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% Tidak ada mimpi yang gagal, yang ada hanyala mimpi yang
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ABSTRAK

Amar Jansen Yapsenang / 14820119002. UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN
EKSTRAK ETANOL DAUN BUNGKUS (Smilax rotundifolia) DENGAN
METODE DPPH SKRIPSI. Fakultas Sains Terapan Universitas Pendidikan
Muhammadiyah Sorong. Mei, 2025.

Penyakit degeneratif disebabkan oleh radikal bebas yang merusak sel dalam
tubuh manusia. Radikal bebas dapat dinetralisir oleh senyawa antioksidan. Salah
satu sumber antioksidan eksogen adalah daun bungkus (Smilax rotundifolia).
Secara tradisional dan penelitian, daun bungkus sering digunakan masyarakat
papua sebagai obat kejantanan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
aktivitas antioksidan dari daun bungkus (Smilax rotundifolia) yang diukur dengan
metode DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) Penelitian ini dilakukan secara
observasional dengan sampel yang diambil dari Kabupaten Sorong, Papua Barat
Daya. Ekstrak daun bungkus dibuat dengan metode meserasi menggunkan pelarut
etanol 96%. Pengujian aktivitas antioksidan daun bungkus dengan menggunakan
konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 125 ppm. Vitamin C digunakan
sebagai  kontrol  positif. ~ Absorbansi  diukur dengan  menggunakan
spektrovotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. Hasil dari skrining
fitokimia menunjukkan adanya flavonoid, steroid, alkaloid, tanin, dan saponin. Uji
DPPH dari penelitian ini menunjukkan 1Cso ekstrak daun bungkus dengan pelarut
etanol 96% didapatkan bernilai 190.26 ppm. Ekstrak daun bungkus menggunakan
pelarut etanol 96% tergolong ke dalam antioksidan lemah berdasarkan klasifikasi

Blois.

Kata kunci : Antioksidan, ekstrak daun bungkus (Smilax Rotundifolia), DPPH,
1Cso
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1  Latar Belakang

Penyakit degeneratif adalah proses terjadinya penurunan dari fungsi sel-sel
saraf dari waktu ke waktu sampai menggakibatkan fungsi sel saraf yang tadi
normal menjadi tidak normal yang menyebabkan resiko terkena penyakit kanker,
jantung, strok, diabetes, hipertensi, dan sebagainya. Pada umumnya penyakit
degeneratif disebabkan oleh foktor usia yang bertambah tua dan juga pola hidup
yang tidak sehat seperti mamakan makanan yang tidak sehat dan kurang
berolahraga,dan pencemaran lingkungan yang dapat menimbulkan terjadinya
radikal bebas yang menyebabkan kerusakan sel dalam tubuh manusia (Of and
Empowerment, 2022).

Radikal bebas adalah atom dengan elektron yang tidak berpasangan,
sehingga membuatnya reaktif dan rentan terhadap reaksi berkelanjutan yang
menghasilkan radikal baru. Radikal bebas menimbulkan risiko yang signifikan
bagi tubuh manusia karena dapat merusak komponen seluler seperti lipid, protein,
dan DNA (Oktarini et al., 2014). Radikal bebas adalah molekul tidak stabil yang
berasal dari sumber eksternal atau dalam tubuh yang secara bertahap dapat
menyebabkan gangguan pada tubuh manusia. Penanganan radikal bebas, seperti
menggunakan zat yang memiliki sifat antioksidan yang berasal dari tumbuhan dan
hewan. Antioksidan merupakan zat yang berperan penting dalam menjaga
kesehatan karena kemampuannya menetralkan molekul radikal bebas.
Antioksidan merupakan zat yang secara efektif dapat mencegah atau
memperlambat oksidasi senyawa lain yang mudah teroksidasi, meskipun hadir
dalam kadar yang rendah. (Ardawiah et al., 2015).

Antioksidan adalah senyawa yang dibutuhkan tubuh untuk menangkal
radikal bebas dan menghentikan kerusakan yang ditimbulkannya. Jika tubuh
manusia kekurangan kadar antioksidan yang cukup, tubuh akan lebih rentan
terhadap radikal bebas. Menurut sumbernya, antioksidan dikategorikan menjadi
dua jenis: antioksidan sintetis dan antioksidan alami. Antioksidan alami lebih

umum ditemukan dari pada antioksidan sintetis, karena antioksidan sintetis dapat



menimbulkan efek samping, sehingga antioksidan alami menjadi alternatif yang
diperlukan (Bulla, 2020)

Menurut sumbernya, antioksidan dapat dikategorikan menjadi dua jenis:
antioksidan alami (yang berasal dari zat alami) dan antioksidan buatan/sintetis
(yang dibuat melalui sintesis kimia). Contoh antioksidan alami biasanya meliputi
flavonoid (seperti quercetin, kaempferol, dan apigenin), tanin (seperti katekin dan
beberapa asam galat), vitamin C, vitamin E, dan lain-lain. (Delta et al., 2021)

Contoh antioksidan sintetis antara lain BHA (Butylated Hydroxy Anisol)
dan BHT (Butylated Hydroxy Toluene). Penelitian menunjukkan bahwa
antioksidan sintetis (BHA dan BHT) dapat menyebabkan kerusakan hati dan
perkembangan kanker. Hal ini mengakibatkan peningkatan penelitian dan
penerapan antioksidan alami. (Basma et al., 2013).

Daun bungkus atau yang biasanya disebut daun tiga jari (Smilax
rotundifolia) adalah tumbuhan liar dan merambat di pohon-pohon di hutan papua
khususnya di papua tumbuhan ini banyak terdapat di daerah pesisir pantai dan
wilayah pedalaman papua dikenal berkhasiat tinggi sebagai obat kejantanan. Di
wilayah Kaimana masyarakat ararutu menggunakan daun bungkus untuk
memperbesar penis, membuat penis lebih keras dan lama ejakulasi. Duan bungkus
menjadi salah satu tanaman alternatif yang muda di gunakan di kalangan
masyrakat irarutu (Pranata et al., 2021)

Banyak tanaman yang sering dimanfaatkan oleh masyarakat, baik sebagai
bahan makanan maupun sebagai sumber obat. Tanaman daun bungkus merupakan
jenis tanaman perdu yang merambat. Jenis tanaman daun bungkus yang
ditemukan di Papua memiliki tiga helai daun dan memiliki kebiasaan tumbuh
menyebar, oleh karena itu disebut sebagai daun tiga jari atau daun mambri.
Seperti yang dinyatakan oleh Zambell et al. (2015) daun muda dari tanaman daun
bungkus dapat berfungsi sebagai komponen makanan yang mirip dengan
asparagus dan bayam. Daun bungkus (Smilax rotundifolia) efektif untuk
memperbesar ukuran penis, memperbesar bokong, memperbesar payudara, dan

juga dapat mengatasi sifilis. ( Jonatan, 2016)



Pada penelitian sebelumnya Daun bungkus mengandung senyawa
metabolit sekunder yakni flavonoid, saponin, alkaloid, dan tannin serta memiliki
aktifitas afrodisiak (Wulandari et al 2022). Banyak penelitian menunjukkan
bahwa senyawa flavonoid dapat berfungsi sebagai antioksidan karena adanya
gugus hidroksil yang terikat pada cincin aromatik sehingga mampu menetralkan
radikal bebas yang dihasilkan dari reaksi peroksidasi lemak. (Ne.wayan.O, 2014)

Proses untuk memperoleh senyawa polifenol dari daun bungkus
melibatkan ekstraksi dengan etanol sebagai pelarut, dan aktivitas antioksidan dari
ekstrak etanol dinilai menggunakan metode 2,2-diphenil-1-pycriylhydrazyl
(DPPH). Pendekatan ini digunakan karena kesederhanaannya dan tidak
memerlukan biaya tinggi. Uji DPPH juga digunakan untuk memastikan nilai 1Cso
(konsentrasi penghambatan) untuk jenis ekstrak tertentu yang diperoleh.
Kemampuan sampel untuk melawan radikal bebas melalui metode DPPH disebut
sebagai ICso (konsentrasi penghambatan), yang menunjukkan konsentrasi yang
dapat mengurangi 50% radikal bebas. Semakin rendah nilai ICso (konsentrasi
penghambatan), semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Marunung. 2021).

Meskipun tanaman daun bungkus telah banyak dimanfaatkan untuk
pengobatan dan telah menjadi bagian penting dalam tradisi lokal masyarakat
Papua, penelitian yang mendalam tentang tanaman ini masih terbatas. Belum ada
penelitian yang secara khusus meneliti potensi antioksidan dari tanaman daun
bungkus. Oleh karena itulah, dengan mengacu pada konteks tersebut, peneliti
merasa tertarik untuk melakukan penelitian mengenai studi in vitro ekstrak daun
bungkus (Smilax rotundivolia) sebagai antioksidan. Penelitian ini akan
menggunakan metode DPPH untuk mengevaluasi potensi antioksidan dari daun
bungkus dan memberikan pemahaman yang lebih mendalam tentang manfaat

kesehatan yang mungkin dimilikinya.



1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) memiliki

kandungan senyawa kimia yang berefek sebagai antioksidan.

2. Apakah ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) memiliki aktivitas

antioksidan.

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui kandungan senyawa kimia ekstrak etanol daun bungkus
(Smilax rotundifolia).
Untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daun bungkus

(Smilax rotundifolia).

1.4 Manfaat Penelitian

1.

2.

Sebagai pengembangan ilmu pengetahuan, untuk memperoleh data ilmiah
tentang ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) sebagai
antioksidan.

Untuk memberikan informasi mengenai pengembangan obat bahan alam.

1.5 Hipotesis

1.

2.

Ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) memiliki  metabolit
sekunder yang dapat berefek sebagai antioksidan.
Ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) mengandung aktivitas

antioksidan terlogong lemah.



BAB 11
TINJAUN PUSTAKA

2.1 Gambar Tanaman Daun Bungkus

Gambar 2.1. Daun bungkus (Smilax rotundifolia)

2.1.1 Kilasifikasi Jenis Tanaman

Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Spermatophytes
Kelas : Angiospermae

Sub Kelas : Dicotyledonae
Famili : Smilacaceae
Genus : Smilax

Spesies : Smilax rotundifolia

2.1.2 Morfologi Tanaman

Daun bungkus (Smilax rotundifolia) adalah family smilacaceae dengan
sekitar 210 spesies yang di ketahui. Daun ini hampir sejenis dengan daun sirih
yang banyak terdapat di hutan Papua dengan tumbuh liar dimana tempat lebih
khusus di daerah pinggiran pantai dan daerah yaang beriklim panas. Daun
bungkus ini pada umumnya tumbuh menjalar dan menjuntai di pohon-pohon
maupun semak-semak di hutan. Daun bungkus yang dipakai masyarakat Papua
ada beberapa macam. Salah satu jenis yang panas adalah daun yang menjalar yang
daunnya ada tiga sehinggah dikenal daun tiga jari. Daun bungkus biasa digunakan
masyarakat pada anak laki-laki usia di atas 17 tahun yang merupakan bagian
tradisi atau kebiasaan orang papua dengan hidup menggunakan bahan herbal atau

tanaman alami untuk segala kebutuhan kesehatan hidup mereka.



