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PERBANDINGAN UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL
DAUN KELOR (Moringa oleifera) Dan EKSTRAK ETANOL BI1JI MAHONI
(Swietenia Macrophylla King) MENGGUNAKAN METODE DPPH

Winayu Nurlita Gayatri

Program Studi DIl Analisis Kimia FMIPA Universitas Islam Indonesia
JI. Kaliurang Km 14,5 Yogyakarta
Email : 18231073 @students.uii.ac.id

INTISARI

Telah dilakukan perbandingan uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
kelor dan ekstrak etanol biji mahoni dengan metode 2,2-diphenyl-1-Picrylhydrazyl
(DPPH). Tujuan penelitian ini, untuk menentukan aktivitas antioksidan mana yang
akan bekerja dengan efektif. Radikal bebas DPPH yang tersisa dari proses reduksi oleh
antioksidan akan menyebabkan perubahan warna dari ungu pekat menjadi kuning,
DPPH akan diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis double beam pada A 517nm.
Antikoksidan yang tekandung didalam ekstrak sampel akan dihitung sebagai
konsentrasi inhibisi atau sering disebut dengan 1C50. Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan , diperoleh nilai %rendemen pada masing masing ekstrak etanol daun
kelor dan ekstrak etanol biji mahoni sebesar 38,408% dan 20,356%, koefisien
determinasi (R?) sebesar 0,997,1C50 sebesar 3,63 ppm pada standar kuersetin, ekstrak
etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni memperoleh nilai lineritas pada kurva
inhibisi sebesar 0,7202 dan 0,7093 dengan nilai IC50 masing masing sebesar 6,0 ppm
dan 4,3 ppm yang berarti memiliki tingkat kekuatan antioksidan sangat kuat.

Kata Kunci : ekstrak etanol daun kelor, ekstrak etanol biji mahoni, DPPH
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Daun Kelor adalah tanaman hijau yang sering digunakan oleh masyarakat untuk
dijadikan bahan pangan dalam kehidupan sehari-hari. Daun kelor banyak dimanfaatkan
sebagai obat herbal untuk mengatasi berbagai macam penyakit seperti anti tumor, anti
inflmasi, anti karsigonenik dan juga antioksidan. Uji fitokimia daun kelor menunjukan
bahwa daun kelor mengandung flavonoid, saponin, tannin, steroid, triterpenoid,
alkaloid dan anatarquinin. Mahoni adalah tanaman yang sering digunakan manusia
untuk mengatasi berbagai macam penyakit sebagai obat tradisional. Biji mahoni dapat
digunakan secara signifikan untuk pengobatan. Biji mahoni mempunyai kandungan
kimia alkaloid, saponin dan flavonoid. Flavonoid ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak
etanol biji mahoni dapat berpotensi digunakan sebagai antioksidan.

Antioksidan adalah senyawa pemberi donor electron yang dapat menangkal atau
meredam radikal bebas. Radikal bebas didefinisikan sebagai atom atau molekul dengan
satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan dan bersifat tidak stabil, berumur
pendek, dan sangat reaktif untuk penarikan elektron molekul lain dalam tubuh untuk
mencapai stabilitas yang menyebabkan potensi kerusakan pada biomolekul dengan
merusak integritas lipid, protein, dan DNA yang mengarah pada peningkatan stres
oksidatif seperti penyakit diabetes mellitus, penyakit kardiovaskular, proses penuaan
dini, bahkan kanker (Phaniendra A, 2015) Untuk mencegah terjadinya radikal bebas,
diperlukan senyawa antioksidan untuk mentralkan, mengurangi dan menghambat
pembentukan radikan bebas baru didalam tubuh dengan menjadi pendonor elektron
untuk radikal bebas sehingga menjadi elektron bebas dalam radikal bebas menjadi
berpasangan dan menghentikan kerusakan dalam tubuh. Antioksidan alami dalam
tubuh berfungsi untuk menetralisirkan radikal bebas yang terbentuk akibat Polusi

udara, zat kimia, dan pembentukan radikal bebas lainnya.



Sumber antioksidan alami dapat ditemukan pada tanaman yang mengandung
flavonoid. Flavonoid termasuk kedalam golongan senyawa metabolit sekunder yang
banyak terdapat pada tumbuh-tumbuhan, terdistribusi secara luas pada bagian tanaman
yaitu pada batang, biji, daun,buah maupun akar. Flavonoid dapat mudah ditemukan
pada tumbuh-tumbuhan yang berada di lingkungan sekitar seperti biji mahoni dan daun
kelor, tumbuhan tersebut dapat dijadikan obat tradisional untuk menangkal radikal
bebas didalam tubuh. Berdasarkan hasil penelitian, kekuatan antioksidan di dalam daun

kelor segar memiliki antioksidan 7 kali lebih banyak ketimbang vitamin C.

Flavonoid merupakan golongan dari senyawa fenolik, salah satu turunan flavonoid
adalah kuersetin. Kuersetin dapat digunakan sebagai antioksidan 4 sampai 5 kali lebih
tinggi dari pada vitamin C. Ekstrak etanol biji mahoni dan ekstrak etanol daun kelor
memiliki potensi yang cukup besar sebagai antioksidan. Diantar ekstrak etanol biji
mahoni dan ekstrak etanol daun kelor tanaman mana yang memiliki antioksidan yang
lebih tinggi, maka akan dilakukan perbandingan uji antioksidan pada kedua sampel
tersebut. Metode yang akan digunakan untuk menentukan antioksidan digunakan
metode DPPH dengan menggunakan variasi konsentrasi lebih kecil. Metode DPPH
(2,2-diphenyl-1-Picrylhydrazyl) untuk mengevaluasi kemampuan menangkap radikal
bebas dari ekstrak tumbuhan. Menurut (Tukiran, 2020) Aktivitas antioksidan dengan
variasi konsentrasi 10 ppm sampai dengan 100 ppm pada ekstrak daun kelor tergolong
antioksidan sedang. Ekstrak etanol biji mahoni dapat memberikan aktivitas antioksidan
tanpa ada variasi konsentrasi. Kuersetine yang termasuk kedalam turunan flavonoid
akan digunakan sebagai standar, karena mampu menghambat radikal bebas.
Penangkapan Radikal bebas menyebabkan elektron menjadi berpasangan kemudian
menyebabkan penghilangan warna yang sebanding dengan jumlah elektron yang
diambil. Penggunaan metode DPPH dapat dilakukan dengan sederhana dan mudah,
DPPH memberikan serapan kuat pada panjang gelombang 517nm dengan warna ungu
pekat menggunakan spektrofotometer UV- Vis double beam.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah yang dapat diambil yaitu :

1. Bagaimana hasil pengujian antioksidan pada kuersetin dengan parameter lineritas,
presisi, akurasi dan konsentrasi inhibisi?

2. Bagaimana hasil pengujian dan perbandingan aktivitas antioksidan dari ekstrak
etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni dengan metode DPPH?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk :

1. Menentukan hasil pengujian antioksidan pada kuersetin dengan parameter
lineritas, presisi, akurasi dan konsentrasi inhibisi.

2. Menentukan hasil pengujian dan perbandingan aktivitas antioksidan yang ada
dalam ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni dengan metode
DPPH.

1.4 Manfaat

Penelitian ini bermanfaat untuk mengetahui metode analisis daun kelor dan biji
mahoni serta mengetahui seberapa besar kekuatan aktivitas antioksidan pada
perbandingan ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni. Hasil dari
nilai antioksidan kedua sampel dapat disimpulkan manakah antioksidan yang

paling efektif.



