshmallow dengan menggunakan
pisau steril yang dilanjutkan dengan mengisolasi DNA sesuai dengan prosedur
yang terdapat di dalam kit ekstraksi DNA.

Elektroforesis DNA

Tahapan ini dilakukan dengan membuat jel agarosa 1% yang memiliki
sumuran yang kemudian diberikan sampel dan kontrol yang telah
ditambahkan loading dye. Setelah semua sampel dimasukkan ke dalam
sumuran, proses elektroforesis dijalankan pada tegangan 100 V selama
15 menit.

RFLP
TeknikRFLP diawali dengan Amplifikasi DNA dan pemotongan dengan
enzim restriksi. Proses Amplifikasi dengan teknik PCR dilakukan berdasarkan




protokol Go Tag® Green Master Mix dengan menambahkan primer spesifik
terhadap DNA mitokondria. Hasil amplifikasi PCR sebanyak 10 pl kemudian
diberikan penambahan enzim restriksi. Konfirmasi hasil RFLP menggunakan
metode elektroforesis.

Analisa
Analisa dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan data yang terlihat
pada gel elektroforesis.

Diagram Alir Penelitian

Gambar 1. Diagram Alir Penelitian

Hasil dan pembahasan

Pada penelitian ini, hasil PCR dari kelima sampel marshmallow candy dapat
teramplifikasi dengan tepat pada fragmen sitokrom b dengan ukuran sebesar
359 bp (gambar 2). Hal ini juga serupa dengan hasil amplifikasi gen
sitokrom b pada gelatin babi murni dan gelatin sapi murni.
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Gambar 2. Hasil Elektroforesis Produk PCR. M: DNA ladder 1 kb, K+:
Kontrol Positif (Gelatin Babi), K-: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), A-E :
Marshmallow candy

Produk PCR digunakan untuk reaksiselanjutnya yaitu restriksi menggunakan
enzim restriksi BsaJ 1. Hasil restriksi menunjukkan tidak adanya perbedaan
pola pemotongan DNA pada keenam sampel dan gelatin sapi murni.
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Gambar 3. Hasil Elektroforesis RFLP. M: DNA ladder 1 kb, K+: Kontrol
Positif (Gelatin Babi), K-: Kontrol Negatif (Gelatin Sapi), A-E :
Marshmallow candy

Pada kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi terbentuk fragmen DNA
dengan ukuran yang sama yaitu 359 bp. Terbentuknya ukuran fragmen DNA
yang sama antara kontrol gelatin babi dan kontrol gelatin sapi dari hasil
amplifikasi menggunakan primer cyt b disebabkan karena primer cyt b
merupakan primer universal mamalia sehingga dapat mengamplifikasi DNA




yang memiliki kesamaan homologi dengan DNA babi seperti sapi (Kocher et
al., 1989).

Dalam meningkatkan spesifisitas keberadaan kandungan DNA babi pada
sampel dan kontrol, maka produk PCR digunakan pada proses selanjutnya,
yaitu metode RFLP. RFLP merupakan tindak lanjutdari hasil amplifikasi yang
didigesti menggunakan enzim restriksi, perbedaan antara spesies hewan dapat
dibedakan melalui digesti amplikon dengan enzim restriksi yang akan
menghasilkan fragmen dari berbagai ukuran yang unik untuk setiap jenis
hewan (Rasmussen, 2010).

Pada gambar 3 terlihat bahwa pola pemotongan DNA pada gelatin babi murni
berbeda dengan sampel dan gelatin sapi murni. Pada gelatin babi murni yang
berperan sebagai kontrol positif, produk PCR terpotong menjadi dua fragmen
DNA dengan ukuran 228 bp dan 131 bp. Aida et al (2005) melaporkan bahwa
pemotongan gen sitokrom b dengan enzim restriksi BsaJ 1 pada DNA babi
menghasilkan dua fragmen DNA dengan ukuran 228 pb dan 131 pb.
Berdasarkan hal tersebut, maka semua sampel yang digunakan pada penelitian
ini tidak
teridentifikasi adanya kontaminasi babi pada marshmallow yang digunakan
pada penelitian ini.
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ABSTRAK

Akhir-akhir ini tanaman kelor (Moringa oleifera L.) sudah mulai banyak
dikenal masyarakat karena mempunyai banyak manfaat, Moringa oleifera
adalah salah satu tanaman herbal karena bermanfaat bagi kesehatan yang
mengandung banyak komponen bioaktif termasuk, fenol, flavonoid, tannin,
vitamin dalam jumlah yang signifikan. Kelor sudah digunakan di berbagai
bidang antara lain : bidang Kesehatan, farmasi, makanan, kosmetika dan
kecantikan. Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji aktivitas antioksidan
daun kelor yang sudah dalam bentuk teh. Penelitian ini menggunakan metode
perendaman teh daun kelor dengan air mendidih. Uji aktifitas antioksidan
menggunakan metode DPPH kemudian dilanjutkan dengan perhitungan
Inhibition Concentration 50% (ICso). Hasil yang diperoleh nilai 1Cso sebesar 9,34

ppm

Kata kunci: Antioksidan, DPPH, Teh daun kelor (Moringa oleifera).
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang memiliki keanekaragaman hayati yang
sangat berpotensi dalam penemuan senyawa baru sebagai antioksidan.

Pohon kelor (Moringa oleifera ) banyak dimanfaatkan sebagai tumbuhan
pagar hidup, yang berguna sebagai tanaman penghijau. Selain itu, tanaman
kelor juga dikenal sebagai tanaman berkhasiat obatdengan memanfaatkan
seluruh bagian dari tanaman kelor mulai dari daun, kulit batang, biji, hingga
akarnya (Toripah et al., 2014).

Tanaman kelor banyak digunakan sebagai obat tradisional, dimana
masyarakat sudah mengakui khasiatnya berdasarkan pengalaman dirinya,
tanaman daun kelor secara ilmiah telah banyak diuji dan dikonfirmasi bahwa
memiliki banyak manfaatnya. Dalam tanaman daun kelor banyak terdapat
senyawa flavonoid, fenolat, asam askorbat dan karatenoid yang mengandung
antioksidan alami. Daun kelor merupakan salah satu tanaman yang banyak
mengandung nutrisipenting dalam jumlah yang tinggi. Pada penelitian telah
diuji bahwa ekstrak air daun kelor banyak senyawa aktif alkaloid, saponin,
tannin, fenol, flavonoid, triterpenoid, steroid, dan glikosida (Pradana, 2019).

Banyak obat-obatan tradisional illegal yang dijual secara online dapat
membahayakan bagi masyarakat, karena produk yang dijual secara online tidak
terjamin keamanannya. Badan Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM)
menemukan obat-obatan illegal yang dijual secara online. Salah satu jenis obat-
obatan illegal yang paling banyak di jual produk jamu-jamuan yang
mengandung bahan berbahaya untuk kesehatan masyarakat (Windy et al., 2018).

Antioksidan adalah senyawa yang dapat melindungi sel dari kerusakan
dengankemampuan memblok proses kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh
radikal bebas, baik yang berasal dari produk samping metabolisme yang terjadi
di dalam tubuh maupun yang berasal dari lingkungan seperti asap rokok, polusi
udara, obat-obatan tertentu, sinar ultraviolet, dan radiasi. Salah satu antioksidan

yang biasa digunakan adalah vitamin C.



Salah satu pengukuran aktivitas antioksidan yang paling umum digunakan
adalah melalui penangkapan radikal bebas menggunakan radikal 1,1-difenil-2-
pikrihidrazil (DPPH). Metode ini dipilih karena memiliki beberapa kelebihan
seperti aktivitas penangkapan radikal bebas yang tinggi dalam pelarut organik
padasuhu kamar, metode sederhana, mudah, menggunakan sampel dalam
jumlah yang sedikitdalam waktu yang singkat dan hanya membutuhkan
spektrofotometer UV- Vis (Tutik dkk., 2018).

