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ABSTRACT

VALIDATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST METHOD USING
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) METHOD BY UV-VIS
SPECTROFOTOMETRY AND ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST ON
COCOA POD PEELS AND PINEAPPLE PEEL

By

Khoiriyah Dea Setyana

This study has validated the activity test method and tested the antioxidant activity
of cocoa fruit peel and pineapple fruit peel. The antioxidant activity of fruit peels
was evaluated using the FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) method by
UV-Vis Spectrophotometry at a maximum wavelength of 691 nm. The ICs, value
along with the estimated uncertainty of the antioxidant activity test on cocoa peel
and pineapple peel samples was 33.076 £ 1.4480 ppm and 39.066 + 1.6702 ppm,
respectively. The comparison between the uncertainty and the test result value is
4.4% for cocoa pods and 4.3% for pineapple peels. The method validation was
carried out with the parameters of precision, accuracy, linearity, limit of detection,
and limit of quantitation, and the determination of measurement uncertainty value
was conducted to ensure the test results. The results showed that the method used
in this study meets the requirements so that it can be used for routine testing in the
laboratory.

Key words: Antioxidants, FRAP, cocoa fruit peel, pineapple fruit peel, and
UV-Vis spectrophotometry.



ABSTRAK

VALIDASI METODE UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN
MENGGUNAKAN METODE FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
SECARA SPEKTROFOTOMETRI UV-VIS SERTA UJI AKTIVITAS
ANTIOKSIDAN PADA KULIT BUAH KAKAO DAN KULIT BUAH
NANAS

Oleh

Khoiriyah Dea Setyana

Pada penelitian ini telah dilakukan validasi metode dan uji aktivitas antioksidan
pada kulit buah kakao dan kulit buah nanas. Aktivitas antioksidan kulit buah diuji
dengan menggunakan metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) secara
Spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 691 nm. Nilai ICs, beserta
estimasi ketidakpastian uji aktivitas antioksidan pada sampel kulit kakao dan kulit
nanas berturut-turut adalah 33,076 = 1,4480 ppm dan 39,066 + 1,6702 ppm.
Perbandingan antara ketidakpastian dengan nilai hasil uji yaitu sebesar 4,4% pada
kulit buah kakao dan pada kulit nanas sebesar 4,3%. Asam askorbat digunakan
sebagai larutan standar. Validasi metode dilakukan dengan parameter presisi,
akurasi, linearitas, limit deteksi, dan limit kuantitasi, serta penentuan nilai
ketidakpastian pengukuran dilakukan untuk memastikan hasil pengujian. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa metode yang digunakan dalam penelitian ini
memenuhi persyaratan sehingga dapat digunakan untuk pengujian rutin di
laboratorium.

Kata kunci: Antioksidan, FRAP, kulit buah kakao, kulit buah nanas, dan
spektrofotometri UV-Vis.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Komponen antioksidan memiliki peranan penting bagi perlindungan kesehatan
tubuh. Para ahli berpendapat bahwa antioksidan mampu mereduksi risiko
penyakit kronis seperti kanker dan penyakit jantung (Septiana, 2021). Hal ini
disebabkan oleh spesies oksigen reaktif yang sangat tidak stabil, dan bereaksi
cepat dengan zat lain, termasuk DNA, lipid membran dan protein, sehingga
mengakibatkan gangguan kesehatan seperti diabetes melitus, hipertensi, kanker,
neurodegeneratif, tukak lambung, dan radang sendi dengan kasus yang meningkat
di seluruh dunia (Oboh & Ademosun, 2012). Oleh karena itu, mengkonsumsi
produk makanan kaya antioksidan secara positif berhubungan dengan penurunan
risiko pengembangan penyakit kronis ini. Disisi lain penggunaan antioksidan
sintetik terbatas, karena alasan toksisitas dan karsinogenisitas yang dirasakan.
Sehingga pencarian produk makanan nabati yang kaya antioksidan semakin
disukai oleh industri makanan sebagai sumber bahan antioksidan alami
(Nanasombat et al., 2015).

Suatu jenis tumbuhan dapat memiliki aktivitas antioksidan jika mengandung
senyawa seperti fenol, flavonoid, vitamin C dan E, katekin, karoten, dan
resveratrol (Saefudin et al., 2013). Buah tergolong sebagai antioksidan alami
yang telah terbukti menjadi sumber antioksidan yang baik (Kim et al., 2010).
Antioksidan alami yang terdapat pada buah pada kelompok flavonoid berupa
senyawa polifenol (Nur, 2011). Antioksidan tersebut akan berperan sebagai

radical scavenger dan membantu mengubah radikal bebas yang kurang reaktif.



Buah biasanya hanya diolah menjadi buah dalam kemasan atau menjadi bahan
makanan lainnya. Hasil samping dari industri pengolahan buah yang dianggap
sebagai limbah salah satunya berupa kulit buah yang mewakili hingga 30% dari
total berat beberapa buah (Dibanda et al., 2020). Antioksidan yang terdapat pada
buah, menarik perhatian karena potensi dan efek terapi yang dimilikinya
(Febriyanti, 2018).

Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu sumber limbah
perkebunan di Indonesia. Keberadaan limbah kulit buah kakao sering kali tidak
dimanfaatkan dengan baik bahkan dibiarkan begitu saja, sehingga dapat
mempengaruhi kebersihan lingkungan (Dibanda et al., 2020). Begitu juga pada
kulit buah nanas. Padahal kandungan fenolik dalam beberapa kulit buah

dilaporkan lebih banyak daripada bagian buah lainnya (Kim et al., 2010).

Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa kulit buah kakao mengandung
senyawa polifenol, flavonoid dan tanin yang berfungsi sebagai antioksidan
(Palente et al., 2021). Kulit buah kakao adalah sumber yang kaya senyawa
flavonoid dan alkaloid, dengan epikatekin dan teobromin sebagai senyawa
utamanya dimana senyawa ini dapat bertindak sebagai antioksidan. Kapasitas
antioksidan dari kulit buah kakao disebabkan oleh adanya kandungan senyawa
fenolik yang tinggi, terutama flavonol (Okiyama et al., 2018). Selain kulit buah
tersebut kulit buah lain yang memiliki kandungan antioksidan yang tinggi salah
satunya kulit buah nanas. Kulit nanas banyak mengandung flavonoid dan
bromelin (Hikal et al., 2021). Aktivitas antioksidan pada kulit buah tersebut dapat
diuji dengan berbagai macam metode.

Beragam metode pengukuran telah dikembangkan untuk mengukur karakteristik
total antioksidan. Metode pengukuran aktivitas antioksidan tersebut akan
mendeteksi karakteristik yang berbeda dari antioksidan dalam sampel, hal ini
menjelaskan mengapa metode pengukuran aktivitas yang berbeda akan mengacu
pada pengamatan mekanisme kerja antioksidan yang berbeda pula. Salah satu
metode yang dapat digunakan yaitu metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) (Maryam et al., 2016).



Benzie & Strain (1996) mengemukakan bahwa metode FRAP adalah metode
yang digunakan untuk menguji antioksidan dalam tumbuh-tumbuhan. Prinsip
metode ini dengan menentukan kandungan antioksidan total dari suatu bahan
berdasarkan kemampuan senyawa antioksidan untuk mereduksi ion Fe3* menjadi
Fe?* sehingga kekuatan antioksidan suatu senyawa dianalogikan dengan
kemampuan mereduksi dari senyawa tersebut (Maryam et al, 2016). Metode
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) merupakan metode yang sederhana,
cepat, reagen yang digunakan cukup sederhana dan tidak menggunakan alat
khusus untuk menghitung total antioksidan (Magfira, 2018).

