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PENGARUH KONSENTRASI TERHADAP AKTIVITAS
ANTIOKSIDASI EKSTRAK DAUN TEH (Camelia Sinensis)

PADA MINYAK KACANG TANAH

INTISARI

MANIS SANTI RAHAYU

INo.Mhs:00 612 061

Telah dilakukan uji aktivitas antioksidan dari ekstrak etil asetat daun teh
{Camelia sinensis) pada minyak kacang tanah.

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode bilangan peroksida dan
metode TBA {Tiobarbituric Acid) secara spektrofotometri UV-Vis. Hasil analisis
aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat daun teh dibandingkan dengan aktivitas
antioksidan sintetik BHT (Buthylated Hydroxy Toluene) pada variasi konsentrasi
50 ppm, 100ppm dan 200 ppm.

Hasil yang didapat menyatakan bahwa ekstrak etil asetat daun teh dapat
dijadikan suatu antioksidan. Dalam penelitian ini terlihat juga peningkatan
aktivitas antioksidan dengan kenaikan konsentrasi pada range 50 ppm - 200 ppm.
Semakin tinggi konsentrasi, aktivitas antioksidannya semakin bertambah.

Kata kunci: antioksidan, daun teh, BHT, Speklrofolomeler UV-Vis



CONCENTRATION EFFECT OF ANTIOXIDATION ACTIVITY
FROM TEA LEAF EXTRACT (Camelia Sinensis)

ON PEANUT OIL

ABSTRACT

MANIS SANTI RAHAYU

00 612 061

An antioxidant activity test has been done from tea leaf ethyl acetate
extract (Camelia sinensis) on peanut oil.

The antioxidant activity test was done through peroxide value and TBA
(Tiobarbituric acid) determination by a UV-Vis spectrophotometry. Antioxidant
activity analysis of the extract was compared with BHT (Buthylaled Hydroxy
Toluene) synthetic antioxidant, on the concentration variation of 50 ppm, 100
ppm, and 200 ppm.

The result shows that tea leaf ethyl acetate extract can be used as an
antioxidant. In this research, we can also see the increase of antioxidant activity
at the concentration increase in the range of 50 ppm - 200 ppm. The higher
concentration showed the higher antioxidant activity respectively.

Keyword: antioxidant, tea leaf, BHT, UV-Vis spectrofotometry



BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Minyak kacang tanah merupakan salah satu minyak nabati yang banyak

dikonsumsi di negara Indonesia dan di negara tropis lainnya dan minyak kacang

tanah ini dipakai sebagai campuran untuk pembuatan roti, kue, makanan lainnya.

Kandungan asam lemak tak jenuh pada minyak kacang tanah cukup tinggi

sehingga apabila tidak dikonsumsi dalam jangka panjang akan menyebabkan

ketengikan. Terjadinya peristiwa ketengikan (rancidity) tidak hanya terbatas pada

bahan pangan berkadar lemak tinggi, tetapi juga pada makanan berkadar lemak

rendah. Proses ketengikan merupakan kerusakan atau perubahan bau dan rasa

dalam lemak atau bahan pangan berlemak. Penyebab kerusakan pada lemak

adalah peristiwa autooksidasi (Ketaren, 1986). Terjadinya oksidasi dipercepat

oleh pemanasan dan adanya logam-logam seperti Fe, Cu, dan Ni.

Terjadinya peristiwa oksidasi lemak dapat dihambat dengan

menambahkan antioksidan. Penggunaan antioksodan akhir-akhir ini semakin

meningkat seiring dengan tuntutan jaman. Penggunaannya tidak hanya sebatas

sebagai bahan tambahan dalam industri pengolahan hasil pertanian (agroindustri)

tetapi juga banyak digunakan dalam industri obat-obatan, disebabkan semakin

membaiknya pengertian terhadap peranan antioksidan dalam beberapa penyakit

degeneratif seperti penyakit jantung dan Iain-lain. Antioksidan sintetik yang



sering digunakan adalah BHA (Bulylated Hydroxyanisol) dan BHT (Butylated

Hydroxy!oluen).

Penggunaan BHA dan BHT banyak menimbulkan kekhawatiran akan efek

sampingnya. Cuppet, dkk (1996) dalam Indriati melaporkan bahwa BHA dan

BHT bersifat karsinogenik. Berbagai studi BHA dan BHT menunjukkan bahwa

komponen ini dapat menimbulkan tumor pada hewan saat digunakan belum

jangka panjang, berdasarkan hasil uji BHA pada bermacam binatang percobaan

oleh FAO/WHO (1989) didapatkan bahwa senyawa BHA ini dapat menyebabkan

pembengkakan organ hati dan mempengaruhi aktivitas enzim di dalam hati. Selain

itu BHA dapat menyebabkan pendarahan yang plural dan perithoneal dan juga

pada rongga testes epidermis dan pankreas (Andarwulan dkk, 1996). Oleh karena

itu sangat dibutuhkan antioksidan yang efektif dari sumber alarm sebagai

alternatif untuk mencegah kerusakan pada bahan pangan. Di samping memiliki

efek samping yang rendah, sumber alami juga mudah diperoleh dalam skala besar

karena ketersediaanya di alam yang melimpah dan dapat diperbaharui.

Indonesia merupakan salah satu negara tropis yang memiliki berbagai

macam tumbuhan. Tumbuhan yang merupakan bahan alam yang dapat digunakan

sebagai antioksidan alami salah satunya adalah lanaman teh. Teh selain sebagai

penghasil minuman yang sangat digemari, ternyata memiliki banyak manfaat oleh

adanya kandungan senyawa kimia yang dimilikinya. Chu dan Juneja (1997)

menyebutkan bahwa kandungan senyawa kimia yang ada dalam daun teh antara

lain adalah polifenol, kafein, tannin, vitamin, dan Iain-lain. Salah satu kandungan

daun teh yaitu polifenol memiliki banyak kegunaan antara lain pada beberapa



aktivitas biokimia dalam menghambat mutasi bakteri, menghambat aktivitas

transkrip balik HIV, efek antikaries, aktivitas antiviral, pencegahan kanker,

ternyata juga memiliki aktivitas antioksidan pada lemak dan minyak.

Dalam penelitian ini metode yang dipakai akan mengadopsi dari metode

Ninomiya (1997), yaitu senyawa polifenol akan diisolasi dengan air panas dan

pelarut etil asetat dengan metode ekstraksi. Pelarut ekstrak yang digunakan adalah

etil asetat yang dapat melarutkan polifenol daun teh sehingga diharapkan polifenol

diperoleh dalam jumlah yang maksimal. Pengaruh variasi konsentrasi ekstrak etil

asetat daun teh terhadap aktivitas antioksidan pada minyak kacang tanah akan
diamati.

Pengujian aktivitas antioksidan dari ekstrak etil asetat daun teh dilakukan

pada minyak kacang tanah dengan dua cara yaitu uji bilangan peroksida dan uji

asam tiobarbiturat. Aktivitas antioksidan dari ekstrak etil asetat daun teh ini akan

dibandingkan dengan antioksidan sintetik yaitu BHT (ButilatedHidroxy Toluen).

1.2 Perumusan Masalah

Dari uraian latar belakang diatas dapat dirumuskan suatu masalah yaitu :

I. Apakah ekstrak etil asetat daun teh dapat digunakan sebagai antioksidan

pada minyak kacang tanah ?

2. Bagaimana pengaruh konsentrasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak

etil asetat daun teh pada minyak kacang tanah?

3. Bagaimana aktivitas ekstrak etil asetat daun teh sebagai antioksidan pada

minyak kacang tanah jika dibanding dengan antioksidan sintetik ?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :

1. Menguji aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat daun teh pada minyak

kacang tanah.

2. Mengetahui pengaruh konsentrasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak

etil asetatdaun teh padaminyak kacang tanah.

3. Menguji aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat daun teh jika

dibandingkan dengan antioksidan sintetik.

1.4 Manfaat Penelitian

Pembaca dapat mengetahui kemampuan ekstrak etil asetat daun teh

sebagai antioksidan padaminyak kacang tanah.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

Telah banyak dilakukan penelitian tentang antioksidan-antioksidan alami

pada sumber alam yang ada disekitar kita. Seperti pada buah-buahan, sayuran,

kulit buah bahkan pada kulit pohon. Antioksidan alami diharapkan dapat memberi

dampak negatifyang sedikit mungkin sebagai pengganti dari antioksidan sintetik

dan kemampuan yang sama atau bahkan lebih dibanding antioksidan sintetik.

Menurut Winarno (2002) kerusakan lemak yang utama adalah timbulnya

bau dan rasa tengik yang disebut proses ketengikan. Hal ini disebabkan oleh

autooksidasi radikal asam lemak tidak jenuh dalam lemak. Autooksidasi dimulai

dengan pembentukan radikal-radikal bebas yang disebabkan oleh faktor-faktor

yang dapat mempercepat reaksi seperti cahaya, panas, peroksida lemak atau

hidroperoksida, logam-logam berat seperti Cu, Fe, Co dan Mn, logam porifin

seperti hematin, hemoglobin, mioglobin,klorofil, dan enzim-enzim lipoksidase.

Proses ketengikan sangat dipengaruhi oleh prooksidan dan antioksidan.

Prooksidan akan mempercepat terjadinya oksidasi, sedangkan antioksidan akan

menghambatnya.

Hasil penelitian Ford, dkk (1980) dalam Indriati (1997) menunjukkan

bahwa antioksidan sintetik ternyata dapat meracuni binatang percobaan dan juga

bersifat karsinogenik. Oleh karena itu industri makanan dan obat beralih

mengembangkan antioksidan alami.



Chu dan Juneja (1997) menyebutkan bahwa seduhan teh terdin dari

beberepa komponen seperti polifenol, kafein, tannin, dan vitamin. Hampir semua
polifenol daun teh larut dalam seduhan air panas maupun dalam pelaruit etil

asetat. Kandungan polifenol dari daun teh yang diekstrak dengan etil asetat

sebagian tersusun atas senyawa katekin dan turunannya. Seduhan teh sendiri

mempunyai/fc/vwr dan ras yang spesifik yaitu memberikan efek segar. Komplek

polifenol teh mempunyai efek antioksidan dan sifat-sifat pengobatan. Selain itu

polifenol teh juga menghambat pertumbuahan mikroba (Yamamoto dkk, 1997).

Senyawa antioksidan (fenol) dalam makanan terutama untuk mencegah

oksidasi lipid, namun dapat juga menghambat aktivitas mikrobia. Lebih spesifik

disebutkan bahwa senyawa fenolik teh menghambat bakteri penyebab kerusakan

gig. (bakteri kariogenik), sehingga dapat mencegah kerusakan gigi (Yamamoto
dkk, 1997).