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh (Sreelatha
dan Padma, 2009), tanaman pada kelor mengandung antioksidan, terutama
pada daunnya mengandung antioksidan yang paling tinggi. (Tuti dkk., 2018)
menyatakan bahwa ekstrak daun kelor (Moringa oleifera L.) yang memiliki
aktivitas antioksidan terbesar yaitu megguakan pelarut etanol dengan nilai
Inhibition Concentration 50% (ICso) sebesar 103,98 ug/mL yang mengandung
senyawagolongan alkaloid, flavonoid, tanin, steroid dan saponin.

B. Permasalahan Penelitian
1. Bagaimana aktivitas antioksidan teh daun kelor yang beredar di toko

online

2. Bagaimana perbandingan aktivitas antioksidan teh daun kelor yang
beredar secara online dengan yang diolah sendiri?

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan teh daun

kelor berdasarkan variasi lama perendaman dalam air mendidih

D. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi ilmiah
mengenai khasiat dari teh daun kelor sebagai uji aktivitas antioksidan dan

bermanfaat terhadap perkembangan obat.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Landasan Teori
1. Tanaman Kelor (Moringa oleifera)

a. Klasifikasi Tanaman Kelor (Roloff et al., 2009)

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Capparales Famili
Famili : Moringaceae

Genus : Moringa

Spesies : Moringa oleifera Lam
Nama Daerah : Kelor

b. Deskripsi Tanaman

/
/1
Gambar 1. Daun Kelor (Moringa oleifera)

Tanaman kelor (Moringa Oleifera) merupakan tanaman tropis yang tumbuh
di daerah tropis seperti Indonesia dan berbagai kawasan tropis lainnya di dunia.
Tanaman kelor merupakan tanaman dengan ketinggian 7-11 meter. Tanaman
ini berupa semak atau pohon dengan akar yang kuat, berumur panjang,
batangnya berkayu getas (mudah patah), tegak, berwarna putih kotor, berkulit
tipis, permukaankasar, dan jarang bercabang. Tanaman kelor memiliki bunga
yang berwarna putih kekuning-kuningan yang keluar sepanjang tahun dengan
aroma semerbak khas. Tanaman kelor memiliki buah berbentuk panjang dan

segitiga dengan panjang sekitar 20-60 cm. Buah tanaman kelor berwana hijau



ketika masih muda dan berubah menjadi coklat ketika tua (Tilong, 2012). Daun
kelor berbentuk bulat telur dengan tepi daun rata dan ukurannya kecil-kecil
bersusun majemuk dalam satu tangkai (Tilong, 2012). Terdapat beberapa
julukan untuk pohon kelor diantaranya The Miracle Tree, Tree For Life, dan
Amazing Tree. Julukan tersebut muncul karena bagian pohon kelor mulai dari daun,
buah, biji, bunga, kulit, batang, hingga akar memiliki manfaat yang luar biasa.
Tanaman kelor mampu hidup di berbagai jenis tanah, tidak memerlukan
perawatan yang intensif, tahan terhadap musim kemarau, dan mudah
dikembangbiakkan (Simbolon dkk., 2007).
c. Kandungan Kimia

Kandungan tanaman kelor berdasarkan penelitian diketahui banyak
mengadung nutrisi esensial seperti vitamin, mineral, asam amino, beta-karoten,
antioksidan, antiinflamasi, omega 3 dan 6 (Kasolo et al., 2010). Kelor juga
mengandung senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, tanin, saponin,
flavonoid, dan fenol (Oluduro, 2012)
d. Khasiat Daun Kelor

Kelor banyak digunakan sebagai tanaman obat diseluruh dunia untuk
mengobati penyakit seperti infeksi kulit, anemia, anxietas, asma, darah kotor,
bronkitis, radang selaput lendir, penyakit kolera dan banyak lainnya (Khawaja
et al., 2010). Kelor juga bermanfaat sebagai Moringa oleiferaanti inflamasi,
antispasmodic, antihipertensi, antitumor, antioksidan, antipiretik, tukak
lambung, antiepilepsi, diuretik, penurun koletrol, antidiabetes (Paliwal et al.,
2011) dan aktifitas hepatoprotective (Huang et al., 2012). Kelor juga banyak
diketahui bermanfaat sebagai kosmetik seperti produk kecantikan kulit, vitamin
rambut dan conditioner rambut (Khawaja et al., 2010).
2. Radikal Bebas
Radikal bebas adalah suatu atom, molekul atau senyawa yang dapat berdiri
sendiri, mempunyai elekton satu atau lebih yang tidak berpasangan pada orbital
terluarnya. Adanya satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan
menyebabkanR ™ berkecenderungan mencari elektron untuk dijadikan pasangan

untuk mencapai kondisi stabil dengan mengambil pasangan elektron dari



senyawa lain atau ditarikpada medan magnet tertentu (Uppu et al., 2010).
Radikal bebas pada umumnya mengikat molekul besar seperti lipid, protein,
maupun DNA (pembawa sifat). Apabila hal tersebut terjadi, maka akan
mengakibatkan kerusakan sel atau pertumbuhan sel yang tidak bisa
dikendalikan. Radikal bebas memiliki reaktivitas yang sangat tinggi. Hal ini
ditunjukkan oleh sifatnya yang menarik atau menyerang elektron di
sekelilingnya (Helliwell dan Gutteridge, 2000). Didalam tubuh, radikal bebas
dapat menyebabkan proses peroksidasi lipid. Proses peroksidasi lipid
menghasilkan beberapa produk akhir berupa Malondialdehid (Uppu et al.,
2010).

3. Antioksidan

Antioksidan adalah zat yang memperlambat atau menghambat stress
oksidatifpada molekul target. Antioksidan melindungi molekul target antara lain
dengan cara yakni dengan menangkap radikal bebas dengan menggunakan protein,
mengurangi pembentukan radikal bebas dengan merubahnya menjadi radikal bebas
yang kurang aktif, mengikat ion logam yang dapat menyebabkan timbulnya
radikal bebas, melindungi komponen sel utama yang menjadi sasaran radikal
bebas, memperbaiki target organ dari radikal bebas yang telah rusak,
menggantikan sel yang rusak dengan sel baru (Maria dkk., 2014).

Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada
senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut
dapat dihambat. Antioksidan dibutuhkan tubuh untuk melindungi tubuh dari
serangan radikal bebas (Azwin, 2011). Antioksidan diklasifikasikan menjadi
antioksidan enzimatik yakni antioksidan yang berupa enzim antara
lainsuperoxide dismutase, glutathione peroxidasedan catalase. Sedangkan
antioksidan nonenzimatik yakni antioksidan yang diperoleh dari tanaman atau
hewan yaituvitamin A, vitamin C, vitamin E, flavonoid,mineral (Winarsi, 2007).
4. DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazin)

Senyawa DPPH adalah radikal yang distabilkan oleh delokalisasi elektron
bebassecara menyeluruh dan menyebabkan DPPH tidak mudah membentuk dimer.
DPPH berupa serbuk hablur berwarna hitam, DPPH larut dalam pelarut polar

seperti metanol dan etanol. DPPH merupakan radikal yang stabil yang dapat



diukur intensitasnya pada panjang gelombang 515 nm. Pencampuran radikal DPPH
dengan subtansi yang mampu menyumbangkan sebuah atom hidrogen akan
memunculkan bentuk tereduksi yang ditunjukkan perubahan warna ungu
menjadi kuning (Tutik dkk., 2018).

Perubahan warna ini dapat diukur secara spektrofotometri. Metode ini
banyak dipilih karena mempunyai tingkat akurasi yang tinggi dan relatif lebih
mudah dikerjakan. Sinyal DPPH biasanya terkonsentrasi dalam satu baris,
intensitas sinyal meningkat berbanding lurus dengan akar kuadrat rentang
kekuatan sinyal. DPPH digunakan untuk mendeteksi kemampuan senyawa
yang bertindak sebagai penangkap radikal bebas atau hidrogen donor dan
mengukur aktivitas ekstrak jaringan. Prinsip kerja DPPH adalah sebagai
indikator sifat radikal reaksi, penyerapan kuat yang berpusat di sekitar panjang
gelombang 515 nm, mengakibatkan DPPH radikal memliki warna ungu
mendalam dalam larutan dan tidak bewarna atau pucat kuning ketika
dinetralkan (Tutik dkk., 2018).