Metode uji aktivitas antioksidan pada kulit buah kakao dan kulit buah nanas
menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode
yang belum baku sehingga perlu dilakukan suatu validasi metode. Validasi
metode analisis bertujuan untuk memastikan dan mengkonfirmasi bahwa metode
analisis tersebut sudah sesuai untuk peruntukannya (Riyanto, 2017). Dalam hal
ini validasi metode dilakukan untuk memastikan bahwa metode uji yang
dilakukan akurat dan telah sesuai untuk menguji aktivitas antioksidan pada kulit
buah tersebut. Selain itu, validasi metode digunakan untuk membuktikan bahwa
metode yang digunakan dalam suatu penelitian memenuhi persyaratan sehingga
dapat dinyatakan bahwa data yang diperoleh selama penelitian merupakan hasil
yang baik dan dapat dipercaya (Harmita, 2004). Sistem manajemen mutu standar
Indonesia 17025 (SNI-17025) tahun 2005 mengharuskan laboratorium pengujian
dalam menganalisis bahan menggunakan metode pengukuran yang valid.
Parameter yang digunakan dalam validasi metode uji menurut EUROCHEM
yaitu presisi, akurasi, batas deteksi (LoD), batas kuantitasi (LoQ), dan linearitas
(Riyanto, 2017). Estimasi ketidakpastian pengukuran diperlukan untuk menjamin

hasil analisis.

Berdasarkan uraian diatas, maka pada penelitian ini akan dilakukan validasi
metode uji aktivitas antioksidan pada kulit buah kakao dan kulit buah nanas
menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis. Serta akan

dilakukan pengujian kapasitas antioksidan pada kulit buah. Parameter yang



digunakan untuk memvalidasi metode meliputi presisi, akurasi, linearitas,
selektivitas, ketangguhan, batas deteksi dan batas kuantitasi serta estimasi
ketidakpastian pengukuran.

1.2 Tujuan Penelitian

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas maka penelitian ini

dilakukan dengan tujuan sebagai berikut:

1. Melakukan validasi metode uji aktivitas antioksidan pada menggunakan
metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis dengan parameter presisi,
akurasi, linearitas, batas deteksi dan kuantitasi.

2. Menghitung ketidakpastian pengukuran metode uji aktivitas antioksidan pada
kulit buah kakao dan kulit buah nanas secara Spektrofotometri UV-Vis.

3. Menentukan aktivitas antioksidan pada kulit buah kakao dan kulit buah nanas

menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis.

1.3 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian ini adalah untuk mendapatkan metode uji aktivitas
antioksidan pada kulit buah kakao dan kulit buah nanas secara Spektrofotometri

UV-Vis yang telah divalidasi.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah atom atau atom apa saja yang memiliki satu atau lebih
elektron tidak berpasangan. Meskipun suatu radikal bebas tidak bermuatan positif
atau negatif, spesi semacam ini sangat reaktif karena adanya elektron tidak
berpasangan. Suatu radikal bebas biasanya dijumpai sebagai zat antara yang
sangat reaktif dan berenergi tinggi (Fessenden & Fessenden, 1992). Untuk
memperoleh pasangan elektron, radikal bebas mencari pasangan dengan cara
menyerang dan mengikat elektron yang berada disekitarnya. Radikal bebas
bersifat sangat reaktif, sehingga dapat bereaksi dengan molekul lain seperti
karbohidrat, protein, lemak dan DNA. Radikal bebas tidak dapat
mempertahankan bentuk asli dalam waktu lama, sehingga harus menyerang
molekul stabil terdekat dan mengambil elektron. Zat yang terambil elektronnya
akan menjadi radikal bebas, sehingga akan memulai reaksi berantai yang

akhirnya menyebabkan kerusakan sel (Magfira, 2018).

Sebuah contoh penting dari radikal bebas adalah spesies oksigen reaktif atau
Reactive Oxygen Species (ROS). ROS dapat bereaksi dengan dan mengganggu
makromolekul, seperti protein, lipid, dan asam nukleat dalam tubuh manusia. Jika
kerusakan yang disebabkan oleh ROS tidak dapat dihentikan yang menyebabkan
stres oksidatif (Schieber & Chandel, 2014). Stres oksidatif adalah
ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan dalam tubuh yang dipicu
oleh kelebihan radikal bebas dan kekurangan antioksidan. Stres oksidatif dapat
menyebabkan kerusakan oksidatif mulai dari sel, jaringan, hingga organ. Stres
oksidatif juga menghasilkan percepatan penuaan (Dibanda et al., 2020).



Sumber radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh (endogen) dan dari luar
tubuh (eksogen). Secara endogen, sebagai respon normal dari rantai peristiwa
biokimia dalam tubuh, radikal bebas yang terbentuk dan berpengaruh di dalam sel
(intrasel) maupun ekstrasel. Radikal endogen terbentuk sebagai sisa proses
metabolisme (proses pembakaran) protein, karbohidrat, dan lemak pada
mitokondria dan proses inflamasi atau peradangan. Secara eksogen, sumber
radikal bebas berasal dari bermacam-macam sumber diantaranya adalah polutan,

radiasi dan pestisida (Sayuti & Yenrina, 2015).

2.2 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa kimia yang mendonorkan elektron kepada radikal
bebas yang tidak berpasangan, sehingga mengurangi efek oksidasi radikal bebas
(Dibanda et al., 2020). Antioksidan berperan sebagai zat penghambat reaksi
oksidasi akibat radikal bebas yang dapat menyebabkan kerusakan asam lemak tak
jenuh, membran dinding sel, pembuluh darah, basa DNA, dan jaringan lipid
sehingga dapat menghambat penyakit penyakit (Wahyuni, 2015).

Menurut Sayuti dan Yenrina (2015), antioksidan berdasarkan fungsi dan

mekanisme kerjanya dapat dibagi menjadi 3, yaitu:

1. Antioksidan primer, bekerja untuk mencegah pembentukan senyawa radikal
baru, yaitu mengubah radikal bebas yang ada menjadi molekul yang
berkurang dampak negatifnya sebelum senyawa radikal bebas bereaksi.
Antioksidan primer mengikuti mekanisme pemutusan rantai reaksi radikal
dengan mendonorkan atom hidrogen secara cepat pada suatu lipid yang
radikal, produk yang dihasilkan lebih stabil dari produk awal. Antioksidan
primer adalah antioksidan yang sifatnya sebagai pemutus reaksi berantai
(chain-breaking antioxidant) yang bisa bereaksi dengan radikal-radikal lipid
dan mengubahnya menjadi produk-produk yang lebih stabil. Contoh
antioksidan primer adalah Superoksida Dismutase (SOD), Glutation

Peroksidase (GPx), katalase dan protein pengikat logam.



2. Antioksidan sekunder, bekerja dengan cara mengkelat logam yang bertindak
sebagai pro-oksidan, menangkap radikal dan mencegah terjadinya reaksi
berantai. Antioksidan sekunder berperan sebagai pengikat ion-ion logam,
penangkap oksigen, pengurai hidroperoksida menjadi senyawa non radikal,
penyerap radiasi UV atau deaktivasi singlet oksigen. Contoh antioksidan
sekunder adalah vitamin E, vitamin C, B-karoten, isoflavon, bilirubin dan
albumin. Potensi antioksidan ini dengan cara memotong reaksi oksidasi
berantai dari radikal bebas atau dengan cara menangkapnya (scavenger free
radical) sehingga radikal bebas tidak bereaksi dengan komponen seluler.

3. Antioksidan tersier Antioksidan tersier bekerja memperbaiki kerusakan
biomolekul yang disebabkan radikal bebas, contoh antioksidan tersier adalah

enzim-enzim yang memperbaiki DNA dan metionin sulfida reductase.

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dibagi menjadi dua yaitu antioksidan
sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik dapat diperoleh dari hasil
sintesis reaksi kimia, sedangkan antioksidan alami dapat diperoleh dari ekstraksi
tumbuhan (Septiana, 2021). Penggunaan antioksidan sintetik terbatas, karena
alasan toksisitas dan karsinogenisitas yang dirasakan. Sehingga pencarian produk
makanan nabati yang kaya antioksidan semakin disukai oleh industri makanan

sebagai sumber bahan antioksidan alami (Nanasombat et al., 2015).

Antioksidan alami umumnya berasal dari tumbuhan yang dapat ditemukan pada
bagian kulit kayu, batang, akar, daun, bunga, buah dan kulit buah. Suatu jenis
tumbuhan dapat memiliki aktivitas antioksidan jika mengandung senyawa yang
mampu menangkal radikal bebas seperti fenol, flavonoid, vitamin C dan E,
katekin, karoten, dan resveratrol (Saefudin et al., 2013). Antioksidan alami yang
terdapat pada tanaman pada kelompok flavonoid berupa senyawa polifenol (Nur,
2011). Efek antioksidan senyawa fenolik dikarenakan sifat oksidasi yang
berperan dalam menetralisasi radikal bebas. Kandungan antioksidan yang
terdapat pada tanaman bertindak sebagai radical scavenger dan membantu
mengubah radikal bebas yang kurang reaktif. Antioksidan yang terdapat pada
tanaman, menarik perhatian karena potensi dan efek terapi yang dimilikinya
(Febriyanti, 2018).