Masyarakat umumnya menjadikan tanaman daun bungkus sebagai salah
satu obat tradisional untuk membesarkan penis tanpa mengetahui kandungan yang
ada di dalam daun tersebut. Di wilayah Kaimana masyarakat irarutu menggunakan
daun bungkus untuk memperbesar penis, membuat penis lebih keras dan lama
ejakulasi. Duan bungkus menjadi salah satu tanaman alternatif yang muda di
gunakan di kalangan masyrakat irarutu (Pranata et al., 2021)

2.1.3 Kandungan Kimia

Dari hasil penelitian sebelumnya didapatkan skrining fitokimia ekstrak
etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia) yang mengandung senyawa metabolit
sekunder yaitu flavonoid, saponin, alkaloid, dan tannin sertas memiliki akvifitas
afrodisiak. Ada beberapa penelitian yang menyatakan bahwa senyawa flavonoid
memiliki potensi sebagai antioksidan karena memiliki gugus hidroksil yang
terikat pada cicin aromatic sehinggah dapat menangkap radikal bebas yang
dihasilkan dari reaksi peroksidasin lemak. Senyawa flavonoid ini  akan
menyumbangkan satu atom hydrogen untuk menstabilkan radikal perosil lemak.
Maka Peneliti akan melakukan peniltian sejenis dengan menggunakan daun
bungkus sebagai sampel dan mengkaji bagian dari daun bungkus untuk
mengetahui aktifitas antioksidannya (wulandari et al 2022).

2.1.4 Manfaat Daun Bungkus

Daun bungkus (Smilax rotundifolia) merupakan ramuan yang banyak
digunakan di papua khususnya di daerah pesisir sebagai penambah kejantanan
pada pria. Masyarakat di Papua biasanya memanfaatkan daun bungkus karena
lebih muda dan praktis untuk digunakan agar mencegah ejakulasi dini dan dapat
memperbesar ukuran penis (Pranata et al., 2021). Seperti yang dinyatakan oleh
Zambell et al. (2015) daun muda tanaman daun bungkus dapat berfungsi sebagai
komponen makanan yang mirip dengan asparagus dan bayam. Hasil penelitian
yang dilakukan oleh Jonatan (2016) Daun bungkus (Smilax rotundifolia) efektif
untuk memperbesar ukuran penis, memperbesar bokong, memperbesar payudara,
dan juga dapat mengatasi sifilis. Dari banyak penelitian yang telah dilakukan
maka peneliti melihat banyak manfaat yang dapat diperoleh dari daun bungkus

ini.



2.2  Atom Reaktif

Partikel penyusun atom yang tidak berpasangan dan mudah bereaksi
karena memiliki orbital terluar yang tidak terisi penuh disebut atom reaktif.
Radikal bebas kelak akan memberi respons terus-menerus di dalam tubuh guna
mencapai kestabilan. Reaksi ini dapat menyebabkan berbagai penyakit seperti
kanker, penyakit jantung, katarak, penuaan dini, dan penyakit yang disebabkan
oleh faktor lingkungan. Oleh karena itu, tubuh membutuhkan penangkal radikal
bebas untuk melawan atom reaktif agar tidak bisa menyebabkan suatu kelainan
(Syahara & Vera, 2020)

2.3  Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang memiliki satu atau lebih elektron yang
tidak berpasangan, sehingga membuatnya tidak stabil dan mencari elektron dari
molekul atau sel lain. Radikal bebas dapat muncul dari proses metabolisme tubuh,
seperti saat bernapas (akibat reaksi oksidasi atau pembakaran). Saat terjadi
infeksi, radikal bebas dibutuhkan untuk membasmi mikroorganisme yang
bertanggung jawab atas infeksi tersebut. Paparan radikal bebas dalam jangka
panjang dapat menyebabkan kerusakan sel dan kematian. Radikal bebas sangat
reaktif, sehingga mengganggu kemampuan sel untuk beradaptasi dan
menyebabkan penyakit (Ramadhan, 2015). Radikal bebas dapat berasal dari dalam
tubuh kita sendiri (endogen), yang terbentuk sebagai produk sampingan dari
proses metabolisme (pembakaran), serta dari protein, karbohidrat, dan lemak yang
kita konsumsi. Radikal bebas juga dapat masuk ke dalam tubuh dari sumber
eksternal (eksogen), seperti polusi udara, asap knalpot, berbagai bahan kimia, dan
makanan yang hangus (berkarbonasi). Radikal bebas yang terbentuk di dalam
tubuh dapat membahayakan sel target termasuk lemak, protein, karbohidrat, dan
DNA. Penyakit mematikan dan kerusakan tubuh tertentu dipicu oleh radikal
bebas. Ahli kimia telah lama menyadari bahwa aksi oksidatif radikal bebas dapat
diatur atau bahkan dihentikan oleh berbagai antioksidan. Antioksidan merupakan
zat yang secara efektif dapat mencegah atau memperlambat oksidasi senyawa lain
yang mudah teroksidasi, meskipun hadir dalam kadar yang rendah. (Ardawiah et
al, 2015)



2.4 Antioksidan

2.4.1 Pengertian Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat dan mencegah
terjadinya proses oksidasi (Simanjuntak 2012). Berdasarkan sumbernya
antioksidan dapat dibagi menjadi dua yaitu antioksidan alami (antioksidan hasil
ekstraksi bahan alam) dan antioksidan buatan/sintetik (antoksidan yang diperoleh
dari hasil sintesa reaksi kimia), Contoh dari antioksidan alami umumnya seperti
senyawa flavonoid (kuersetin, kaempferol dan apigenin), tanin (katekin dan 3
asam galat), vitaminC, vitamin E dan lain-lain. (Delta et al., 2021)

Senyawa antioksidan saat ini semakin banyak digunakan seiring dengan
semakin besarnya pemahaman masyarakat tentang peranannya dalam
menghambat berbagai jenis penyakit degenerative sepertis troke, diabetes
mellitus, penyakit jantung, arterosclerosis, kanker, serta gejala penuaan. Dari
banyaknya penyakit yang disebabkan oleh radikal bebas, maka di butuhkan
antioksidan dengan konsentrasi yang baik untuk dapat mencegah permasalahan
yang berkaitan dengan kemampuan antioksidan untuk bekerja sebagai inhibitor
(penghambat) reaksi oksidasi oleh radikal bebas reaktif, penyebab dari berbagai
penyakit tersebut (Salamah,2014).

2.4.2 Jenis-jenis Antioksidan

Untuk menangani radikal bebas yang bersifat baik eksogen maupun
endogen, tubuh manusia telah mengembangkan mekanisme pertahanan dalam
bentuk sistem antioksidan yang terdiri dari tiga kelompok, yaitu : (Anonim,2014)
1. Antioksidan primer adalah antioksidan yang bekerja untuk menghambat

pembentukan radikal bebas tambahan (perambatan); contohnya termasuk
transferin, feritin, dan albumin.

2. Antioksidan yang bekerja untuk menyerap radikal bebas dan mencegah
produksinya dikenal sebagai antioksidan sekunder. Antioksidan ini meliputi
katalase, glutathione peroksidase (GPx), dan superoksida dismutase (SOD).

3. Antioksidan tersier atau enzim perbaikan adalah antioksidan yang berfungsi
memperbaiki jaringan tubuh yang rusak akibat radikal bebas. Antioksidan ini

adalah metionina sulfosida reduktase, enzim perbaikan DNA, protease,



transferase, dan lipase.
Berdasarkan sumbernya antioksidan yang dapat digunakan untuk manusia
dikelompokkan menjadi tiga yaitu :

1. Antioksidan endogen atau enzim endogen adalah antioksidan yang sudah ada
dalam tubuh manusia yang dihasilkan oleh tuhuh manusia (enzim Superoksida
Dismutase (SOD), Glutation Peroksidase (GPx), dan Katalase (CAT).

2. Antioksidan sintetis adalah antioksidan buatan yang didapat dari hasil sintesis
reaksi kimia yang banyak digunakan pada produk pangan seperti Butil
Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), propil galat danTert-
Butil Hidroksi Quinon (TBHQ).

3. Antioksidan alami adalah antioksidan yang diperoleh dari tumbuhan yang
didapatkan dari bagian-bagian tanaman seperti kayu, kulit kayu, akar, daun,
buah, bunga, biji dan serbuk sari seperti vitamin C, vitamin E, senyawa
fenolik (flavonoid) dan polifenol :

a. Vitamin C
Asam askorbat atau vitamin C adalah antioksidan yang terkandung dalam
tumbuhan yang dibutuhkan tubuh manusia. Asam askorbat dapat dimanfaatkan
untuk mengatasi efek dari oksigen reaktif seperti, hydrogen peroksida,
Antioksidan dan Pencegahan Kanker (Tayebrezvani et al, 2013).
b. Vitamin E
Vitamin E merupakan cairan berminyak polifilik, tidak berwarna, yang
rentan terhadap oksidasih dengan adanya cahaya , oksigen, dan beberapa ion
logam vitamin yang larut dalam lemak dan memiliki sifat antioksidan, diantara
vitamin E, yang paling banyak dipelajari adalah (a-tookferol) karena memiliki
ketersediaan hayati yang tinggi (Peh et al, 2016).
c. Flavonoid
Flavonoid merupakan kelompok polifenol dilihat dari struktur kimia dan
biosintesisnya (Seleem et al., 2017). Dalam perjalanan penelitian sampai tahun
2011 sudah 9000 lebih ditemukan pengembangan flavonid sebagai suplemen

kesehatan (Wang et al., 2018). Flavonoid sangat berperan dalam dunia
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kesehatan karena memiliki aktifitas farmakologi yang beragam yaitu sebagai
antibekteri, antioksidan, antiinflamasi, dan antidiabetes (Panche et al., 2016)
Dari penjelasan di atas maka peniti dapat menjelaskan bahwa senyawa
flavonoid mempengaruhi perkembangan dan kelansungan hidup pada saat ini.
d. Polifenol

Kacang-kacangan, minyak, dan sayuran secara alami mengandung
golongan antioksidan yang disebut polifenol. Flavonol, isoflavon, flavanon,
antosianidin, katekin, dan biflavan adalah contoh zat kimia polifenol
(Mokgope, 2014). Warna tanaman, termasuk warna daun, dipengaruhi oleh
polifenol. Polifenol dapat berfungsi sebagai antibakteri, menghambat enzim
oksidatif dan hidrolitik, serta melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas. (Saxton, K. et al., 2013).