5. Spektrofotometri UV-Visible

Spektrofotometer adalah instrumen yang memberikan informasi terkait
denganintensitas sinar yang diserap atau ditransmisikan sebagai fungsi panjang
gelombang (Gandjar dan Rohmah, 2015). Spektrofotometer UV-Vis adalah
pengukuran panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet dan cahaya
tampak yang diabsorpsi oleh sampel. Sinar ultraviolet dan cahaya tampak
memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan elektron pada kulit terluar
ke tingkat energi yang lebih tinggi. Jika cahaya (monokromatik atau
heterogenik) jatuh pada medium homogen, sebagian dari cahaya yang mengenai
medium akan dipantulkan, sebagian akan diserap oleh medium dan sisanya akan
diteruskan (Voight, 1995).
a. Prinsip Spektrofotometer UV-Vis

Prinsip analisis spektrofotometer adalah spektroskopi, yaitu interaksi antara
suatu gelombang elektromagnetik dapat berupa radiasi ultra violet, sinar
tampak, radiasi infra merah, dan lain-lain. Jangkauan panjang gelombang untuk

daerah ultraviolet adalah 190-380 nm, daerah cahaya tampak 380-780 nm



(Gandjar dan Rohmah, 2015).

Interaksi senyawa organik dengan sinar ultraviolet dan sinar tampak, dapat
digunakan untuk menentukan struktur molekul senyawa organik. Bagian dari
molekul yang paling cepat bereaksi dengan sinar tersebut adalah elektron ikatan
dan elektron non ikatan (elektron bebas). Sinar ultra lembayung dan sinar
tampak merupakan energi yang bila mengenai elektron-elektron tersebut, maka
elektron akan tereksitasi dari keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi,
eksitasi elektron ini direkam dalam bentuk spektrum yang dinyatakan sebagai
panjang gelombang dan absorbansi sesuai dengan jenis elektron yang terdapat
dalam molekul yang dianalisis. Makin mudah elektron bereksitasi makin besar
panjang gelombang yang diabsorbsi, makin banyak elektron yang bereksitasi
makin tinggi absorban (Sastrohamidjojo, 2007).

Spektrofotometri UV-Visible dapat digunakan untuk penentuan terhadap sampel
yang berupa larutan, gas, atau uap. Pada umumnya terdapat dua tipe
spektrofotometer yaitu single beam dan double beam. Single beam untuk
pengukuran sinar ultraviolet dan sinar tampak. Panjang gelombang paling
rendah adalah 190 sampai 210 nm dan paling tinggi adalah 800 sampai 1000
nm. Double beam dibuat untuk digunakan pada panjang gelombang 190 sampai
750 nm, double beam mempunyai dua sinar yang dibentuk oleh potongan
cermin yang berbentuk V yang disebut pecahan sinar. Sinar pertama melewati
larutan blanko dan sinar kedua serentak melewati sampel (Sastrohamidjojo,
2007).

b. Komponen pada Spektrofotometer UV-Vis
1) Sumber radiasi

Beberapa sumber radiasi yang dipakai pada Spektrofotometer UV-Vis
adalah lampu deuterium, lampu tungsten dan lampu merkuri.
a) Sumber radiasi deuterium dapat dipakai pada daerah panjang gelombang 190
nm sampai 380 nm (daerah ultraviolet dekat). Umur sumber radiasi
deuterium sekitar 500 jam pemakaian.

b) Sumber radiasi tungstein merupakan campuran dari filamen tungstein dan

gas iodine (halogen), oleh sebab itu disebut sumber radiasi tungstein-iodine.



Sumber tungsten-iodine ini dipakai pada spektrofotometer UV-Vis sebagai
sumber radiasi pada daerah pengukuran sinar tampak dengan rentang panjang
gelombang 380- 900 nm. Umur tungsten-iodine sekitar 1000 jam pemakaian.
¢) Sumber radiasi merkuri adalah suatu sumber radiasi yang mengandung
uap merkuri bertekanan rendah dan biasanya sumber radiasi merkuri ini
dipakai untuk mengecek atau kalibrasi panjang gelombang pada
spektrofotometer UV-Vis pada daerah ultra violet khususnya disekitar
panjang gelombang 365 nm dan sekaligus mengecek resolusi dari
monokromator (Sastrohamidjojo, 2007).
2) Monokromator

Berfungsi untuk mendapatkan radiasi monokromatis dari sumber radiasi
yang memancarkan radiasi polikromatis (Sastrohamidjojo, 2007).
3) Selatau kuvet

Kuvet atau sel merupakan wadah sampel yang akan dianalisis. Ditinjau
dari bahan yang dipakai membuat kuvet ada dua macam yaitu kuvet dari
leburan silica(kuarsa) dan kuvet dari gelas. Kuvet dari leburan silica dapat dipakai
untuk analisis kualitatif dan kuantitatif pada daerah pengukuran 190-1100 nm
dan kuvet dari bahan gelas dipakai pada daerah pengukuran (380-1100nm) karena
bahan dari gelas mengadsorbsi radiasi sinar UV (Sastrohamidjojo, 2007).
4) Detektor

Detektor merupakan salah satu bagian dari spektrofotometer UV-Vis yang
penting. Oleh sebab itu kualitas detektor akan menentukan Kkualitas
sepktrofotometer UV-Vis. Fungsi detektor didalam spektrofotometer adalah
mengubah sinyal radiasi yang diterima menjadi sinyal elektronik.
(Sastrohamidjojo, 2007).
5) Hukum Lambert-Beer

Hukum Lambert-Beer yang menyatakan bahwa intensitas yang diteruskan
oleh larutan zat penyerap berbanding lurus dengan tebal dan konsentrasi
larutan. Hukum ini secara sederhana dapat dinyatakan dalam rumus berikut
(Warono dkk., 2013) :



A:Iog%o:e.b.c:a.b.c .................................................................... 1)

Keterangan :

A= serapan

lo = intensitas sinar datang

It = intensitas sinar yang diteruskan (ditransmisikan)
¢ = absortivitas molekuler/ konstanta ekstingsi (L.
mol~t.cm™)a = absortivitas (L. g*.cm™)

b = tebal larutan/kuvet (cm)

¢ = kosentrasi larutan (g/L atau mg/mL)

6. Metode Analisis yang Digunakan Pada Penelitian Sebelumnya

Pada penelitian sebelumnya Nur Hasanah, Jatmiko Susilo dan Dian Oktianti
tahun 2017 “Uji aktivitas antioksidan ektrsak etanol daun kelor dengan metode
DPPH” dengan menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang
gelombang daun kelor 517 nm.

B. Kerangka Berfikir

Antioksidan merupakan senyawa yang bekerja dengan cara mendonorkan
proton kepada senyawa radikasl bebas, sehingga mampu menghambat laju oksidasi
molekul lain dan juga bias menetralisir radikal bebas. Antioksidan juga
bereaksi dengan DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil) yang menstabilkan radikal
bebas dan mereduksi DPPH. Kemudian DPPH akan bereaksi dengan atom
hydrogen dari senyawa peredam radikal bebas membentuk DPPH-H yang lebih
stabil (Julizan et al., 2019). DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil) merupakan
radikal bebas stabil pada suhu kamar, berbentuk kristal berwarna ungu dan
sering digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan metode DPPH
merupakan metode yang sering dipilih sebagai metode pengujian aktivitas
karena sederhana, mudah, cepat, peka dan memerlukan sedikit sampel (Julizan et
al., 2019).

Berdasarkan kerangka berfikir diatas mengenai analisis kandungan
antioksidan pada teh daun kelor, beberapa diantaranya menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis dengan ini melanjutkan uji aktivitas antioksidan pada teh
daun kelor menggunakan Spektrofotometri dengan metode DPPH.