Efektifitas antioksidan fenolat tergantung adanya gugus hidroksil bebas.

Potensi aktivitasnya diperbesar oleh adanya subtitusi gugus Iain yang terikat pada

posisi ortho dan para pada cicin aromatis. Subtituen tersebut dapat mempengaruhi

efisiensi senyawa fenol karena pengaruhnya terhadap banyaknya elektron dari

oksigen hidroksil dan pengendaliannya terhadap reaksi dari bentuk resonansi

radikal bebas fenoksi (Tranggono dkk., 1990).

Koketsu (1997) menyebutkan polifenol dari daun teh hijau mempunyai

aktivitas antioksidasi. Polifenol dari daun teh hijau ini digunakan sebagai

antioksidan alam untuk menghambat reaksi oksidasi dari minyak maupun untuk

menghilangkan warna pada makanan yang berwarna kemerah-merahan. Selain itu,



polifenol dari daun teh juga mempunyai aktivitas biokimia seperti menghambat

mutasi bakteri, mencegah kanker dan membalikkan aktivitas virus HIV.

2.1 Tanaman Teh

Kata teh (Camelia sinensis) berasal dari Cina. Orang Cina daerah Amoy

menyebut teh dengan lay. Cina daerah Kanton menyebutnya cha. Nama ini

kemudian menyebar ke mancanegara dengan penyebutan yang sedikit berbeda.

Orang Inggris menyebutnya lea. Didaerah Spanyol diucap te. Orang Belanda

menyebutnya thee. Di Prancis disebut the. Di Jerman disebut tee. Keaneka

ragaman nama ini menunjukkan bahwa teh sudah banyak dikenal.

Menurut istilah kekerabatan dalam dunia tumbuh-tumbuhan, tanaman teh

termasuk kedalam:

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermathophyta

Sub Divisio : Angiospermae

Class : Dicotyledoneae

Ordo : Guttiferales

Famili : Theaceae

Genus : Camelia

Spesies : ('amalia sinensis

Di seluruh pelosok Indonesia aneka produk teh bisa dijumpai sehari-hari.

Teh bisa diminum panas atau dingain, sebagai minuman penyegar atau obat.



Banyak pula yang mencampurkan bahan-bahan tertentu untuk mengobati berbagai

penyakit.

Tanaman teh berbentuk pohon. Tingginya bisa mencapai belasan meter.

Namun, tanaman teh di perkebunan selalu dipangkas untuk memudahkan

pemetikan, sehingga tingginya 90-120 cm. Mahkota tanaman teh berbentuk

kerucut Daunnya berbentuk jorong atau agak bulat telur terbalik atau lanset. Tepi

daun bergerigi. Daun tunggal dan letaknya hampir berseling. Tulang daun

menyisip. Permukaan atas daun muda berbulu halus, sedangkan permukaan

bawahnya bulunya hanya sedikit. Bunga tunggal dan ada tersusun dalam

rangkaian kecil. Bunga muncul dari ketiak daun. Warnanya putih bersih dan

berbau wangi lembut. Namun, ada bunga yang berwarna semu merah jambu.

Mahkota bunga bejumlah 5-6 helai. Putik dengan tangkai yang panjang atau

pendek dan kepalanya terdapat tigabuah sirip. Jumlah benang sari 100 - 200.

Tanaman teh mengalami pertumbuhan tunas yang silih berganti. Tunas

tumbuh pada ketiak atau bekas ketiak daun. Tunas yang tumbuh kemudian diikuti

dengan pembentukan daun. Tunas baru pada teh memiliki daun kuncup yang

menutupi titik tumbuh serta daunnya. Ada kalanya tunas beristirahat (fase

istirahat) dan tidak menghasilkan daun. Fase ini ditandai dengan adanya kuncup

inaktif yaitu kuncuo berukuran kecil dan agak bulat. Kuncup inaktif disebutjuga

kuncup burung, sehingga fase ini juga disebut stadium burung. Lamanya fase

istirahat berbeda-beda tergantung jenis tehnya, pengaruh iklim, tanah, maupun

serangan hama dan penyakit. Setelah itu, aktif kembali membentuk daun-daun



baru. Nantinya, kuncup yang terbentuk juga akan beristirahat kembali. Demikian

berlangsung secara terus menerus dan bergantian.

Daun teh mengandung beberapa zat kimia yang dapat digolongkan

menjadi empat. Keempat golongan itu adalah : subtansi fenol (katekin, flavol),

bukan fenol (karbohidrat, pektin, alkaloid, protein, asam amino, klorofil, asam

organik), senyawa aromatis, dan enzim. Satu komponen yang terdapat dalam daun

teh adalah polifenol yang dapat disari dengan air panas atau diekstrak dengan etil

asetat dari larutan berair. Polifenol adalah komponen daun teh yang memberikan

rasa pahit dan aroma segar.

Tabel 1. Komposisi kandungan daun teh

Zat yang terlarut air Komposisi
Protein

Lemak

Klorofil dan pigmen
Pektin

Pati

Serat kasar, selulosa
dll

16%

8%

1,5%
4%

0,5 %
22%

Total 53%

Zat yang terlarut dalam air Komposisi
Polifenol yang dapat difermentasi
Polifenol lain

Kafein (thein)
Gula dan getah
Asam amino

Mineral

20%

10%

4%

7%

4%

4%

Total 48%

Sumber: Anonim, 1996
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2.2 Minyak Kacang Tanah

Kacang tanah (Arachis hypogaea L. Merr) termasuk famili

Leguminoceae berasal dari Amerika latin dan berkembang ke negara-negara Asia

seperti India, Filipina, Jepang dan Indonesia.

Minyak kacang tanah mengandung 76-82 persen asam lemak tidak

jenuh, yang terdiri dari 40-45 persen asam oleat dan 30-35 persen asam linoleat.

Asam lemak jenuh sebagian besar terdiri dari asam palmitat, sedangkan kadar

asam miristat sekitar 5 persen. Kandungan asam linoleat yang tinggi akan

menurunkan kestabilan minyak.

Kestabilan minyak akan bertambah dengan cara hidrogenasi atau dengan

penambahan antioksidan. Dalam minyak kacang tanah terdapat persenyawaan

tokoferol yang merupakan antioksidan alami dan efektif dalam menghambat

proses oksidasi minyak kacang tanah.

Tabel 2. Komposisi Asam lemak minyak kacang tanah

Kompososi 1921 USA 1934AfrikaBarat 1945 Argentina
(%) (%) (%)

Asam lemak jenuh 17,1 17,7 21,9
1. Miristat - - 0,4
2. Palmitat 6,3 8,2 11,4
3. Stearat 4,9 3,4 2,8
4. Beheat 5,9 6,1 7,3
Asam lemak Tidak Jenuh

1. Oleat 61,1 60,4 42,3
2. Linoleat 21,8 21,5 33,3
3. Heksa Dekanoat - 2,4

Sumber: Ketaren, 1986
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Minyak kacang tanah seperti minyak nabati lainnya merupakan salah

satu kebutuhan manusia, yang dipergunakan baik sebagai bahan pangan {edible

purpose) maupun bahan non pangan (non edible purpose). Sebagai bahan pangan

minyak kacang tanah dipergunakan untuk minyak goreng, bahan dasar pembuatan

margarin mayonnaise, salad dressing dan mentega putih (shortening), dan

mempunyai keunggulan bila dibandigkan dengan minyak jenis lainnya, karena

dapat dipakai berulang-ulang untuk menggoreng bahan pangan.

Sebagai non pangan, minyak kacang tanah banyak digunakan dalam

industri sabun, face cream, shaving cream, pencuci rambut dan bahan kosmetik

lainnya. Dalam bidang farmasi minyak kacang tanah dapat digunakan untuk

campuran pembuatan adrenalin dan obat asma.



BAB III

DASAR TEORI

3.1 Antioksidan

Antioksidan dapat didefinisikan sebagai senyawa yang dapat

memperlambat atau menghambat proses autooksidasi pada suatu bahan

(Tranggono, 1990). Penambahan antioksidan bertujuan untuk menghambat atau

mencegah kerusakan lemak atau bahan pangan berlemak akibat proses oksidasi.

Antioksidan juga dapat ditambahkan untuk menghambat kerusakan oleh oksidasi

pada karet, gasoline, plastik atau bahan nonpangan lainnya (Ketaren, 1986).

Antioksidan yang digunakan sebagai bahan aditif dalam makanan harus

memenuhi syarat-syarat sebagai berikut:

1. Mempunyai sifat racun yang sangat rendah atau tidak beracun sama

sekali.

2. Dapat berfungsi baik pada bermacam-macam minyak dan lemak.

3. Tidak menimbulkan warna, bau, dan rasa yang dapat merusak cila rasa

makanan pada sejumlah pemakaian.

4. Ketahanan pada suhu penggorengan.

Selain keempal syaral tersebut Kelaren (1986) menambahkan syaral antioksidan

juga harus murah dan selalu tersedia.

12
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Antioksidan (AH) dapat mendonorkan atom hidrogen atau elektron pada

radikal bebas membentuk lemak tidak jenuh (ROOH), sehingga memberikan

stabilitas pada lemak atau makanan yang mengandung lemak.

ROO + AH • ROOH + A

A' + ROO* • Produk Non radikal

A* + A* • Produk Nonradikal

Dalam mekanisme penghambatan proses autooksidasi, antioksidan

berfungsi menampung energi dalam persenyawaan aktif (radikal) dan akan

melepaskan atom hidrogen. Kerja antioksidan hanya menghambat terjadinya

reaksi spontan tapi tidak bisa menghentikan sama sekali proses autooksidasi

(Tranggono, 1990).

Antioksidan yang baik akan dengan cepat memberikan atom hidrogennya

pada radikal bebas hasil oksidasi lemak dan membentuk senyawa non radikal,

sehingga reaksi berantai oksidasi lemak dapat segera dihambat. Sebagai contoh

mekanisme kerja BHA berikut:



OH

OCH,

OH

OCHq

,C(CH3)3

+ R* -

,C(CH3)3

+ roo

0*

,C(CH3)3

+ RH

OCH,

0*
C(CH3)3

OCH3

Gambar 1. Mekanisme kerja BHA

+ ROOH
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Pada umumnya antioksidan digolongkan menjadi dua golongan, yaitu

antioksidan sintesis dan antioksidan alam. Antioksidan sintesis adalah senyawa

kimia yang dibuat atau disintesis dalam laboratorium sehingga dapat berfungsi

sebagai antioksidan.