Beragam metode pengukuran telah dikembangkan untuk mengukur karakteristik
total antioksidan. Metode pengukuran aktivitas antioksidan tersebut akan
mendeteksi karakteristik yang berbeda dari antioksidan dalam sampel, hal ini
menjelaskan mengapa metode pengukuran aktivitas yang berbeda akan mengacu
pada pengamatan mekanisme kerja antioksidan yang berbeda pula. Beberapa
metode yang dilakukan yaitu DPPH, CUPRAC, FRAP (Maryam et al., 2016).
Banyaknya metode uji aktivitas antioksidan tersebut dapat memberikan hasil uji
yang beragam. Hal tersebut diakibatkan oleh adanya pengaruh dari struktur
kimiawi antioksidan, sumber radikal bebas, dan sifat fisikokimia sediaan sampel
yang berbeda (Maesaroh et al., 2018).

2.3 Metode FRAP

Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) merupakan metode yang
sederhana, cepat, reagen yang digunakan cukup sederhana, dan tidak
menggunakan alat khusus untuk menghitung total antioksidan. Menurut Iris F. F.
and J. J., (1996) metode FRAP adalah metode yang digunakan untuk menguji
antioksidan dalam tumbuh-tumbuhan (Septiana, 2021). Prinsip metode ini adalah
adanya reduksi ion ferri menjadi ion ferro oleh senyawa antioksidan (A) dengan

reaksi pada pers. 1 sebagai berikut:

K;Fe(CN)s + A— OH — K,Fe(CN); + HF +A=0 (Pers. 1)

Fe’* + e~ — Fe** (Juyanthi, 2011).
Metode FRAP dilakukan berdasarkan kemampuan suatu senyawa dalam
mereduksi kalium ferrisianida (K;Fe(CN)¢) menjadi kalium ferrosianida
(K4Fe(CN)g). Antioksidan dalam sampel akan mereduksi Fe* menjadi Fe?*
dengan memberikan sebuah elektron. Jumlah kompleks Fe?" dapat diketahui
dengan mengukur sampel pada panjang gelombang maksimum (Magfira, 2018).
Kelebihan metode FRAP ini yaitu metodenya murah, reagennya mudah disiapkan
dan cukup sederhana dan cepat (Maryam et al., 2016). Selain itu, mekanisme
kerja metode FRAP seperti didalam tubuh (Yulianti, 2021).



Nilai 1Cso merupakan parameter yang banyak digunakan untuk mengukur
kekuatan aktivitas antioksidan dari sampel uji. Nilai ICso dihitung dengan
memasukkan persamaan regresi yang diperoleh dari hasil grafik histogram dan
hasilnya dalam bentuk pg/mL. Kapasitas antioksidan adalah pengujian besarnya
kemampuan senyawa pada ekstrak bahan alam, yang diekstrak umumnya dengan
pelarut metanol dan etanol dalam mereduksi radikal bebas. Kapasitas antioksidan
dapat ditentukan dengan menghitung persamaan regresi kurva standar asam
askorbat atau vitamin C. Nilai FRAP dinyatakan dalam mg equivalen asam
askorbat/g ekstrak (AAE) (Salma et al., 2019). Suatu senyawa tergolong sangat
kuat bila ICso nilainya <50 ppm, kuat 50-100 ppm, sedang saat nilainya 101-150
ppm, antioksidan lemah ketika nilainya >150 ppm (Sukweenadhi et al., 2020).

2.4 Kulit Buah

Kulit buah merupakan lapisan terluar dari buah yang dapat dikupas. Buah-buahan
biasanya diolah dalam kemasan, olahan jus, selali, jeli, acar, dikeringkan, atau
dibuat menjadi bahan makanan lainnya. Hasil samping dari industri pengolahan
buah yang dianggap sebagai limbah buah adalah inti, biji, pomace, dan kulitnya
yang mewakili hingga 30% dari total berat beberapa buah (Dibanda et al., 2020).
Kandungan fenolik dalam beberapa kulit buah dilaporkan lebih banyak daripada
buah yang dikupas dan sebagian besar aktivitas antioksidan total buah dan
sayuran terkait dengan kandungan fenoliknya (Kim et al., 2010).

2.4.1 Kulit Buah Kakao

Indonesia merupakan negara produsen kakao nomor 3 terbesar diantara 56 negara
penghasil buah kakao (Lee et al., 2020). Pada tahun 2019 diperkirakan sekitar
768,77 ribu ton biji kakao dihasilkan dari perkebunan rakyat, 1,62 ribu ton dari
perkebunan besar negara dan 3,81 ribu ton berasal dari perkebunan besar swasta
(Badan Pusat Statistik, 2020). Tingginya produksi kakao tentu akan berbanding
lurus dengan limbah kulit kakao. Kulit kakao memiliki persentase sekitar 67%-
76% dari bobot buah kakao segar (Campos-Vega et al., 2018). Produksi buah
kakao yang melimpah mengakibatkan menumpuknya limbah kulit buah kakao.

Berbagai cara telah dilakukan untuk pemanfaatan kulit buah kakao ini, mulai dari
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pembuatan pupuk kompos hingga pakan ternak. Namun, belum ada pemanfaatan
yang lebih optimal (Mulyatni et al., 2012). Oleh karena itu, sangat dibutuhkan
penanganan lebih lanjut untuk mengoptimalkan pemanfaatan kulit buah kakao ini
(Mashuni et al., 2019).

Kulit buah kakao adalah bagian luar buah yang kasar dan berbentuk bulat serta
relatif tebal (Sartini et I., 2017). Kulit buah kakao merupakan bagian terluar
hingga daging buah sebelum terdapatnya kumpulan biji buah kakao, atau disebut
juga bagian dinding buah kakao (mesokarp) (Septiana, 2021). Beberapa
penelitian melaporkan bahwa kulit kakao juga mengandung senyawa fitokimia
yakni polifenol, flavonoid dan tanin yang berfungsi sebagai antioksidan (Sartini
etal., 2017; Vasquez et al., 2019). Kulit buah kakao dapat dilihat pada gambar 1
berikut:

Gambar 1. Kulit Buah Kakao (Fitri, 2021)



Komposisi senyawa kimia pada kulit buah kakao dapat dilihat pada Tabel 1
berikut:

Tabel 1. Komposisi senyawa kimia pada kulit buah kakao
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Senyawa Massa Kering (g/100 g)
Selulosa 24,24 -35,0
Hemiselulosa 8,72-11,0
Karbohidrat 29,04 - 32,3
Lignin 14,6 — 26,38
Lemak 15-2,24
Protein 4,21 -10,74
Abu 6,7 — 10,02
Pektin 6,1-9,2
Total serat 36,6 — 56,10
Teobromin 0,34
Fenolik 46-69
Tannin 5,2

Sumber: (Véasquez et al., 2019)

Kulit buah kakao adalah sumber yang kaya senyawa flavonol dan alkaloid,

dengan epikatekin dan teobromin sebagai senyawa utamanya dimana senyawa ini

dapat bertindak sebagai antioksidan. Kapasitas antioksidan dari kulit buah kakao

disebabkan oleh adanya kandungan senyawa fenolik yang tinggi, terutama

flavonol. Kekuatan antioksidan secara langsung berkaitan dengan komposisi

dalam senyawa fenolik, senyawa ini memperkuat karakteristik bioaktif dari kulit

buah kakao (Okiyama et al., 2018). Flavonoid bertindak sebagai antioksidan yang

kuat sehingga dapat membantu daya tahan tubuh terhadap kerusakan yang

diakibatkan oleh aktivitas radikal bebas (Azizah et al., 2014). Flavonoid juga

bermanfaat dalam mengobati kanker, radang, patogen, disfungsi kardiovaskular

dan lain-lain (Arifin & Ibrahim, 2018).