C. Hipotesis

Dalam uji aktivitas antioksidan teh daun kelor ini terdapat senyawa antioksidan



yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh yang dapat diuji menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis dengan metode DPPH.
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BAB Il1
METODELOGI PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
1. Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penelitian Teknologi, Fakultas
Farmasi dan Sains Universitas Muhammadiyah Prof. DR. HAMKA.
2. Waktu Penelitian

Waktu pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan Januari 2022 sampai Juli
2022.
B. Alat dan Bahan
1. Alat

Timbangan analitik (Ohaus), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu), mikro
pipet, gelas ukur (Iwaki Pyrex®), hot plate, labu ukur (Pyrex®), ultrasonic
(BRANSON), alumunium foil, dan alat-alat gelas.
2. Bahan

DPPH, metanol, aquadest, vitamin C, teh daun kelor, reagen Bouchardat,
reagen Mayer, reagen Dragendroff, etanol, FeCls, HCI2N, HCl pekat, serbuk Mg.
C. Pola Penelitian
1. Pengambilan sampel teh daun kelor
Pembuatan sampel teh daun kelor
Pemeriksaan organoleptik teh daun kelor

Penapisan fitokimia teh daun kelor

o > W

Pengujian kemampuan aktivitas antioksidan sampel uji dengan
spektrofotometri
6. Analisa data

D. Prosedur Penelitian

[EN

. Pengambilan Sampel Teh Daun Kelor

Sampel teh daun kelor yang digunakan dalam penelitian ini adalah teh daun
kelor yang beredar di toko obat tradisional online. Teknik pengambilan sampel

dilakukan dengan metode purposive sampling yaitu pengambilan sampel
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berdasarkan pertimbangan peneliti dilihat dari kriteria inklusi dan eksklusi
(Rozaini, 2003) :
a. Kriteria Inklusi dalam penelitian ini adalah:
1) Teh daun kelor dengan komposisi hanya terdiri dari daun kelor tidak ada

bahan tambahan lainnya.
2) Harga teh daun kelor kurang lebih Rp 11.000
3) Teh daun kelor yang dipilih adalah yang banyak dibeli oleh masyarakat.
4) Teh daun kelor yang dipilih adalah yang memiliki penilaian bintang 4 sampai

5 dari pembeli.
b. Kriteria Eksklusi dalam penelitian ini adalah:
1) Teh daun kelor yang memiliki tanggal kadaluarsa bulan Maret tahun 2022.
2) Tehdaun kelor yang mengandung bahan lain selain daun kelor.
2. Pembuatan Sampel Teh Daun Kelor

Teh daun kelor yang telah dikeluarkan dari kantong tehnya ditimbang

sebanyak 5 gram untuk masing-masing sampel perendaman kemudian
dimasukan ke dalam beaker glass, tambahkan aquadest mendidih 250 ml
kemudian diaduk dan disaring (Kusmiyati dkk., 2015). Pembuatan sampel teh
daun kelor dilakukan dengan variasi lama perendaman yaitu :
Sampel 1 =5 menit
Sampel 2 = 10 menit
Sampel 3 = 15 menit (Sasmito dkk., 2020)
3. Pemeriksaan Organoleptik Teh Daun Kelor

Pemeriksaan organoleptik adalah pemeriksaan pada bentuk, warna, bau dan
rasa. Bentuk dapat dikategorikan serbuk. Warna yang ditimbulkan bisa
bermacam-macam seperti hijau kecoklatan atau yang lainnya. Bau yang
ditimbulkan dapat dibedakan menjadi khas aromatik dll. Rasa yang dihasilkan
dapat berupa pahit dll.
4. Penapisan Fitokimia Teh Daun Kelor
a. ldentifikasi flavonoid

Ambil larutan teh daun kelor sebanyak 1 ml tambahkan 2 ml metanol,

panaskan kemudian saring. Filtrat ditambahkan serbuk Mg dan 1 ml asam
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klorida pekat, kemudian kocok kuat. Jika terjadi warna merah jingga sampai
merah ungu, menunjukkan adanya flavonoid. Jika terjadi warna kuning jingga
menunjukkan adanya flavon, kalkon, danauron (Komang dkk., 2016).
b. Identifikasi Fenol

Ambil larutan teh daun kelor masukan ke dalam tabung reaksi kemudian
tambahkan 2-4 tetes FeCls 1% jika terbentuk warna kehijauan, merah, ungu dan
hitam menunjukkan adanya fenol (Komang dkk., 2016).
c. ldentifikasi Alkaloid

Ambil larutan teh daun kelor masukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
tambahkan 1 ml HCL 2 N dan 9 ml aquadest, setelah itu dipanaskan diatas
penangas air selama 2 menit, kemudan didinginkan dan disaring. Filtrat
digunakan sebanyak 1 tetes ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Dragendorff
dan 2 tetes pereaksi Mayer pada tabung yang berbeda. Reaksi positif jika pada
penambahan Dragendorff terbentuk endapan merah bata atau endapan putih
pada penambahan pereaksi Mayer (Komang dkk., 2016).
d. Identifikasi Saponin

Ambil larutan teh daun kelor 1 ml tambahkan 10 ml aquadest, dikocok kuat
kuat selama 10 menit kemudian tambahkan aquadest panas, dinginkan dan
kemudian kocok kuat kuat selama 10 detik. Akan terbentuk buih selama tidak
kurang dari 10 menit, setinggi 1 cm sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes
asam klorida 2N, buih tidak hilang (Komang dkk., 2016).
5. Pengujian Kemampuan Antioksidan Sampel Uji dengan Spektrofotometri
a. Pembuatan Larutan Pereaksi DPPH

Pembuatan larutan DPPH dilakukan dengan menimbang serbuk DPPH
sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dengan metanol p.a sampai 100 ml
didalam labu ukur sehingga diperoleh konsentrasi 100 pug/ml (100 ppm) sebagai
larutan induk. Larutan disimpan dalam botol gelap (Zikra dkk., 2017).
b. Pembuatan Larutan Pembanding Vitamin C Standar

Timbang vitamin C sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan aquadest hingga
100 ml sambil diaduk dan dihomogenkan lalu didapatkan larutan induk dengan
konsentrasi 100 pg/ml (Zikra dkk., 2017).
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c. Pembuatan Larutan Teh Daun Kelor

Ambil larutan teh daun kelor perendaman 5 menit, 10 menit, 15 menit
sebanyak 1 ml masukan kedalam labu ukur 100 ml dan tambahkan aquadest ke
dalam labu ukur dihomogenkan kemudian cukupkan hingga 100 pg/ml
(Sasmito dkk., 2020).

d. Pengukuran Serapan Maksimum DPPH

Larutan DPPH dipipet sebanyak 4 ml dengan konsentrasi 25ug/ml,
kemudian didiamkan pada suhu 37 °C pada ruangan gelap (terlindung dari
sinar matahari). Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 400 - 800 nm
(Zikra dkk., 2017).
e. Operating Time

Penentuan Operating time dilakukan dengan cara mengambil 1 mL larutan
DPPH 100 pg/mL kemudian dimasukkan dalam labu ukur 5 mL tambahkan
dengan 1 mL larutan vitamin C. Selanjutnya larutan ditambahkan dengan metanol
hingga tanda batas labu ukur 5 mL. Larutan tersebut kemudian dihomogenkan
ditempat gelap dan diukur absorbansinya selama satu jam pada panjang

gelombang yang telah didapatkan sebelumnya (Nganggu, 2016).

f. Uji Aktivitas Pembanding Vitamin C Standar

Dari variasi konsentasi 2 pg/mL, 4 ug/mL, 6 ug/mL, 8 pug/mL, dan 10
ug/mL dilakukan pemipetan 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, 2,5 ml larutan
pembanding vitamin C kemudian masing-masing ditambahkan 3,5 ml larutan
DPPH, diinkubasi pada suhu ruang dan ditempat yang gelap. Diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 546 nm.
g. Uji Aktivitas Antioksisadan Teh Daun Kelor

Dari variasi konsentasi 2 pg/mL, 4 pg/mL, 6 ug/mL, 8 pg/mL, dan 10
pg/mL dilakukan pemipetan 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, 2,5 ml dari larutan teh
daun kelor induk. kemudian masing-masing ditambahkan 3,5 ml larutan DPPH,
diinkubasi pada suhu ruang dan ditempat yang gelap. Diukur absorbansinya

pada panjang gelombang maksimum 546 nm.