Menurut Buck (1991) dalam Trilaksani, diantara beberapa contoh

antioksidan sintetik yang diijinkan untuk makanan yang penggunaannya meluas

dan menyebar diseluruh dunia, yaitu Butil Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi

Toluen (BHT), propil galat, Tert-Butil Hidoksi Quinon (TBHQ) dan tokoferol.

Antioksidan tersebut merupakan antioksidan alami yang telah diproduksi secara

sintetis untuk tujuan komersial. Antioksidan sintetik fenolat selalu tersubtitusi

oleh alkil untuk meningkatkan kelarutannya dalam lemak dan minyak. Kelima

antioksidan sintetik tersebut mempunyai batas penggunaan yaitu 0,02 % pada

minyak ataupun makanan berlemak. BHA memiliki kemampuan antioksidan

(kemampuan antioksidan baik dilihat dari ketahanannya terhadap tahap-tahap
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pengelolaan maupun stabilitasnya pada produk akhir) yang baik pada lemak

hewan dalam sistem makanan panggang, namun relatif tidak efektif pada minyak

tanaman. BHA bersifat larut lemak dan tidak larut air, berbentuk padat putih dan

dijual dalam bentuk tablet atau serpih, bersifat volatil sehingga berguna untuk

penambahan ke materi pengemas.

Menurut Sherwin (1990) dalam trilaksani, antioksidan sintetik BHT

memiliki sifat serupa BHA, akan memberi efek sinergis bila dimanfaatkan

bersama BHA, berbentuk kristal padat putih dan digunakan secara luas karena

relatif murah.

COOC3H7
OH

OCH

BHA

OH

OH

THBQ BHT Propil galat

Gambar 2. Struktur Antioksidan Sintetik

Antioksidan alam adalah senyawa bahan alam yang dapat berfungsi

sebagai antioksidan. Antioksidan alam terutama berasal dari tanaman dan terdapat

pada batang, daun, biji, buah, kulit pohon dan akar. Komponen antioksidan yang

bersifat alami seperti fenolik/flavonoid, vitamin E, vitamin C dan beta-karoten.

Antioksidan alami di dalam makanan dapat berasal dari (a) senyawa antioksidan

yang sudah ada dari satu atau dua komponen makanan, (b) senyawa antioksidan

yang terbentuk dari reaksi-reaksi selama proses pengolahan, (c) senyawa



antioksidan yang diisolasi dari sumber alami dan ditambahkan ke makanan

sebagai bahan tambahan pangan (Trilaksani, 2002).

Menurut Pratt dan Hudson (1990) serta Shahidi dan Naczk (1950) dalam

Trilaksani, senyawa antioksidan alami tumbuhan umumnya adalah senyawa

fenolik atau polifenolik yang dapat berupa golongan flavonoid, turunan asam

sinamat, kumarin, tokoferol, dan asam-asam organik polifungsional. Ditambahkan

oleh Pratt (1992), golongan flavonoid yang memiliki aktivitas antioksidan

meliputi flavon, flavonol, isoflavon, katekin, flavonol dan kalkon. Sementara

turunan asam sinamat meliputi asam kafeat, asam ferulat, asam klorogcnat, dan

Iain-lain. Senyawa antioksidan alami polifenolik ini adalah multifungsional dan

dapat beraksi sebagai (a) pereduksi, (b) penangkap radikal bebas, (c) pengkelat

logam, (d) peredam terbentuknya singlet oksigen.

Gambar 3. Asam Askorbat

HaC

Gambar 4. Struktur cc-tokoferol
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Berdasarkan mekanisme pencegahan dan penghambatan reaksi oksidasi,

antioksidan digolongkan menjadi dua kelompok. Yang pertama yaitu antioksidan

primer adalah suatu zat yang dapat menghentikan reaksi berantai pembentukan

radikal pada senyawa yang melepaskan hidrogen misalnya tokoferol, BHA, BUT.

Sedangkan antioksidan sekunder adalah suatu zat yang dapat mencegah kerja

prooksidan, seperti logam, sehingga bisa digolongkan sebagai sinergis. Contoh

antioksidan golongan sekunder adalah asam sitrat, asam askorbat, EDTA.

(Winarno, 2002)

Antioksidan juga digolongkan menjadi tiga golongan yaitu golongan

fenol, golongan amin, dan golongan amino-feno! (Ketaren, 1986). Golongan fenol

mempunyai intensitas warna rendah atau kadang-kadang tidak berwarna dan

banyak digunakan karena tidak beracun. Golongan ini meliputi sebagian besar

antioksidan yang dihasilkan oleh alam dan sebagian kecil antioksidan sintesis,

serta banyak digunakan dalam lemak atau bahan pangan berlemak. Golongan ini

lebih banyak digunakan dalam bahan pangan karena sifat toksisitas rendah dan

mempunyai intensitas warna rendah, misal eugenol (Ketaren, 1986).

Antioksidan golongan amin mengandung gugus amino atau diamino yang

terikat pada cicin benzene dan biasanya perpotensi tinggi sebagai antioksidan

tetapi bersifat racun. Antioksidan ini biasanya menghasilkan warna yang intensif

jika teroksidasi, tetapi umumnya stabil terhadap panas. Oleh karena itu

antioksidan golongan amin ini banyak digunakan dalam industri non-pangan

terutama industri karet, misalnya N,N-difenil-p-fenilen diamin (Ketaren, 1986).



^^ ^^

Gambar 5. N.N-difenil-D-fenilen diamin

Golongan antioksidan amino-fenol biasanya mengandung gugus fenolat

dan amino yang merupakan gugus fungsional penyebab aktifitas antioksidan,

misalnya N-sikloheksil-p-amino fenol.

OH-
^\ r

•NH — (
\

M

Gambar 6. N-sikloheksil-p-amino fenol

Secara umum antioksidan mengandung sruktur inti yang sama yaitu

mengandung cicin benzene tidak jenuh disertai gugus hidroksi atau gugus amina.

Mekanisme kerja antioksidan untuk menghentikan reaksi berantai pada

radikal bebas dari lemak yang teroksidasi dapal disebabkan oleh cmpal macam

mekanisme reaksi (Ketaren, 1986), yaitu:

1 Pelepasan hidrogen dari antioksidan

2. Pelepasan antioksidan

3. Adisi lemak kedalam cicin aromatik pada antioksidan

4. Pembentukan senyawa komplek antara lemak dari cicin aromatik dari

antioksidan.
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3.2 Autooksidasi

Proses autooksidasi pada lemak atau minyak pada prinsipnya merupakan

proses pemecahan yang terjadi disekitar ikatan rangkap dalam molekul gliserida

penyusun lemak/minyak. Semakin banyak ikatan rangkapnya (makin tak jenuh)

maka semakin peka terhadap pemecahan oksidatif. Proses oksidasi akan

berlangsung bila terjadi kontak antara lemak dengan oksigen (Ketaren, 1986).

Proses oksidasi dapat dipicu oleh adanya radiasi (cahaya, panas), udara, bahan

pengoksidasi, enzim, dan kontaminasi logam (Winarno, 2002).

Oksidasi lemak berlangsung dalam serangkaian tahap-tahap reaksi yang

disebut mekanisme radikal bebas. Tahap permulaan disebut inisiasi kemudian

diikuti propagasi dan terminasi (Tranggono, dkk 1990). Mekanisme pembentukan

radikal bebas dalam oksidasi lemak dapat ditulis sebagai berikut (Harjanti, 2000):

1. Inisiasi

RH • R* + *H

RH merupakan asam lemak tak jenuh yang mempunyai H labil karena terikat pada

atom C yang terdekat dengan ikatan rangkap. R* adalah radikal bebas yang

terbantuk dengan terpisahkannya H labil.

2. Propagasi

R* + 02 • ROO*

ROO* + RH • ROOH + R*

R* sangat pekaterhadap serangan oksidasi dari udara untuk membentuk ROO*

(radikal peroksida) yang tidak stabil. Hal inilah yang menyebabkan reaksi

oksidasi ini disebut mekanisme radikal bebas. Radikal bebas itu sendiri berperan
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sebagai inisiator dan promotor (katalisator) yang kuat pada reaksi oksidasi lebih

lanjut, sehingga pemecahan oksidatif lemak dan minyak menjadi berlangsung

terus-menerus dengan kekuatan sendiri (autokatalitik). Reaksi antara ROO* dan

lemak akan menghasilkan ROOH dan R*. Radikal bebas ini kemudian dapat

bereaksi dengan oksigen sehingga tahap propagasi tersebut merupakan reaksi

berantai, sedangkan hidroperoksida dapat pecah menjadi molekul organik lain

yang lebih kecil seperti aldehid, keton dan asam.

3. Terminasi

ROO* + ROO* • ROOR + 02

R* + R* • RR

R* + ROO* • ROOR

Bila kedua radikal ini digabung maka terjadi terminasi. Inisiasi perlu

dilakukan lagi bila tidak ada lagi radikal yang tersedia untuk melakuakan oksidasi

lebih lanjut.

Keterangan :

RH : lemak/minyak tidak jenuh

ROO* : peroksidaaktif

R* : asam lemak takjenuh aktif

Penambahan antioksidan akan menyebabkan rantai propagasi menjadi

lebih lambat. Mekanisme penghambatan antioksidan fenolik (AH) dengan radikal

lemak (ROO ) digambarkan sebagai berikut:
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ROO* + AH •* ROOH + A*

RO* + AH "* ROH + A*

ROO* AH -> ROOA

RO* A* -*> ROA

Fungsi antioksidan sebagai penghambat reaksi autooksidasi atau pengubah

radikal (scavenger) berhubungan dengan strukturnya fenoliknya, yang bereaksi

dengan hidrogen atau elektron donor. Radikal fenoksi yang terbentuk, sebagai

contoh reaksi antioksidan dengan radikal peroksi asam lemak distabilkan dengan

delokalisasi pasangan elektron bebas di sekitar cicin aromatis sehingga energi

aktif akan berkurang. Delokalisasi yang terjadi ditunjukkan pada gambar 7.