Peran flavonoid sebagai antioksidan alami bertindak dengan cara mendonasikan

atom hidrogen sehingga dapat mencegah reaksi radikal bebas (Redha, 2010).
Flavonoid mampu bekerja dengan cara menangkap radikal bebas melalui
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sumbangan atom hidrogen. Kemampuan antioksidan senyawa flavonoid lebih
kuat dibandingkan vitamin C dan E (Arifin & Ibrahim, 2018). Kulit buah kakao
memiliki kandungan-kandungan senyawa yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh.
Kulit buah kakao berpotensi untuk dijadikan bahan pangan yang dapat memenuhi
asupan antioksidan untuk menangkal radikal bebas dalam tubuh manusia
(Septiana, 2021).

2.4.4. Kulit Buah Nanas

Kulit buah nanas mengandung vitamin (A dan C), karotenoid, flavonoid, tannin,
alkaloid, kalsium, fosfor, magnesium, besi, natrium dan enzim bromelin (Salasa,
2017). Menurut penelitian Yeragamreddy et al. (2013) menyatakan bahwa kulit
nanas positif mengandung tanin, saponin, steroid, flavonoid, fenol dan senyawa-

senyawa lainnya yang disajikan dalam Tabel 2 berikut:

Tabel 2. Kandungan senyawa kimia ekstrak kulit nanas (Yeragamreddy et al.,
2013)

Komponen Fitokimia Hasil
Karbohidrat +
Tannin +
Saponin +
Terpenoid +
Steroid +
Flavonoid +
Alkaloid +
Fenol +

Mardalena et al. (2011) melaporkan bahwa kulit buah nanas mengandung total
antioksidan sebesar 38,95 mg/100 g dengan komponen bioaktif berupa vitamin C
sebesar 24,40 mg/100 g, beta karoten sebesar 59,98 ppm, flavonoid 3,47%,
kuersetin 1,48%, fenol 32,69 ppm dan saponin 5,29%.
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2.5 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Simplisia
yang diekstrak mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan senyawa yang
tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat, protein dan lain-lain. Senyawa aktif
yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat digolongkan ke dalam golongan
minyak atsiri, alkaloid, flavonoid dan lain-lain (Septiana, 2021). Tujuan ekstraksi
adalah untuk menarik dan memisahkan senyawa yang mempunyai kelarutan
berbeda—beda dalam berbagai pelarut komponen kimia yang terdapat dalam
bahan alam baik dari tumbuhan, hewan, dan biota laut dengan menggunakan

pelarut organik tertentu (Wahyuni, 2015).

Senyawa aktif yang telah diketahui dalam simplisia dapat mempermudah
pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat. Hal ini disebabkan karena
struktur kimia yang berbeda-beda dapat mempengaruhi kelarutan dan stabilitas
senyawa-senyawa tersebut terhadap pemanasan, udara, cahaya, logam berat, dan
derajat keasaman (Ditjen POM dan DPOT, 2000). Proses ekstraksi dihentikan
ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari

sample penyaringan (Azhari, 2018).

Metode ekstraksi menggunakan cara dingin yang umum digunakan diantaranya,

meliputi:

a. Maserasi
Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan pelarut
dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan
(kamar) (Ditjen POM dan DPOT, 2000). Metode maserasi menjadi metode
yang paling banyak digunakan karena metodenya yang sederhana. Metode ini
dilakukan dengan memasukan serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai
kedalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi
dihentikan ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa pelarut
dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut

dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Maserasi digunakan pada
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sampel yang mengandung zat aktif yang mudah larut dalam cairan penyari
(Azhari, 2018).

b. Perkolasi
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna
(exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.
Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara, tahap
perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak), terus menerus
sampai diperoleh ekstrak (perkolat) yang jumlahnya 1- 5 kali bahan (Ditjen
POM dan DPOT, 2000).

Metode ekstraksi menggunakan cara panas yang umum digunakan diantaranya,

meliputi:

a. Refluks
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan
adanya pendingin balik (Septiana, 2021).

b. Soxhlet
Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu
dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik (Ditjen
POM dan DPOT, 2000).

c. Digesti
Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara
umum dilakukan pada temperatur 40 - 50°C (Ditjen POM dan DPOT, 2000).

d. Dekok
Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (30 menit) dan temperatur
sampai titik didih air (Ditjen POM dan DPOT, 2000).

2.6 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri merupakan suatu metode analisa yang didasarkan pada

pengukuran serapan sinar monokromatis oleh suatu larutan berwarna pada
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panjang gelombang spesifik, spektrofotometri didasarkan pada absorpsi radiasi
elektromagnetik. Prinsip metode Spektrofotometri UV-Vis adalah pengukuran

suatu interaksi antara radiasi elektromagnetik dan molekul atau atom dari suatu
zat kimia (Magfira, 2018).

Pada Spektrofotometri UV-Vis, cahaya yang digunakan memiliki kisaran panjang
gelombang (200 — 400) nm untuk sinar ultraviolet dan (400 — 800) nm untuk
sinar tampak (visible), serta memiliki energi sebesar 299-149 kJ/mol. Elektron
pada keadaan normal atau berada pada kulit atom dengan energi terendah disebut
keadaan dasar (ground-state). Energi yang dimiliki sinar tampak mampu
membuat elektron tereksitasi dari keadaan dasar menuju kulit atom yang
memiliki energi lebih tinggi atau menuju keadaan tereksitasi. Cahaya yang
diserap oleh suatu zat berbeda dengan cahaya yang ditangkap oleh mata manusia.
Cahaya yang tampak atau cahaya yang dilihat dalam kehidupan sehari-hari

disebut warna komplementer.

Warna Larutan
Yang tampak
Warna yang
terserap

Gambar 2. Warna larutan yang tampak dan warna yang terserap pada
Spektrofotometri UV-Vis

Hubungan antara warna pada sinar tampak dengan panjang gelombang dapat
dilihat pada Tabel 3.


https://wanibesak.wordpress.com/
https://wanibesak.wordpress.com/category/z-lirik-lagu-iwan-fals/
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Tabel 3. Hubungan warna pada sinar tampak dengan panjang gelombang

Panjang gelombang Warna Warna komplementer
400 nm — 435 nm Ungu Hijau kekuningan
435 nm — 480 nm Biru Kuning
480 nm — 490 nm Biru kehijauan Jingga
490 nm — 500 nm Hijau kebiruan Merah
500 nm — 560 nm Hijau Ungu kemerahan
560 nm — 580 nm Hijau kekuningan Ungu
595 nm — 610 nm Jingga Biru kehijauan
610 nm — 680 nm Merah Hijau kebiruan
680 nm — 700 nm Ungu kemerahan Hijau

Pengukuran panjang gelombang dan absorbansi analit menggunakan alat
spektrofotometer melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada molekul
yang dianalisis. Sehingga Spektrofotometer UV-Vis lebih banyak dipakai untuk
analisis kuantitatif dibandingkan dengan analisis kualitatif. Konsentrasi dari
analit di dalam larutan bisa ditentukan dengan mengukur absorban pada panjang
gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer (Day &
Underwood, 2002).

Spektrofotometri UV-Vis merupakan suatu metode instrumen dalam analisis
kimia yang digunakan untuk mendeteksi senyawa padat maupun cair berdasarkan
absorbansi foton. Sampel yang digunakan dalam analisis harus dapat menyerap
foton pada daerah UV-Vis (Irawan, 2019). Syarat senyawa dapat dianalisis
dengan Spektrofotometri UV-Vis adalah mengandung gugus auksokrom dan
kromofor. Gugus auksokrom merupakan gugus fungsional yang mempunyai
elektron bebas. Sedangkan gugus kromofor merupakan suatu gugus atau atom
dalam senyawa organik sehingga dapat memberikan serapan pada daerah sinar
tampak dan ultraviolet (Skoog et al., 2007; Gandjar & Rohman, 2012).