BAB |1
DASAR TEORI

2.1 Daun Kelor

Tanaman kelor (Moringan oleifera) dari famili Moringaceae adalah tanaman yang
dapat berumur panjang (perenial) terdapat di dataran rendah maupun dataran tinggi
(£1000 dpl). Kelor merupakan tanaman yang dapat beradaptasi dengan kondisi
lingkungan. Tanaman kelor dapat hidup di berbagai jenis tanah, tidak memerlukan
perawatan secara intensif, tahan terhadap musim kemarau sehingga mudah tumbuh
bahkan dalam kondisi ekstrim. Tanaman kelor memiliki beberapa julukan, antara lain
Tree for life, Amazing tree dan Miracle tree. Julukan ini berasal dari fakta bahwa
semua bagian pohon kelor, mulai dari daun, buah, biji, bunga, kulit kayu dan batang
hingga akar, memiliki manfaat yang luar biasa.

Kelor merupakan tanaman perdu dengan tinggi batang 7-11 meter. Batang kayu
getas (mudah patah), cabang jarang, tetapi mempunyai akar yang kuat. Daun majemuk,
bertangkai panjang, tersusun berseling (alternate), beranak daun gasal
(imparipinnatus), helai daun muda akan memiliki warna hijau muda, setelah dewasa
berwarna hijau tuas, berbentuk bulat telur, tipis lemas, ujung dan pangkal tumpul
(obtusus), tepi rata, susunan pertulangan menyirip, permukaan atas dan bawa halus.
Daun kelor akan dipsanen setelah tanaman tumbuh antara 1,5 sampai 2 meter. Pemanen
dilakukan dengan cara memerik batang daun dari cabang atau dengan memotong
cabangnya dengan jarak 20 sampai 40 cm diatas tanah.

Fitokimia kelor adalah tanin, steroid dan triterpenoid, flavonoid, saponin,
antarchinones dan alkaloid, yang merupakan senyawa antioksidan yang memberikan
perlindungan signifikan terhadap kerusakan oksidatif. Daun kelor kaya akan
antioksidan, dan beberapa senyawa fenolik aktif biologis utama adalah flavonoid,
seperti kuersetin dan camphorol. Kuersetin merupakan antioksidan yang sangat kuat,
efektivitasnya 4-5 kali lipat dari vitamin C dan vitamin E. Diketahui bahwa kedua zat

ini berpotensi sebagai antioksidan (Sutrisno, 2011). Kelor juga mengandung 46



antioksidan kuat lainnya, antara lain: vitamin A, vitamin C, vitamin E, vitamin K,
vitamin B (kolin), vitamin B1 (tiamin), vitamin B2 (riboflavin), vitamin B3 (niasin),
vitamin B6, alanin. a-karoten, arginin, B-karoten, f-sitosterol, kafein asam kuinat,
campesterol, karotenoid, klorofil, kromium, delta-5 -Avenasterol, delta-7-Avenasterol,
Glutathione, Histidin, Indole, Piruvat, Indole Asetilen, Leuferal, Minstat, Asam
Palmitat, Gliadin, Prolin, Kuersetin, Rutin, selenium, rhein, tryptophan, xanthine,
lutein, zein, zeaxanthin, zinc (Kurniasih, 2013)

Kelor (Moringan oleifera) memiliki manfaat sebagai antioksidan. Aktivitas
antioksidan dari kelor (Moringan oleifera) terutama karena adanya senyawa flavonoid.
Flavonoid ditemukan dalam jumlah paling banyak. Flavonoid merupakan tanaman
metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman hijau, kecuali alga. Flavonoid memiliki
manfaat untuk tubuh sebagai peningkatan efektivitas vitamin C, melindungi struktur
sel, antiinflamasi dan antibiotik.

2.2 Biji Mahoni

Tanaman mahoni (Swietenia mahagoni) dari family Meliaceae adalah tanaman yang
berasal dari hindia barat, memiliki tinggi 5-25 meter, memiliki akar tunggang,
berbatang bulat, banyak cabang dan kayu bergetah. Daun pohon mahoni termasuk daun
menyirip genap dapat mencapai panjang 3-15 cm, helaian daun berbentuk bulat telur,
ujung dan pangkalnya runcing, tepi daun rata, daun yang masih muda berwarna merah
dan lama- kelamaan akan berwarna hijau. Biji mahoni terdapat didalam buah mahoni,
buah mahoni berbentuk kotak,bulat telur, berlekuk lima, dan bewarna coklat. Biji
Mahoni memliki bentuk pipih dan berwarna hitam atau cokelat. Tanaman mahoni
(Swietenia macrophylla King) telah digunakan di Asia dan banyak negara atau wilayah
lain untuk mengobati berbagai penyakit, termasuk efek antibakteri, anti-inflamasi, anti-
oksidan, anti-mutasi, kanker, tumor dan anti-diabetes. Digunakan untuk mengobati
berbagai penyakit manusia.

Buah dari tanaman mahoni ini digunakan secara komersial sebagai produk obat

untuk meningkatkan sirkulasi darah dan perawatan kulit. Biji mahoni dapat digunakan



secara signifikan untuk pengobatan, biji mahoni secara tradisional digunakan untuk
mengobati tekanan darah tinggi, diabetes, dan agen anti-inflamasi. Di Indonesia, biji
mahoni digunakan dalam pengobatan tradisional untuk mengobati diabetes, hipertensi
dan malaria. Komposisi kimia mahoni dipengaruhi oleh iklim serta habitat masing-
masing mahoni.

Penelitian yang telah dilakukan oleh (Hartati dkk,2013) etanol 100% adalah jenis
pelarut ektsraksi yang paling efektif dalam proses ektsraksi. Kandungan fenol pada biji
mahoni berfungsi sebagai aktivitas antioksidan. Fenol dan seyawa polifenol seperti
flavonoid berperan sebagai antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya
atau melalui kemampuannya mengkelat logam, berada dalam bentuk glukosida
(mengandung rantai samping glukosa). Flavon, flavonol,dan antosianidin adalah jenis
yang banyak ditemukan di alam sehingga sering disebut sebagai flavonoid utama.

2.3 Kuersetin

Kuersetin adalah turunan flavonoid, berasal dari flavonoid yang merupakan
antioksidan polifenol alami. Kuersetin adalah glikosida alami dan mudah dihidrolisis.
Kuersetin aglikon dibentuk oleh hidrolisis glikosida yang membuat kuersetin memiliki
aktivitas antioksidan sekitar dua kali lebih tinggi dibandingkan dengan turunan
flavonoid yang lain. Kuersetin banyak digunakan dan mudah diekstraksi, dipisahkan,
dan diidentifikasi. Biasanya ditemukan dalam sayuran dan buah-buahan dan dibentuk
dalam bentuk glikosida dan polifenol. Flavonoid seperti kuersetin (terutama dalam
bentuk glikosida kuersetin) adalah molekul flavonoid yang paling melimpah dan
banyak ditemukan pada tumbuhan seperti biji-bijian, kacang-kacangan, bunga, kulit

kayu dan daun.



2.4 Antioksidan

Antioksidan secara kimia adalah senyawa pemberi donor (electron donor). Secara
biologis, antioksidan adalah senyawa yang dapat menangkal atau meredam dampak
negative antioksidan. Antioksidan adalah senyawa dengan konsentrasi rendah yang
secara signifikan dapat menghambat atau mencegah oksidasi substrat dalam reaksi
berantai (Halliwell, 2004). Antioksidan dapat melindungi sel dari molekul yang tidak
stabil atau radikal bebas. Molekul radikal bebas sehingga dapat menstabilkan radikal
bebas dan menghentikan reaksi berantai. Antioksidan akan mendonorkan satu
elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa
oksidan tersebut dapat dihambat. (Winarti, 2010)

Antioksidan digunakan sebagai tubuh untuk melindungi tubuh dari serangan
radikal bebas. Didalam tubuh manusia cadangan antioksidan tidak cukup memiliki
jumlah berlebih, sehingga apabila terbentuk radikal maka tubuh membutuhkan
antioksidan eksogen. antioksidan merupakan agen yang dapat membatasi efek dari
reaksi oksidasi dalam tubuh. Secara langsung efek yang diberikan oleh antioksidan
dalam tubuh, yaitu dengan mereduksi radikal bebas dalam tubuh, dan secara tidak
langsung, yaitu dengan mencegah terjadinya pembentukan radikal. (Wildman, 2001)
Fungsi utama dari antioksidan adalah untuk memperkecil terjadinya proses oksidasi
baik dalam makanan maupun dalam tubuh.