6. Analisa Data
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Presentase aktivitas penangkal radikal bebas dihitung dengan rumus sebagai
berikut:

Inhibisi (%) = T2 T 5 100 0 v (2)

Setelah diperoleh presentase inhibisi dari tiap-tiap konsentrasi, lalu
persamaan y= a = bx dengan perhitungan secara regresi linier, x merupakan
konsentrasi (ug/ml) dan y merupakan presentase inhibisi (%). Aktivitas
antioksidan dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50% (ICsg) ialah
konsentrasi sampel yang bisa meredam radikal bebas DPPH sebanyak 50%.
Nilai 1Cso diperoleh dari nilai x setelah mengubah y = 50. Semakin kecil 1Cso
maka aktivitas antioksidannya semakin tinggi. Setelah didapatkan presentase
inhibisi dari masing-masing konsentrasi, kemudianditentukan persamaan y= a +
bx dapat dihitung nilai ICso dengan rumus:

50—-a
b

Y= 50 (Penghambat 50% oksidasi) a = Intercept
X =1Cso b = Slope

ICs0=
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Pengambilan Sampel Teh Daun Kelor
Sampel teh daun kelor didapatkan dari toko obat tradisonal online yang
telah memenubhi Kkriteria inklusi dan ekslusi yang telah ditetapkan sebelumnya.
B. Hasil Organoleptik Teh Daun Kelor
Hasil uji organoleptik teh daun kelor dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Organoleptik Teh Daun Kelor

No. Karakteristik Hasil
1. Bentuk Serbuk
2. Warna Hijau Kecoklatan
3. Bau Khas Aromatik
4, Rasa Pahit

Uji organoleptik teh daun kelor dideskripsikan dengan menggunakan panca
indera untuk mengetahui bentuk, warna, bau dan rasa pada teh. Teh daun kelor
memiliki bentuk serbuk, warna hijau kecoklatan, bau khas dan rasa yang pahit.
C. Hasil Penapisan Fitokimia Teh Daun Kelor

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengetahui adanya metabolit
sekunder yang terdapat pada teh daun kelor. Hasil penapisan fitokimia dapat
dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil Penapisan Fitokimia Teh Daun Kelor

No. Uji Penapisan Pengamatan Hasil
1. Flavonoid Terbentuknya warna kuning jingga Positif
2. Fenol Terbentuknya warna hijau Positif

kehitaman
3. Alkaloid Bouchardat : tidak terbentuk Negatif
endapan Negatif
Mayer : tidak terbentuk endapan Negatif
Dragendroff : tidak terbentuk
endapan
4. Saponin Tidak terbentuk buih Negatif

Uji identifikasi flavonoid menggunakan pereaksi HCI pekat dan serbuk
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Mg. Serbuk Mg bertujuan untuk membentuk ikatan dengan gugus karbonil
flavonoid dan HCI pekat bertujuan untuk membentuk garam Flavilium
sehingga membentuk warna merah-jingga (Afriani dkk., 2016). Hasil yang
didapat menunjukkan sampel teh daun kelor yang direaksikan dengan pereaksi
flavonoid adalah positif dengan terbentuknyawarna kuning jingga, hasil ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya (Antarini dkk., 2021) yang menunjukkan
hasil positif pada pengujian flavonoid.

Uji identifikasi fenolik menggunakan pereaksi FeCl; dimana ion Fe®*
akan mengalami hibridisasi dengan fenol sehingga membentuk kompleks warna
hijau, ungu, biru hingga hitam (Agustina dkk., 2017). Hasil yang didapat
menunjukkan sampel tehdaun kelor yang direaksikan dengan pereaksi fenolik
adalah positif dengan terbentuknya warna hijau kehitaman, hasil ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya (Antarini dkk., 2021) yang menunjukkan hasil
positif pada pengujian fenolik.

Uji identifikasi alkaloid menggunakan 3 pereaksi yaitu Mayer,
Bouchardat dan Dragendroff untuk melihat ada atau tidaknya endapan yang
terbentuk. Seduhan teh daun kelor diteteskan terlebih dahulu dengan
menggunakan asam Kklorida yang bertujuan untuk menarik alkaloid yang
bersifat basa pada teh dengan larutan asam. Pada pereaksi Mayer, alkaloid akan
berinteraksi dengan ion tetraiodomerkurat (11) sehingga membentuk kompleks
yang mengendap. Pada pereaksi Bouchardat, alkaloidakan membentuk ikatan
kovalen dengan ion logam K* sehingga membentuk kompleks kalium-alkaloid
yang mengendap. Pada pereaksi Dragendroff, alkaloid akan membentuk
kompleks dengan ion tetraiodabismutat (I111) (Sulistyarini dkk., 2019). Hasil
yang didapatkan menunjukkan bahwa sampel teh daun kelor yang direaksikan
dengan pereaksi alkaloid adalah negatif dengan tidak terbentuknya endapan,
hasil ini tidak sesuai dengan penelitian sebelumnya (Antarini dkk., 2021) yang
menunjukkan hasil positif pada pengujian alkaloid. Hal ini dapat terjadi
dikarenakan adanya kontaminasi ataupun perbedaan pelarut sampel penelitian
dengan pelarut sampel literatur sehingga hasilnya berbeda.

Uji identifikasi saponin dinyatakan positif jika buih yang dihasilkan tidak

hilangsetelah penambahan HCI. Buih yang timbul dikarenakan saponin merupakan
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senyawa sebagian bersifat hidrofilik dan sebagian lagi bersifat hidrofobik sebagali
surfaktan yang dapat menurunkan tegangan permukaan, saat digojok gugus
hidrofil akan berikatan dengan air dan gugus hidrofob akan berikatan dengan
udara sehingga membentuk buih. Penambahan HCI bertujuan untuk menambah
kepolaran sehingga gugus hidrofil tersebut akan lebih stabil (Sulistryarini dkk.,
2019). Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa sampel teh daun kelor yang
direaksikan dengan pereaksi saponin adalah negatif dengan buih yang tidak
stabil/hilang, hasil ini tidak sesuai dengan penelitian sebelumnya (Antarini
dkk., 2021) yang menunjukkan hasil positif pada pengujian saponin. Hal ini
dapat terjadi dikarenakan adanya kontaminasiataupun perbedaan pelarut sampel
penelitian dengan pelarut sampel literatur sehingga hasilnya berbeda.

Hasil penapisan fitokimia teh daun kelor menunjukkan bahwa metabolit
sekunder yang terkandung teh daun kelor adalah flavonoid dan fenolik. Hasil
penapisan fitokimia teh daun kelor dapat dilihat pada lampiran 1.

D. Pengujian Kemampuan Antioksidan Sampel Uji dengan Spektrofotometri

Antioksidan adalah senyawa yang mendonorkan proton kepada senyawa
radikal bebas sehingga mampu menghambat rekasi oksidasi molekul lain dan
dapat menetralisirkan radikal bebas (Julizan et al., 2019). Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan teh daun kelor menggunakan
metode DPPH. Prinsip kerja metode DPPH merupakan kolorimetri, dimana
ketika antioksidan bereaksi dengan DPPH maka warna ungu pada DPPH akan
berubah menjadi kuning yang kemudian panjang gelombangnya diukur dengan
menggunakan spektofotometri UV- Vis (Prakash dkk., 2001). Penentuan
panjang gelombang maksimum bertujuan untuk mendapatkan serapan
absobansi yang maksimum, dari hasil penentuan panjang gelombang
maksimum adalah 546,00 nm. Hasil pengukuran panjang gelombang larutan
induk DPPH pada panjang gelombang 400-600 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis adalah 546 nm dengan absorbansi 0,734. Hasil
penentuan panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada lampiran 2.

Penentuan operating time (OT) bertujuan untuk menentukan waktu
optimum inkubasi sampel dengan larutan DPPH untuk bereaksi sempurna.

Dipilihnya operating time berdasarkan saat penurunan absorbansi yang
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dhasilkan relatif stabil (Molyneux, 2004). Bahan uji teh daun kelor dengan
pembanding vitamin C yang direaksikan larutan DPPH dan diamati
absorbansinya pada panjang gelombang 546 nm di menit Osampai menit 60.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada menit ke-35, absorbansi DPPH relatif
konstan. Hasil operating time dapat dilihat pada lampiran 3.