Ada empat bagian utama dari instrumen spektrofotometer, yaitu sumber sinar,
monokromator, kuvet dan detector (Skoog et al., 2007). Gambar 4 menunjukan

bagian dari instrumen Spektrofotometer UV-Vis.
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Sumber Monokromator Sampel | Detektor
radiasi wadah rekorder

Gambar 3. Bagian instrumen Spektrofotometer UV-Vis (Wahyuni, 2015)

A. Sumber Radiasi

Sumber radiasi atau lampu pada kenyataannya merupakan dua lampu yang
terpisah yang secara bersama-sama mampu menjangkau keseluruhan daerah
spektrum ultraviolet dan sinar tampak. Persyaratan sumber yang digunakan
dalam spektrofotometri adalah intensitas emisi yang cukup tinggi di wilayah
spektral tertentu, stabilitas jangka pendek dan distribusi spasial dari emisi yang
seragam (Skoog et al., 2007). Beberapa sumber radiasi yang dipakai pada
spektrofotometer adalah lampu deuterium, lampu tungsten, dan lampu merkuri.
Disamping itu sebagai sumber radiasi ultra lembayung yang lain adalah lampu
xenon (Wahyuni, 2015).
1. Lampu deuterium
Lampu deuterium dapat dipakai pada panjang gelombang 180 nm sampai 370
nm (daerah ultra lembayung dekat).
2. Lampu tungsten
Lampu tungsten merupakan campuran dari filament tungsten gas iodin
(halogen), oleh sebab itu sebagai lampu tungsten-iodin pada panjang
spektrofotometer sebagai sumber radiasi pada daerah pengukuran sinar
tampak dengan rentangan panjang gelombang 380-900 nm (Wahyuni, 2015).
3. Lampu merkuri
Lampu merkuri adalah suatu lampu yang mengandung uap merkuri tekanan
rendah dan biasanya dipakai untuk mengecek, mengkalibrasi panjang
gelombang pada spektrofotometer pada daerah ultra lembayung khususnya
daerah disekitar panjang gelombang 365 nm dan sekaligus mengecek resolusi

monokromator (Wahyuni, 2015).
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4. Lampu xenon
Penggunaan lampu xenon pada daerah panjang gelombang 200 sampai 1000
nm. Lampu ini pada dasarnya mempunyai kepekaan optimum pada daerah
500 nm (Skoog et al., 2007).

B. Monokromator

Monokromator berfungsi untuk mendapatkan radiasi monokromatis dari sumber

radiasi yang memancarkan radiasi polikromatis. Monokromator terdiri dari filter

optik, prisma, kisi difraksi, kuvet, dan detektor.

1. Filter optik
Filter optik berfungsi untuk menyerap warna komplementer sehingga cahaya
tampak yang diteruskan merupakan cahaya yang berwarna sesuai dengan
warna filter optik yang dipakai. Filter optik yang baik berdasarkan pada
interferensi cahaya-cahaya yang saling menguatkan (interferensi konstruktif)
dan interferensi cahaya-cahaya yang saling meniadakan (interferensi
destruktif) (Mulja & Suharman, 1995).

2. Prisma
Merupakan suatu lempeng kuarsa yang membiaskan sinar yang melaluinya.
Banyaknya pembiasan tergantung dengan panjang gelombang sinar, dengan
demikian sinar putih dapat terpecah ke dalam warna penyusunnya (Gandjar &
Rohman, 2012).

3. Kisi difraksi
Kisi difraksi merupakan kepingan kecil gelas bercermin dan didalamnya
terdapat sejumlah garis berarah sama yang terpotong- potong yang digunakan
untuk memberikan struktur nampak seperti sisir kecil (Gandjar & Rohman,
2012).

4. Kuvet
Kuvet merupakan wadah dari suatu sampel yang akan dianalisis. Ditinjau dari
bahan yang dipakai terdapat dua macam kuvet yaitu kuvet leburan silika dan
kuvet dari gelas. Kuvet ini bentuk biasanya terbuat dari quartz atau leburan
silika dan ada yang dari gelas dengan bentuk tabung empat persegi panjang

1x1 cm, dengan tinggi kurang lebih 5 cm (Wahyuni, 2015).
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5. Detektor
Detektor berfungsi untuk mengubah sinyal radiasi yang diterima menjadi
suatu sinyal elektronik. Terdapat beberapa macam detector yaitu detektor
fotosel, detektor tabung foton hampa, detektor tabung penggandaan foton dan
detektor PDA (Photodiode-Array) (Mulja & Suharman, 1995).

Prinsip penentuan Spektrofotometri UV-Vis merupakan aplikasi dari Hukum
Lambert Bert. Hukum ini menyatakan bahwa intensitas yang diteruskan oleh
larutan zat penyerap berbanding lurus dengan tebal dan konsentrasi kuvet.
Hukum ini secara sederhana dapat dinyatakan dalam rumus pada pers. 2 dan 3
berikut (Skoog et al., 2007):

loA=-logT=log II—: (Pers. 2)

A=¢eb.c (Pers. 3)
Hukum Lambert — Beer juga berlaku untuk campuran beberapa zat yang
menunjukkan tidak adanya suatu interaksi yang ditunjukan pada persamaan 4
(Skoog et al., 2007):

Arorar = A1+ A2 + A3+ ... (Pers. 4)

Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan dalam suatu tumbuhan. Hasil regresi dari konsentrasi (x) dengan nilai
absorbansi (y) larutan pembanding asam askorbat diperoleh persamaan yaitu y =
bx + a dan untuk menghitung nilai aktivitas antioksidan dimasukkan nilai
absorbansi sampel ke dalam persamaan tersebut. Nilai FRAP dinyatakan dalam
mg ekuivalen asam askorbat/g ekstrak (AAE).

Kesalahan—kesalahan secara sistematik dalam penggunaan spektrofotometer
seringkali terjadi. Penyebab terjadinya terjadinya kesalahan tersebut meliputi
kesalahan serapan oleh larutan yang dapat diatasi dengan penggunaan blanko.
Blanko adalah larutan yang berisi matrik selain komponen yang dianalisis,
kesalahan serapan oleh kuvet yang dapat diatasi dengan penggunaan jenis,
ukuran dan bahan kuvet yang sama untuk tempat blanko dan sampel, dan

kesalahan fotometrik normal pada pengukuran absorbansi yang sangat rendah
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atau sangat tinggi yang dapat diatasi dengan pengaturan konsentrasi, sesuai
dengan kisaran sensitivitas dari alat yang digunakan (Tahir, 2008).

2.7 Validasi Metode

Validasi metoda analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter
tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan bahwa
parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya (Harmita, 2004).
Metode yang dibuat atau yang digunakan harus divalidasi dengan cara dievaluasi
dan diuji agar dapat memastikan bahwa metode tersebut mampu menghasilkan
data yang valid dan sesuai dengan tujuan (Riyanto, 2017). Beberapa parameter

yang digunakan dalam validasi metode meliputi:

2.7.1. Presisi

Keseksamaan atau presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian
antara hasil uji individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-
rata jika prosedur diterapkan secara berulang pada sampel-sampel yang diambil
dari campuran yang homogen (Harmita, 2004). Penentuan presisi dilakukan
dengan menganalisis suatu sampel. Kemudian ditentukan rata-rata (mean),
simpangan baku (SD) dan persen simpangan baku relatif (% RSD) hasil
pengukuran (Riyanto, 2017). Nilai simpangan baku (SD) dapat ditentukan

melalui persamaan 5 dan 6 berikut:

_ [Zwi- 9?22
SD = [T] (Pers. 5)
%RSD = [22 x 100%] (Pers. 6)

Dimana xi menunjukan nilai arus puncak larutan, X menunjukan nilai arus puncak
rata-rata, n-1 adalah derajat kebebasan (dengan n adalah banyaknya
pengulangan), RSD adalah simpangan baku relatif, dan x adalah konsentrasi rata-
rata analit (Miller & Miller, 1991).

Penentuan presisi dapat dilakukan dengan 2 cara yaitu dengan repeatability dan

reproducibility. Keterulangan (repeatability) adalah keseksamaan metode jika
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dilakukan berulang kali oleh analis yang sama pada kondisi sama dan dalam
interval waktu yang pendek. Keterulangan dinilai melalui pelaksanaan penetapan
terpisah lengkap terhadap sampel-sampel identik yang terpisah dari batch yang
sama, jadi memberikan ukuran keseksamaan pada kondisi yang normal (Harmita,
2004). Ketertiruan (reproducibility) adalah keseksamaan metode jika dikerjakan
pada kondisi yang berbeda. Analis dilakukan terhadap sampel-sampel yang

diduga identik yang dicuplik dari batch yang sama.