Berbagai jenis tanaman merupakan sumber antioksidan, dan dapat ditemukan
dalam berbagai jenis sayuran, buah-buahan segar, berbagai jenis tanaman dan
rempah-rempah (Kuncahyo & Sunardi, 2007). Fungsi antioksidan alami antara lain
reduktor, pereduksi produksi singlet oksigen, penangkal radikal bebas dan agen
pengkhelat logam (Sidik, 1997). Antioksidan alami dibagi menjadi enzim dan
vitamin. Antioksidan tumbuhan adalah polifenol atau senyawa fenolik, flavonoid, dan

asam sinamat (Madhavi, 1996)



2.5 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan salah satu bentuk sanyawa oksigen reaktif, yang secara
umum diketahui sebagai senyawa yang memiliki electron yang tidak berpasangan.
Radikal bebas dapat bermuatan positif (kation), bermuatan negatif (anion) atau tidak
bermuatan (netral). Radikal bebas adalah atom, molekul, atau senyawa yang dapat
berdiri sendiri yang mempunyai electron tidak berpasangan, oleh karna itu bersifat
sangat reaktif dan tidak stabil. Tercapainya kestabilan atom atau molekul, radikal
bebas bereaksi dengan molekul sekitarnya membentuk pasangan. Elektron yang tidak
memiliki pasangan akan berusaha mecari pasangan baru, sehingga mudah bereaksi
dengan zat lain (protein,lemak dan DNA) didalam tubuh.

Tubuh manusia mengandung molekul oksigen yang stabil dan tidak stabil.
Molekul oksigen yang stabil sangat penting untuk mempertahankan kehidupan sel.
Radikal bebas dalam jumlah tertentu sangat penting untuk kesehatan, tetapi radikal
bebas berbahaya dan sangat berbahaya. Tubuh membutuhkan radikal bebas dalam
jumlah tertentu untuk melawan peradangan, membunuh bakteri, dan mengatur
ketegangan organ dan otot polos pembuluh darah (Giriwijoyo, 2004). Radikal bebas
dapat terbentuk ketika komponen makanan diubah menjadi bentuk energi melalui
proses metabolisme. Kondisi ini menyebabkan mudah sekali terbentuk radikal bebas
seperti anion superoksida,dan hidroksil. Proses metabolisme ini, sering kali terjadi
kebocoran elektron. Radikal bebas juga dapat dibentuk oleh senyawa lain, senyawa
ini bukan radikal bebas, tetapi mudah diubah menjadi radikal bebas, seperti H2O5.

Radikal bebas sangat reaktif. Hal ini terlihat dari sifatnya yang menarik atau
menyerang elektron. Radikal bebas juga dapat mengubah molekul menjadi radikal
bebas. Kesamaan antara radikal bebas dan oksigen adalah bahwa secara aktif menarik
elektron di sekitarnya. Karena karakteristik ini, radikal bebas dianggap sebagai
oksidan. Namun, tidak semua oksidan adalah radikal bebas. Radikal bebas lebih
berbahaya daripada oksidan non-radikal. Hal ini disebabkan oleh tingginya reaktivitas

senyawa radikal bebas tersebut, yang kemudian membantu pembentukan radikal



bebas baru. Ketika senyawa radikal bebas baru bertemu dengan molekul lain, molekul
baru terbentuk, dan prosesnya berlanjut. Ketika antioksidan kompleks melemahkan
reaktivitas, reaksi akan berlanjut dan berhenti Sumber radikal bebas dapat berasal dari
proses metabolisme in vivo (endogen) dan in vitro (eksogen). Proses metabolisme
protein, karbohidrat, lemak, Inflamasi, besi dan logam transisi dalam tubuh termasuk
dalam radikal bebas endogen. Radikal bebas eksogen antara lain asap rokok, polusi,
radiasi, sinar ultraviolet, obat-obatan, pestisida, limbah industri dan ozon (Wolf,
2002).

2.6 Metode DPPH
Pengujian aktivitas senyawa antioksidan dapat dilakukan dengan metode 2,2-

diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH). Senyawa yang mengandung antioksidan
direaksikan dengan reagen DPPH akan dikur dengan menggunakan spektrofotometri
UV-Vis double beam (Prakash, 2001) dengan mengamati penurunan absorbansi.
Terjadinya penurunan absorbansi disebabkan karena reduksi radikal oleh antioksidan
(Yu L, 2002). DPPH adalah radikal bebas nitrogen organik berwarna ungu tua, stabil
pada suhu kamar. Metode ini pertama kali diperkenalkan oleh Brandwilliams.

Senyawa DPPH (2,2-diphenyl-1-Picrylhydrazyl) menerima elektron atau hidrogen
untuk membentuk molekul yang stabil. Metode DPPH dapat digunakan untuk
megukur aktivitas antioksidan suatu sampel pelarut nonpolar dan polar. DPPH banyak
digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan dari ekstrak tertentu atau bahan alami
untuk mengevaluasi kemampuan antioksidan dalam meredam radikal bebas.
Antioksidan dan DPPH menetralkan sifat radikal bebas DPPH melalui interaksi
elektron atau radikal hidrogen pada DPPH. Radikal DPPH adalah senyawa organik
yang mengandung nitrogen tidak stabil, yang memiliki daya serap kuat pada panjang
gelombang 517 nm dan berwarna ungu tua. Reaksi reduksi akan terjadi antara reagen
DPPH dan senyawa antioksidan. Senyawa yang mengandung antioksidan mereduksi
radikal DPPH.
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Gambar 2.2 Reaksi DPPH dengan antioksidan

Elektron pada senyawa antioksidan akan diberikan kepada electron tidak
berpasangan pada radikal bebas DPPH. Perubahan warna menandakan bahwa
antioksidan berhasil menangkap radikal bebas, Warna ungu tua dari radikal bebas
DPPH akan berubah menjadi warna kuning pada saat bereaksi dengan senyawa
antioksidan. Perubahan warna ini dapat diukur dengan spektrofotometer dan
dibandingkan dengan konsentrasinya (Reynertson, 2007) Alasan metode DPPH
banyak digunakan yaitu mudah, sederhana, cepat dan hanya memerlukan sampel yang
sedikit (Prakash, 2001)

2.7 Spektrofotometer UV- Vis Double Beam

Spektrofotometer UV- Vis Double Beam adalah instrumen yang digunakan untuk
mengukur serapan cahaya dengan melewatkan cahaya pada panjang gelombang daerah
ultraviolet (200nm-350nm) dan Visible (350 nm-800nm) oleh suatu senyawa tertentu
melalui objek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet. Sebagian cahaya diserap, sisanya
dilewatkan. Penyerapan cahaya yang diserap berbanding lurus dengan konsentrasi
larutan di dalam kuvet.

Spektrofotometer UV-Vis adalah alat analisis sampel, yang menggunakan
prinsip penyerapan radiasi elektromagnetik oleh bahan untuk panjang gelombang sinar
UV sampai dengan sinar tampak. Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk
mengetahui kandungan zat organik/anorganik dalam larutan. (S & Cummings, 1994).
Spektrofotometer UV-Vis dapat menganalisis sampel dengan baik apabila pelarut yang

di gunakan tepat, syarat pelarut yang dapat di gunakan dalam spektrofotometer UV-
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Vis yaitu, pelarut dapat melarutkan zat organic/anorganik didalam sampel, pelarut
tidak dapat menyerap sinar yang digunakan, pelarut tidak bereaksi dengan zat yang
didalamnya.