Pada penelitian ini menggunakan vitamin C sebagai baku standar dalam
pengukuran aktivitas antioksidan dikarenakan senyawa vitamin C telah
diketahui memiliki aktivitas antioksidan. Hasil absorbansi vitamin C pada
panjang gelombang 546 nm adalah sebesar 0,711. Hasil pengukuran panjang
gelombang maksimum vitamin C dapat dilihat pada lampiran 2.

Tabel 3. Hasil Perhitungan 1Cso Baku Vitamin C Replikasi 1

Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi 1Cs0 (ug/ml)
(pg/ml)
2 0,711 3,133
4 0,665 9,400
6 0,584 20,435 10,8233 pg/ml
8 0,481 34,468
10 0,390 46,486
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Gambar 2. Grafik Kurva Baku Vitamin C Replikasi 1
Tabel 4. Hasil Perhitungan 1Cso Baku Vitamin C Replikasi 2

Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi 1Cs0 (ug/ml)
(hg/ml)

2 0,706 3,814
4 0,650 11,444
6 0,564 23,160 10,4307 pg/ml
8 0,456 37,874
10 0,385 47,547
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Gambar 3. Grafik Kurva Baku Vitamin C Replikasi 2
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Tabel 5. Hasil Perhitungan 1Cso Baku Vitamin C Replikasi 3

Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi I1Cso (ng/ml)
(ng/ml)
2 0,704 4,087
4 0,647 11,852 10,2025 pg/ml
6 0,548 25,340
8 0,453 38,283
10 0,376 48,773
60
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Gambar 4. Grafik Kurva Baku Vitamin C Replikasi 3
Tabel 6. Rata-rata Nilai 1Cso Baku Vitamin C

Replikasi ICso0 (png/ml) Rata-rata (ug/ml)
1 10,8233
2 10,4307 10,4855
3 10,2025

Pada uji aktivitas antioksidan pembanding vitamin C, dibuat seri
konsentrasi 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm, kemudian dari konsentrasi tersebut dibaca
absorbansinya dan dihitung % inhibisi serta nilai ICso. Pada tabel 1, 2, 3,
menunjukkan hasil ICso dapat dikategorikan sebagai antioksidan yang sangat

kuat. Hasil perhitungan 1Cso pembanding vitamin C dapat dilihat pada lampiran

5.
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Tabel 7. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman
5 menit Replikasi 1

Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi 1Cs0 (ug/ml)
(Lg/ml)
2 0,716 2,452
4 0,678 7,629
6 0,530 27,792 10,1459 pg/mi
8 0,493 32,833
10 0,356 51,498
60
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Gambar 5. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 5 Menit

Replikasi 1
Tabel 8. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 5 menit
Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi I1Cso (pg/ml)
(Hg/ml)
2 0,714 2,724
4 0,638 13,079
6 0,527 28,201 10,0322 pg/mi
8 0,482 34,332
10 0,355 51,634

22



[e))
o

50 y=5.9537x-9.7279 L J
R?=0.9845 ’

40
2 "o
£ 30 °
®

20

= 3
10
[ 2
0
0 2 4 6 8 10 12

Konsentrasi pug|ml

Gambar 6. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 5 Menit

Replikasi 2
Tabel 9. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 5 menit
Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi I1Cso (pg/ml)
(Hg/ml)
2 0,712 2,997
4 0,637 13,215
6 0,526 28,337 10,0139 pg/ml
8 0,481 34,468
10 0,354 51,771
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Gambar 7. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 5 Menit
Replikasi 3
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Tabel 10. Rata-rata Nilai 1Csp Teh Daun Kelor Perendaman 5 menit

Replikasi ICso (g/ml) Rata-rata (pug/ml)
1 10,1459
2 10,0322 10,0640
3 10,0139
Tabel 11. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 10 menit
Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi 1Cs0 (ug/ml)
(pg/ml)
2 0,602 17,983
4 0,550 25,885
6 0,496 32,425 10,7999 pg/mi
8 0,440 40,054
10 0,389 47,002
50
R
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Gambar 8. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 10 Menit
Replikasi 1

Tabel 12. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 10 menit

Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi ICso (pg/ml)
(hg/ml)
2 0,600 18,256
4 0,542 26,158
6 0,488 33,514 10,3598 pg/ml
8 0,436 40,599
10 0,375 48,910
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Gambar 9. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 10 Menit

Replikasi 2
Tabel 13. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 10 menit
Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi I1Cso (ng/ml)
(Hg/ml)
2 0,592 19,346
4 0,530 27,792
6 0,479 34,747 9,8527 pg/ml
8 0,428 41,689
10 0,357 51,362
60
y = 3.8965x + 11.609 PY
>0 R?=09963 :
0 e L
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Gambar 10. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 10 Menit
Replikasi 3
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Tabel 14. Rata-rata Nilai 1Csp Teh Daun Kelor Perendaman 10 menit

Replikasi ICso (g/ml) Rata-rata (pug/ml)
1 10,7999
2 10,3598 10,3371
3 9,8527
Tabel 15. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 15 menit
Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi 1Cs0 (ug/ml)
(pg/ml)
2 0,755 0
4 0,677 7,765
6 0,557 24,114 9,4470 pg/ml
8 0,446 39,237
10 0,325 55,722
60
o
50 y =7.1458x - 17.507 -
R?2=0.9873
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Gambar 11. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 15 Menit

Replikasi 1
Tabel 16. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 15 menit
Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi ICso (pg/ml)
(hg/ml)
2 0,751 0
4 0,675 8,038
6 0,556 24,255 9,3797 pg/ml
8 0,443 39,645
10 0,321 56,267
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Gambar 12. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 15 Menit

Replikasi 2
Tabel 17. Hasil Perhitungan 1Cso Teh Daun Kelor Perendaman 15 menit
Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi ICso (pg/ml)
(Hg/ml)
2 0,750 0
4 0,674 8,174
6 0,555 24,386 9,2015 pg/mi
8 0,442 39,782
10 0,304 58,583
70
60 y = 7.4387x - 18.447 °
R2=0.9847
50
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Gambar 13. Grafik Kurva Teh Daun Kelor Perendaman 15 Menit
Replikasi 3
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Tabel 18. Rata-rata Nilai 1Csp Teh Daun Kelor Perendaman 15 menit

Replikasi ICs0 (ng/ml) Rata-rata (pug/ml)
1 9,4470
2 9,3797 9,3427
3 9,2015

Tabel 19. Tingkat Kekuatan Antioksidan dengan Metode DPPH
(Sulistiawati dkk., 2021)

Intensitas Antioksidan Nilai 1Cso (pg/ml)
Sangat Kuat <50
Kuat 50-100
Sedang 100-250
Lemah 250-500
Tidak Aktif >500

Data pada Tabel 4 menunjukan bahwa semakin tinggi konsentrasi sampel
uji teh daun kelor maka semakin tinggi juga aktivitas penangkal radikal DPPH,
maka absorbansi yang telah dihasilkan semakin turun. Potensi aktivitas
penangkal radikal bebas DPPH dilihat dari adanya penurunan nilai absorbansi
yang disebabkan semakinmeningkatnya nilai (%) aktivitas antioksidan sampel
uji pada berbagai konsentasi. Perubahan warna pada sampel yang awalnya
berwarna ungu semakin memudar dan menjadi agak kekuningan. Hal ini
terjadi dikarenakan senyawa pada sampel yang bereaksi mentransfer atom
hidrogen kepada radikal DPPH sehingga terjadinya reduksimenjadi bentuk
yang lebih stabil (Molyneux, 2004).

Uji antioksidan dalam penelitian ini menggunakan parameter ICsq
(Inhibition concentration) vyaitu konsentasi zat antioksidan yang dapat
menyebabkan 50% DPPH kehilangan karakter radikal atau konsentrasi zat
antioksidan yang memberikan persentase inhibisi 50% (Molyneux, 2004).
Nilai 1Cso adalah nilai yang menunjukkan konsentrasi antioksidan yang
mampu menghambat 50% oksidai atau aktivitas radikal bebas (Haeria dkk.,
2016).