2.4.3 Mekanisme Kerja Flavonoid

Flavonoid merupakan antioksidan eksogen yang berkhasiat dalam
mencegah kerusakan sel akibat stres oksidatif. Flavonoid sebagai antioksidan
dapat memiliki mekanisme kerja langsung maupun tidak langsung. Secara
langsung, flavonoid sebagai antioksidan akan mendonorkan ion hidrogen
sehingga efek toksik dari radikal bebas dapat dinetralisir, secara tidak langsung,
flavonoid akan meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen dengan berbagai
mekanisme. Salah satu mekanisme peningkatan ekspesi gen antioksidan yaitu
dengan mengikuti aktivasi nuclear faktor erythroid 2 related faktor 2 (Nrf2)
sampai terjadi peningkatan gen yang berfungsi sebagai sintesis ensim antioksidan
endogen seperti misalnya gen SOD (Superoside dismutase) stres oksidasi akan
mengakibatkan terbentuknya MDA, yaitu ketidak seimbangan antara pembuatan
reaktive oxsigen species (ROS) dengan adanya antioksidan, disini radikal bebas
sangat tinggi dari pada antioksidan. Radikal bebas dan peroksinitrir yang
berlebihan akan menyerang membran sel dan lipoprotein sehingga menyebabkan
terbentuknya peroksida lipid dan menyebabkan MDA (Sumardika & jawi 2014)
Mekanisme umum aktivitas antioksidan adalah membatasi oksidasi lemak. Tiga
fase utama oksidasi lemak adalah inisiasi, propagasi, dan terminasi. Radikal asam

lemak, atau senyawa yang terbuat dari asam lemak yang tidak stabil dan sangat



11

reaktif karena kehilangan satu atom hidrogen, terbentuk selama tahap inisiasi
(reaksi 1). Tahap berikutnya, yang disebut propagasi, radikal asam lemak
bercampur dengan oksigen untuk menghasilkan radikal peroksi (reaksi 2). Radikal
peroksi kemudian akan menyerang 14 asam lemak untuk membentuk

hidroperoksida dan radikal asam lemak baru (reaksi 3).

Inisial CRH-R +H (reaksi 1)
Propagasi : R-+02—5ROO ......ccoiiiiiiiii i (reaksi 2)
ROO- +RH—-ROOH + R ... (reaksi 3)

Hidroperoksidayang terbentuk bersifat tidak stabil dan akan terdegradasi
lebih  lanjut menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai pendek
(Kumalaningsih, 2015). Setelah propagasi, tahap terakhir adalah reaksi terminasi
(Rohman, 2016). Reaksinya sebagai berikut :

Terminasi: ROO-+ROO-— ROOR+O2..........ccooiiiiiiiiiciee e - (reaksi 4)
ROO- +R—-DROOR. ... e (reaksi 5)
R+ R D RR e, (reaksi 6)

Antioksidan yang baik akan bereaksi dengan radikal asam lemak segera
setelah senyawa tersebut terbentuk (Kumalaningsih, 2015).
2.5 Uji Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH
Untuk mengetahui seberapa baik bahan aktif ekstrak dapat menyerap
radikal bebas, dilakukan uji aktivitas antioksidan. Dengan menggunakan metode
DPPH (2,2-diphenil-1-pycriylhydrazy), aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
bungkus (Smilax rotundifolia) dinilai. Karena elektron bebas terdelokalisasi
melintasi molekul, DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang stabil dan tidak
membentuk dimer. Dengan metode ini, uji aktivitas antioksidan didasarkan pada
reduksi DPPH oleh bahan kimia antioksidan dalam sampel, yang menghasilkan
senyawa DPP Hidrazin (DPPH) berwarna kuning dan hilangnya warna ungu.
Teknik ini lebih mudah digunakan dan memiliki waktu analisis yang lebih cepat
karena tidak memerlukan substrat. (Fitryanti at el., 2016).
Aktivitas antioksidan sering diukur menggunakan DPPH (2,2-diphenil-1-
pycriylhydrazy), Dengan menyumbangkan atom hidrogen, antioksidan (AH)

bereaksi dengan radikal bebas DPPH, mengubah warnanya dari ungu menjadi
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kuning. Kekuatan pergeseran warna ditentukan menggunakan spektrofotometer
yang diatur pada 517 nm. Aktivitas penghambatan radikal bebas diukur

menggunakan metode ini.

O

. ?H
o,u@(no, + RH - M@/M + R-
NO,
+ R'

NO,
(DPPH) + R—H —  DPPH—H
Ungu Kuning

Gambar 2.2 Reaksi Penghambatan Radikal DPPH (Schwarz et al, 2016).

Pendekatan ini berlaku untuk semua senyawa antioksidan yang ada dalam
sampel, bukan hanya satu. Metode umum untuk mengevaluasi kandungan
antioksidan makanan adalah DPPH. Warna berubah menjadi kuning ketika radikal
DPPH berpasangan dengan atom hidrogen antioksidan untuk membentuk DPPH-

H. Rumus berikut dapat digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan.

Absorbansikontrol—Absorbansisampel

%Aktivitas antioksidan = x100

Absorbansikontrol

Berdasarkan rumus tersebut, makin kecil nilai absorbansi maka semakin
tinggi nilai aktivitas penangkapan radikal bebas. Aktivitas antioksidan dinyatakan
secara kuantitatif dengan 1Cso. ICso adalah konsentrasi larutan uji yang
menghasilkan reduksi DPPH sebesar 50%.

Tabel 2.1 Nilai ICso

Nilai 1Cso Sifat Antioksidan
50 ppm< Sangat kuat

50 ppm — 100 ppm Kuat

100 ppm — 150 ppm Sedang

150 ppm — 200 ppm Lemah

Sifat Antioksidan Berdasarkan nilai ICso (Fitryanti at el., 2016).

2.6 Metode Ekstraksi

Proses ekstraksi merupakan proses penarikan zat padat dalam simplisia

yang ditarik oleh pelarut yang digunakan. Pelarut organik akan menembus dinding
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sel kemudian masuk ke rongga-rongga sel tumbuhan yang berisi zat aktif. Zat
aktif tersebut akan larut dalam pelarut organik di bagian luar sel untuk kemudian
berdifusi ke dalam pelarut. Proses ini terus berlangsung hingga terjadi
keseimbangan konsentrasi zat aktif antara bagian dalam sel dengan konsentrasi zat
aktif di luar sel (Marjoni, 2016). Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan
dari campurannya dengan menggunakan pelarut yang tepat. Metode ini dilakukan
dengan cara memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang tepat ke dalam wadah
inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi dihentikan apabila
telah tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi di dalam sel tumbuhan. Setelah proses ekstraksi selesai, pelarut
dipisahkan dari sampel dengan cara penyaringan. Ekstrak awal sulit dipisahkan
dengan menggunakan teknik pemisahan tunggal untuk mengisolasi senyawa
tunggal. Oleh karena itu, ekstrak awal perlu dipisahkan menjadi fraksi-fraksi yang
memiliki polaritas dan ukuran molekul yang sama (Mukhriani, 2014).

Tujuan dari ekstraksi bahan alam adalah untuk mengekstrak senyawa kimia
yang terkandung dalam bahan alam. Prinsip dari ekstraksi ini adalah terjadinya
perpindahan massa komponen ke dalam pelarut, dimana perpindahan tersebut
dimulai pada lapisan batas kemudian menjalar di dalam pelarut. (Laha, 2018).
Proses ekstraksi dapat dipengaruhi oleh waktu ekstraksi, jenis pelarut dan suhu
yang digunakan. Proses ekstraksi menjadi sempurna apabila waktu yang
digunakan semakin lama, suhu semakin tinggi, dan polaritas pelarut semakin
dekat dengan komponen yang diekstraksi. (Kate, 2014)

Pada umumnya suhu ekstraksi yang semakin tinggi membuat kelarutan zat
aktif akan bertambah besar. Akan tetapi, suhu ekstraksi harus dikontrol, karena
suhu yang terlalu tinggi dapat membuat bahan rusak pada suhu diatas 50°C
Komponen Bioaktif seperti flavonoid, tanin, dan tokoferol tidak dapat bertahan
yang menyebabkan perubahan struktur sehingga hasil ekstrak lebih rendah.
Rendahnya suhu ekstraksi dan singkatnya waktu ekstraksi menyebabkan

rendahnya rendamen ( Handayani dan Sriherfana, 2016).
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2.6.1 CaraDingin
1. Maserasi

Metode ekstraksi yang dilakukan pada suhu kamar tanpa pemanasan
disebut maserasi. Metode maserasi memanfaatkan pengadukan atau pengocokan
berulang-ulang untuk mempercepat proses ekstraksi. Hal ini dilakukan untuk
mengekstrak simplisia yang mudah rusak karena panas. Pemilihan pelarut
berdasarkan kelarutan dan polaritasnya membantu memisahkan komponen
bahan aktif dalam simplisia. Semakin lama waktu perendaman simplisia,
semakin banyak senyawa yang dapat diekstraksi. Prinsip kerja metode maserasi
adalah difusi larutan pelarut ke dalam sel tanaman. Difusi menyebabkan
perbedaan konsentrasi larutan antara di dalam dan di luar sel. Zat yang memiliki
polaritas yang sama dengan pelarut akan terdorong keluar dari sel. Pelarut
dipilih berdasarkan kesesuaian sifat kelarutan dan polaritasnya memudahkan
pemisahan komponen bahan aktif dalam simplisia. Jumlah zat yang dapat
diekstraksi meningkat dengan bertambahnya waktu perendaman sampel (Asma
et al., 2022)

Prinsip kerja metode maserasi adalah difusi larutan pelarut ke dalam sel
tanaman. Difusi menyebabkan terjadinya perbedaan keseimbangan antara
bagian dalam dan luar sel. Zat-zat yang memiliki polaritas yang sama dengan
pelarut akan terdorong keluar dari sel (Pratiwi et al., 2016). Ekstraksi dengan
metode maserasi memiliki kelebihan yaitu senyawa aktif yang diekstraksi tidak
akan rusak (Chairunnisa, 2019)

2. Perkolasi
Perkolasi merupakan metode ekstraksi yang menggunakan pelarut yang
harus baru agar dapat terekstraksi dengan baik, yang biasanya dilakukan pada
suhu ruangan hingga diperoleh hasil ekstraksi (perkolat).(Nur Endah, 2017).
2.6.2 Cara Panas
1. Digesti
Digesti merupakan metode ekstraksi dengan pengadukan terus menerus
pada suhu yang lebih panas dari suhu ruangan, yaitu pada suhu 40-50°C. (Nur
Endah, 2017).
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2. Refluks

Refluks merupakan metode ekstraksi yang menggunakan pelarut pada suhu
didih secara terus menerus dan dalam jumlah pelarut yang relatif sedikit dengan
adanya pendingin balik. (Susanty & Bachmid, 2016)
3. Infusa

Infusa merupakan metode ekstraksi dilakukan dengan mengambil senyawa
dari tanaman yang mempunyai khasiat dengan cara merebus pada suhu 95°C
selama 15 menit menggunakan air sebagai pelarut. (Kurniawati & Nastiti, 2020)
4. Dekokta

Dekokta merupakan prosedur ekstraksi memanfaatkan pelarut air pada suhu
90°C-100°C selama 30 menit. (Nur Endah, 2017).
5. Soxhletasi

Soxhletasi merupakan metode ekstraksi bertingkat yang menggunakan
pelarut yang relatif sedikit dan dilakukan secara terus-menerus. Pelarut yang
umum digunakan adalah pelarut yang mudah menguap atau memiliki titik didih

yang relatif rendah. (Kencana & Farmasi, 2021).