Pengukuran spektrofotometri menggunakan spektrofotometer melibatkan energi
elektron yang relatif tinggi dalam molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometer
UV-Vis digunakan untuk analisis kuantitatif daripada kualitatif. Spektrum UV-Vis
sangat berguna untuk pengukuran kuantitatif. Konsentrasi analit dalam larutan dapat
ditentukan dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tertentu dengan
menggunakan hukum Lambert-Beer (Rohman, 2007). Spektrofotometer memiliki
berkas ganda, sehingga tidak perlu beralih antara Blanko dan sampel saat mengukur

absorbansi (Suhartati, 2013)

2.8 Parameter Uji Aktivitas Antioksidan
2.8.1 Lineritas

Linieritas merupakan kemampuan suatu metode analisis untuk memperoleh
hasil pengujian yang sebanding dengan konsentrasi analit yang ada dalam sampel pada
rentang konsentrasi tertentu. Rentang metode pernyataan batas minimum dan
maximum dapat ditetapkan dengan akurasi, presisi dan linieritas yang dapat diterima.
Kurva kalibrasi diambil dari sekumpulan larutan standar yang berbeda konsentrasinya
(Ermer & Miller, 2005) Linieritas dapat diukur dengan mengukur pada konsentrasi
yang berbeda. Absorbansi yang diperoleh selanjutnya diproses dengan metode kuadrat
terkecil, untuk selanjutnya dapat ditentukan nilai kemiringan (slope), intersep, dan
koefisien korelasinya

Linieritas dapat ditentukan dari kurva kalibrasi yang menunjukkan hubungan
antara reaksi dan konsentrasi analit dalam deret larutan standar dan regresi dapat
ditentukan dari kurva kalibrasi. Persamaan regresi linear berupa persamaan y=bx+a,
dimana x adalah konsentrasi, y adalah respon, a adalah intersep, y yang sebenarnya dan
b adalah kemiringan yang sebenarnya. Tujuan dari regresi ini adalah untuk
mendapatakan estimasi terbaik dari slope dan intersep y sehingga akan mengurangi

residual error, yaitu selisih antara hasil uji dan nilai prediksi persamaan regresi linier
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(Harvey, 2000).Koefisien korelasi r digunakan sebagai parameter ada atau tidaknya
hubungan linier dalam analisis regresi linier. Ketika b adalah 0 dan r adalah +1 atau -

1,tergantung pad aarah garis, maka hubungan linier akan dikatakan sempurna.
2.8.2. Presisi

Presisi adalah ukuran keakuratan hasil analisis yang diperoleh dari serangkaian
pengukuran konsentrasi berulang dari larutan yang sama. Hal ini mencerminkan
kesalahan acak dalam metode ini. Dua kondisi umum untuk akurasi pengukuran adalah
reproduksi atau berulang. Presisi biasanya diukur sebagai koefisien variasi atau standar
deviasi relatif dari hasil analisis yang diperoleh dari standar kontrol kualitas yang
dikembangkan secara independen. Definisi akurasi dapat dibagi menjadi tiga kategori,
yaitu repeatability (Keterulangan) adalah tingkat akurasi yang ditentukan oleh analis
yang menggunakan peralatan di laboratorium yang sama dan dilakukan pada hari yang
sama. Intermediate Precision (Presisi antara) adalah presisi dalam kondisi
eksperimental dimana laboratorium yang digunakan sama dengan menggunakan analis,
peralatan, reagen, dan kolom yang berbeda, dan reproducibility (Ketertiruan) adalah
akurasi hasil yang dapat diperoleh di laboratorium lain untuk memeriksa apakah
metode memberikan hasil yang sama dilaboratorium yang berbeda. (Yuwono M, 2005)
2.8.3. Akurasi

Akurasi adalah parameter yang mengukur seberapa dekat hasil pengujian dengan
kandungan analit yang sebenarnya. Akurasi dinyatakan sebagai persentase perolehan
kembali analit yang ditambahkan. Keakuratan hasil analisis sangat tergantung pada
distribusi kesalahan yang sistematis di semua tahap analisis. Akurasi adalah ketepatan
analisis metode atau kedekatan antara nilai yang diukur dan nilai yang diterima, dapat
berupa nilai konvensional, nilai aktual, atau nilai referensi. Akurasi diukur dengan
menambahkan jumlah analit yang diperoleh kembali selama pengukuran sampel. Saat
menguji obat, akurasi dicapai dengan membandingkan hasil pengukuran dengan bahan
acuan standar Ada tiga cara untuk menentukan keakuratan metode analisis yaitu,

membandingkan hasil analisis dengan CRM (Certified Reference Material) organisasi
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internasional, masukkan analit ke dalam matriks kosong (plasebo dengan radiografi)
atau sering disebut uji peroleh kembali dan standar ditambahkan ke matriks sampel

yang berisi analit (metode adisi standar).
2.8.4. Konsentrasi Inhibsi (1C50)

Konsentrasi inhibisi atau 1Cso sering digunakan untuk menunjukan aktivitas
suatu antioksidan. Konsentrasi inhibisi adalah konsentrasi suatu senyawa antioksidan
yang dapat menghambat 50% radikal bebas DPPH kehilangan karakter radikal
(Windono, 2001). ICso dapat ditentukan dengan menghitung persen inhibisi. Persen
inhibisi adalah perbandingan antara selisih absorbansi blanko dan absorbansi sampel
dengan absorbansi blanko. Semakin tinggi nilai ICso semakin lemah aktivitas
antioksidannya, begitupun sebaliknya. Semakin kecil nilai 1Cso semakin kuat ativitas

antioksidannya.
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BAB Il
METODOLOGI

3.1 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel daun kelor diambil
dari pohon kelor secara langsung, biji Mahoni diperoleh dari pasar bringharjo,
Etanol pro analisis merek dari Merck, Kuersetin merek dari Sigma, 2,2- Difenil-
1-Pikrilhidrazil (DPPH) merek dari Himedia, Kertas Saring diperoleh dari Toko
Kimia Progo Mulyo, Plastik warp dan Aluminium foil diperoleh dari Toko Plastik.

3.2 Alat
Alat yang digunakan adalah Spektrofotometri UV-VIS Double Beam Hitachi
UH5300 , Neraca Analitik Ohaus, Labu Ukur 5mL, 10mL dan 25mL, Erlenmeyer
250mL, Gelas piala 100mL, Pipet ukur 1 mL dan 5mL,Tabung Reaksi, Kaca arloji,
Kuvet, Spatula,Pengaduk Kaca, Cawan Porselin, dan Hot Plate Cimarec Thermo

Fisher Scientific.
3.3 Prosedur Kerja

3.3.1 Preparasi sampel
Sampel dicuci hingga bersih, dikeringkan dibawah matahari dengan ditutupi
kain warna hitam. Sampel dihaluskan dengan penghalus sampai menjadi serbuk
kemudian diayak,menggunakan pengayak. Proses Maserasi dilakukan selama 7
hari dengan perbandingan sampel dan pelarut 1 : 10. Sampel diambil masing-
masing 5 gram dan ditambahkan 50 mL etanol, disimpan dalam botol gelap. Hasil
maserasi disaring dengan kertas saring sampai mendapatkan filter dan residu.
Filtrat yang di dapat di panaskan hingga pelarut menguap menggunakan Hot Plate.
3.3.2 Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
2,2- Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) ditimbang 1 mg kemudian dimasukkan
kedalam labu ukur 25mL ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas dan

dihomogenkan. Labu ukur kemudian di bungkus dengan aluminium foil.



3.3.3 Pembuatan Larutan Kuersetin 100 ppm
Kuersetin ditimbang 0,5 mg dimasukkan kedalam labu ukur 5mL kemudian

ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas lalu di homogenkan.