Pada pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH
menunjukan bahwa teh daun kelor mempunyai aktivitas antioksidan dengan
waktu perendaman 5 menit nilai 1Csp 10,0640 pug/mL pada perendaman 10
menit 1Csp 10,3371 pug/mL dan pada perendaman 15 menit 9,3427 pg/mL dari
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hasil tersebut dapat dikategorikan aktivitas antioksidan yang sangat kuat
dilihat pada tabel 7. Hal ini dapat dikarenakan karena daun kelor memiliki
senyawa metabolik sekunder fenol dan flavonoid yang bersifat sebagai
antioksidan.

Senyawa antioksidan dengan radikal bebas terjadi melalui mekanisme donasi
atom hidrogen. Senyawa antioksidan yang bereaksi dengan DPPH akan
tereduksi sehingga menyebabkan penurunan intensitas larutan DPPH yang
semula berwarna ungu menjadi warna kuning dan ditandai dengan adanya
penurunan nilai absorbansi karena terdapat perubahan warna larutan (Rizkayant
dkk., 2017)

ICso antara senyawa pembanding vitamin C dan sampel teh daun kelor
dapat diakibatkan oleh kemampuan masing-masing senyawa dalam
mendonasikan atom hidrogen kepada DPPH, semakin banyak atom hidrogen
yang diberikan kepada DPPH akan mengakibatkan penurunan nilai
absorbansinya berarti meningkatkan persen perendaman dan menurunnnya
ICso (Ikhlas, 2013). Faktor-faktor yang mungkin dapat menyebabkan tinggi dan
rendah senyawa aktivitas antioksidan adalah sifat dari metode DPPH yang dapat
rusak jika terkena cahaya, suhu tinggi, oksigen, pengeringan serta diduga
masih adanya campuran senyawa aktif maupun non aktif (Putri dan Hidajati,
2015).
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BAB V

SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan perendaman teh daun
kelor dengan air mendidih selama 15 menit, dilanjutkan pengukuran peredaman
radikal bebas menggunakan metode DPPH dengan spektrofotometri UV-VIS
dapat disimpulkan bahwa teh daun kelor memiliki 1Cso dengan sebesar 9,3427

ppm.
B. Saran

Adanya keterbatasan selama penelitian ini, dianjurkan untuk peneliti
selanjutnya dapat melakukan penelitian yang serupa dengan menggunakan
metode ekstraksi yang berbeda dan lebih baik, sehingga dapat menentukan
nilai ICso pada daun kelor.
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LAMPIRAN 1 . Penapisan Fitokimia Teh Daun Kelor

No

Pengujian

Hasil

Keterangan

Kesimpulan

Alkaloid

Mayer :

Terbentuk
endapan

Dragendrof:

Terbentuk
endapan

Bouchardat:

Terbentuk
endapan

Negatif (-)

Fenolik

Hijau
kehitaman

Positif (+)

Flavanoid

Kuning, Jingga

Positif (+)

Saponin

Tidak ada buih

Negatif (-)

33




LAMPIRAN 2 . Panjang Gelombang Maksimum DPPH
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LAMPIRAN 3 . Operating Time Vitamin C Metode DPPH
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0200 06162 52000 05894] 102000 05753 152000 o0Sess| 202000 osess] 252000 05662
0300 06140 53000 0588s| 103000 o057s| 15300 0Sesa] 20300( o0ses0] 25300 05662
0400] 06134 5400( 05880] 104000 05746] 15400 0568a| 20400( 05680] 25400 05662
0500 o06t27] ss00l osers] 105000 0s5748] 15500] oses0] 20500 0s679] 28500] 05562
0600 06127] 56000 03873 106000 05745] 15600 o05680] 20600 05679 256000 05662
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0800 06125 500l o0se6r] 108000 0s79] 15800 0s677] 208000 05677 25800] 05662
0900 06t16l 500l oseet] 108000 05737] 15900 oses4] 208000 08677 25900 05662
1000 06104] 6000] o0s8s6] 11000 05737 16000] o567 21000 ose%s] 260000 05662
1100 06102]  6.100] 05851 111000 o0871] 1600 o0sees| 21.100] 0867a] 26100] 05659
12000 06094| 62000 ose46| 112000 0573 162000 06591] 212000 o867 26200 05657
1300] 06088]  6.300] 0s5846] 113000 05741 163000 osese| 21.300] 0S67a] 263000 05662
1400] 06069 6400 0Sek2| 114000 0574 16400 05677 214000 o567 264000 0567
1500] 06068] 65000 o0sed2| 11500 05729 16500 08677 215000 0S677] 26500 05667
1600 06064]  6600[ 05835 11.600( 0570 16600 05677 20.600] 08677] 266000 05662
L700( 06050 6700 08833] 117000 08726 16.700] 08673 20700 0867 26700 05659
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20000 06034  7.000[ 0s828] 120000 o0s721) 17.0000 ose7a| 220000 o0s673] 220000 05662
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LAMPIRAN 4 . Pembuatan Larutan DPPH dan Seri Konsentrasi Vitamin C
Diketahui:

Larutan Induk Vitamin C dibuat dengan konsentrasi 100pg/ml

Bobot Vitamin C yang akan ditimbang sebesar 10 mg

Volume yang akan dibuat 10 ml

Pembuatan Seri konsentrasi Larutan Vitamin C dengan variasi konsentrasi
berikut :

2 ppm = ﬁ x 25 ml = 0,5 ml larutan vitamin C yang diambil dari larutan induk

4 ppm = ﬁ x 25 ml =1 ml larutan vitamin C yang diambil dari larutan induk

6 ppm = %0 x 25 ml = 1,5 ml larutan vitamin C yang diambil dari larutan induk

8 ppm = 1?—0 x 25 ml = 2 ml larutan vitamin C yang diambil dari larutan induk
10

10 ppm = o0 X 25 ml = 2,5 ml larutan vitamin C yang diambil dari larutan induk
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LAMPIRAN 5 . Hasil IC5 Vitamin C dengan Metode DPPH

A. Absorbansi Blanko DPPH

Tabel . Hasil Absorbansi Blanko DPPH

Konsentrasi (ppm)

Absorbansi

Blanko

0,734

B. Perhitungan Hasil Kurva Kalibrasi Vitamin C

Replikasi 1
i - Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
... - _ Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
i - Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
.. - - _ Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = L
Abs blanko
Sps s Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = L
Abs blanko
[Cso=y =bxta
_50-(—10,748)
5,5888

=10,8233 pg/mi

X

X

X

X

X
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10096 = 27340711
10096 = 27340665
10006 = 27340584
10005 = 2734-0481
10006 = 27342039

X 100% = 3,133%

X 100% = 9,400%

X 100%=20,435%

X 100%=34,468%

X 100%=46,486%



Replikasi 2

Abs blanko — Abs sampel

%Inhibisi = X
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P2 x
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P2 x
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = PEx
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = PEx
Abs blanko
[Cso=y =bxta
_50—(—9,4011)
5,6948
=10,4307 pg/mi
Replikasi 3
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = Pe x
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = Pe x
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = Pe x
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = Pe x
Abs blanko
ep s . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = Pe %
Abs blanko
[Cso=y =bxta
_50-(—9,0739)
5,7901

=10.2025 pg/mi

Rata-rata =10,4855 pg/ml
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0,734-0,706

100% = —F——
0,734

0,734-0,650

100% = ——F——
0,734

0,734-0,564

100% = —F——
0,734

0,734-0,456

100% = —F———
0,734

0,734-0,385

100% = —F——
0,734

0,734-0,704

100% = ———

0,734—0,647

100% = ———

0,734-0,548

100% = ————

0,734—0,453

100% = ——

0,734-0,376

100% = —F——

X 100% = 3,814%

X 100%=11,444%

X 100%=23,160%

X 100%=37,874%

X 100%=47,547%

X 100% = 4,087%

X 100%=11,852%

X 100%=25,340%

X 100%=38,283%

X 100%=48,773%



LAMPIRAN 6. Pembuatan Seri Konsentrasi Teh Daun Kelor
Pembuatan larutan induk teh daun kelor dibuat dengan konsentrasi 1000ug/ml
Bobot teh daun kelor yang akan ditimbang sebesar 10 mg
Volume yang akan dibuat 10 ml
Pembuatan Seri konsentrasi teh daun kelor dengan variasi konsentrasi berikut :