2.7  Pelarut Senyawa

Pelarut adalah benda cair atau gas yang melarutkan senyawa pada benda
yang mana disesuaikan dengan sifat dari apa yang ingin dimanfaatkan. Di dalam
tanaman terdapat beragam senyawa bioaktif dengan sifat kimia yang berbeda-
beda. Oleh karena itu, untuk mengisolasi senyawa-senyawa tersebut, berbagai
pelarut yang berbeda dapat digunakan (Yohed, 2017). Pemilihan jenis pelarut
harus mempertimbangkan beberapa faktor, antara lain selektivitas, kemampuan
ekstraksi, toksisitas, kemudahan penguapan, dan harga pelarut. Larutan ekstraksi
yang digunakan disesuaikan dengan polaritas senyawa yang diinginkan.
Berdasarkan prinsip likedissolveslike, suatu pelarut akan cenderung melarutkan
senyawa yang memiliki tingkat polaritas yang sama. (Suryani, 2015).
2.7.1 Jenis Pelarut

Senyawa dalam tanaman kadang-kadang dikategorikan berdasarkan
polaritasnya, yakni senyawa polar dan non-polar. Oleh karena itu, penting untuk

memahami karakteristik senyawa yang akan diisolasi. Dalam analisis senyawa
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fenolik, seringkali pelarut polar yang digunakan, terutama untuk pemulihan
polifenol dari matriks tanaman. Pelarut yang paling umum adalah etanol, metanol,
aseton, dan etil asetat. Etanol dianggap sebagai pelarut yang baik untuk ekstraksi
polifenol dan juga aman untuk dikonsumsi (Yohed, 2017).
2.7.2 Sistem Pelarut

Menurut Yohed, 2017; Umumnya, untuk mengekstraksi polifenol atau
senyawa bioaktif lainnya dari tanaman, digunakan kombinasi pelarut organik dan
air seperti etanol, metanol, aseton, dan dietil eter. Selama proses ekstraksi,
persentase pemulihan bergantung pada jenis dan sistem pelarut serta metode
ekstraksi yang digunakan. Pelarut dengan viskositas rendah memiliki densitas
yang rendah, tetapi memiliki sifat difusi yang tinggi sehingga mampu menembus
pori-pori tanaman dengan mudah untuk mengekstraksi senyawa bioaktif (Yohed,
2017).
2.8 Uji Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan salah satu cara yang dapat dilakukan untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa metabolit sekunder dalam suatu bahan alam.
Skrining fitokimia merupakan tahap awal yang dapat memberikan gambaran
tentang kandungan senyawa tertentu dalam bahan alam yang akan diteliti.
Skrining fitokimia dapat dilakukan, baik secara kualitatif, semi kuantitatif,
maupun Kkuantitatif sesuai dengan tujuan yang diinginkan. Metode skrining
fitokimia kualitatif dapat dilakukan melalui reaksi warna dengan menggunakan
reagen tertentu. Hal penting yang mempengaruhi proses skrining fitokimia adalah
pemilihan pelarut dan metode ekstraksi. Pelarut yang tidak tepat memungkinkan
senyawa aktif yang diinginkan tidak tertarik dengan baik dan sempurna.
(Kristianti et al., 2017). Maka pemilihan senyawa yang baik dapat mempengaruhi
hasil yang diuji.
2.9 Instrumen Spektrometer UV-VIS

Pada penelitian ini, uji DPPH dilakukan dengan mengamati penurunan

absorbansi pada panjang gelombang 517 Nano meter menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Penurunan nilai absorbansi tersebut merupakan akibat

dari penurunan intensitas warna larutan, yaitu dari ungu menjadi kuning.
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Penurunan intensitas warna tersebut terjadi akibat adanya penambahan radikal
hidrogen dari senyawa antioksidan terhadap elektron yang tidak berpasangan pada
radikal nitrogen dalam struktur senyawa DPPH (Rorong, 2015).

Spektrofotometer jenis ini terdiri dari single beam dan double beam.
Perbedaan keduanya adalah pada spektrofotometer double beam, pengukuran
dapat dilakukan secara bersamaan antara kuvet yang berisi sampel atau larutan
standar dengan kuvet yang berisi blanko dalam satu ruang sehingga pembacaan
serapan zat tidak terpengaruh oleh perubahan tegangan listrik karena blanko dan
zat diukur secara bersamaan (Waronodan Syamsudin, 2013).

Secara umum, sistem spektrofotometer terdiri darisumber radiasi,
monokromator, sel, fotosel, detektor, dan tampilan (display) :

2.9.1 Sumber Radiasi

Sumber radiasi berfungsi untuk menyediakan energi radiasi pada daerah
panjang gelombang yang tepat untuk pengukuran dan mempertahankan intensitas
cahaya yang konstan selama pengukuran. Sumber radiasi untuk spektrofotometer
UV-VIS adalah lampu hidrogen atau deuterium dan lampu filamen. Lampu
hidrogen digunakan untuk memperoleh radiasi pada daerah ultraviolet hingga 350
nm. Lampu filamen digunakan untuk daerah cahaya tampak hingga inframerah
dekat dengan panjang gelombang 350 nm hingga sekitar 250 nm. (Waronodan
Syamsudin, 2013)
2.9.2 Teknik Monokromator

Monokromator berfungsi menghasilkan radiasi monokromatik yang
diperoleh dengan melewatkannya ke dalam kuvet berisi sampel dan blanko secara
bersamaan dengan bantuan cermin berputar. (suhartati 2017)
2.9.3 Teknik Sel atau Kuvet

Letakkan bahan yang akan diukur serapannya. Kuvet harus terbuat dari
bahan yang tidak menyerap radiasi di area yang digunakan, umumnya terbuat dari
kaca tembus cahaya tetapi dapat juga terbuat dari plastik. Sel yang terbuat dari
kuarsa baik untuk spektroskopi UV-VIS. Kuvet yang terbuat dari kaca silikat
biasa tidak dapat digunakan untuk spektroskopi ultraviolet karena kaca silikat

dapat menyerap ultraviolet. (suhartati 2017)
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2.9.4 Teknik Fotosel
Fotosel berfungsi untuk menangkap cahaya yang dipancarkan oleh zat dan

kemudian mengubahnya menjadi energi listrik yang selanjutnya akan dihantarkan
ke detektor. Detektor merupakan bahan yang dapat menyerap energi dari foton
dan mengubahnya menjadi bentuk lain, yaitu energi listrik. (Anita, 2015).
2.9.5 Teknik Display

Layar mengubah cahaya listrik dari detektor menjadi pembacaan dalam
bentuk meter atau angka yang sesuai dengan hasil yang dianalisis. Prinsip kerja
spektrofotometer didasarkan pada hukum Lambert-Beer yaitu seberkas cahaya
dilewatkan melalui suatu larutan pada panjang gelombang tertentu, sehingga
sebagian cahaya diteruskan dan sebagian diserap oleh larutan. Pada
spektrofotometer UV-VIS, zat diukur dalam bentuk larutan. Analit yang dapat
diukur dengan spektrofotometer cahaya tampak adalah analit yang berwarna atau
yang dapat dibuat berwarna. Analit berwarna adalah analit yang memiliki sifat
menyerap cahaya secara alami. Analit yang dibuat berwarna adalah analit yang
tidak berwarna sehingga harus direaksikan dengan zat tertentu untuk membentuk
senyawa yang menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu. Pembentukan
warna untuk zat atau senyawa yang tidak berwarna dapat dilakukan dengan
pembentukan kompleks atau dengan oksidasi sehingga analit menjadi berwarna.
Tahap awal yang dilakukan dalam menentukan aktivitas antioksidan ini adalah
menentukan panjang gelombang maksimum (Amax) larutan DPPH. Penentuan
panjang gelombang maksimum ini bertujuan untuk menentukan panjang
gelombang larutan DPPH yang dapat menghasilkan absorbansi maksimum pada
spektrofotometer UV-Vis. Hal ini berkaitan dengan sensitivitas analisis, dimana
perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi paling besar terjadi pada
panjang gelombang maksimum sehingga akan diperoleh sensitivitas analisis yang
maksimum (Chow et al., 2014). Panjang gelombang maksimum yang digunakan
untuk uji antioksidan ini adalah 514 dengan absorbansi maksimum 0,692 A dan
inkubasi melama 30 menit dengansuhu kamar (Anita, 2015).

Spektrum elektromagnetik terbagi menjadi beberapa daerah cahaya. Suatu

daerah akan diserap oleh atom atau molekul dan panjang gelombang cahaya yang
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diserap dapat menunjukkan struktur senyawa yang sedang dipelajari. Spektrum
elektromagnetik mencakup daerah panjang gelombang yang luas dari sinar
gamma gelombang pendek berenergi tinggi hingga gelombang mikro. (Marzuki
Asnah, 2013).

Spektrum serapan di daerah ultraviolet dan tampak umumnya terdiri dari
satu atau lebih pita serapan lebar. Semua molekul dapat menyerap radiasi di
daerah UV-tampak. Oleh karena itu, molekul-molekul tersebut mengandung
elektron, baik yang digunakan bersama maupun tidak, yang dapat tereksitasi ke
tingkat yang lebih tinggi. Panjang gelombang di mana penyerapan terjadi
bergantung pada seberapa erat elektron terikat dalam molekul. Elektron dalam
ikatan kovalen tunggal terikat erat dan radiasi berenergi tinggi, atau panjang
gelombang pendek, diperlukan untuk mengeksitasinya. (Wunas, 2014).

Keunggulan utama metode spektrofotometri adalah menyediakan cara yang
sederhana untuk menentukan jumlah zat yang sangat kecil. Selain itu, hasil yang
diperoleh cukup akurat, di mana angka yang terbaca langsung terekam oleh
detektor dan dicetak dalam bentuk angka digital atau grafik yang telah
diregresikan. (Yahya S, 2013).

Secara  sederhana instrument  spektrofotometeri  yang  disebut
spektrofotometer terdiri dari : Sumber cahaya —monokromatis —sel sampel —

detector- read out.

P

Read Owt

detektor
monokromator

pendispersi atau
penyebar cahaya
shit atau

sumber cahaya pintu masuk
polikromatis

sel sampel

slit atau
pintu keluar

Gambar 2.3 Cahaya pembacaan spektrofotometer ( Sumber : Arsyad 2013)
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Fungsi masing-masing bagian :

1.

Sumber cahaya polikromatik berfungsi sebagai sumber cahaya polikromatik
dengan berbagai panjang gelombang.

Monokromator mengubah cahaya dari sumber cahaya polikromatik menjadi
cahaya monokromatik dengan bertindak sebagai penyeleksi panjang
gelombang. Monokromator disebut sebagai dispersi atau penyebar cahaya
pada gambar di atas. Hanya satu jenis cahaya atau cahaya dengan panjang
gelombang tunggal yang mengenai sel sampel saat dispersi hadir. Hanya
cahaya hijau yang mengalir melalui pintu keluar pada gambar di atas. Gambar

tersebut mengilustrasikan bagaimana cahaya menyebar atau terdispersi.:

Gambar 2.4 Gambar cahaya pembacaan spectrophotometer (Arsyad 2013)

3.