3.3.4 Pembuatan Larutan Ekstrak etanol daun kelor 100 ppm
Ekstrak etanol daun kelor ditimbang sebanyak 0,5 mg dimasukkan kedalam
labu ukur 5mL kemudian dilarutkan dengan etanol p.a sampai tanda batas lalu
dihomogenkan.

3.3.5 Pembuatan Larutan Ekstrak etanol biji mahoni 100 ppm
Ekstrak etanol biji mahoni ditimbang sebanyak 0,5 mg dimasukkan kedalam
labu ukur 5mL kemudian dilarutkan dengan etanol p.a sampai tanda batas lalu

dihomogenkan

3.3.6 Uji aktivitas Antioksidan

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,1mM 3mL dimasukkan kedalam kuvet. Ukur serapannya
pada panjang gelombang antara 517 nm.
Larutan Pembanding Kuersetine

Larutan pembanding Kuersetine 100 ppm dipipet sebanyak 0,3ml; 0,4mL;
0,5mL; 0,6mL dan 0,7 mL, masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 5mL
ditambahkan dengan etanol p.a hingga tanda batas. Konsentrasi yang didapat
adalah 6ppm; 8ppm; 10ppm; 12ppm dan 14ppm. Dipipet larutan DPPH 0,1 mM
sebanyak 1mL dimasukkan kedalam tabung reaksi. Ditambahkan 2mL masing-
masing larutan konsentrasi, lalu di homogenkan. Didiamkan selama 30 menit lalu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517nm dengan pengulangan 3
kali pembacaan pada setiap konsentrasi.
Ekstrak etanol daun kelor

Larutan Ekstrak etanol daun kelor 100 ppm dipipet sebanyak 0,3ml; 0,4mL;
0,5mL; 0,6mL dan 0,7 mL, masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 5mL

ditambahkan dengan etanol p.a hingga tanda batas. Konsentrasi yang didapat
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adalah 6ppm; 8ppm; 10ppm; 12ppm dan 14ppm. Dipipet larutan DPPH 0,1 mM
sebanyak 1mL dimasukkan kedalam tabung reaksi. Ditambahkan 2mL masing-
masing larutan konsentrasi, lalu di homogenkan. Didiamkan selama 30 menit lalu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517nm dengan pengulangan 3
kali pembacaan pada setiap konsentrasi.
Ekstrak etanol biji mahoni

Larutan Ekstrak etanol biji mahoni 100 ppm dipipet sebanyak 0,3ml;
0,4mL; 0,5mL; 0,6mL dan 0,7 mL, masing-masing dimasukkan kedalam labu
ukur 5mL ditambahkan dengan etanol p.a hingga tanda batas. Konsentrasi yang
didapat adalah 6ppm; 8ppm; 10ppm; 12ppm dan 14ppm. Dipipet larutan DPPH
0,1 mM sebanyak 1mL dimasukkan kedalam tabung reaksi. Ditambahkan 2mL
masing- masing larutan konsentrasi, lalu di homogenkan. Didiamkan selama 30
menit lalu diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517nm dengan

pengulangan 3 kali pembacaan pada setiap konsentrasi.

3.3.7 Penentuan Presisi
Larutan Kuersetin 100 ppm dipipet sebanyak 2,5mL dimasukkan kedalam labu

ukur 25mL ditambah etanol p.a sampai tanda batas. Konsentrasi yang didapat 10 ppm.
Presisi dibuat sebanyak 7 kali pengulangan. Setiap tabung reaksi dipipet sebanyak 2
mL kuersetin 10 ppm ditambah 1 mL DPPH. Didiamkan selama 30 menit, diukur pada
panjang gelombang 517 nm.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Perbandingan Aktivitas Antioksidan

Uji Aktivitas Antioksidan menggunakan radikal bebas DPPH sering digunakan
sebagai metode yang dapat digunakan untuk menentukan suatu potensi antioksidan
dalam sebuah sampel yang mengandung flavonoid. Secara sederhana uji aktivitas
dilakukan dengan mengekstrak tanaman yang akan digunakan. Ekstraksi dilakukan
dengan metode maserasi, dimana pelarut akan berdifusi kedalam dinding sel tanaman
yang mengandung senyawa aktif. Sampel akan dihaluskan, dengan tujuan
memperbesar luas permukaan dan memperkecil ukuran sampel sehingga proses
ektraksi berjalan efektif. Sampel di maserasi dengan pelarut etanol, perbandingan
antara sampel dan pelarut adalah 1 : 10. Rendemen ekstrak kental yang diperoleh dari
5gram sampel kering adalah 38,408 % untuk daun kelor dan 20,356 % untuk biji
mahoni. Hasil ekstraksi masing masing sampel diuji aktivitas antioksidannya dengan
mengukur serapan radikal DPPH. Pengujian antioksidan menggunakan metode DPPH
memiliki prinsip radikal bebas DPPH akan menangkap hidrogen dari senyawa
antioksidan dengan mengetahui dari perubahan warna yang terjadi yaitu dari warna
ungu pekat menjadi kuning. Radikal bebas DPPH yang telah habis bereaksi akan di
ukur menggunakan Spektrofotometer UV- Vis Double Beam pada panjang gelombang
517 nm.



Abrs

Gambar 4.1 Panjang Gelombang DPPH

Pengukuran panjang gelombang dilakukan dengan blanko, dimana blanko
hanya berisi 3mL DPPH. Panjang gelombang yang terukuran pada pengujian ini 517
nm, yang berarti panjang gelombang sudah sesuai dengan literature. Panjang
gelombang yang sudah diperoleh akan digunakan untuk menguji standar dan sampel.
Perbandingan uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan 5 variasi konsentrasi yaitu
6,00; 8,00; 10,00; 12,00 dan 14,00 ppm.

4.1.1 Lineritas Kurva Kalibrasi Standar

Lineritas digunakan pada perbandingan metode ini bertujuan untuk
membuktikan bahwa analit standar kuersetin dapat menghambat radikal bebas (DPPH).
Uji lineritas dapat ditentukan dengan cara membuat kurva kalibrasi antara konsentrasi
larutan standar dengan absorbansi analit. Konsentrasi larutan standar yang dibuat pada
percobaan ini adalah 6,00; 8,00; 10,00; 12,00; dan 14,00 ppm. Pembacaan Absorbansi
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. Hasil pengujian larutan standar kuersetin

menggunakan spektrofotometer UV- VIS double beam dapat dilihat pada Tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Hasil Pengujian Larutan Standar Kuersetine
Konsentrasi Absorbansi

L arutan Absorbansi
ppm! 1 2 3 Rerata
6 0,037 0,037 0,037 0,037
8 0,031 0,032 0,031 0,031
10 0,026 0,026 0,026 0,026
12 0,022 0,022 0,022 0,022
14 0,017 0,017 0,017 0,017

Hasil Pengujian Standar menunjukan bahwa semakin besar nilai konsentrasi
larutan standar yang digunakan maka absorbansi dari DPPH akan mengalami
penurunan. Hal ini menunjukan adanya hubungan antara konsentrasi larutan standar
kuersetin dengan DPPH . Koefisien determinasi yang diperoleh dari kurva kalibrasi
dimana sumbu x adalah konsentrasi dan y adalah absorbansi larutan standar memenuhi

syarat keberterimaan. Grafik dapat dilihat pada Gambar 4.1
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Gambar 4.2 Kurva Kalibrasi Larutan Standar Kuersetin

Kurva kalibrasi menunjukan nilai regresi linier yaitu y = -0,0025x + 0,0513.
Koefisien determinasi (R?) yang di peroleh yaitu 0.997 dimana syarat keberterimaan
koefisien determinasi yang baik yaitu > 0,997. Hal ini menunjukan adanya hubungan
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yang linier antara konsentrasi larutan standar kuersetine dengan DPPH. Linieritas

dapat dikatakan baik dan memenuhi syarat keberterimaan.