Aturan Horwitz (1995) menyebutkan bahwa metode presisi yang baik ditunjukan
dengan nilai % RSD yang diperoleh dari pengukuran harus lebih kecil dari nilai
batas keberterimaan presisi berdasarkan persamaan Horwitz. % RSD Horwitz
dapat dihitung menggunakan Persamaan 7, dimana ¢ adalah rata-rata konsentrasi
(fraksi konsentrasi). Tabel 4 di bawah dapat digunakan sebagai acuan batas
keberterimaan presisi.

Horwitz % CV = (2(17051080)) (Pers. 7)

Tabel 4. Batas keberterimaan presisi berdasarkan persamaan Horwitz

Batas keberterimaan presisi
Unit

Repeatability Repro. dalam lab Repro. antar lab
(0,5% CVhorwitz) (0,67% CVhorwitz) (%CVhorwitz)
100% 1,0 1,3 2,0
10% 1,4 1,9 2,8
1% 2,0 2,7 4,0
0,1% 2,8 3,8 5,7
100 ppm 4,0 5,3 8,0
10 ppm 5,7 7,5 11,3
1 ppm 8,0 10,7 16,0
100 ppb 11,3 15,1 22,6
10 ppb 16,0 21,3 32,0
1 ppb 22,6 30,2 45,3

(Horwitz, 1995).
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2.7.2. Akurasi

Kecermatan atau akurasi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan
hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Kecermatan dinyatakan
sebagai persen perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan.
Kecermatan ditentukan dengan dua cara yaitu metode simulasi (spiked placebo
recovery) yang menggunakan CRM (Certified Reference Material), dan metode

penambahan baku (standard addition method).

Dalam metode penambahan baku, sampel dianalisis terlebih dahulu lalu sejumlah
larutan standar ditambahkan ke dalam sampel tersebut, kemudian dihomogenkan
dan dianalisis kembali. Selisih kedua hasil dibandingkan dengan kadar
sebenarnya (AOAC, 2012). Perhitungan % recovery dari metode adisi dapat
ditetapkan dengan menggunakan Persamaan 8 berikut:

% Recovery = (Csampelspike_ Csampelblanko) % 100% (Pers. 8)
kadar yang ditambahkan 0 )



Metode menggunakan CRM dilakukan dengan membandingkan nilai rata-rata
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hasil pengukuran pengujian dengan nilai sebenarnya dari CRM yang dinyatakan

dalam persentase. Perhitungan % recovery menggunakan CRM dapat ditetapkan

dengan menggunakan Persamaan 9 berikut:

kadar yang diperoleh

% Recovery = (

kadar yang ditambahkan

) x 100%

(Pers. 9)

Apabila CRM tidak tersedia maka dapat menggunakan bahan yang mirip contoh

uji yang diperkaya dengan analit yang kemurniannya tinggi atau disebut metode

adisi standar, lalu diuji % recovery-nya. Dalam metode penambahan baku,

sampel dianalisis lalu sejumlah tertentu analit yang diperiksa ditambahkan ke

dalam sampel dicampur dan dianalisis lagi. Selisih kedua hasil dibandingkan

dengan kadar yang sebenarnya (hasil yang diharapkan) (Harmita, 2004).

Persyaratan dari presisi dan recovery dapat dilihat pada Tabel 5 berikut:

Tabel 5. Persyaratan presisi dan % recovery

Analit % Rasio analit Unit RSD (%) Recovery (%)
100 1 100% 1,3 98-102
1 10 10% 19 98-102
1 10 1% 2,7 97-103
0,1 10 0,1% 3,7 95-105
0,01 10 100 ppm 53 90-107
0,001 10 10 ppm 7,3 80-110
0,0001 10 1 ppm 11 80-110
0,00001 10 100 ppb 15 80-110
0,000001 10 10 ppb 21 60-115
0,0000001 10 1 ppb 30 40-120

Sumber: AOAC, 2012

2.7.3. Linearitas

Linieritas menunjukkan kemampuan metode analisis yang memberikan respon

secara langsung, proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel (Harmita,
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2004). Linearitas secara matematis dinyatakan sebagai persamaan garis linear
seperti pada Persamaan 11 berikut:

y =a+ bx (Pers. 11)
dengan a adalah intersep, b adalah slope dan r adalah koefisien korelasi. Nilai a
ditentukan dengan persamaan 12 dan b dapat ditentukan dengan persamaan 13
berikut:

a= w (Persl 12)

n

_n@EXivi)—(Xxi)(XYi)
b= n(Zxi*)-(Cr)? (Pers. 13)

Linearitas dapat ditentukan dari nilai koefisien korelasi (r). Nilai koefisien
korelasi dapat ditentukan dengan persamaan 14 berikut:

[ = n(E Xi vi)— (X X)X Yi) (Pers. 14)
J[(nZXiZ)(z x)2]|[(nZYi®) (T vi)?]

Nilai (r) yang mendekati satu menggambarkan bahwa konsentrasi larutan standar
sebanding dengan respon/intensitas hasil pengukuran. Eurachem (1998)
menetapkan kriteria hasil validasi metode analisis pada uji linearitas adalah
koefisien determinasi (R2) > 0,990. Hal ini menunjukan bahwa hasil pengukuran

tersebut dapat diterima sebagai pembanding/acuan dalam pengukuran sampel.

Linearitas dari suatu metode dapat dievaluasi berdasarkan nilai respon faktornya.
Respon faktor tersebut menggambarkan perubahan respon (dalam hal ini
intensitas terukur) terhadap perubahan konsentrasi larutan. Selain itu linieritas
dapat dilihat dari nilai residualnya, yakni memiliki nilai residual yang

terdistribusi secara acak di sekitar garis pusat.

2.7.4. Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi

Batas deteksi atau limit of deteksi (LoD) merupakan jumlah terkecil analit dalam
sampel yang dapat dideteksi melalui metode yang diterapkan yang masih
memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blangko (Riyanto, 2017).
Batas deteksi dapat ditentukan dengan penentuan blanko yang diterapkan saat

analisis blanko memberikan hasil intensitas tidak sama dengan nol. Batas deteksi



25

dinyatakan sebagai konsentrasi analit yang sesuai dengan nilai blanko sampel
ditambah tiga standar deviasi dan batas kuantitasi adalah konsentrasi analit yang
sesuai dengan nilai blanko sampel ditambah sepuluh standar deviasi seperti yang
ditunjukan pada persamaan 16 dan 17 berikut:
LoD =x+3SD (Pers. 16)
LoQ =x+10SD (Pers. 17)

dimana x adalah konsentrasi rata-rata blanko.

Batas deteksi juga dapat ditentukan dengan menggunakan kurva kalibrasi.
Respon instrumen y diasumsikan berhubungan linier dengan konsentrasi x
standar untuk rentang konsentrasi yang terbatas. Hal ini dapat dinyatakan dengan
persamaan regresi. Model ini digunakan untuk menghitung sensitivitas, batas
deteksi, dan batas kuantitasi. Batas deteksi dan batas kuantitasi dapat dihitung

sesuai Persamaan 18 dan 19 berikut:

LoD = 22/ (Pers. 18)
slope
_ 10Sy/x
LoQ = Slove (Pers. 19)
dengan
so-yp*\ 2
Sy/x = (%) (Pers. 20)

dimana Sy/x adalah simpangan baku fungsi regresi (Miller & Miller, 1991).

2.8 Ketidakpastian Pengukuran

Ketidakpastian pengukuran merupakan suatu parameter dalam penetapan rentang
nilai yang diperkirakan terhadap kebenaran nilai terukur (Kantasubrata, 2014).
Nilai ketidakpastian pengukuran dapat membuat pengguna data hasil uji untuk
mengevaluasi keandalan data dan mengevaluasi kesesuaian dengan data hasil uji
terhadap tujuan penggunaannya. Perolehan nilai suatu pengukuran kuantitatif
hanya sebagai perkiraan terhadap kebenaran nilai dari sifat yang terukur. Nilai
ketidakpastian juga menyatakan mutu hasil dalam pengukuran maupun
pengujian. Semakin kecil nilai dari ketidakpastian maka semakin baik hasil

pengujian tersebut. Parameter ini dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu tata cara
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sampling dan preparasi sampel, kalibrasi peralatan, instrumen, kesalahan random,
kesalahan sistemik serta kecakapan personil analisis (Yanlinastuti, 2009).