Sel sampel berfungsi sebagai tempat untuk meletakkan sampel UV, VIS dan
UV VIS dengan menggunakan kuvet sebagai tempat sampel. Kuvet biasanya
terbuat dari kuarsa atau kaca.

Detektor berfungsi untuk menangkap cahaya yang ditransmisikan dari sampel
dan mengubahnya menjadi arus listrik.

Read out adalah sistem pembacaan yang menangkap besarnya sinyal listrik

yang datang dari detektor.

2.10 Uraian Bahan
2.10.1 Asam asetat anhidrida ( FI Eds I11,647)

Nama resmi : Acidum acetic anhydrida
Nama lain : Asam asetat anhidrida
Rumus molekul : CH3 (CO)0



2.10.2

2.10.3

2.10.4
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Pemerian . Cairan bening tidak berwarna, berbau tajam,
mengandung tidak kurang dari 95 % C4H603

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup rapat

Kegunaan . Pelarut asam salisilat dan pemberian gugus

pada asetil dan aspirin
Asam sulfat (FI Eds 11, 58)

Nama resmi - Acidum sulfuricum

Nama lain : Asam sulfat

Rumus molekul : H2S04

Bobot molekul : 98,07

Pemerian : Cairan kental seperti minyak korosif, tidak

berwarna, yang menghasilkan panas ketika
dicampur dengan air.
Kelarutan . Mudah tercampur dengan air dan etanol,

menimbulkan panas.

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup rapat
Kegunaan : Sebagai katalisator

Asam klorida (FI Eds 11, 53)

Nama resmi : Acidum hidrochloridum
Nama lain : Asam Klorida

Rumus molekul : HCI

Bobot molekul : 36,5

Pemerian : Larutan tidak berwarna, berasap, bau merangsang
Kelarutan : Mudah larut dalam air
Penyimpanan : Dalam wadah tertutup baik
Kegunaan : Sebagai pereaksi protein
Besi (I11) klorida (FI Eds 111, 659)

Nama resmi : Ferri klorida

Nama lain : Besi (111) klorida

Rumus molekul : FeCls



2.10.5

2.10.6

2.10.7

Pemerian

Kelarutan

Kegunaan
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. Hablur / hablur serbuk hitam kehijauan, bebas
warna jingga dari garam hidrat yang telah
terpengaruhi oleh kelembapan

: Larut dalam air, larutan berfluoresensi berwarna
jingga Penyimpanan : Dalam wadah tertutup baik

: Sebagai pereaksi

Vitamin C (F1 Eds VI, 2020)

Nama lain
Berat molekul
Rumus molekul

Pemerian

Kelarutan

Penyimpanan

Kegunaan

: Asam Askorbat
176,13
: CeHgOs

Berbentuk serbuk berwarna putih atau agak
kuning, tidak berbau dan memiliki rasa asam.
Vitamin C akan rusak jika terkena cahaya matahari
langsung dan lambat laun akan berubah warna
menjadi berwarna gelap
: Mudah larut dalam air, sukar larut dalam etanol
(95 %) dan sukar larut dalam kloroform p, eter p
dan benzen p.

Dalam wadah tertutup rapat, terlindung dari
cahaya

: Sebagai sampel

DPPH (Molyneux, 2004)

Nama lain
Rumus molekul
Bobot molekul
Pemerian
Kelarutan

Penyimpanan

: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
: C1gH12 N5Os

: 394,32

: Bubuk kristal berwarna gelap
: Larut dalam air

: Dalam wadah tertutup rapat (suhu — 200 C)

Kloroform (FI Eds 111, 151)

Nama resmi

Nama lain

: Chloroformum

: Kloroform
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Rumus molekul : CHCI3
Bobot molekul 119,38
Pemerian : Cairan tidak berwarna, mudah menguap, bau khas,

rasa manis dan membakar
Kelarutan : Larut dalam air, membentuk cairan jernih dan

tidak berwarna

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup baik
Kegunaan : Sebagai pelarut
2.10.8 Dragendrof (Raal et al., 2020)
Komposisi . Larutan kalium bismuth iodide yang dibuat dari

bismuth nitrat basah (Bi(NO3)3), asam tertarat, dan
kaliumiodida (KI)
2.10.9 Bourchardat (Takaeb & Leo, 2023)

Komposisi : asam asetat anhidrat dan H2SO4 pekat
2.10.10Mayer (FI Eds 111, 151)

Nama resmi : HYDRAGYRI SUBCHLORIDIUM

Nama lain : Raksa (1) Klorida, kalomel

Pemerian . Serbuk halus, berat, putih, tidak berbau, hamper

tidak berasa. Jika terkena udara lambat laun berubah
menjadi wama tua
Kelarutan : Praktis tidak larut dalam air, dalam etanol (95%) p,

dalam eter P, dan dalam asam encer dingin

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup baik, terlindung dari cahaya
Khasiat : Laksativum KI
2.10.11Etanol (Ditjen POM 1995,Rowe, ddk., 2009)
Nama resmi : Aethanolum
Nama lain : Etanol, Alkohol
RM : C2H60
Pemerian . Cairan tidak berwarna, jernih, mudah menguap

dan mudah bergerak, bau hkas, rasa panas, mudah



Kelarutan

Pemyimpanan

Kegunaan
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terbakar dengan memberikan nyala biru yang tidak
berasap.
: Sangat mudah larut dalam air dalam klorofrom P,
dalam eter P.

Dalam wadah tertutup rapat, terlindung dari
cahaya, di tempat sejuk, jauh dari nyala api.
: Sebagai pelarut



2.11 Kerangka Konsep
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Daun B

ungkus

(Smilax retondifolio)

v Pelarut
[Ekstrak Etanol ]—
Metode
e Alkaloid Ekstraksi
e Flavonoid
e Saponin Metabolit
e Tanin Sekunder
e Steroid
e Terpenoid |

[ Antioksidan ]

y
[ Radikal Bebas H Metode DPPH ]




BAB Il1
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini  merupakan penelitian observasional analitik untuk
mengetahui aktivitas antioksidan pada ekstrak daun bungkus (Smilax rotundifolia)
dalam pelarut etanol dengan menggunakan metode DPPH.
3.2  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan pada bulan Desember 2023 — April 2024 di
Laboratorium Farmakologi Farmasi UNIMUDA Sorong.
3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

Tanaman daun bungkus yang digunakan berasal dari Kabupaten sorong
papua barat daya yang populasinya banyak tumbuh di hutan Papua. Sebanyak 1,5
kg daun bungkus dari tanaman tersebut disiapkan yang diperoleh dari Kabupaten
Sorong Papua Barat Daya. Sebanyak 210 gram sampel daun bungkus yang akan
dibuat menjadi ekstrak dengan menggunakan pelarut etanol 96%.
3.4  Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah variasi konsentrasi ekstrak etanol
daun bungkus.
3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah aktifitas antioksidan yang di
tunjukkan dengan nilai 1Cso (Inhibition Concentration).
3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah daun bungkus.
3.5  Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer,
mammert waterbath, oven, timbangan analitik, toples maserasi, wadah, corong
buchner, alat-alat gelas, labu ukur, erlenmeyer, gunting, aluminium foil, gelas
ekstrak, spatula, vial, kuvet, pipet tetes, pipet volume, mikro pipet, kaca arloji,

blender, tabung reaksi, rak tabung, penyaring, cawan persolin, desikator dan hp.
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3.5.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah daun bungkus, kertas saring, etanol 96%,
senyawa DPPH (2,2-diphenil-1-pycriylhydrazy), Etanol pa, HCI 2N, HCI pekat,
FeClz asam asetat anhidrat, asam sulfat pekat, reagen dragendorff, mayer,
bourchardat, Vitamin C.
3.6  Prosedur Kerja

Pengujian aktivitas antioksidan daun bungkus (Smilax rotundifolia)
dilakukan meliputi : penyiapan bahan, pembuatan ekstrak, uji fitokimia, uji
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH, analisa data.
3.6.1. Penyiapan bahan

Sebanyak 1,5 kg daun segar disiapkan dari tanaman daun bungkus yang
Diperoleh dari Kabupaten Sorong, Papua Barat, daun-daun tersebut kemudian
dibersihkan terlebih dahulu untuk membuang kotoran yang mungkin menempel,
setelah itu dipotong-potong kecil dan dibiarkan kering di udara untuk mengurangi
kadar air. Sampel daun yang sudah kering kemudian digiling dalam blender,
diayak, dan dimasukkan ke dalam wadah.
3.6.2. Pembuatan Ekstrak Daun Bungkus

Pembuatan ekstrak etanol daun bugkus (Smilax rotundifolia) dilakukan
mengunakan metode meserasi. Sebanyak 210 gram sampel daun bungkus di
ekstraksi menggunakan pelarut etanol 96%. Ekstraksi dilakukan dengan
merendam 210 gram sampel kedalam pelarut etanol 96% 2 L selama 72 jam
dalam wadabh tertutup. Meserasi dilakukan sampai filtrate terlihat kurang berwarna
(dilakukan pengulangan meserasi selama 2 kali) selama proses meserasi
berlangsung, lakukan pengadukan sesering mungkin agar memastikan semua
simplisia dapat larut dalam pelarut. Hasil meserasi Kemudian di saring untuk
memisahkan filtrate dan residunya lalu filtrate yang diperoleh dikumpulkan dan
dievaporasi dengan waterbath pada suhu 60°C, sehinggah diperoleh ekstrak etanol
daun bungkus kental yang masih dapat dituang. Lalu ekstrak di timbang dan
simpang untuk mengetahui beratnya dan disimpang untuk pengujian selanjutnya
(Muslihin et al., n.d.).
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3.6.3 Skrining Fitokimia
Skrining Fitokimia dari ekstrak daun bungkus untuk penggecekan

kandungan senyawa alkaloid, steroid, terpenoid, flavanoid, tani,dan saponin,
perubahan warna menunjukkan adanya reaksi yang diinginkan (Nurbani et al.,
2020).
a) Pembuatan Larutan Uji Fitokimia

Pembuatan larutan uji skrining fitokimia daun bungkus dilakukan dengan
melarutkan 250 mg ekstrak daun bungkus kedalam 25 ml etanol 96% (N.M.P,
I.N.A and N.K, 2014).
b) Alkaloid

Sebanyak 2 ml sampel dicampur dengan 2 ml HCL 2% dan dipanaskan
selama 5 menit, kemudian disaring. Filtrat yang dihasilkan diteteskan dengan
pereaksi Mayer, Bouchardat, dan Dragendroff, masing-masing sekitar 2-3 tetes.
Zat alkaloid diidentifikasi dengan munculnya endapan putih atau kuning, endapan
coklat tua, dan endapan dengan rona merah bata. (Ningsih 2017).
c) Steroid dan terpenoid

Siapkan larutan uji sebanyak 2 ml pereaksi Liebermann-Burchard kemudian
dicampurkan dangan asam asetat anhidrat sebanyak 0,5 dan asam sulfat pekat
sebanyak 0,5 ml .Terbentuknya warna merah muda,ungu,dan hijau biru
dinyakatan posifit (Masriani 2017).
d) Flavanoid