4.1.2 Presisi

Presisi yang dilakukan pada penelitian ini adalah mengulangan pembuatan
larutan sebanyak 7 kali dengan konsentrasi larutan dan perlakuan penambahan reagen
yang sama kemudian akan dibaca menggunakan spektrofotometer UV- Vis double
beam. Presisi digunakan sebagai ukuran kedekatan antara hasil pengukuran satu
dengan pengukuran yang lain. Nilai % RSD atau Relative Standard Deviasion
diperoleh dari nilai simpangan baku (SD) dibagi dengan nilai rata- rata pengulangan
dikalikan 100. Syarat Keberterimaan %RSD yang baik <2%, yang berarti semakin kecil
nilai presisi maka semakin baik. Pengukuran presisi mengunakan standar kuersetin
karena senyawa kuersetin lebih stabil ketimbang ekstrak dari sampel, ekstrak sampel
bersifat ekstrak kasar yang kurang stabil. Presisi pengulangan 7 kali dengan konsentrasi

larutan kuersetine 10 ppm menghasilkan data sebagai berikut.

Tabel 4.2 Hasil Uji Presisi Kuersetin

Pengulangan Konsentrasi larutan kuersetin (ppm)

1 12,2973

2 12,2973

3 13,1081

4 13,5135

5 13,3784

6 12,9730

7 12,1622

Rata rata 12,8185

SD 0,5180
%RSD 4,04
%CV Horwitz 10,90
2/3 %CV Horwitz 7,27
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Hasil uji presisi yang dapat dilihat pada Tabel 4.2, menunjukan nilai RSD
sebesar 4,04 %. Nilai RSD yang diperoleh harus dibandingkan dengan CV Horwitz
karena nilai RSD yang diperoleh lebih dari syarat yang ditentukan yaitu 2%. Nilai CV
Horwitz yang diperoleh sebesar 10,90% dengan nilai 2/3 CV Horwitz sebesar 7,27%,
hal ini membuktikan bahwa nilai CV Horwitz dan 2/3 CV Horwitz lebih besar dari
nilai RSD. Presisi yang telah dilakukan dapat dikatakan baik dan memenuhi syarat

keberterimaan.

4.1.3 Akurasi

Akurasi merupakan metode yang digunakan untuk menentukan derajat
kedekatan antara hasil sebenarnya dengan hasil analisis. Recovery sering digunakan
untuk menyatakan nilai akurasi. Menurut (Affairs, 2014) Recovery yang dapat
digunakan pada obat untuk manusia antara 70% sampai dengan 130%. Penelitian ini
menggunakan standar kuersetin dengan pengulangan 7 kali. Hasil nilai akurasi yang
diperoleh dapat dilihat pada Tabel berikut.

Table 4.3 Hasil Uji Akurasi Kuersetin

Pengulangan Konsentrasi larutan kuersetin (ppm)

1 12,2973

2 12,2973

3 13,1081

4 13,5135

5 13,3784

6 12,9730

7 12,1622

Rata rata 12,8185
% Trueness 128,19
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Hasil uji akurasi yang dapat dilihat pada Tabel 4.3, menunjukan nilai %
trueness sebesar 128,19%. Nilai % trueness diperoleh dari nilai rata-rata pengulangan
dibandingkan dengan nilai sebenarnya. Yang mana, nilai sebenarnya yang digunakan
pada pengujian akurasi menggunakan standar kuersetin 10 ppm. Nilai %trueness yang
diperoleh masih masuk dalam syarat keberterimaan yang telah ditetapkan. Akurasi

dapat dikatakan baik dan memenuhi syarat keberterimaan.

4.1.4 Konsentrasi Inhibsi (1Cso)

Hasil uji aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daun kelor dan biji mahoni
dengan menggunakan 5 variasi konsentrasi setiap sampel yaitu 6,00; 8,00; 10,00; 12,00
dan 14,00 ppm yang diukur pada panjang gelombang 517 nm. Hasil persen inhibisi dari
standar kuersetin dan sampel dapat dilihat dalam Tabel 4.3

Tabel 4.4 Hasil Persen Inhibisi

Konsentrasi larutan % | Kuersetin % I Biji_ %1 Kelor
(ppm) Mahoni

0 0 0 0

6 96,74 87,40 72,25
8 97,24 90,48 73,57
10 97,71 90,57 73,92
12 98,06 91,13 74,51
14 98,50 91,86 77,00

Persen inhibisi diperoleh dari selisih absorbansi blanko dengan absorbansi
sampel. Semakin besarnya nilai konsentrasi ekstrak sampel, maka nilai absorbansi akan
semakin kecil dan berbanding terbalik dengan nilai inhibisi yang semakin besar. Persen
inhibisi dihitung untuk menentukan persentasi hambatan dari ekstrak sampel terhadap
radikal bebas DPPH. Konsentrasi larutan standar kuersetin, ekstrak etanol biji mahoni
dan daun ekstrak kelor dengan persen inhibisi (%) dibuat kurva hasil uji antioksidan.

Kurva dapat didilihat pada Gambar 4.2 sampai Gambar 4.4.
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Gambar 4.3 Kurva Inhibisi Larutan Standar Kuersetin

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

%inhibisi

0 2 4 6 8 10 12 14 16
konsentrasi larutan ekstrak etanol biji mahoni (ppm)

Gambar 4.4 Kurva Inhibisi Ekstrak etanol biji mahoni
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Gambar 4.5 Kurva Inhibisi Ekstrak etanol daun kelor

Berdasarkan kurva persen inhibisi yang telah dibuat, didapatkan regresi linier
dalam setiap kurva. Persamaan regresi tersebut digunakan untuk mengitung
konsentrasi inhibisi. Konsentrasi inhibisi atau 1Cso digunakan untuk mengetahui
seberapa besar konsentrasi larutan senyawa yang mengandung antioksidan untuk dapat
menghambat 50% radikal bebas DPPH. Nilai 1Cso semakin kecil menandakan bahwa
senyawa antioksidan didalam sampel tersebut sangat kuat, dan sebaliknya. Semakin
besar nilai 1Csp maka antioksidan didalam sampel tersebut lemah. Tingkat kekuatan
antioksidan dengan metode DPPH dapat dilihat pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Tingkat Kekuatan Antioksidan (Syarif R A, 2008)

Nilai 1Cso Intensitas Antioksidan
< 50 ppm Sangat Kuat
50 - 100 ppm Kuat
100 — 250 ppm Sendang
250 ppm — 500 ppm Lemah

Persamaan regresi yang diperoleh dari kurva inhibisi larutan standar kuersetin
dengan persen inbisi yaitu y= 6,668+25,805. Sedangkan hasil regresi untuk ekstrak
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etanol biji mahoni y = 6.256x + 23.109 dan y = 5.1864x + 18.655 untuk ekstrak etanol
daun kelor. Persamaan regresi tersebut dapat menentukan konsentrasi inhibisi.
Konsentrasi inhibisi untuk standar kuersetin sebesar 3,63ppm. Konsentrasi ekstrak
etanol biji mahoni sebesar 4,3 ppm dan 6,0 ppm untuk ekstrak etanol daun kelor. Nilai
ICso dari ekstrak etanol biji mahoni dan ekstrak daun salam memiliki tingkat kekuatan
antioksidan tergolong kuat. Kuersetin juga masuk dalam tingkat kekuatan antioksidan
sangat kuat karena kuersetin yang digunakan adalah kuersetin yang sudah stabil.
Kuersetin digunakan sebagai standar karena kuersetin adalah turunan flavonoid yang
dapat digunakan sebagai antioksidan untuk menghambat radikal bebas DPPH.