??
Q^

OCH3

C(CH3)3 C(CB3)3

OCH3

Gambar 7. Delokalisasi elektron pada BHA

C(CH3)3

Gambar 8. Mekanisme kerja Antioksidan BHT

lirV,C(CH3)3

OCHa

ROO CH3
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3.3 Uji Aktivitas Antioksidan

3.3.1 Uji Asam Tio Barbiturat

Metode ini didasarkan atas terbentuknya pigmen warna merah sebagai

hasil dari reaksi antara dua molekul TBA dengan malonaldehid. Lemak yang

rusak mengandung aldehid dan kebanyakan sebagai malonaldehid. Banyaknya

malonaldehid dapat ditentukan dengan jalan didestilasi lebih dulu (Sudarmadji

dkk, 1996). Malonaldehid kemudian direaksikan dengan asam tiobarbiturat

sehingga terbentuk kompleks berwarna. Intensitas warna merah sesuai dengan

jumlah malonaldehid atau sebanding dengan ketengikan (Meyer, 1960). Intensitas

warna merah dapat ditentukan dengan spektrolbtometri UV-VIS pada panjang

gelombang 532 nm (Patton, 1974). Sampai saat ini belum ada literatur yang

mencantumkan secara pasti mekanisme dan hasil reaksi antara aldehid dan TBA.

Sinhuber pernah mengusulkan reaksi antara TBA dengan malonalehid (Gordon,

1978):

HS.

2

^.
OH

OH

9 °
+ CH—CH>—CH IM.

HP

OH HO,

CH—CH=CH

OH HO

Gambar 9. Reaksi antara TBA dengan Malonaldehid

SH

+ H£
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3.3.2 Bilangan Peroksida

Pengukuran bilangan peroksida menunjukkan konsentrasi peroksida

sebagai ukuran besarnya oksidasi. Lemak yang teroksidasi akan mempunyai

bilangan peroksida yang tinggi yang kemudian menurun disertai peruraian hasil

oksidasi. Bilangan oksidasi ditentukan berdasarkan jumlah iod yang dibebaskan

setelah lemak atau minyak ditambahkan KI (Winarno, 1991). Menurut Sudarmadji

dkk (1997) cara menentukan bilangan peroksida adalah : sample 5 g ditambahkan

30 mL larutan asam asetat : kloroform (3 : 2) dan 0,5 mL KI lalu dimasukkan

dalam erlenmeyer lertutup. Kemudian didiamkan selama 1 menit sambil sesekali

digoyang agar bercampur. Setelah itu ditambahkan 30 mL akuades. Iod yang

bebas dititrasi dengan NaiS^Oi 0,1 N sampai warna kuning hampir hilang.

Tambahkan 0,1 mL larutan pati 0,1 %. Lanjutkan titrasi sampai warna biru mulai

hilang. Bilangan peroksida dinyatakan dalam mili-eqivalen dari peroksida dalam

setiap 1000 g sampel dan dihitung dengan rumus sebagai berikut:

(/ Thiosulfal x N Thiosulfat x 1000
Bilangan peroksida = : '•

Bohot sampel (g)

Bilangan peroksida merupakan ukuran kesegaran atau keadaan terjadinya

autooksidasi lemak atau minyak lemak. Oleh karena itu bilangan ini dapat

digunakan untuk bilangan pengenal penilaian kualitas atau kerusakan. Makin lama

lemak berhubungan dengan udara pada waktu penyimpanan, makin besar jumlah

oksigen yang terikat sebagai peroksida.
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Gugus peroksida yang diperoleh akan mengoksidasi iodida menjadi iod,

pada pelaksanaan bilangan peroksida, yang kemudian dapat ditentukan dengan

titrasi dengan larutan natrium tiosulfat 0,01 normal.(Roth, 1981)

r,_ o - O- R2 + 21" + 2H+ • R,OH + R2OH + I2

Peroksida organik
i

R- O - O- H + 21" + 2H+ • ROH + H20 + I2

Hidrogen peroksida organik

3.4 Ekstraksi

Prisip dasar dari ekstraksi adalah pemisahan suatu komponen dari

campurannya yang didasarkan pada perbedaan kelarutan komponen tesebut dalam

dua pelarut yang tidak bercampur. Sedangkan fungsi dari ekstraksi itu sendiri

adalah untuk pemurnian, pemekatan atau pemisahan untuk tujuan analitik.

Ektraksi pada dasarnya dibagi menjadi dua bagian, yaitu ekstraksi cair-cair

dan ekstraksi padat-cair. Ekstraksi cair-cair didasarkan pada hukum distribusi

yang dikemukakan oleh Nerst pada tahun 1891 menyatakan bahwa jika suatu zat

dimasukkan ke dalam pelarut a dan b yang tidak saling bercampur, maka zat itu

akan terdistribusikan diantara dua pelarut a dan b dengan perbandingan tetap, jika

pada temperatur dan tekanan tetap serta tidak terjadi interaksi kimia antara zat

terlarut dengan pelarut selain proses pelarutan.

Bila keadaan molekul zat tersebut dalam kedua pelarut sama, Ca dan Cb

sama dengan konsentrasi zat dalam pelarut a dan b pada suhu tetap, maka :



25

Q,

— = konslan = Ko
Cb

Dimana Kd adalah koefisien distribusi atau koefisien partisi. Sedangkan bila

keadaan molekul tersebut tidak sama di dalam kedua pelarut, maka diperkenalkan

salah satu istilah yang dikenal sebagai rasio distribusi D

(CA)a
D =

(CA)b

Dimana Ca merupakan konsentrasi dari semua spesies A yang ada dalam kedua

pelarut tersebut.

Ektraksi cair-cair biasanya digunakan untuk memisahkan senyawa yang

terkandung dalam bahan alam cair yang tidak volatil terhadap uap. Sedangkan

ektraksi padat-cair digunakan untuk memisahkan bahan alam padat dan senyawa

tersebut tidak volatil terhadap uap. Proses ekstraksi ini dikenal dengan istilah

"Ekstraksi Soxhlet".

Pelarut-pelarut yang digunakan untuk ekstraksi harus memenuhi

persyaratan sebagai berikut:

1. Bersifat inert atau tidak dapat bereaksi dengan komponen-komponen yang

akan diekstrak/dipisahkan.

2. Bersifat selektif yaitu hanya melarutkan zat-zat yang diinginkan.

3. Mempunyai titk didih rendah, sehingga mudah diuapkan pada temperatur

yang rendah.
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Ekstraksi dari tumbuhan dapat dilakukan dengan berbagai pelarut

berdasarkan atas kelarutan fenolat tersebut. Secara umum senyawa fenolat

berbeda-beda kelarutannya terhadap berbagai pelarut sesuai dengan golongan dan

subtitusi yang terjadi. Pelarut yang kurang polar seperti kloroform, petroleum eter,

benzene dan etil asetat digunakan untuk ekstraksi fenolat aglikon sedangakan

pelarut yang lebih polar digunakan untuk mengekstraksi glikosida fenolat. Fenolat

sederhana dan flavonoid merupakan senyawa polar karena mempunyai sejumlah

gugus hidroksil bebas atau gula sehingga umumnya cukup larut dalam pelarut

etanol, metanol, butanol, aseton, dimetil sulfoksida, dimetil bromid, air dan Iain-

lain.

Pemilihan proses ekstraksi tergantung dari bahan tanaman yang akan di

ekstraksi. Ekstraksi bahan tanaman yang tahan terhadap suhu tinggi dapat

dilakukan dengan menggunakan ekstraksi soxhet ataupun proses refluks.

Sedangkan ekstraksi bahan tanaman yang tidak tahan terhadap suhu tinggi dapat

dilakukan perendaman atau maserasi. Lama proses ekstraksi tergantung dari

senyawa yang terkandung di dalam bahan tanaman tersebut. Proses ekstraksi

dengan menggunakan pemanasan cocok untuk ekstraksi kebanyakan flavonoid,

tetapi tidak untuk antosianin atau flavonoid yang kepolarannya rendah. Untuk

antosianin, daun segar atau bunga tidak boleh dikeringkan tetapi harus diekstrak

dengan metanol yang mengandung 1 % HC1 pekat (Markham, 1988).
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3.5 Spektrofotometri UV-Vis

Spektroskopi adalah suatu metode analisis berdasarkan interaksi antara

radiasi gelombang elektromagnetik dengan molekul sampel. Spektrum

elektromagnetik dikelompokkan berdasarkan pada sifat dan panjang

gelombangnya. Spektrum sinar UV terletak pada panjang gelombang 100-380

nm. Sedangkan spektrum sinar tampak terletak pada panjang gelombang 380 -

780 nm. Jika suatu molekul dikenai radiasi UV-Vis maka energi yang

dikembangkan oleh foton-foton memungkinkan elektron mengatasi kekekangan

inti dan pindah orbital ke orbital baru yang lebih tinggi energinya (Underwood,

1996).

Menurut Sastrohamidjojo (1991), istilah yang sering digunakan dalam

spektroskopi elektronik adalah kromofor. Kromofor digunakan untuk menyatakan

gugus tak jenuh kovalen yang dapat menyerap radiasi dalam daerah UV-Vis.

Setiap molekul akan menyerap energi yang berbeda-beda sehingga spektrum

absorbasinya dapat digunakan untuk analisa kualitatif. Sedangkan jumlah radiasi

yang diabsorbsi sebanding dengan jumlah molekul sehingga spektra absorbsinya

dapat digunakan untuk analisa kuantitatif.

Absorbsi dalam daerah ultraviolet dan daerah tampak menyebabkan

eksitasi elektron ikatan. Puncak absorbsi (A-maks) dapat dihubungkan dengan jenis

ikatan-ikatan yang ada dalam spesies. Spektroskopi absorbsi berguna untuk

mengkarakterisasikan gugus fungsi dalam suatu molekul dan untuk analisis

kuantitatif (Khopkar, 1990).
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Instrumen spektrofotometri UV-Vis terdiri dari beberapa bagian yaitu

sumberenergi radiasi, monokromator, tempat cuplikan, dan detektor.

motor
servomotor

penguat

/- pembanding

sumber monokromator -/- sampel 4—* detektor

Gambar 10. Skema alat Spektrofotometri UV-Vis

Bouger (1729) dan Lamber menyelidiki hubungan antara intensitas

serapan dengan tebal media yang transparan. Dari percobaan tersebut dinyatakan

bahwa bila sinar monokromatis melewati media yang transparan maka intensitas

sinar tersebut akan berkurang. Berkurangnya intensitas adalah sebanding dengan

bertambahnya tebal media yang dilewati. Dari pernyataan tersebut maka dapat

dituliskan dalam matematika:

- dl = Ki . I db

Bila diitegrasikan akan dihasilkan

•Jy=K,.Jdb

(1)

(2)



-In I = K, . b]* (3)

Bila : b : 0 maka I: Io

b : b maka I: lb

maka : In — = - Ki . b
Io

2,303 log — = - Ki. b
Io

bila K2 =-£*- (4)
2,303

maka : log — = - K2. b
lo

dengan : Io : Intensitas sinar mula-mula

lb : Intensitas sinar setelah melewati media

Ki,K2: Konstanta

b : Tebal kuvet dalam cm

Beer menyelidiki hubungan antara intensitas serapan dengan kadar

larutan yang dilewati sinar pada lapisan yang tetap. Ternyata diperoleh hubungan

yang serupa dengan yang diperoleh Bouger dan Lambert yaitu :

Log — = - K3. c dengan K3: tetapan
Io

Bila rumus Bougher- Lambert dan Beer digabung maka :

Log —- = K2. b = K3 . c
Io

Jadi: K2. b = Kt . c atau — = — = a
c b
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Maka log — = - a. b . c
Io

Perbandingan antar intensitas yang ditentukan dengan intensitas sinar mula-mula

disebut dengan transmitasi.