Kuantitasi komponen ketidakpastian dilakukan dengan cara estimasi agar
ekivalen terhadap simpangan baku dan faktor kesalahannya. Kategori komponen
ketidakpastian pada dasarnya dapat dibedakan menjadi dua tipe yaitu tipe A dan
tipe B (Birch, 2014). Komponen ketidakpastian tipe A yang termasuk dalam
pengujian yaitu kadar presisi pengukuran absorbansi standar dan sampel, presisi
penimbangan standar maupun sampel dan linearitas. Sedangkan komponen
ketidakpastian tipe B dievaluasi berdasarkan informasi yang dapat dipercaya
(data sekunder) misalnya spesifikasi pabrik, data pustaka, dan data validasi
metode (Sunardi, 2007).

Evaluasi Tipe A didasarkan pada standar deviasi dari pengukuran ulang, yang
untuk n pengukuran dengan hasil gk dan nilai rata-rata g, diperkirakan dengan
persamaan 21:

(@) = |— Si-1(qr — 7)? (Pers. 21)

(n-1)
Standar kontribusi ketidakpastian u; dari pengukuran gk tunggal diberikan oleh
persamaan 22:
u; = s(q) (Pers. 22)

Jika pengukuran n yang rata-rata sama, ini menjadi persamaan 23:
s(

u; =s(q) = jﬁk) (Pers. 23)
Ketidakpastian baku (u) untuk tipe A diperoleh melalui persamaan 24:
U= \/iﬁ (Pers. 24)
U linearitas = % \/% + % + % (Pers. 25)
=1 (Xi

u Gabungan = (ua/a)? + (ub/b)* + ... (Pers. 26)



1. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Maret-Desember 2022 di Unit
Pelayanan Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-
LTSIT) Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah oven, bejana maserasi, pipet
tetes, mikropipet 100-1000uL, neraca analitik, pH meter, sentrifus, tabung
sentrifus, gelas kimia, gelas ukur, botol vial, corong, blender, spatula, batang
pengaduk, toples, pisau, kain putih, inkubator, mikropipet, ayakan 70 mesh dan
Spektrofotometer UV-Vis.

Bahan-bahan digunakan adalah kulit buah kakao, kulit buah nanas, etanol 70%,
etanol PA, NaOH, air bebas COz, kalium ferrisianida, FeCls, TCA, asam

askorbat, air suling.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1. Pengumpulan Sampel

Sampel yang digunakan yaitu berupa kulit buah yang telah masak, kulit buah
yang diambil meliputi kulit kakao dan kulit buah nanas. Kulit buah kakao
didapatkan dari desa Bandarsari, Kec. Padang Ratu, Kab. Lampung Tengah pada
tanggal 2 April 2022, sedangkan kulit nanas didapatkan dari penjual buah nanas
di sepanjang JI. ZA Pagar Alam, Kec. Rajabasa, Kota Bandar Lampung pada
tanggal 25 Maret 2022.
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3.3.2. Preparasi dan Ekstraksi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bagian kulit buah. Kulit buah
disortasi basah, kemudian dicuci dengan menggunakan air mengalir. Kemudian
dipotong kecil-kecil lalu dikeringkan dibawah sinar matahari sampai kering.
Setelah itu, sampel dihancurkan dengan grinder, lalu diayak menggunakan
ayakan 70 mesh. Sampel yang diperoleh dari ayakan 70 mesh kemudian

dilakukan pengujian kadar air simplisia menggunakan metode oven.

Pengujian kadar air simplisia dilakukan dengan memasukan cawan ke dalam
oven selama 15 menit, lalu didinginkan dalam desikator. Setelah itu ditimbang
berat cawan kosong. Kemudian simplisia ditimbang sebanyak 2 gram dan dioven
selama 3 jam, lalu didinginkan dalam desikator. Setelah dingin cawan yang berisi
simplisia ditimbang hingga diperoleh berat konstan. Syarat kadar air dalam
simplisia yaitu <10%. Sampel lalu disimpan dalam wadah kedap udara sebelum

diekstraksi dan dianalisis.

Ekstraksi sampel dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 300 gram simplisia
kulit kakao yang telah dihaluskan, dimasukkan ke dalam wadah maserasi dan
ditambahkan dengan etanol 70% sebanyak 1200 mL, kemudian ditutup rapat dan
didiamkan selama 24 jam sambil sesekali diaduk. Setelah 24 jam simplisia
dipisahkan antara ampas dan filtrathnya. Ampas kembali dimaserasi dengan
pelarut yang sama dan diulangi sebanyak 2x replikasi. Ekstrak etanol yang

diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak kental.

3.3.3 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP

A. Penyiapan Reagen Penelitian

Larutan reagen dibuat berdasarkan metode yang telah digunakan oleh

Vijayalakshmi (2016).

1. Larutan Dapar Fosfat 0,2 N pH 6,6
Ditimbang 2 gram NaOH dan dilarutkan dengan akuades bebas CO2 hingga
250 mL dalam labu ukur. Kemudian ditimbang KH2PO4 sebanyak 6,8 gram
dan dilarutkan dengan akuades bebas COz2 hingga 250 mL dalam labu ukur.
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Kemudian dipipet sebanyak 16,4 mL NaOH, dimasukkan dalam labu ukur
dan dicampurkan 50 mL KH2POs, selanjutnya diukur sampai pH 6,6 dan
dicukupkan dengan akuades bebas CO2 hingga 200 mL.

2. Larutan Kalium Ferrisianida 1% (b/v)
Ditimbang 1 gram kalium ferrisianida dan dilarutkan dengan air suling, lalu
dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan ditambah air suling hingga tanda

tera.

3. Larutan FeCl3 0,1% (b/v)
Ditimbang 0,1 gram FeCls dan dilarutkan dengan air suling, dimasukkan
dalam labu ukur 100 mL lalu ditambah air suling hingga tanda tera.

4. Larutan Asam Trikloroasetat (TCA) 10%
Ditimbang 10 gram TCA dan dilarutkan dengan air suling, dicukupkan
hingga 100 mL dalam labu ukur.

B. Penyiapan Larutan Sampel

Pembuatan larutan standar asam askorbat 1000 pg/mL dibuat dengan melarutkan
25 mg asam askorbat yang dilarutkan dengan air suling hingga batas labu ukur 25
mL. Selanjutnya dari larutan stok 1000 pg/mL diambil masing-masing 0,2; 0,3;
0,4; 0,5 dan 0,6 mL dan ditempatkan dalam labu ukur 10 mL yang berbeda dan
diencerkan dengan air suling hingga 10 mL dan dihomogenkan. Konsentrasi

larutan sampel yakni 20; 30; 40; 50; dan 60 ppm.

C. Penyiapan Larutan Standar Asam Askorbat

Pembuatan larutan sampel 1000 pg/mL dibuat dengan melarutkan 25 mg asam
askorbat yang dilarutkan dengan air suling hingga batas labu ukur 25 mL.
Selanjutnya dari larutan stok 1000 pg/mL diambil 1 mL, dimasukan dalam labu
ukur 10 mL dan diencerkan dengan air suling sampai tanda tera. Konsentrasi
larutan sampel yang didapat adalah 100 ppm. Kemudian masing-masing 0,2; 0,3;
0,4; 0,5 dan 0,6 mL dan ditempatkan dalam labu ukur 10 mL yang berbeda dan
diencerkan dengan air suling hingga 10 mL dan dihomogenkan. Konsentrasi
larutan sampel yakni 2; 3; 4; 5; dan 6 ppm.



30

D. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebanyak 1 mL larutan asam askorbat 4 ppm, ditambahkan dengan 2,5 mL dapar
fosfat pH 6,6 dan 2,5 mL kalium ferrisianida lalu dipipet ke dalam vial kemudian
Inkubasi selama 20 menit pada suhu 50°C. Setelah diinkubasi larutan
ditambahkan 2,5 mL TCA, larutan disentrifuge pada kecepatan 3000 rpm selama
10 menit, kemudian diambil 2,5 mL lapisan atas kemudian tambahkan 2,5 mL air
suling dan 0,6 mL FeCls, diamkan selama 10 menit. Serapan diukur dengan
Spektrofotometer UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya dari 400-800
nm hingga diperoleh panjang gelombang maksimum (Magfira, 2018).