120.000

100.000

80.000
60.000 B Kuersetin
M Biji Mahoni
40.000
Kelor

20.000

0.000

6 8 10 12 14

Konsentrasi larutan (ppm)

%inhibisi

Gambar 4.6 Grafik Perbandingan Aktivitas Antioksidan

Berdasarkan nilai ICso dari ekstrak etanol biji mahoni memiliki tingkat
kekuatan sangat kuat dibanding dengan daun kelor. Grafik diatas menunjukan bahwa
aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol biji mahoni jauh lebih efektif ketimbang
ekstrak etanol daun kelor. Ekstrak etanol biji mahoni diketahui mengandung saponin
dan flavonoid yang dapat menangkal radikal bebas. Flavonoid dapat bertindak sebagai
penghambat pernapasan yang kuat dan senyawa pereduksi yang baik, serta dapat
menghambat banyak reaksi oksidasi, termasuk reaksi enzimatik dan non-enzimatik.

Reaksi antara senyawa antioksidan dengan radikal bebas DPPH.
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Gambar 4.7 Reaksi antara DPPH dengan antioksidan (Windono, 2001)

Flavonoid berperan dalam transfer proton hidrogen atau elektron dari gugus
hidroksil flavonoid ke radikal bebas untuk menstabilkan senyawa radikal bebas dan
mencegah reaksi berantai. Semakin tinggi kandungan flavonoid dalam ekstrak etanol
biji mahoni, semakin tinggi pula efek antioksidannya. Antioksidan dapat melindungi

sel dari kerusakan yang disebabkan oleh molekul yang tidak stabil atau radikal bebas.

4.1.4 Uji Anova
Anova atau Analisis varians adalah teknik analisis statistik yang termasuk

dalam bagian dari statistik inferensi. Uji anova dibedakan menjadi dua yaitu anova satu
arah digunakan untuk menganalisis pada satu variabel terikat dan satu variabel bebas,
anova dua arah digunakan untuk menganalisis pada lebih dari satu variabel. Anova
berupa pengujian terhadap hipotesis atau pendugaan. Analisis varians adalah salah satu
dari metode analisis multivarian yang digunakan untuk membedakan rata-rata lebih
dari data dua kelompok dengan membandingkan varians akan terjadi perbedaan secara

signifikan atau tidak signifikan antar kelompok tersebut.

Perhitungan uji anova dilakukan dengan menghitung jumlah pengamatan total,
jumlah kuadrat total, jJumlah kuadrat perlakuan, jumlah kuadrat galat dan rataan kuadrat
galat dari persen inhibisi ektarak etanol daun kelor dan biji mahoni dengan menentukan
derajat kebebasan total. Hasil uji anova dapat dilihat pada Tabel 4.6
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Tabel 4.6 Hasil Anova: Two-Factor With Replication

S\‘};rric;i%fn SS df MS F P-value F crit
Sample 6360306 4 1590076 1554663 2,83E-49 2,689628
Columns 429535 2 2147675 2099844  643E-78 3,31583
Interaction 1375788 8  1,719735 1681,435 132E-37 2266163
Within 0030683 30  0,001023
Total 4372741 44

Ekstrak etanol daun kelor dan ektrak etanol biji mahoni dibandingkan rata rata
menggunakan uji anova dengan menentukan hipotesis. Ho atau hipotesis awal pada
rata-rata pengukuran 1Cso ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni tidak
ada perbedaan secara signifikan atau Ho : p1= p2. Hi atau hipotesis alternatif pada rata-
rata pengukuran 1Cso ekstrak etanol daun kelor dan ekstrak etanol biji mahoni berbeda
secara signifikan atau H; : p1# u2. Berdasarkan hasil uji analisis varians pada ekstrak
etanol biji mahoni dan ekstrak etanol daun kelor diperoleh nilai F hitung sebesar
15,9008. F tabel diperoleh dari distribusi F didasarkan pada nilai data kebebasan
sebesar 44 pada tingkat signifikasi (o) sebesar 5%, sehingga nilai F tabel yang
diperoleh sebesar 2,6896. Ho diterima dan Hi ditolak apabila F hitung < F tabel dan
sebaliknya Ho ditolak dan H; diterima apabila F hitung > F tabel. Hal tersebut
menunjukan hipotesis awal (Ho) ditolak dan hipotesis alternatif (Hi) diterima dengan

adanya perbedaan signifikan 1Csg antara ekstrak etanol daun kelor dan biji mahoni.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Hasil pengujian antioksidan pada kuersetin yang digunakan sebagai standar
menunjukan nilai koefisien determinasi (R?) sebesar 0,997 dan koefisien korelasi
(r) sebesar 0,998. Nilai Presisi (%RSD) 4,04% dengan CV Horwitz sebesar 10,90
%. Nilai %truenees sebesar 128,19%. Nilai kuersetin 1Cs0 3,63 ppm.

2. Hasil Perbandingan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun kelor dan
ekstrak etanol biji mahoni dengan metode DPPH memiliki nilai ICs sebesar 6,0
ppm dan 4,3 ppm. Uji Anova pada ekstrak etanol biji mahoni dan ekstrak etanol
daun kelor F hitung > F tabel yang berarti adanya perbedaan signifikan antara
kedua sampel tersebut. Kedua sampel tersebut berpotensi dapat digunakan sebagai
antioksidan alami dan memiliki tingkat antioksidan yang kuat. Akan tetapi, ekstrak
etanol biji mahoni memiliki nilai ICso yang lebih kecil dibanding dengan ekstrak
etanol daun kelor, yang berarti bahwa ekstrak etanol biji mahoni bekerja lebih

efektif sebagai antioksidan dalam menghambat radikan bebas DPPH.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil perbandingan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun

kelor dan ekstrak etanol biji mahoni dengan metode DPPH, disarankan tidak
menggunakan ekstrak kasar, sehingga tidak terlalu banyak pengotor atau gangguan
dalam pengujian. Konsentrasi larutan dalam pengujian akan lebih baik apabila
konsentrasi bernilai kecil seperti 1,2,3,4 dan 5 ppm.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Penentuan % Rendemen

Berat Ekstrak

Rendemen = x100 %
endeme Berat Serbuk sampel 00 %

a. Sampel Daun Kelor :

Keterangan Hasil
Serbuk sampel 5gram
Cawan + Ekstrak 54,7492 gram
Cawan Kosong 52,8288 gram
Ekstrak 1,9204 gram
1,9204 gram
% Rendemen=_________ x100% = 38.41%
5 gram ’
b. Sampel Biji Mahoni :
Keterangan Hasil
Serbuk sampel 5gram
Cawan + Ekstrak 55,8765 gram
Cawan Kosong 54,8587 gram
Ekstrak 1,0178 gram
1,0178 gram
% Rendemen=—________ x100% = 20.36%
S gram f

Lampiran 2. Pembuatan Larutan Deret Standar dan Sampel

CixVi=Cax V2

Keterangan :

V1 = Volume Larutan yang dipipet (mg/L)

C1 = Konsentrasi awal larutan (mg/L)

V2 = Volume Larutan yang dibuat (mg/L)

C. = Konsentrasi larutan yang akan dibuat (mg/L)
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a CixVi=CxV,
=100 ppm X V1 =6 ppm X 5SmL
V1=0,3mL
b.CixVi=Cox V>
=100 ppm X V1= 8 ppm X 5mL
V1=0,4 mL
C.CixVi=Cyx V2
=100 ppm x V1= 10 ppm X 5mL
V1=0,5mL
d.CixVi=Cyx V2
=100 ppm X V1= 12 ppm X 5mL
V1=0,6 mL
e.CixVi=CxV;
= 100 ppm X V1= 14 ppm X 5mL
V1=0,7 mL

Lampiran 3. Penentuan Lineritas Larutan Standar Kuersetin

Tabel Hasil Absorbansi Larutan Kuersetin

Konsentrasi Absorbansi Absorbansi
(ppm) 1 2 3 Rerata
6 0,037 0,037 0,037 0,037
8 0,031 0,032 0,031 0,031
10 0,026 0,026 0,026 0,026
12 0,022 0,022 0,022 0,022
14 0,017 0,017 0,017 0,017
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Konsentrasi larutan kuersetin (ppm)