T= — , maka log T= - a bc atau - log T=a b c

- log T = — = A = a b c

Bila kadar penyerap dalam maka, a =e sehingga :

A = ebc

Dengan T : Transmitasi

e : Koefisien Ekstingsi

A : Absorbansi

c : Konsentrasi

3.6 Lemak dan Minyak

Suatu lipid didefinisikan sebagai senyawa organik yang terdapat dalam

alam serta lak larut dalam air, tetapi larut dalam pelarut organik non polar seperti

suatu hidrokarbon atau dietil eter. Lemak dan minyak adalah trigliserida, atau

triasigliserol, kedua istilah ini berarti "trimester dari gliserol". Perbedaan antara

suatu lemak dan minyak bersifat sebarang. Pada temperatur kamar lemak

berbentuk padat dan minyak bersifat cair. Sebagian besar gliserida pada hewan

adalah berupa lemak, sedangkan gliserida dalam tumbuhan cenderung berupa
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minyak, karena itu biasa terdengar ungkapan lemak hewani dan minyak nabati

(Fessenden, 1987).

Menurut Winarno (2002), asam-asam lemak yang terdapat di alam dibagi

menjadi dua golongan, yaitu asam lemak jenuh dan asam lemak tak jenuh. Asam

asam lemak tidak jenuh berbeda dalam jumlah dan posisi ikatan rangkapnya, dan

berbeda dengan asam lemak jenuh dalam bentuk molekul keseluruhannya. Asam

lemak tak jenuh biasanya terdapat dalam bentuk cis. Karena itu molekul akan

bengkok pada ikatan rangkap, walaupun ada juga asam lemak tidak jenuh dalam

bentuk trans. Adanya ikatan rangkap pada asam lemak tidak jenuh menimbulkan

kemungkinan terjadinya isomer yang terjadi padaposisi ikatan rangkap. Baik pada

molekul yang mempunyai susunan konjugasi maupun non konjugasi, dapat terjadi

isomer cis atau trans pada posisi ikatanrangkap.

Kandungan asam lemak tak jenuh dalam minyak kacang tanah yang

mempunyai persen tertinggi adalah asam oleat dan asam linoleat. Asam oleat

mempunyai satu ikatan rangkap, sedangkan asam linoleat mempunyai dua ikatan

rangkap. Sehingga asam linoleat akan lebih cepat mengalami kerusakan akibat

oksidasi dibanding dengan asam oleat (Tranggono, 1986)



BABIV

METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Alat dan Bahan

4.1.1 Alat

1. Alat Pengering

2. Spktrofotometer UV-Vis merk HITACHI U - 2010

3. Evaporator Buchii

4. Corong Pisah

5. Peralatan gelas merk Pyrex

6. Kompor listrik merk Maspion

7. Timbangan Listrik OHAUS Voyager 200

4.1.2 Bahan

1. Daun teh dari perkebunan teh Tambi Wonosobo

2. Minyak kacang tanah buatan Teknologi pertanian UGM

3. Butylated Hydroxy Toluene (BHT)

4. Tio Barbituric Acid (TBA)

5. Kloroform buatan E Merck

6. Asam Asetat E Merck

7. I2 buatan E Merck

8. KI buatan E Merck

9. Etanol absolut buatan E Merck
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10. Amilum buatan E Merck

11. Etil Asetat buatan E Merck

12. Akuades buatan Laboratorium Kimia Lanjut FMIPA UII

13. CCI3COOH buatan E Merck

4.2 Sampel

Sampel yang digunakan adalah daun teh dan minyak kacang tanah. Daun

teh yang diambil adalah daun teh yang masih segar dan baru yang diambil dari

perkebunan teh Tambi Wonosobo. Minyak kacang tanah yang digunakan adalah

yangdibuat di Fakultas Teknologi Pertanian UGM.

4.3 Cara Kerja

4.3.1 Persiapan Sampel

1. 100 g daun teh dipotong-potong dan dikeringkan di bawah sinar matahari

sampai kering.

2. Setelah kering discduh dengan 1 liter air panas dengan temperatur 95°C

selama 30 menil sambil diaduk pelan-pelan.

3. Campuran ini kemudian disaring pada keadaan hangat dan didapatkan

filtrat.

4. Filtrat ini kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator sampai

seperempat dari volume semula.
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4.3.2 Ekstraksi

1. 25 mL filtrat dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambahkan pula 25

mL etil asetat ke dalamnya.

2. Larutan ini dikocok selama 20 menit.

3. Terbentuk dua lapisan, pisahkan lapisan etil asetat.

4. Lapisan air diekstrak lagi dengan etil asetat sebanyak dua kali dengan

volume yang sama.

5. Ekstrak yang didapat dipekatkan dengan rotary evaporator sampai

terbentuk padatan lunak.

4.3.3 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan pada minyak kacang tanah yang sudah

dipanaskan dengan temperatur 150°C selama 1 hari dengan penambahan ekstrak

etil asetat daun teh dengan konsentrasi 50 ppm, 100 ppm, dan 200 ppm..

Kemudian dibandingkan dengan penambahan antioksidan sintetik yaitu BHT

dengan konsentrasi 50 ppm, 100 ppm dan 200 ppm serta dengan kontrol.

4.3.3.1 Uji Bilangan Peroksida

4.3.3.1.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Komplek Iod-amilum

Penentuan panjang gelombang maksimum larutan komplek iod-amilum

dilakukan dengan cara:

1 Dibuat larutan iod 0,005 M dengan mencampurkankan iod dengan KI dalam

akuades.
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2. Diambil 1 mL larutan iod 0,005 M dan dimasukkan ke dalam labu takar 10

mL, diencerkan sampai tanda batas dengan akuades kemudian ditambah 0,5

mL amilum 1%.

3. Diukur panjang gelombang maksimum komplek iod-amilum pada panjang

gelombang antara 400-700 nm.

4.3.3.1.2 Pembuatan Kurva Baku Komplek Iod-amilum

1. Dibuat variasi volume larutan iod yang ditambahkan dalam pembuatan

komplek iod-amilum yaitu: 1mL; 1,5 mL; 2 mL; 2,5 mL.

2. Masing-masing dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL dan diencerkan

dengan akuades sampai tanda.

3. Masing-masing labu takar diambil 1 mL dan diencerkan dalam labu takar 10

mL.

4. Ditambahkan masing-masing ke dalamnya 0,5 mLamilum 1%.

5. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang telah

diperoleh menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

4.3.3.1.3 Penentuan Absorbansi Sampel

1. Dibuat 3 buah sampel yang diukur absorbansinya, yang terdiri atas 2,5 gram

minyak, 2,5 gram minyak dengan penambahan ekstrak etil asetatdaun teh, dan

2,5 gram minyak dengan penambahan antioksidan sintetik BHT.

2. Masing-masing sampel dimasukkan ke erienmeyer dan ditambahkan

kedalamnya asam asetat dan kloroform sebanyak 15 mL dengan perbandingan

3:2.

3. Masing-masing sampel kemudian ditambahkan 0,5 mL KIjenuh.
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4. Didiamkam 5 menit dan ditambahkan 15 mL akuades.

5. Diambil 5mL lapisan bagian atas dan ditambah 0,25 mL amilum 1%

6. Diambil 2mL larutan dimasukkan dalam albu takar 10 mL encerkan sampai
tanda batas.

7. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang telah

diperoleh menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

4.3.3.2 Uji Asam Tio Barbiturat (TBA)

1. Dibuat 3buah sampel yang akan diukur absorbansinya, yang terdiri atas 2,5 g
minyak, 2,5 g minyak dengan penambahan ekstrak etil asetat daun teh, dan

2,5 g minyak dengan penambahan antioksidan sintetik BHT.

2. Masing-masing sampel diambil I mL dimasukkan kedalam tabung reaksi

kemudian ke dalamnya ditambahkan 1mL CCl3COOH 20 %(v/v) dan 0,5
mL Thio Barbiturat Acid (TBA) 0,67 %(b/v).

3. Kemudian dipanaskan dengan penangas air selama 10 menit, setelah itu

didinginkan sampai suhu kamar. Pengukuran absorbansinya dilakukan

dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm.



BABV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas

antioksidan dari daun teh terhadap minyak kacang tanah. Daun teh yang didapat

berasal dari perkebunan teh Tambi Wonosobo. Metode ini didasarkan pada

metode ekstraksi untuk mengisolasi beberapa senyawa golongan polifenol yang

dilakukan oleh Ninomiya, Unten dan Kim (1997) yaitu ekstraksi cair-cair dengan

pelarut etil asetat. Metode ini digunakan karena hampir semua polifenol dari daun

teh dapat larut dalam air panas yang kemudian diekstraksi dengan pelarut etil

asetat. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh chu dan Junejha (1997),

komponen dari polifenol daun teh yang terkomposisi menjadi enam jenis dari

katekin dan turunannya.

5.1 Preparasi Ekstrak Daun Teh

Pengambilan daun teh dilakukan pada pagi hari yaitu sekitar jam 10.00

WIB dimaksudkan agar kandungan air dalam daun teh tidak terlalu tinggi

sehingga waktu pengeringannya tidak terlalu lama. Bagian yang diambil adalah

kuncup daun sertadaun yang masih muda.

Daun teh yang sudah dikeringkan dibawah sinar matahari di larutkan

dalam air panas 95°C dengan perbandingan 1:10. Daun teh kering yang didapat

adalah 35 gram dari 100 gram daun teh basah. Daun teh kering diekstraksi terlebih

37
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dahulu dengan air panas dimaksudkan untuk melarutkan komponen-komponen

lain dari daun teh seperti karbohidrat, lemak dan protein. Hasil ekstrak berupa

larutan yang berwarna coklat kehitaman kemudian dipekatkan dengan evaporator

buchii hingga seperempat dari volume semula. Hasil evaporasi diekstraksi dengan

menggunakan pelarut etil asetat yang bertujuan untuk mengekstrak fraksi

polifenol yang larut dalam etil asetat. Etil asetat digunakan sebagai pelarutnya

karena berdasarkan penelitian Chu dan Juneja (1997) menyebutkan bahwa

polifenol dari daun teh hampir semuanya dapat larut dalam air panas maupun etil

asetat. Hasil ekstrak dipekatkan dengan evaporator buchii dan didapat ekstrak

berupa padatan lunak yang berwarna coklat tua. Pemekatan dilakukan dengan

maksud agar diperoleh ekstrak daun teh murni yang bebas dari pelarutnya yaitu

etil asetat, sehingga diharapkan ekstrak yang didapatkan mengandung senyawa-

senyawa yang dapat dimanfaatkan sebagai zat antioksidan misalnya polifenol,

katekin.