Siapkan larutan uji. Sebanyak 5 ml ekstrak dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, diikuti dengan penambahan 2 hingga 4 tetes asam klorida pekat.
Selanjutnya, campurkan dan kocok isinya. Munculnya warna jingga menandakan
adanya flavonoid yang termasuk dalam kategori flavonol dan flavanon. (Ningsih
2017). Maka menunggu sampai pada hasil yang menunjukan adanya senyawa
flavanoid.
e) Tanin

Siapkan larutan uji sebanyak 1 ml kedalam tabung reaksi, lalu tambahkan
Sebanyak 2-3 tetes FeCls dan dicampur hingga homogen. Hasil yang baik

ditunjukkan dengan munculnya warna biru tua atau kehijauan (Ningsih 2017).
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f)  Saponin

Siapkan laturan uji ke dalam tabung reaksi sebanyak 10 ml lalu dikocok
tabung reaksi ke atas dan ke bawah dengan waktu 10 detik lalu diamkan selama
10 detik, Jika terbentuk busa yang naik antara 1 dan 10 cm dalam waktu 10 menit,
ini menunjukkan adanya saponin. Saat Anda menambahkan setetes HCI 2N, busa
akan tetap utuh (Ningsih 2017).
3.6.4 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
a) Pembuatan larutan DPPH 0,4 mM

Dilarutkan 0,0157 gram DPPH kedalam labu tentukur yang berukuran 100
mL dengan metanol p.a sampai tanda batas (Studi Farmasi et al., 2024).

b)  Penentuan A maks DPPH

Dipipet 1 mL DPPH dan cukupkan volumenya 5 mL menggunakan etanol
p.a. Biarkan selama 30 menit di tempat gelap. Ukur serapannya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 400 - 600 nm (Muslihin et
al., 2022).

c)  Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak daun bungkus

Larutan pengujian yang mengandung 1000 ppm ekstrak etanol dari daun
pembungkus disiapkan dengan mengukur 10 mg ekstrak ke dalam labu ukur 10
ml. Larutan ini kemudian dilarutkan dalam pelarut etanol p.a, dengan mengatur
volume total menjadi 10 ml. Selanjutnya, 0,125 ml, 0,25 ml, 0,375 ml, 0,5 ml, dan
0,625 ml dari masing-masing larutan ekstrak diambil dan diencerkan lebih lanjut
dalam labu ukur 5 ml untuk membuat larutan dengan konsentrasi 25 ppm, 50
ppm, 75 ppm, 100 ppm, dan 125 ppm. (Purwanto et el, 2017).

Dipipet 5 ml dari masing-masing konsentrasi, lalu tambahkan 1 ml larutan
DPPH 0,4 ke dalam larutan uji. Tutup dan biarkan selama 30 menit. Lalu,
gunakan spektrofotometer tampak yang diatur pada panjang gelombang 516 nm
untuk mengukur absorbansi.

d)  Pengukuran Aktivitas Antioksidan Larutan Pembanding Vitamin C

Larutan vitamin C 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 10 mg vitamin

C yang dilarutkan dalam etanol sambil dihomogenkan, kemudian volumenya

dicukupkan dengan etanol p.a hingga mencapai 10 ml. Larutan vitamin C 1000
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ppm tersebut kemudian diencerkan hingga mencapai 100 ppm. Untuk menguji
aktivitas antioksidan larutan vitamin C, pipet larutan stok 100 ppm sebanyak
0,005 ml, 0,01 ml, 0,015 ml, 0,02 ml, 0,025 ml masing-masing ke dalam labu
ukur 5 ml yang dibungkus aluminium foil, kemudian tambahkan 1 ml DPPH 0,4
mm, tepatkan volume dengan etanol hingga tanda batas sehingga diperoleh
konsentrasi 0,1 ppm, 0,2 ppm, 0,3 ppm, 0,4 ppm, dan 0,5 ppm. Tutup dan
diamkan selama 30 menit. Berikutnya, absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer tampak pada panjang gelombang 516 nm. (Muslihin et al., n.d.).
e) Analisis Data

Nilai ICso, atau konsentrasi di mana 50% aktivitas DPPH hilang, merupakan
metrik yang biasa digunakan untuk mengevaluasi hasil uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH Semakin rendah nilai 1Cso, semakin kuat aktivitas
antioksidannya (Marunung. 2021).

Persentase hambatan (ICso) terhadap radikal DPPH dari masing masing

konsentrasi larutan sampel dapat dihitung dengan rumus:

... - _ Absorbansi kontrol—Absorbansi sampel
%Inhibisi = 2eD x 100

Absorbansi kontrol

Keterangan
A kontrol : Absorbansi tidak mengandung sampel
A sampel : Absorbansi sampel
Adapun rumus persamaan linier sebagai berikut :
y=ax+b
a : Titik potong kurva pada sumbuh y
b : Kemiringan kurva
X : Konsentrasi sampel
y : % inhibisi
Konsentrasi Penghambatan 50% (ICso), atau konsentrasi sampel yang dapat
mengurangi radikal DPPH hingga 50%, merupakan ukuran aktivitas antioksidan.

Setelah mensubstitusi y = 50, nilai x menghasilkan nilai 1Cso (Marunung. 2021).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Penelitian

Tabel 4.1 Hasil Rendamen Ekstrak Daun Bungkus

Berat simplisia Berat ekstrak Berat sampel Rendamen

PPNt (gram) (gram) (ko) (%)

Daun

Bungkus 210 14 1,5 6,67

Sampel daun bungkus (Smilax rotundifolia) sebanyak 210 gram diekstraksi
menggunakan metode meserasi menghasilkan ekstrak kental sebanyak 14 gram.

Hasil rendamen ekstrak daun bungkus dapat dihitung dengan rumus
bobot ekstrak yang diperoleh

% Rendamen = bobot simplisia yang digunakan 100
Tabel 4.2 Hasil Uji Skrining Fitokimia
Uji : : :
No o Pereaksi Reaksi Hasil
Fitokimia
Terbentuk endapan +
Dragendroff
berwarna coklat orange
1 Uji Alkaloid Mayer TerF)entuk endapf?m putih +
hinggah kekuningan
Bauchardat Terbentuk endapan coklat *
- ) Terbentuk cincing hijau +
Uji Steriod Kloroform,asam _
kebiruan
2 asetat,dan asam sulfat S
) Terbentuk cincing hijau )
Terpenoid pekat _
kebirua
- ) Terbentuk warna kuning +
3 Uji Flavonoid HCI pekat -
Jingga
- ) Terbentuk warna hijau +
4 Uji Tanin FeCls _
kehitaman
5 Uji Saponin HCI 2N Terjadi buih +

Keterangan: (+) Adanya metabolit sekunder
(-) Tidak ada senyawa metabolit sekunder
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Skrining fitokimia dilakukan untuk melihat kandungan senyawa yang
terkandung didalam ekstrak etanol daun bungkus. Pengujian dilakukan dengan
mengunakan campuran dari beberapa reagen tertentu yang akan di campurkan
dengan sampel uji. Hasil pengujian dapat dilihat dengan mengamati perubahan
warna yang terjadi pada sampel uji (Nurbani et al., 2020).

Tabel 4.3 Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Bungkus

Konsentrasi

No (ppm) Aktivitas Antioksidan (%) Nilai IC-50 (pg/mL)
1 25 0,37

2 50 2,75

3 75 16,68 190,26

4 100 17,78

5 125 31,99

Tabel 4.4 Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Vitamin C

No Ko?sgm; 3l Aktivitas Antioksidan (%)  Nilai 1C-50 (ng/mL)
1 01 13,57

2 0,2 20,59

3 03 26,24 0.82

4 0.4 28,96

5 05 33,94

Tabel 4.3 dan 4.4 menunjukan bahwa semakin tinggi konsentrasi larutan
ekstrak dan vitamin C, absorbansi larutan akan semakin kecil. Sementara,
semakin besar konsentrasi larutan, persen penghambat akan semakin tinggi. Hal
tersebut terjadi karena semakin tinggi konsentrasi larutan, semakin banyak
antioksidan yang terkandung di dalamnya (Lukiyono. at el., 2023).

4.2  Pembahasan
4.2.1 Hasil Ekstrak Etanol Daun Bungkus (Smilax rotundifolia)
Sampel daun bungkus (Smilax rotundifolia) sebanyak 210 gram

diekstraksi menggunakan metode meserasi menghasilkan ekstrak kental sebanyak
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14 gram. Hasil rendamen ekstrak etanol daun bungkus (Smilax rotundifolia)
dapat dilihat pada Tabel 4.1

Tanaman daun bungkus (Smilax rotundifolia) yang digunakan dalam
penelitian ini berasal dari Kabupaten Sorong Papua Barat Daya yang diperoleh
dalam bentuk segar sebanyak 1,5 kg. Proses pembuatan simplisia diawali dengan
sortasi basah untuk memisahkan bahan baku dari kotoran dan benda asing lainnya.
Sampel kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C.
Pengeringan dilakukan untuk menghilangkan kadar air agar simplisia tidak mudah
rusak dan dapat disimpan dalam waktu yang lama (Febri Fatwami et al., 2023).
Penggunaan oven dianggap lebih baik untuk menjaga kandungan fitokimia
simplisia, karena selain mempercepat proses pengeringan, suhu yang digunakan
juga dapat dikontrol. Umumnya, suhu pengeringan simplisia berkisar antara 30°-
90°C, dengan suhu optimal tidak lebih dari 60°C untuk menghindari perubahan
atau kerusakan pada sampel tanaman (Warnis et al., 2020).

Setelah proses pengeringan, dilanjutkan dengan proses penyerbukan
simplisia yang diperoleh seberat 210 gram. Proses penyerbukan bertujuan untuk
memperkecil ukuran partikel sehingga memperluas area kontak antara simplisia
dan pelarut, memungkinkan pelarut lebih mudah menembus dinding sel dan
melarutkan senyawa aktif (Diniatik, 2015).

Maserasi adalah metode ekstraksi yang dipilin dalam penelitian ini. Alasan
penggunaan metode maserasi karena metode ini cocok untuk ekstraksi dalam
skala kecil maupun untuk skala industri. Metode ini aman digunakan untuk
senyawa yang tidak tahan terhadap pemanasan seperti senyawa flavonoid (Narsih
& Agato, 2018).

Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 96%. Trifiani
(2012) menyatakan bahwa etanol digunakan sebagai pelarut karena sifatnya yang
universal, polar, dan mudah diperoleh. Karena kemampuan ekstraksinya yang
tinggi, daya serapnya yang tinggi, tidak beracun, dan selektif, etanol 96% dipilih
untuk mengekstrak molekul polar, semipolar, dan nonpolar. Pelarut etanol 96%
lebih mudah menembus dinding sel sampel dibandingkan pelarut etanol dengan

konsentrasi yang lebih rendah,sehinggah mendapatkan ekstrak yang pekat.
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Hasil meserasi yang didapat dari proses ekstraksi 210 gram daun bungkus
dalam bentuk serbuk yang dilarutkan dengan etanol 96% selama 72 jam yang
dilakukan selama 2x pengulangan yaitu ekstrak cair yang selanjutnya dilakukan
penguapan dengan waterbats sampai memperoleh ekstrak kental sebanyak 14
gram dan memperoleh rendamen sebesar 6,67 %.