E. Aktivitas Antioksidan Standar Asam Askorbat

Larutan standar asam askorbat yang telah disiapkan dengan berbagai konsentrasi
kemudian diambil masing-masing 1 mL, ditambahkan 2.5 mL dapar fosfat 0,2 M
(pH 6.6) dan 2.5 mL K3Fe(CN)6 1% setelah itu, diinkubasi selama 20 menit
dengan suhu 50°C. Setelah diinkubasi ditambahkan 2.5 mL TCA lalu disentrifus
dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Setelah disentifus dipipet 2.5 mL
lapisan bagian atas kedalam tabung reaksi, dan ditambahkan 2.5 mL akuades dan
0,6 mL FeClI3 0,1%. Larutan didiamkan selama 10 menit dan diukur
absorbansinya pada pada A maks. Pengerjaan dilakukan di tempat gelap. Nilai
FRAP dinyatakan dalam mg equivalen asam askorbat/ gr ekstrak (Yen and Chen,
1995).

F. Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP pada Sampel

Larutan sampel yang telah disiapkan dengan berbagai konsentrasi kemudian
diambil masing-masing 1 mL, ditambahkan 2,5 mL dapar fosfat 0,2 M (pH 6.6)
dan 2,5 mL KsFe(CN)s 1% setelah itu, diinkubasi selama 20 menit dengan suhu
50°C. Setelah diinkubasi ditambahkan 2,5 mL TCA lalu disentrifus dengan
kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Setelah disentifus dipipet 2,5 mL lapisan
bagian atas kedalam tabung reaksi, dan ditambahkan 2,5 mL akuades dan 0,6 mL

FeClz 0,1%. Larutan didiamkan selama 10 menit dan diukur absorbansinya pada
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pada A maks. Pengerjaan dilakukan di tempat gelap. Nilai FRAP dinyatakan
dalam mg equivalen asam askorbat/ gr ekstrak (Yen and Chen, 1995).

3.3.3. Analisis Data

Persamaan regresi linier menggunakan microsoft excel digunakan untuk
menghitung absorbansi dan mengetahui persamaan garis antara absorbansi
dengan konsentrasi standar asam askorbat. Rumus persamaan regresi linier adalah
sebagai berikut:

y =a+ bx
dengan y = absorbansi atau garis regresi, a = slope, b = intersep, dan x = variable
bebas.

Rumus penentuan aktivitas antioksidan menurut Magfira (2018):

Absorbansi sampel — Absorbansi blanko

% Inhibisi = X 100%

Absorbansi sampel

Pada penentuan Inhibitory Concentration (ICso) nilai 1Cso dihitung berdasarkan
persentase inhibisi terhadap radikal FRAP dari masing-masing konsentrasi
larutan sampel berdasarkan rumus diatas. Dari nilai % Inhibisi pada berbagai
konsentrasi, selanjutnya dimasukkan ke dalam persamaan regresi dengan
konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % inhibisi sebagai sumbu y. Nilai 1Cso
didapat dari perhitungan pada saat % inhibisi sebesar 50% dari persamaany = a +
bx.

3.3.4. Validasi Metode Uji Aktivitas Antioksidan

Validasi metode yang diuji menggunakan lima parameter yaitu akurasi, presisi,

batas deteksi, batas kuantitas, dan linearitas.

A. Penentuan Linieritas

Penentuan linearitas dilakukan dengan cara membuat kurva kalibrasi larutan
standar dengan variasi konsentrasi 2 ppm, 3 ppm, 4 pm, 5 ppm, dan 6 ppm. Nilai
absorbansi yang diperoleh dibuat persamaan linier hubungan antara konsentrasi

dengan absorbansi. Nilai R diperoleh menunjukan linieritas (Gandjar dan
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Rohman, 2007). Nilai koefisien relasi (R?) memenuhi syarat linieritas jika nilai R?

mendekati 1.

B. Penentuan Akurasi

Penenentuan akurasi dilakukan dengan cara menambahkan larutan standar ke
dalam suatu sampel. Standar asam askorbat 4 ppm ditambahkan ke dalam sampel
kulit buah kakao dan kulit buah nanas dengan konsentrasi masing-masing 20; 40;
dan 60 ppm. Kemudian dilakukan pengulangan sebanyak 3 replikasi dan
ditentukan % recovery (Wahyuni, 2015). Parameter ini dikatakan akurat bila %

recovery yang didapatkan yaitu 97-103%.

C. Penentuan Presisi

Penentuan presisi dilakukan dengan cara melakukan uji menggunakan metode
FRAP dengan konsentrasi masing-masing sampel 20; 40; 50 atau 60 ppm dan
diukur absorbansinya menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 697 nm. Pengulangan dilakukan sebanyak 3 kali. Kemudian
ditentukan nilai %RSD. Parameter ini dikatakan telah memenuhi syarat apabila
telah sesuai dengan batas keberterimaan presisi menurut persamaan Horwitz pada
Tabel 4.

D. Penentuan Batas Deteksi (LoD) dan Batas Kuantisasi (LoQ)

Penentuan LoD dan LoQ untuk sampel dilakukan dengan menggunakan kurva
kalibrasi dalam konsentrasi standar (Riyanto, 2017). Kurva kalibrasi tersebut

dibuat dalam konsentrasi 2 ppm; 3 ppm; 4 ppm; 5 ppm; dan 6 ppm.

3.3.5. Ketidakpastian Pengukuran

Estimasi nilai ketidakpastian dapat dihitung setelah diperoleh data hasil
pengukuran dalam validasi metode uji aktivitas antioksidan kulit buah kakao dan
kulit buah nanas menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis.
Data tersebut kemudian dilanjutkan dengan perhitungan ketidakpastian

pengukuran dari masing-masing faktor yang dapat mempengaruhi pengujian
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aktivitas antioksidan. Penentuan estimasi ketidakpastian pengukuran berdasarkan
Riyanto (2017).

Bagan alir dari penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 5 berikut:

Pembuatan larutan FRAP,
standar, sampel

Kulit kako dan Penentuan panjang
kulit nanas gelombang max.
! |
Pembuatan

Ekstraksi sampel kurva kalibrasi

A 4

E . Penentuan aktivitas
vaporast antioksidan sampel
Y
Uji validasi
) 4
b4 v v
Linieritas Akurasi Presisi LoD dan LoQ Ketidakpastian

Pengukuran

Gambar 5. Diagram alir penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan pada sampel kulit kakao dan sampel
kulit nanas menunjukan bahwa kedua sampel memiliki aktivitas antioksidan

yang sangat besar karena memiliki nilai ICs, <50 ppm.

2. Nilai ICsq beserta estimasi ketidakpastian dari uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis sampel kulit
buah kakao dan kulit buah nanas masing-masing yaitu 33,076 + 1,4480 dan
39,066 + 1,6702.

3. Parameter linearitas, akurasi, dan presisi pada metode uji aktivitas
antioksidan menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis
menunjukan hasil yang baik dan telah memenuhi syarat keberterimaan pada
setiap metodenya, sehingga metode tersebut dapat digunakan untuk pengujian

rutin di laboratorium.

4. Batas deteksi (LoD) dan batas kuantitasi (LoQ) untuk uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode FRAP secara Spektrofotometri UV-Vis berturut-turut
adalah 0,7567 ppm dan 2,5225 ppm.



62

5.2 Saran

Saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Larutan FRAP bersifat kurang stabil sehingga harus dibuat secara in time dan

harus segera digunakan.

2. Validasi metode yang telah dilakukan hanya meliputi 5 parameter, perlu
dilakukan validasi metode lanjutan dengan parametes spesifitas (specifity),
ketangguhan (robustness), kekasaran (ruggedness), kesesuaian sistem (system

suitability) dan linearitas dan selektivitas.

3. Metode analisis uji aktivitas antioksidan menggunakan Spektrofotometri UV-
Vis perlu dilakukan verifikasi dahulu sebelum digunakan dalam pengujian di
Laboratorium yang bertujuan meningkatkan nilai keabsahan dari metode

analisis.
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