Hasil ekstraksi yang diperoleh selanjutnya diuji aktivitas antioksidannya

pada minyak kacang tanah. Pada uji aktivitas antioksidan ini menggunakan

antioksidan sintetik yaitu BHT sebagai pembanding dan minyak kacang tanah

tanpa penambahan antioksidan sebagai kontrol dengan menggunakan metode

asam thiobarbiturat dan penetuan bilangan peroksida.

Minyak kacang tanah digunakan sebagai media untuk pengujian aktivitas

antioksidan karena minyak kacang tanah mengandung asam lemak tak jenuh

cukup tinggi sehingga mudah mengalami oksidasi yang menyebabkan ketengikan.

VSUAM~"
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5.2 Uji Aktivitas Antioksidan

5.2.1 Uji Bilangan Peroksida

5.2.1.1 Penentuan panjang gelombang maksimum kompleks lod-Amilum

Penetuan panjang gelombang maksimum kompleks iod-amilum dilakukan

untuk mengetahui absorbansi maksimal dari komplek iod-amilum Penentuan

panjang gelombang maksimum komplek iod-amilum dilakukan dengan membuat

larutan iod 0,005 M. Molekul I2 tidak larut dalam air. Oleh karena itu harus

direaksikan dengan KI terlebih dahulu untuk membentuk I3" yang larut dalam air.

Adapun reaksi pembentukan I3" sebagai berikut:

h + KI • FT + K+

Gambar 11. Reaksi antaraKI dengan I2

Larutan iod 0,005 M diencerkan sepuluh kali kemudian ditambahkan larutan

amilum 1 % dan langsung diukur pada panjang gelombang antara 400 nm - 700

nm dengan spektrofotometri UV-Vis. Diukur pada panjang gelombang 400 nm -

700 nm karena komplek iod-amilum berwarna biru. Panjang gelombang

maksimum yang didapat dari komplek iod-amilum adalah 628,5 nm.

5.2.1.2 Penentuan waktu kestabilan kompleks lod-Amilum

Waktu kestabilan komplek iod-amilum ditentukan untuk mengetahui

waktu tepatnya komplek iod-amilum harus diukur absorbansinya saat komplek

tersebut stabil dengan Spektrofotometri UV-Vis. Setelah diukur, komplek iod-
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amilum ini stabil 19-20 menit setelah penambahan amilum 1%pada panjang

gelombang 628,5 nm.

5.2.1.3 Pembuatan kurva baku komplek Iod-amilum

Pembuatan kurva baku komplek iod-amilum bertujuan untuk mengetahui

apakah panjang gelombang maksimum yang didapat mempunyai ketelitian tinggi

yaitu dengan nilai r (korelasi) mendekati satu. Sebelum melakukan pengukuran

dengan spektrofotometri UV-Vis, dibuat larutan iod 0,005 M dengan variasi

konsentrasi 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm dan 125 ppm. Larutan ini kemudian diukur

absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang didapat yaitu 628,5 nm

dengan waktu kestabilan 19-20 menit setelahditambahkan amilum.

._ 0,8
(0

I 0,6
8 0,4

<0.2

Kurva baku komplek iod-amilum

•50 75 100 125

konsentrasi (ppm)

•absorbansi

linear

Gambar 12. Kurva baku komplek iod-amilum



Tabel 3. Pengamatan absorbansi komplek iod-amilum

No. Konsentrasi Absorbansi
1. 50 ppm 0.040
2. 75 ppm 0.306
3. 100 ppm 0.560

4- 125 ppm 0.781
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Dari nilai absorbansi yang didapat, diketahui persamaan regresi liniernya dengan

rumus Y= BX + A dimana Aadalah intersep, Badalah slope dan Yadalah

absorbansi, yaitu Y=9,908 . 10 ~3 X- 0,4452 dengan nilai korelasi r=0,9991.

5.2.1.4 Penentuan absorbansi sampel

Metode ini didasarkan atas pengukuran bilangan peroksida yang

menunjukkan konsentrasi peroksida sebagai ukuran besarnya oksidasi. Minyak

kacang tanah yang sudah dipanaskan akan mempunyai bilangan peroksida yang

tinggi yang kemudian menurun disertai peruraian hasil oksidasi. Bilangan oksidasi

ditentukan berdasarkan jumlah iodin yang dibebaskan setelah minyak kacang

tanah ditambahkan KI. Lemak direaksikan dengan KI dalam pelarut asam asetat

dan kloroform (3:2). Kemudian iodin yang terbentuk direaksikan dengan amilum

1 % sehingga terbentuk kompleks Iod-amilum yang berwarna biru. Reaksi

terbentuknya kompleks iod-amilum :

R + 02 + H ROOH

2 KI + 2 CH3COOH —> 2 HI + 2 CH3COOK

ROOH + 2 HI • ROH + H20 + I2

I2 + Indikator Amilum • Kompleks I2 - Amilum

Gambar 13. Reaksi pada Uji Bilangan Peroksida
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Penentuan bilangan peroksida dengan menggunakan spektrofotometer

UV-Vis ini berdasarkan pengukuran absorbansi komplek iod-amilum pada

panjang gelombang 628,5 nm. Penentuan bilangan peroksida berdasarkan jumlah

iod yang dihasilkan dimana 1 mol iod sama dengan 2 eqivalen (eq) iodida.

Volume total larutan yang digunakan adalah 24 mL [(15 mL x 60 %asam asetat)

+ 15 mL akuades = 24 mL]. Dimana 5 mL lapisan bagian atas digunakan untuk

pengukuran absorbansi dan berat sampel yang digunakan adalah 2,5 gram.

Sehingga bilangan peroksida dapat ditentukan dengan rumus :

Bil Peroksida ~^Absorhami ~int erseP)I S'(W)x 2meg x24mL 15ml
2,5 gram

Dari hasil penelitian ini dapat diketahui bahwa kontrol mempunyai

bilangan peroksida yang paling tinggi yang ditunjukkan dengan nilai absorbansi

kontrol yang tertinggi. Karena dalam kontrol tidak ada zat stabilizer yang

ditambahkan untuk menghambat reaksi oksidasi yaitu antioksidan. Sehingga

minyak kacang tanah yang mengandung asam lemak tak jenuh cukup tinggi akan

mudah mengalami reaksi oksidasi karena pemanasan diatas suhu kamar. Reaksi

oksidasi ini menghasilkan peroksida. Semakin banyak peroksida yang tebentuk

berarti semakin banyak pula komplek iod-amilum yang terbentuk. Sehingga

warna larutan komplek iod-amilum semakin pekat yang menyebabkan nilai

absorbansi semakin tinggi. Sedangkan untuk sampel yang ditambahkan zat

antioksidan baik ekstrak daun teh maupun BHT memiliki absorbansi yang lebih
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rendah. Hal ini disebabkan karena radikal peroksida yang dihasilkan pada tahap

propagasi reaksi oksidasi minyak kacang tanah dihambat oleh senyawa yang ada

dalam ekstrak daun teh maupun BHT yang berperan sebagai zat antioksidan yang

ditambahkan. Fenomena ini menunjukkan bahwa ekstrak daun teh mempunyai

aktivitas antioksidan terhadap minyak kacang tanah. Sampel yang ditambahkan

ekstrak daun teh sebagai antioksidan mempunyai absorbansi yang lebih tinggi

dibananding dengan sampel yang ditambahkan antioksidan sintetik yaitu BHT.

Hal ini menunjukkan bahwa BHT lebih efektif sebagai antioksidan dibanding

ekstrak daun teh. Ini disebabkan karena BHT memiliki gugus alkil yang

tersubtitusi pada posisi 2, 4, dan 6 sehingga struktur resonansinya sangat stabil.

Oleh karena itu, nilai absorbansi dari BHT lebih rendah dari nilai absorbansi dari

ekstrak daun teh.

Dari tabel 4 dapat dilihat pengaruh konsentrasi terhadap aktivitas

antioksidan. BHT 200 ppm mempunyai aktivitas antioksidan yang paling baik

yang ditujukkan dengan bilangan peroksida yang terkecil yaitu 287,264 dibanding

BHT 100 ppm dan BHT 50 ppm yaitu 302,379 dan 311,293. Ekstrak etil asetat

daun teh 200 ppm mempunyai bilangan peroksida 304,704 juga mempunyai

aktivitas antioksidan yang lebih baik dibanding ekstrak 100 ppm dan ekstrak 50

ppm yang mempunyai bilangan peroksida 327,560 dan 428,724. Hal ini

menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka aktivitas antioksidan

semakin bertambah. Adapun aktivitas antioksidan dapat ditunjukkan pada gambar

14:



500

400

300

200

a
100

Bilangan peroksida

kontrol eks 50 eks 100 eks 200 BHT 50 BHT 100 BHT 200
ppm ppm ppm ppm ppm ppm

sampel

Gambar 14. Diagram Uji Bilangan Peroksida
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5.2.2 Uji IBA

Pengujian dengan metode TBA dilakukan melalui pengukuran absorbansi

produk oksidasi minyak kacang tanah yang mempunyai kandungan asam lemak

tak jenuh tertinggi berupa asam oleat, pada panjang gelombang 532 nm. Oksidasi

yang terjadi akan mengakibatkan lerbentuknya senyawa hidroperoksida sebagai

produk primer dan terdegradasi menghasilkan produk sekunder diantaranya

adalah malonaldehid. Malonaldehid bereaksi dengan TBA membentuk kompleks

berwarna merah yang mempunyai absorbansi pada panjang gelombang 532 nm.