Gambar Kurva Kalibrasi Larutan Standar Kuersetin

Tabel Hasil Kurva Kalibrasi standar Kuersetin

Senyawa Slope Intersep Koefisien Koefisien
Korelasi (r)  Determinasi
(R?)
Kuersetin -0,0025 0,0513 0,998 0,997

Lampiran 4. Penentuan Persen Inhibisi
A blako-A sampel

— 0
%Inhibisi = ABlanko x 100%
Tabel Penentuan Persen Inhibisi
0
Ekstrak  Ekstrak ekg(')[rlak 0|
Konsentrasi  Absorbansi Absorbansi  etanol etanol %I 0
. . etanol Ekstrak
(ppm) Blanko Kuersetin biji daun  Kuersetine biji Kelor
mahoni kelor mahoni
0 0 0 0 0 0 0
6 0,037 0,143 0,315 96,74 87,40 72,25
8 1135 0,031 0,108 0,300 97,24 90,48 73,57
10 ' 0,026 0,107 0,296 97,71 90,57 73,92
12 0,022 0,101 0,289 98,06 91,13 74,51
14 0,017 0,092 0,261 98,50 91,86 77,00
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Lampiran 5. Penentuan Kurva Inhibisi Larutan Standar Kuersetin

140 A
120
100 -
2
< 60
IS
S 40 |
y =6.6685x + 25.805
20 7 R2=0.69
O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Konsentrasi larutan kuersetin (ppm)
Gambar Kurva Inhibisi Larutan Standar Kuersetin
Tabel Hasil Kurva Inhibisi Standar Kuersetin
Senyawa Slope Intersep Koefisien Koefisien
Korelasi (r)  Determinasi
(R%)
Kuersetin 6,6685 25,805 0,8307 0,7093

Lampiran 6. Penentuan Kurva Inhibisi Larutan Ekstrak Etanol Biji Mahoni

%inhibisi

120

100

80

60

40

20

y=6.256x +23.109
7 R?=0.7093

T T T T T T T 1

2 4 6 8 10 12 14 16
konsentrasi larutan ekstrak etanol biji mahoni (ppm)
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Gambar Kurva InhibisiLarutan Ekstrak etanol biji mahoni

Tabel Hasil Kurva Inhibisi Ekstrak etanol biji mahoni

Senyawa Slope Intersep Koefisien Koefisien
Korelasi (r)  Determinasi
(R
Ekstrak 6,256 23,109 0,8422 0,7093
etanol biji
mahoni

Lampiran 7. Penentuan Kurva Inhibisi Larutan Ekstrak Etanol Daun Kelor

100 7
90 A
80 A
70 A
60 A
50 4
40 A

30 |
20 | y=5.1864x + 18.655
R2=0.7202

%inhibisi

10 A

O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Konsentrasi larutan ekstrak daun kelor (ppm)

Gambar Kurva Inhibisi Larutan Ekstrak etanol daun kelor

Tabel Hasil Kurva Inhibisi Ekstrak etanol daun kelor

Senyawa Slope Intersep Koefisien Koefisien
Korelasi (r)  Determinasi
(R?)
Ekstrak 5,1864 18,655 0,8486 0,7202
etanol daun
kelor
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Lampiran 8. Penentuan 1C50
IC50=

Standar Kuersetine

Intersep = 25,805
Slope = 6,668
Y = 50

IC 50 = 3,63
Ekstrak etanol biji mahoni
Intersep = 23,109
Slope = 6,256
Y = 50
IC50 = 43
Ekstrak etanol daun kelor
Intersep = 18,655
Slope = 5,186
Y = 50
IC50 = 60

Lampiran 9. Penentuan Presisi

Tabel Penentuan Standar Deviasi

50- Intersep

Slope

Konsentrasi Absorbansi Konsentrasi
Pengulangan larutan 1 5 3 R':\rl;s’t a sebenarnya
(ppm) (ppm)

1 0,021 0,021 0,021 0,021 12,2973
2 0,021 0,021 0,021 0,021 12,2973
3 0,019 0,019 0,019 0,019 13,1081
4 10 0,021 0,016 0,017 0,018 13,5135
5 0,018 0,019 0,018 0,018 13,3784
6 0,021 0,019 0,018 0,019 12,9730
7 0,021 0,022 0,021 0,021 12,1622
Rata Rata 12,8185
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Tabel Hasil Pengujian Presisi

SD %RSD CV Horwitz

2/3 CV Horwitz

0,518 4,041 10,899

7,266

Penentuan Presisi :

a. Konsentrasi
X - intersep
C(ppm) = —o— ope

b. Standar Deviasi (SD)

 Vyxix?)
B n-1

SD

sp= V1,878
7-1
SD=0,518

%RSD = L x100%
X

_ 0518 _
YORSD = 1757y <100% = 4,041 %

c. CV Horwitz
%CV Horwitz = 2105109 ¢
%CV Horwitz = 21-0.5log (1,2818)
%CV Horwitz = 10,899 %
d. 2/3 CV Horwitz
2/3 CV Horwitz = 2/3 x CV Horwitz

2/3 CV Horwitz = 2/3 x 10,899 %
2/3 CV Horwitz = 7,266 %
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Lampiran 10. Penentuan Akurasi

Tabel Hasil Pengujian Akurasi

Pengulangan Konsentrasi larutan kuersetin (ppm)
1 12,2973
2 12,2973
3 13,1081
4 13,5135
5 13,3784
6 12,9730
7 12,1622
Rata rata 12,8185
% Trueness 128,19

a. Penentuan %Trueness = _konsentrasi Ratarata 1 nnyoy
Konsentrast seﬁenarnya

12,819 (™4
9%Trueness = (m(g)L) x 100%
10
L

%Trueness = 128,1853 %

Lampiran 11. Penentuan Uji Anova

Menggunakan Anova: Two-Factor With Replication Microsoft Excel

SUMMARY Kuersetin Daun kelor  Biji Mahoni  Total
Konsentrasi

6ppm

Count 3 3 3 9

Sum 290,2203 216,740088 262,2026432 769,162996
Average 96,74009 72,246696 87,40088106 85,4625551
Variance 0 0 3,02923E-28 114,599546
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Konsentrasi
8ppm

Count 3 3 3 9
Sum 291,7181 220,704846 271,4537445 783,876652
Average 97,23935 73,5682819 90,4845815 87,0974058
Variance 3,03E-28 O 0 111,513474
Konsentrasi
10ppm
Count 3 3 3 9
Sum 293,1278 221,762115 271,7180617 786,60793
Average 97,70925 73,9207048 90,57268722 87,4008811
Variance 0 0 0 111,764249
Konsentrasi
12ppm
Count 3 3 3 9
Sum 294,185 223,526784 273,3913216 791,103128
Average 98,06167 74,508928 91,13044053 87,9003475
Variance 3,03E-28 0,00266475 0,002660935 109,882396
Konsentrasi
14ppm
Count 3 3 3 9
Sum 295,5066 231,013216 275,5942731 802,114097
Average 98,5022  77,0044053 91,86475771 89,1237885
Variance 1,01E-28 0,00776262 0,00225337 90,8826341
Total
Count 15 15 15
Sum 1464,758 1113,74705 1354,360044
Average 97,65051 74,2498032 90,2906696
Variance 0,406244 2,62438826 2,497341081
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ANOVA

Source of

Variation SS df MS F P-value F crit
Sample 63,60306 4 15,90076436 15546,6347 2,8324E-49 2,68963
Columns 429535 2 2147,674912 2099843,54 6,43455E-78  3,31583
Interaction 13,75788 8 1,719735274 1681,43464 1,31743E-37 2,26616
Within 0,030683 30 0,001022779

Total 4372,741 44
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