4.2.2 Hasil Uji Skrining Fitokimia

Pengujian alkaloid dengan 3 pereaksi yaitu pereaksi dragendrof, meyer
dan bouchart. Hasil pengujian alkaloid dengan pereaksi dragendrof, terbentuknya
endapan warna coklat orange menunjukkan positif mengandung alkaloid. . Dalam
pereaksi Dragendroff, kalium iodida dan bismut nitrat bereaksi menghasilkan
endapan bismut (Il1) iodida, yang kemudian larut dalam kalium iodida
membentuk  kompleks  kalium  tetraiodobismutat yang  mengendap.
(Dewi,Saptawati and Rachmad, 2021). Pengujian alkaloid dengan reaksi meyer,
terbentuknya endapan warna putih kekuninggan menunjukkan positif
mengandung alkaloid. Penambahan pereaksi Mayer akan memungkinkan
nitrogen dalam alkaloid untuk bergabung dengan ion logam K+ dari kalium
tetraiodomerkurat (I11) untuk menghasilkan kompleks kalium-alkaloid yang
mengendap. (Dewi, Saptawati and Rachmad, 2021). Hasil pengujian alkaloid
dengan pereaksi Bauchardat, terbentuknya endapan coklat menunjukkan positif
mengandung alkaloid. berwarna coklat. Bila ion logam K+ dan alkaloid
membentuk ikatan kovalen koordinat, maka akan terbentuk kompleks kalium-
alkaloid yang merupakan penyebab terjadinya endapan. (Sulistyarini, 2019).

Hasil identifikasi terpenoid dan steroid menggunakan uji Lieberman-
Burchard (asetat anhidrat : H.SO4 pekat) yang memberikan warna merah untuk
terpenoid dan hijau untuk steroid (Kusumo, 2022). Hasil dari pengujian terpenoid
dan steroid pada ekstrak etanol daun bungkus dilihat dengan terbentuknya
cincing hijau kebiruan yang menunjukan positif mengandung steroid. Hal ini
didasarkan pada fakta bahwa steroid dapat menghasilkan warna melalui H2SO4
dalam pelarut asam asetat anhidrat. (llling et al., 2017). Dengan mengoksidasi
molekul triterpenoid atau steroid, ikatan rangkap terkonjugasi dihasilkan, yang

mengakibatkan perubahan warna. (Sulistyarini, 2019).
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Uji skrining fitokimia pada flavonoid dilakukan dengan menambahkan
serbuk magnesium dan HCI pekat. Penambahan bubuk magnesium dan HCI pekat
bertujuan untuk memutus ikatan glikosida pada flavonoid. Ikatan glikosida
tersebut perlu direduksi agar flavonoid dapat terdeteksi. Hasil uji menunjukkan
hasil positif yang ditandai dengan terbentuknya warna kuning (Muthmainnah,
2017) Hasil dari pengujian flavonoid ini dapat di lihat bahwa ekstrak etanol daun
bungkus positif mengandung senyawa flavanoid yang ditandai dengan perubahan
warna dari kuning ke merah jingga. Uji flavanoid pada penambahan Mg dan HCL
pekat yang dapat mereduksi inti benzeproyron pada struktur flavanoid yang
menyebabkan perubahan warna merah jingga, flavanoid sendiri berfungsi sebagai
anti virus, antiinflamasi, anti penuaan, dan antioksidan (Yenni ddk, 2019).

Hasil dari pengujian tanin pada ekstrak etanol daun bungkus uji tanin
positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna yang terjadi saat larutan
FeClz ditambahkan warnanya menjadi hijau kehitaman karena salah satu gugus
hidroksil pada senyawa tanin terkondensasi. Daun bungkus positif mengandung
senyawa tanin, sebagaimana dibuktikan dengan perubahan warna menjadi hijau
kehitaman. Uji senyawa tanin menggunakan reagen FeClz untuk menentukan
apakah ekstrak mengandung gugus fenol. (Muthmainnah, 2017).

Hasil dari pengujian saponin pada ekstrak etanol daun bungkus positif
mengandung senyawa saponin yang ditandai dengan terbentuknya buih atau busa.
Adanya glikosida yang dapat menghasilkan busa dalam air dan terhidrolisis
menjadi glukosa dan senyawa lainnya ditunjukkan dengan munculnya busa +1
menit setelah pengocokan, yang merupakan hasil positif. Penambahan HCL untuk
meningkatkan polaritas membuat peningkatan gugus hidrofilik lebih stabil, dan
busa yang diperoleh lebih stabil (Nurbani et al,. 2020)

Hasil skrining fitokimia menyatakan bahwa ekstrak etanol daung bungkus
memiliki kandungan senyawa alkaloid, steroid, flavonoid, tanin, dan saponin.
4.2.3 Pengukuran Absorbansi

Spektrofotometer ultraviolet-visible (UV-Vis), yang menggabungkan
spektrofotometri ultraviolet dan visible, menggunakan dua jenis cahaya, yaitu

cahaya UV dan cahaya Visible, untuk mengukur absorbansi ekstrak uji. Prinsip
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yang digunakan didasarkan pada penyerapan cahaya, di mana atom dan molekul
akan berinteraksi dengan cahaya untuk mencapai efek ini. (Ahriani et al., 2021).

Uji kuantitatif DPPH dapat diamati dengan menentukan nilai 1Cso ekstrak
etanol daun bungkus, dengan vitamin C sebagai larutan pembanding dan kontrol
positif. Vitamin C digunakan sebagai larutan pembanding karena memiliki gugus
hidroksil bebas yang berperan sebagai antioksidan sekunder yang efektif dalam
mencegah berbagai radikal bebas ekstraseluler, menghentikan reaksi berantai dan
memiliki gugus polihidroksi yang meningkatkan aktivitas antioksidan (Muslihin
etal., 2022).

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol pro analisis
karena pelarut ini mempunyai kemurnian yang sangat tinggi sampai 99,95 % dan
cocok digunakan untuk menganalisa atau praktek khusus dalam suatu penelitian
(Angelia et al., 2022). Analisis spektrofotometri menggunakan kurva standar yang
dibuat berdasarkan hukum “Lambert-Beer” menunjukkan hubungan linier antara
konsentrasi dan absorbansi dengan panjang gelombang tertentu (Prasetyo et al.,
2021). Panjang gelombang maksimum DPPH ditentukan dengan spektrofotometri
UV-Vis, didapatkan panjang gelombang sebesar 590 nm pada rentang panjang
gelombang 400 - 600 nm. Panjang gelombang maksimum untuk pengukuran
DPPH berkisar antara 515 - 520 nm (Putri et al., 2023). Aktivitas antioksidan
ekstrak etanol daun bungkus dinyatakan sebagai persentase penghambatan ekstrak
terhadap radikal bebas DPPH. Nilai ICso, yang menunjukkan konsentrasi sampel
yang dapat menghambat 50% radikal bebas DPPH, digunakan untuk mengukur
kekuatan antioksidan.

4.2.4 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH

Prinsip kerja metode DPPH adalah adanya atom hidrogen dari senyawa
antioksidan yang berikatan dengan elektron bebas pada senyawa radikal sehingga
menyebabkan perubahan dari radikal bebas (diphenylpicrylhydrazyl) menjadi
senyawa non-radikal (diphenylpicrylhydrazine). Hal ini ditandai dengan
perubahan warna dari ungu menjadi kuning (senyawa radika bebas tereduksi oleh
adanya antioksidan) (Setiawan et al., 2018). Pengujian aktivitas antioksidan

dilakukan dengan menggunakan metode DPPH. Pemilihan metode ini karena
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merupakan metode yang sederhana, mudah, cepat dan serta hanya memerlukan
sedikit sampel untuk evaluasi aktivitas antioksidan. Larutan radikal bebas DPPH
memiliki atom nitrogen yang tidak berpasangan. Reaksi DPPH dengan atom
hidrogen yang terdapat dalam antioksidan dapat membuat larutan DPPH menjadi
berkurang reaktivitasnya yang ditunjukkan dengan memudarnya warna ungu
menjadi kuning (Amanda et al., 2019)

Pembanding dalam penelitian ini adalah Vitamin C. Pengunaan Vitamin C
sebagai pembanding, karena Vitamin C merupakan antioksidan sekunder yang
dapat menangkal radikal bebas, mencegah terjadinya reaksi berantai, dan aktifitas
antioksidannya tinggi. Vitamin C memiliki gugus hidroksil yang dapat digunakan
sebagai penangkap radikal bebas. (Yahya & Nurrosyidah, 2020).

Pada penentuan aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan
parameter 1Cso sabagai konsentrasi sampel yang diperlukan untuk menangkap
radikal DPPH sebanyak 50%. Hasil analisis ekstrak etanol daun bungkus
menunjukkan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso sebesar 190,26 pg/mL.
Menurut Liaini et al. (2021), potensi senyawa antioksidan yang diuji nilainya
menggunakan metode DPPH dapat dikategorikan berdasarkan nilai 1Csg. 1Cso
kurang dari 50 pug/mL dianggap sebagai antioksidan yang sangat kuat, 1Csg
sebesar 50-100 pg/mL dianggap kuat, ICso sebesar 100-150 pg/mL dianggap
sedang, dan ICso sebesar 150-200 pg/mL tergolong lemah. Ekstrak etanol dari
daun bungkus memiliki aktivitas antioksidan yang dianggap lemah karena nilai
ICso-nya melebihi 150 pg/mL. (Lukiyono. at el., 2023).

Pengujian aktivitas antioksidan vitamin C, Hasil Uji aktivitas antioksidan
larutan pembanding vitamin C menunjukkan ICsp sebesar 0,82 pg/mL. Vitamin C
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat, terbukti dari nilai 1Cso di bawah
50 pg/mL. Semakin tinggi konsentrasi larutan pembanding dan semakin rendah
nilai absorbansinya, maka semakin tinggi pula nilai aktivitas antioksidannya. (Sari
& Sari, 2023).
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Gambar 4.6 Mekanisme Reaksi Vitamin C dengan DPPH (Latifah, 2017)
Mekanisme Antioksidan Vitamin C dan Radikal Bebas: Vitamin C mudah
teroksidasi oleh radikal bebas karena memiliki ikatan rangkap, karena adanya
gugus OH-C = C-OH, radikal bebas tersebut melepaskan atom hidrogen, sehingga
menciptakan muatan negatif pada atom oksigen, terdisosiasi melalui resonansi,
sehingga menghasilkan radikal bebas yang stabil dan tidak berbahaya. (Lukiyono.
atel., 2023).



BAB V
PENUTUP

51  Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan pada pengujian ini dapat ditarik

kesimpulan bahwa :

a. Ekstrak etanol daun bungkus (Smilax Rotundifolia) positif
mengandung senyawa metabilit sekunder yang terdiri dari senyawa
alkaloid, steroid, flavonoid, tanni, dan saponin

b. Aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun bungkus menggunakan
metode DPPH tergolong lemah dengan didapatkan nilai 1Cso sebesar
190,26 pg/mL.