Pemberian trikloroasetat bertujuan untuk memisahkan malonaldehid dari

komponen lain. Semakin tinggi oksidasi yang terjadi, malonaldehid yang

terbentuk semakin banyak maka warna komplek yang terbentuk semakin pekat

sehingga semakin tinggi absorbansi yang terukur. Hasil pengukuran absorbansi

dengan metode TBA disajikan dalam bentuk diagram pada gambar 15 :



5 04

< 0,3

Uji TBA

/bj&d*

0,650-
0,631 0,624

tQjSK

itSSmmm» to™iTfthW^ffiWjar.yfjffi,jHWi^

kontrol Eks 50 ppm Eks 100 Eks 200 BHT 50 8HT100 BHT 200
ppm ppm ppm ppm ppm

Sampel

Gambar 15. Diagram Uji TBA.
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Dari gambar 15 dapat dilihat bahwa kontrol (minyak kacang tanah tanpa

penambahan antioksidan) mempunyai absorbansi tertinggi dibanding ekstrak daun

teh dan pembanding. Hal ini disebabkan karena didalam kontrol tidak ada

senyawa yang berperan sebagai zat penghambat terjadinya oksidasi. Sehingga

minyak kacang tanah sebagai asam lemak tak jenuh mudah mengalami oksidasi

dengan oksigen pada suhu diatas suhu kamar. Penggunaan sampel kontrol ini

untuk mengetahui berbagai macam keaktifan antioksidan yang diuji dengan

metode TBA. Berbeda dengan yang lain, penambahan suatu antioksidan dapat

membantu menghambat reaksi oksidasi minyak karena pemanasan diatas suhu

kamar. Sehingga sampel selain kontrol mempunyai absorbansi yang lebih rendah.

Ilal ini menunjukkan bahwa ekstrak etil aselat daun teh mempunyai senyawa aktif
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yang berfungsi sebagai antioksidan pada minyak kacang tanah yang dapat dilihat

dari tabel 6 yaitu penurunan absorbansi dari kontrol dan ekstrak daun teh.

Dari tabel 6 juga dapat dilihat pengaruh konsentrasi terhadap aktivitas

antioksidan. BHT 200 ppm mempunyai aktivitas antioksidan yang paling baik

yang ditujukkan dengan nilai absorbansi yang terkecil yaitu 0,423 dibanding BHT

100 ppm dan BHT 50 ppm yaitu 0,500 dan 0,624. Ekstrak etil asetat daun teh 200

ppm yang mempunyai nilai absorbansi 0,510 juga mempunyai aktivitas

antioksidan yang lebih baik dibanding ekstrak 100 ppm dan ekstrak 50 ppm yang

mempunyai nilai absorbansi 0,631 dan 0,650. Hal ini menunjukkan bahwa

semakin tinggi konsentrasi maka aktivitas antioksidan semakin bertambah.

Variasi konsentrasi dilakukan untuk mengetahui pada konsentrasi berapa senyawa

yang berperan sebagai antioksidan mempunyai aktivitas yang paling tinggi.

Dipilih minyak kacang tanah sebagai sampel uji aktivitas antioksidan karena

minyak kacang tanah mengandung 76 - 82 persen asam lemak tidak jenuh

sehingga mudah mengalami ketengikan. Dibawah ini adalah reaksi antara TBA

dengan Malonaldehid (Gordon, 1988)

HS,

2 + CH CH> CH HCI »

"2° N;
N:

OH , CH—CB=CH
OH HO

Gambar8. Reaksi antaraTBA dengan Malonaldehid

+ Hp
N
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5.3 Hubungan Antara Konsentrasi Antioksidan dengan Konsentrasi

Peroksida dalam Minyak

Berdasarkan hukum Lambert-Beer A = a b c, yang menyatakan hubungan

antara absorbansi dengan konsentrasi dapat diketahui bahwa semakin besar

konsentrasi maka semakinbesar pula nilai absorbansi.

Dalam penelitian ini, dilakukan variasi konsentrasi terhadap antioksidan

dan diamati aktivitasnya pada minyak kacang tanah. Hasil yang didapat

menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan

semakin besar pula aktivitas antioksidannya. Hal ini dapat ditunjukkan dengan

reaksi berikut:

(H3C)3C C(CH3)3
(H3C)3C. C(CH3)3

+ R RH +

Gambar 16. Reaksi antara peroksida dengan BHT

50 ppm =5.10"5M
mol = M x L

= 5.10"5MxO,5. 10"3L
=25. 10"9mo1

25. 10"9mol

25. 10"9mol

0

25. 10"' mol

25. 10"9mol

mol peroksida ~ mol Antioksidan

-9
25. 10"' mol -9 .

25. 10"" mol

25. 10"Jmol 25. 10"y mol
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Dari gambar 16 dapat dilihat bahwa koefisien masing-masing senyawa

adalah sama. Jika mol dari antioksidan ditambah maka konsentrasi antioksidan

juga bertambah, maka peroksida sebagai hasil reaksi oksidasi pada minyak yang

bereaksi dengan antioksidan juga semakin besar. Setelah ditambahkan antioksidan

maka jumlah peroksida dalam minyak akan berkurang. Sisa peroksida yang tidak

berikatan dengan antioksidan akan membentuk komplek dengan reagen yang

ditambahkan. Semakin besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan, semakin

sedikit peroksida yang tersisa sehingga warna kompleks yang terbentuk semakin

tidak pekat sehingga nilai absorbansi yang terukur semakin kecil. Konsentrasi

antioksidan berbanding terbalik dengan konsentrasi peroksida yang tersisa. Yang

dimaksud dengan konsentrasi (c) dalam hukum Lambert-Beer ini adalah

konsentrasi peroksida yang tersisa bukan konsentrasi dari antioksidan.

Dari hasil pengamatan absorbansi pada uji bilangan peroksida maupun uji

TBA, dengan menggunakan konsentrasi antioksidan sampai 200 ppm, absorbansi

tidak mencapai nilai nol. Hal ini menunjukkan bahwa dalam minyak masih

terdapat peroksida.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Dari serangkaian penelitian ini dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Ekstrak etil asetat dari daun teh dapat digunakan sebagai antioksidan pada

minyak kacang tanah.

2. Variasi konsentrasi menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi

antioksidan maka semakin tinggi pula aktivitas antioksidannya.

3. Metoda bilangan peroksida dan TBA, menunjukkan antioksidan sintetik

mempunyai aktivitas antioksidan lebih baik dibanding ekstrak etil asetat daun

Ich dengan urutan : Bl IT 200 ppm •Bl IT 100 ppm >Ekstrak 200 ppm > BI IT

50ppm > Ekstrak 100 ppm > Ekstrak 50 ppm.

6.2 Saran

1. Perlu dilakukan identifikasi dan isolasi serta uji aktivitas terhadap senyawa

spesifik antioksidan.

2. Perlu dicari total polifenol dari daun teh dengan pelarut yang bervariasi.

3. Perlu dicari metoda uji aktivitas antioksidan lain yang lebih sensitif dan

selektif sehingga mampu memberikan hasil uji yang lebih baik.
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Lampiran 1. Mencari konsentrasi pada pembuatan kurva baku

I. Penambahan 1 mL larutan iod 0,005 M

Pengenceran I: Vi x Mi = V2x M2

10mLxM| = I mLx 0,005 M

M, = 1 mL x 0.005 M

lOmL

= 0,0005 M

pengenceran II: V-» x M.-, = Vi x Mi

10 mL x M3 = 1 mL x 0,0005 M

Ma=l mLx 0.0005 M

10 mL

= 0,00005 M

= 50 ppm

2. Penambahan 1,5 mL lanitan iod 0,005 M

Pengenceran I: Vj x Mi = V2 x M2

10 mL x Mi = 1,5 mL x 0,005 M

Mi= 1.5 mLx 0.005 M

lOmL

= 0,00075 M

pengenceran II: Vt x Mi = V| x M|

10 mL x M3 = I mL x 0,00075 M

Mi=l mLx 0.00075 M

10 mL

= 0,000075 M

= 75 ppm



3. Penambahan 2 mL larutan iod 0,005 M

Pengenceran I: V| x M, = V2 x M2

10 mL x M| = 2 mL x 0,005 M

Mi = 2 mLx 0.005 M

10 mL

= 0,001 M

pengenceran II: Vi x M3 = V, x M,

10 mLx M.i = I mLx 0,001 M

M3 = 1 mLx 0.001 M

10 mL

= 0,0001 M

= 100 ppm

4. Penambahan 2,5 mL larutan iod 0,005 M

Pengenceran I: V, x M, = V2 x M2

10mL x Mi = 2,5 mL x 0,005 M

Mi = 2.5 mLx 0.005 M

10 mL

= 0,00125 M

pengenceran II: V3 x M3 = Vi x M,

.10 mLx Mi = 1 mLx 0,00125 M

Mi= I mLx 0.00125 M

lOmL

= 0,000125 M

= 125 ppm



Tabel pengamatan absorbansi komplek iod-amilum

No Konsentrasi (ppm)
(X)

Absorbansi
(Y)

1. 50 0,040
2. 75 0,306
3. 100 0,560
4- 125 0,781

Dengan menggunakan analisis regresi linier Y=Bx +Adiperoleh :

Intersep (A) = -0,4452

Slope (B) = 0,009908

Koefisien korelasi (r) = 0,9991

Sehingga diperoleh persamaan kurva baku Y=0,009908x - 0,4452

Dimana : Y = absorbansi larutan standar

x = mm iod

Dari persamaan regresi linier diatas dapat dihitung bilangan peroksida dari

masing-masing sampel dengan rumus :

Bilangan Peroksida : [(absorbansi - intersep) / slope] x2meq x24 mL /5mL

2,5 gram

Kontrol

Absorbansi = 0,755

Bilangan Peroksida : ftabsorbansi-intersenVslopel x2meq x24 mL /5 mL
2,5 gram

:f(0.7S5 + 0.4452Vn,nnoon«l x 2 men x 24 ml. / S mf
2,5 gram

: 465,156meq/gram



2. Ekstrak 50 ppm

Absorbansi = 0,661

Bilangan Peroksida : r(absorbansi-intersepVslope1 x2mea x24 ml. /sml
2,5 gram

:rf0.661+0.4452VO,0099081 x2 meg x24 mL / 5 ml.
2,5 gram

. : 428,724 meq/gram

3. Ekstrak 100 ppm

Absorbansi = 0,400

Bilangan Peroksida : Kabsorbansi-intersepVslope] x2mea x24 ml. /S ml
2,5 gram

.rf0.400 +0.4452 VO 00QQQ81 x2meg »74n,r./Sn,l
2,5 gram

: 327,560 meq/gram

4. Ekstrak 200 ppm

Absorbansi = 0,341

Bilangan Peroksida :Kabsorbansi-intersenVslope] x2meg x24 ml /s mi
2,5 gram

•Tf0.341 +0.4452 VO 00QQQ81 x2 meg x24 ml./fm.
2,5 gram

: 304,704 meq/gram



5. BHT 50 ppm

Absorbansi = 0,358

Bilangan Peroksida : ffabsorbansi-intersepVslopel x 2 meq x 24 mL IS mL
2,5 gram

:rr0.358 + 0.4452V0.0099081 x 2 meo x 24 mL / 5 mL
2,5 gram

: 311,293 meq/gram

6. BHT 100 ppm

Absorbansi = 0,335

Bilangan Peroksida : [(absorbansi-intersepVslopel x 2 meq x 24 mL IS mL
2,5 gram

:K0.335 + 0.4452V0.0099081 x 2 meq x 24 mL / 5 mL
2,5 gram

: 302,379 meq/gram

7. BHT 200 ppm

Absorbansi = 0,296

Bilangan Peroksida : [(absorbansi-intersepVslopel x 2 meq x 24mLIS mL
2,5 gram

.[(0.296 + 0.4452V0.0099081 x 2 meo x 24 mL / 5 mL
2,5 gram

: 287,264 meq/gram



Lampiran 2. Panjang gelombang maksimum

Report Date: 10:21:01, 07/03/2004

Sample: lod-amllum
Run Date: 10:39:04, 02/17/2004
Operator: Irman
Comment: panjang gelombang pd serapan make