2 ppm = 2 x 25 ml =0,5 ml larutan teh daun kelor yang diambil dari larutan induk
100

4 ppm = 2 x 25 ml = 1 ml larutan teh daun kelor yang diambil dari larutan induk
100

6 ppm = - x 25 ml = 1,5 ml larutan teh daun kelor yang diambil dari larutan induk
100

8 ppm = -2 x 25 ml = 2 ml larutan teh daun kelor yang diambil dari larutan induk
100

10 ppm = % x 25 ml = 2,5 ml larutan teh daun kelor yang diambil dari larutan

induk
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LAMPIRAN 7. Hasil ICso Teh Daun Kelor dengan Metode DPPH

A. Absorbansi Blanko DPPH
Tabel . Hasil Absorbansi Blanko DPPH

Konsentrasi Absorbansi
(ppm)
Blanko 0,734

B. Perhitungan Hasil Kurva Kalibrasi Teh Daun Kelor Teh Daun Kelor

(Perendaman 5 menit)

Replikasi 1
e = Abs bl ko — Ab l 0,734—-0,716
%lnhibisi = 22222410 = £95 SAMPE « 100% = ~———""2 % 100% = 2,452%
Abs blanko 0,734
e = Abs bl ko — Ab l 0,734—-0,678
%Inhibisi = 222224050 = #05 SAMPE. « 100% = ~——2"" x 100% =7,629%
Abs blanko 0,734
e . Abs bl ko — Ab l 0,734-0,530
%lnhibisi = 222224050 = #95 SAMPE. « 100% = ~m—>22 % 100%=27,792%
Abs blanko
e . Abs bl ko — Ab l 0,734—-0,493
%Inhibisi = 22222410 = £95 SAMPE. « 100% = ~———== x 100%=32,833%
Abs blanko 0,734
e . Abs bl ko — Ab l 0,734-0,356
%lnhibisi = 222224050 = £95 SAMPE. « 100% = ~——222 % 100%=51,498%
Abs blanko
ICso=y =bxz*a
_50—(-12,548)
T 6,1648

=10,1459 pg/mi
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Replikasi 2

aps s Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,714
%Inhibisi = P€ x 100% = ~——>2==
Abs blanko
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,638
%Inhibisi = P€ x 100% = -2
Abs blanko 0,734
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,527
%Inhibisi = P€ x 100% = -2~
Abs blanko 0,734
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,482
%Inhibisi = P2 x 100% = =222
Abs blanko 0,734
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,355
%Inhibisi = P2 x 100% = ~=—2=>2
Abs blanko 0,734
ICso = y = bx +a
_50—-(-9,7279)
5,9537
=10,0322 pg/ml
Replikasi 3
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—0,712
%Inhibisi = Pe % 100% = ~=—=—=22%
Abs blanko
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—0,637
%Inhibisi = P2 % 100% = ~==—=227
Abs blanko
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,526
%Inhibisi = Pe % 100% = ===——==222
Abs blanko
S - Abs blanko — Abs sampel 0,734—-0,481
%Inhibisi = Pe % 100% = =222
Abs blanko
ar e - Abs blanko — Abs sampel 0,734—0,354
%Inhibisi = Pe % 100% = ===——=22
Abs blanko
ICso=y =bxzxa
_50—(—9,4827)
5,9401

=10,0139 pg/mi

Rata-rata =

10,3371 pg/ml
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X 100% = 2,724%

X 100%=13,079%

X 100%=28,201%

X 100%=34,332%

X 100%=51,634%

X 100% =2,997%

X 100%=13,215%

X 100%=28,337%

X 100%=34,468%

X 100%=51,771%



C. Perhitungan Hasil Kurva Kalibrasi Teh Daun Kelor Teh Daun Kelor

(Perendaman 10 menit)

Replikasi 1

e - Abs bl ko — Ab l 0,734—0,602
%lnhibisi = 222224050 = £95 SAMPE. « 100% = ———°"2 % 100%=17,983%
Abs blanko 0,734

e = Abs blanko — Ab l 0,734—-0,550
%lnhibisi = 222224050 = #95 SAMPE. « 100% = ———>22 % 100%=25,885%
Abs blanko 0,734

e - Abs bl ko — Ab l 0,734—-0,496
%lnhibisi = 22222410 = #95 SAMPE « 100% = ~————=2 x 100%=32,425%
Abs blanko 0,734

e - Abs bl ko — Ab l 0,734—-0,440
%lnhibisi = 22222400 = #95 SAMPE. « 100% = ~——"22 x 100%=40,054%
Abs blanko 0,734

.1 - . _ Abs blanko — Ab l 0,734-0,389
%lnhibisi = 222222 22PE i 100% = —————— x 100%=47,002%
Abs blanko 0,734

IC50:y =bx+a

_50—(11,008)
3,6104

=10,7999 pg/mi
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Replikasi 2

Abs blanko — Abs sampel

%Inhibisi =
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = d
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
ey e . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P
Abs blanko
ICso = y = bx +a
_50-(10,761)

3,7876

=10,3598 pg/mi

Replikasi 3
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = L
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
.. - - _ Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
ep s . Abs blanko — Abs sampel
%lInhibisi = P
Abs blanko
[Cso=y =bxta
_50—(11,609)
3,8965
=9,4470 pg/ml

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

X 100% =

Rata-rata =10,3371 pg/ml

X 100% =
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0,734-0,600

0,734-0,542

0,734

0,734-0,488
0,734

0,734—-0,436
0,734

0,734-0,375

0,734

0,734-0,592

_ 0,734—0,530

_0,734—0,479

_ 0,734—0,428

0,734-0,357

X 100%=18,256%

X 100%=26,158%

X 100%=33,514%

X 100%=40,599%

X 100%=48,910%

X 100% = 4,087%

X 100%=19,346%

X 100%=27,792%

X 100%=41689%

X 100%=51,362%



Perhitungan Hasil Kurva Kalibrasi Teh Daun Kelor Teh Daun Kelor

(Perendaman 15 menit)

Replikasi 1
_ Abs blanko — Abs sampel

e . 0,734—0,755
%lInhibisi = x 100% = ———
Abs blanko 0,734

X 100%=0%

%Inhibisi = A28 blanko — Abs sampel . 1 g0y = 273470677 5 1000%=7,765%

Abs blanko 0,734
%Inhibisi = 222 bl“j}i‘s"b‘l;“n”;;“mpel x 100% = %‘3":57 x 100%=24,114%
%lnhibisi = 222 bl“j}i‘s"b‘l;“n”;;“mpel x 100% = % x 100%=39,237%
%Inhibisi = 222 ’”“Z:S"b‘l;‘n”:o“‘m”” x 100% = %‘3";25 x 100%=55,722%

IC50:y =bx+a

_50—-(—17,507)
7,1458

= 9,4470 pg/mi
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Replikasi 2

Abs blanko — Abs sampel

%oInhibisi = Abs blanko

%lnhibisi = Abs blaz:sob—l;nb’josampel
%lnhibisi = Abs blaz:sob—l;nb’josampel
%lnhibisi = Abs bla;’t:sob—l;nb:osampel
%lnhibisi = Abs blanko — Abs sampel

Abs blanko

[Cso=y =bxta

_50—(—17,601)
7,2071

=9,3797 pg/ml

Replikasi 3

Abs blanko — Abs sampel

%Inhibisi =
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = L
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P
Abs blanko
el . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P
Abs blanko
ep s . Abs blanko — Abs sampel
%Inhibisi = P

Abs blanko

I[Cso=y =bxzta

_50—(-18,447)
7,4387

=9,2015 pg/ml

Rata-rata =9,3427 pg/mi

X 100% = 2222720 x 100%=0%

X 100% = 222072 x 100%=8,038%

X 100% = 222222 % 100%=24,255%

X 100% = 222222 x 100%=39,645%

X 100% = 2722222 x 100%=56,267%
100% = 273479759 5 100% =0%
100% = 273422672 100%=8,174%
100% = 273429555y 100%=24,386%
100% = % X 100%=39,782%
100% = 2722=2:29% » 100%=58,583%
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