5.2  Saran
a. Penelitian tentang antioksidan ekstrak daun bungkus dengan pelarut
etanol 96% harus dilakukan dengan teknik selain metode DPPH.
b. Penelitian lanjutan diperlukan agar dapat mengetahuai manfaat lain

dari ekstrak etanol daun bungkus selain sebagai antioksidan.
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Lampiran 1. Bagan alur kerja penelitian

1.1 Skema kerja ektraksi daun bungkus (Smilax rotundifolia) Dengan pelarut
etanol 96%.

Daun bungkus

- Ditimbang sebanyak 1,5 kg
- Sortasi basah
- Dicuci

- Dikeringkan pada oven pada suhu 60°C
selama 8 Jam

- Sortasi kering

- Diserbukkan menggunakan blender

Serbuk Daun Bungkus

- 210 gram serbuk simplisia dimasukkan kedalam

wadah meserasi

- Direndam dengan etanol 96% 2 liter selama 72 jam
dalam wadah tertutup dan sesekali diaduk, lalu

disaring (2 x pengulangan)

Ekstrak Etanol Daun Bungkus
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1.2 Skema kerja skrining fitokimia ekstrak etanol daun bungkus (Smilax

rotundifolia)

Ekstrak Uji

Uji Golongan Senyawa

Ditambahkan reagen yang sudah
ditentukan pada masing- masing
senyawa.

Flavonoid (HCL Pekat)

Alkaloid (mayer, bourchardat &
dragendrof)

Terpenoid & Steroid (Kloroform,
Asam asetat anhidrat, Asam sulfat)
Tanin ( FeCLs)

Saponin (HCL 2N)

Flavonoid Alkaloid Terpenoid Tannin Saponin
& Steroid
- Dilakukan uji warna pada senyawa
Flavonoid, Alkaloid, Terpenoid &
Steroid Dan Tanin
- Dilakukan uji buih pada senyawa
Saponin
Hasil Analisis
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1.3 Skema Kerja Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Bungkus

Ekstrak Etanol Daun Bungkus

A

Ditimbang 10 mg Larutan Ekstrak Daun
Bungkus

Dilarutkan dengan etanol p.a lalu
dicukupkan folumenya hingga 10 ml
(Larutan stok 1000 ppm)

Larutan Stok 1000 ppm

Dipipet masing-masing 0,125 ml, 0,25
ml, 0,375 ml, 0,5 ml, dan 0,625 ml
+ DPPH 0,4 mm 1 mi

+ Etanol p.a 5 ml homogenkan

v '

25 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm 125 ppm
| | | |
Diamkan selama 30 menit lalu ukur
dengan UV-Vis pada 516 nm
v
Data Absorban
\4
Pembahasan
Analsis data
\4
Kesimpulan
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4.3 Skema Kerja Uji Aktivitas Antioksidan larutan Pembanding
(VitaminC)

Vitamin C

+ Ditimbang 10 mg Vitamin C

» Dilarutkan dengan etanol p.a lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 ml
(Larutan stok 1000 ppm)

* Kemudian Larutan Stok 1000 ppm

i diencerkan menjadi 100 ppm

Larutan Stock 100 ppm

Dipipet masing-masiing 0,005 ml, 0,01 ml,
0,015 ml, 0,02 ml. dan 0,025 ml + DPPH

0,4 mm1ml

+ Etanol p.a hingga 5 ml homogenka

v ! v v v

0,1 ppm 0,2 ppm 0,3 ppm 0,4 ppm 0,5 ppm

Diamkan selama 30 menit
Ukur dengan UV-Vis pada 516 nm

v
Data Absorban

l

Analisis Data

Kesimpulan
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Lampiran 2. Perhitungan DPPH, konsentrasi ekstrak etanol daun bungkus,

pengenceran vitamin c, konsentrasi vitamin c, nilai Rf, niai % inhibisi dan

nilai 1Cso
A. Perhitungan DPPH 0,4mM
Diketahui :
M =0,4 mM
Vv =100 ml
G =7
Mr = 394,32
Penyelesaian :
M _9 X 1000
mr v
0.4 = g 1000
394,32 100
39,432 % 0,4
~ 1000
157 _
g = T000 0,0157g

B. Perhitungan konsentrasi ekstrak
Diketahui :
M1 = 1000 ppm
M2 = 25,50,75,100,125 ppm
Vi=7?
V2=5ml

1) Konsentrasi 25 ppm
V1xM1=V2xM2
V1x1000=5x25

V1 = 125
1000
V1=0,125
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2) Konsentrasi 50 ppm
V1xM1=V2xM2

V1 x 1000 =5x50

250
Vli=—-—:
1000

V1= 0,25
3) Konsentrasi 75 ppm
V1xM1=V2xM2

V1x1000=5x75
_ 375

1000
V1= 0,375
4) Konsentrasi 100 ppm
V1xM1=V2xM2
V1 x 1000 =5 x 100

5
V1=

1000
V1= 05

5) Konsentrasi 125 ppm
V1xM1=V2xM2

V1x1000=5x125

625
Vli=——
1000

V1= 0,625
C. Perhitungan pengenceran Vitamin C
Pengenceran 1000 ppm —> 100 ppm
Diketahui :
M1 = 1000 ppm
M2 =100 ppm
V1i="?
V2=10
Penyelesaian :
V1xM1=V2xM2
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V1 x 1000 = 10 x 100
_ 1000

1000
V1i=1ml
D. Perhitungan konsentrasi Vitamin C
Diketahui :
Mz = 100 ppm
M. =0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ppm
Vi =?
Vo =5ml

Penyelesaian :

1) Konsentrasi 0,1 ppm
Vi X M1 =Vax My

V1x100=5x0,1

0,5
V1 ==
100

V1 =0,005 ml
2) Konsentrasi 0,2 ppm
Vi XMi=Vax My

V1x100=5x0,2

1
Vi=—
100

V1 =0,01 ml

3) Konsentrasi 0,3 ppm
Vi X M1 =V2XxM:
V1x100=5x0,3

1,5
Vi=—
100

V1=0,015ml

4) Konsentrasi 0,4 ppm
Vi X M1 =V2XxM:
V1x100=5x0,4
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2
Vi=—o
100

V1=0,02 ml
5) Konsentrasi 0,5 ppm
Vi X M1 =V xM;
V1 x1000=5x0,5
2,5

1=

1000
V1 =0,025 ml
E. Perhitungan nilai % inhibisi Ekstrak etanol daun bungkus
Tabel 1. Hasil pengukuran absorbansi dan persentase inhibisi ekstrak
etanol daun bungkus

No Konsentrasi Absorbansi (A) Peredaman (%)
(ng/mL) A=512nm
1 25 0,129 14,569
2 50 0,102 32,450
3 75 0,091 39,735
4 100 0,086 43,046
5 125 0,080 47,019
6 BLANKO 0,151
a. 25ppm
% Inhibisi = 22-2 x 100%
AB
- 0,151-0,129 x 100%
0,151
= 2022 4 100%
0,151
= 14,569

52



. 50 ppm

% Inhibisi

75 ppm
% Inhibisi

100 ppm
% Inhibisi

125 ppm
% Inhibisi

AB AS
AB

X 100%

_0,151-0,102
0,151

X 100%

X 100%

_ 0,049
0 151

= 32,450

AB AS

X 100%

_ 0,151-0,091
0,151

X 100%

= 206+ 100%
0,151

= 39,735

_ AB-45
AB
_ 0,151-0,086
T 0151

X 100%

X 100%

= 2065 5 100%

0,151

= 43,046
_ AB-4S

——— x 100%

_ 0,151-0,080
0,151

—— X 100%

x 100%

_ 0,071
0 151

=47,019
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F. Perhitungan nilai % inhibisi Vitamin C

Tabel 2. Hasil pengukuran absorbansi dan persentase inhibisi ekstrak etanol daun
bungkus

No Konsentrasi Absorbansi (A) Peredaman (%)
(ng/mL) A=512nm
1 0,1 0,363 17,873
2 0,2 0,330 25,339
3 0,3 0,326 26,244
4 0,4 0,314 28,959
5 0,5 0,218 50,678
6 BLANKO 0,442
a. 0,1 ppm
. AB-AS
% Inhibisi = x 100%
AB
0,442-0,363
= ———— x 100%
0,442
0,079
=——x 100%
0,442
=17,873
b. 0,2 ppm
I AB-AS
% Inhibisi = x 100%
AB
0,442-0,330
= ———— x 100%
0,442
0,112
=——x 100%
0,442
= 25,339
c. 0,3 ppm
I AB-AS
% Inhibisi = 5 X 100%
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_0,442-0,326
T 0,442
_ 0116

x 100%
0,44

= 26,244

x 100%

. 0,4 ppm

% Inhibisi = ‘“‘Z ;AS x 100%

_0,442-0,314
T 0,442
_ 0,128

x 100%
0,44

= 28,959

x 100%

0,5 ppm

% Inhibisi = ‘“‘Z ;AS x 100%

0,442-0,218
T 0,442
_ 0224

x 100%
" 0,442

=50,678

x 100%
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G. Perhiitungan Nilai 1Cso Ekstrak Etanol Daun Bungkus

35.00

30.00 y =0.3131x - 9.5692
R2=0.9319

25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

Aktivitas Antioksidan (%)

0.00
0 20 40 60 80 100 120 140
-5.00
Konsentrasi ug/mL

Gambar 1. Grafik regresi linear ekstrak

nilai IC50

x=1C50

y =0,3131x - 9,5692

IC50 (X) = (y + 9,5692/0,3131 = (50 + 9,5692/0,3131) = 190,26 pg/Ml

Jadi nilai IC50 yang diperoleh adalah 190,26 ppm
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Perhiitungan Nilai 1Cso Vitamin C

40.00

35.00 y =49.095x + 9.9321

R2=0.9778
30.00

25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Aktivitas Antioksidan (%)

Konsentrasi ug/mL

Gambar 2. Gravik linear vitamin c

nilai IC50

x=1C50

y = 49,095x + 9,9321

IC50 (X) = (y - 9,9321/49,095 = (50 - 9,9321/49,095) =
0,82 pg/mL

Jadi nilai IC50 yang diperoleh adalah 0,82 ppm
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Lampiran 3 Gambar Penelitian

5. Daun dikeringkan dengan oven 6. Daun diblender sampe halus
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gram

9. Penyaringan kertas saring 10. Dievaporasi dengan waterbath
pada suhu 60°C

11. cawan kosong 39 — 53 cawan 12. Uji alkaloid Dragendrof positif
isi ekstrak = 14 gram hasil
ekstrak

59



13. Uji Alkaloid Mayer posifit 14. Uji Alkaloid Bouchard

15. Uji Steroid Positif 16. Uji Tannin Positif

17.Uji Saponin Positif 18.Timbang DPPH
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21.Fariasi konsentrasi Sampel  22. Fariasi konsentrasi larutan
Daun bungkus Vit C

Hasil uji daun bungkus Hasil uji vitamin ¢
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