Instrument
Model:
Serial Number:
ROM Version:

U-2010 Spectrophotometer
0000-000
2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:
Starting Wavelength:
Ending Wavelength:
Scan Speed:
Sampling Interval:
Slit Width:
Lamp Change:
Baseline Correction:
Response:
Path length:

Wavelength Scan
Abs
800.0 nm
500.0 nm
800 nm/mln
0.5 nm
2nm
340.0 nm
System
Fast
10.0 mm

Processing Performed
Savitsky-Golay Smoothed

Smoothing Order: 3
Number of Points: 50
Number of Times: 1

Peak Integration
Method: Rectangular
Sensitivity: 1
Threshold: 0.0100

Peaks

Iod-amilum

Peak# Start (nm) Apex(nm) End (nm) Height (Abs) Area (Abs'nm) Valley (nm) Valley (Abs)
1 800.0 628.5 500.0 0.147 31.170 500.0 0.039

750 800
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Lampiran 4. Kurva baku iod-amilum

Report Date: 11:02:36, 08/10/2004

Abs

0.9CH

0.851
0.80-|
0.751
0.70-1
0.65 4
0.60-1
0.551
0.5o4
0.45-^

0.40-;

0.35^

0.3o4
0.25-

0.2(H

0.15-

0.10-^

0.05-

0.0CK

-0.05 -

Standard Calibration

11111111

-10
'l"1|m'''l"""T"""lT"M""r I n|ini|lIM|l|M,,lll|IMl|MI,|MU|,lll|l

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sample: Iod amilum
Run Date: 10:56:17, 08/10/2004
Operator: irman

Comment: kurva baku iod-amilum

Std No. / Name Abs(628.5) Conc(ppm
1 0.040 50

2 0.306 75
3 0.560 100
4 0.781 125

Calibration type: 1st order

Force curve through zero: No

Start (ppm): 50
End (ppm): 125
A0: -0.44S2
Al: 0.0099
R: 0.9991
R2: 0.9983

diff RD t

-1 -244.10 -0.7686

1 193.84 0.6104

1 344.60 1.0851

-1 -294.35 -0.9269

Samp No. / Name Abs(628.5) Conc(ppm) Avg Cone [SD][CV] (%)
1 0.000 45

1I'I II| IMI) Mll| , Ml ,1 IIIJ 1)1 |;

UO 120 130
ppm



Lampiran 7. Absorbansi pada uji bilangan peroksida

Report Date: 11:26:23, 06/22/2004

Sample:

Run Date:

Operator:
Comment:

minyak+etanol

11:09:26, 06/22/2004
Irman

kontrol

Instrument

Model:

Serial Number:

ROM Version:

U-2010 Spectrophotometer

0000-000

2550 01

Instrument Parameters

Measurement Type:
Data Mode:

Number of Wavelengths:
Wavelength 1:

Slit Width:

Lamp Change:

Baseline Correction:

Path Length:

Photometry
Abs

1

628.5 nm

2nm

340.0 nm

System

10.0 mm

Std No. / Name

1

2

3

Abs(628.5) Conc() dlff RD t

0.757 1 3 409.55 0.5774

0.748 2 -6 -819.11 -1.1547

0.759 3 3 409.55 0.5774

Calibration type:

Force curve through zero:

Start ():

End ():

A0:

Al:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.7525

0.0011

0.1836

0.0337

Samp No. / Name

1

Abs(628.5) Conc() Avg Cone [SD][CV] (%)

0.000 -684 LOW



Report Date: 10:55:07, 07/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator:
Comment:

Instrument

Model:

Serial Number:

ROM Version:

minyak+BHT 50ppm
14:23:51,06/09/2004
Irman

uji bilangan peroksida

U-2010 Spectrophotometer
0000-000

2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number of Wavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

628.5 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0 mm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(628.5) Conc() diff RD t
0.358 1 0 0.0000 0.0000
0.358 2 0 0.0000 0.0000
0.359 3 0 0.0000 0.0000

Calibration type: 1st order
Force curve through zero: No
Start (): 1
End (): 3

A0: 0.3575
A1: 0.0005
R: 1.0000
R2: 1.0000

Samp No. / Name
1

Abs(628.5) Conc() Avg Cone [SD][CV] (%)
0.000 -715 LOW



Report Date: 10:23:10, 08/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator:
Comment-

Instrument
Model:

Serial Number:
ROM Version:

minyak+ekstrakl OOppm
14:20:13, 06/09/2004
Irman

UJI BILANGAN PEROKSIDA

U-2010 Spectrophotometer
0000-000

2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number of Wavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

628.5 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0 mm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(628.5) Conc() dlff RD t
0.400 1 111
0.399 2 2 2 0.0000
0.400 3 3 3 3

Calibration type:
Force curve through zero:
Start ():
End ():
A0:

A1:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.3996

0.0000

0.0000

0.0000

Samp No. / Name
1

Abs(628.5) Conc() Avg Cone [SD][CV] (%)
0.000 *****



Report Date: 10:59:25, 07/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator:
Comment:

Instrument
Model:

Serial Number-
ROM Version:

minyak+BHT 200ppm
14:26:54, 06/09/2004
Irman

uji bilangan peroksida

U-2010 Spectrophotometer
0000-000
2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number ofWavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

628.5 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0rnm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(628.5) Conc() diff RD t
°-295 1 -1 -356.69 -0.5774
0-297 2 2 713.37 1.1547
0-296 3 -1 -356.69 -0.5774

Calibration type:
Force curve through zero:
Start ():
End ():
A0:

A1:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.2947

0.0006

0.4799

0.2303

Samp No. / Name
1

Abs(628.5) Conc() Avg Cone [SD][CV] (%)
0.000 -491 LOW



Report Date: 10:24:51, 08/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator-
Comment.-

Instrument
Model:

Serial Number:
ROM Version:

minyak+ekstrak 50ppm
14:54:13, 06/12/2004
thoriq
UJI TBA

U-2010 Spectrophotometer
0000-000

2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number of Wavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

532.0 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0 mm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(532.0) Conc(ppm) diff RD t
0649 1 -0 -27.640 -0.5774
0.650 2 0 55.281 1.1547
°-650 3 -0 -27.640 -0.5774

Calibration type:
Force curve through zero:
Start (ppm):
End (ppm):
A0:

A1:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.6481

0.0007

0.9549

0.9119

Samp No. / Name
1

Abs(532.0) Conc(ppm) Avg Cone [SD][CV] (%)
0.021 -965 LOW



Report Date: 10:49:51, 07/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator:
Comment:

Instrument
Model:

Serial Number-
ROM Version:

minyak+BHT 10Oppm
15:14:31,06/12/2004
thoriq
UJI TBA

U-2010 Spectrophotometer
0000-000

2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number of Wavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

532.0 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0 mm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(532.0) Conc(ppm) diff RD t
0-500 1 0 66.676 0.5774
0-500 2 -1 -133.35 -1.1547
0-500 3 0 66.676 0.5774

Calibration type:
Force curve through zero:
Start (ppm):
End (ppm):
A0:

A1:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.5001

-0.0001

0.8660

0.7500

Samp No. / Name
1

Abs(532.0) Conc(ppm) Avg Cone [SD][CV] (%)
0.021 4790



Report Date: 10:50:46, 07/03/2004

Sample:
Run Date:

Operator:
Comment-

Instrument
Model:

Serial Number:
ROM Version:

minyak+BHT 200ppm
15:17:19,06/12/2004
thoriq
UJI TBA

U-2010 Spectrophotometer
0000-000
2550 01

Instrument Parameters
Measurement Type:
Data Mode:

Number ofWavelengths:
Wavelength 1:
Slit Width:

Lamp Change:
Baseline Correction:
Path Length:

Photometry
Abs

1

532.0 nm

2nm

340.0 nm

System
10.0 mm

Std No. / Name
1

2

3

Abs(532.0) Conc(ppm) diff RD t
0-424 1 -0 -35.788 -0.5774
0-423 2 0 71.576 1.1547
0423 3 -0 -35.788 -0.5774

Calibration type:
Force curve through zero:
Start (ppm):
End (ppm):
A0:

A1:

R:

R2:

1st order

No

1

3

0.4245

-0.0006

0.9672

0.9356

Samp No. / Name
1

Abs(532.0) Conc(ppm) Avg Cone [SD][CV] (%)
0.022 731



Lampiran 8

Tabel 1. Pengamatan absorbansi sampel dengan metode Bilangan peroksida
Sampej^ Konsentrasi

Kontrol
Absorbansi Bilangan Peroksida*

4.

6.

Ekstrak 50 ppm
Ekstrak 100 ppm
Ekstrak 200 ppm
BHT 50 ppm
BHT 100 ppm

_?• I BHT 200 ppm
Ket: * Relatif terhadap kontrol

0.757

0.661

0.400

0.341

0.358

0.335

0.296

465.156

428.724

327.560

304.704

311.293

302.379

287.264

Tabel 2. Pengamatan absorbansi sampel metode TBA

^ampd
1.

2.

3.

4.

5.

Konsentrasi

Kontrol

Ekstrak 50 ppm
Ekstrak 100 ppm
Ekstrak 200 ppm
BHT 50 ppm

_6^_ BHT 100 ppm
7.

Absorbansi
0.798

0.650

0.631

0.510

0.624

0.500

0.423BHT 200 ppm
Ket: *Relatif terhadap kontrol

% Penurunan Absorbansi*
ooo

18.54

20.92

36.09

21.80

37.34

46.99


