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ABSTRACT

STUDY OF GOLDEN RAIN PLANT (Senna multijuga) BARK EXTRACT
AS AN ANTIOXIDANT FUNCTIONAL FOOD INGREDIENT

By

OCHA MAHARANI

The golden rain plant (Senna multijuga) contains antioxidant compounds found in
its bark. Antioxidant compounds have physiological benefits, such as
counteracting free radicals and preventing degenerative diseases. The way to
obtain antioxidant compounds is by consuming functional foods. This study aims
to determine the physical characteristics and antioxidant activity of the fraction
resulting from chromatographic column elution of golden rain skin extract as a
functional food ingredient. The research was conducted using descriptive method
with 3 replicates in the testing process. Tests in the study consisted of the
extraction and isolation process of golden rain skin, as well as antioxidant activity
tests with DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) methods. The results obtained from the study were the
characteristics of the color of the solution and the shape of the fraction groups
from different chromatographic columns, namely Frl yellow and amorphous
solids, Fr2 concentrated yellow and concentrated extract, Fr3 dark brown and
thick liquid, Fr4 green and liquid, and Fr5 concentrated green and thick liquid.
Antioxidant activity testing with DPPH method obtained the percent inhibition
value of the five fraction groups which ranged from 52.52-69.26%. The best
fraction (fraction-1) tested with DPPH method obtained ICsy value of 11.521
mg/L and testing with FRAP method obtained 1Cs, value of 10.749 mg/L. The
antioxidant activity of chromatography column fraction of chloroform extract of
golden rain skin is categorized as very strong antioxidant.

Keywords: Antioxidant activity, extraction, golden rain, functional food



ABSTRAK

KAJIAN EKSTRAK KULIT TANAMAN HUJAN EMAS (Senna multijuga)
SEBAGAI INGREDIENT PANGAN FUNGSIONAL ANTIOKSIDAN

Oleh

OCHA MAHARANI

Tanaman hujan emas (Senna multijuga) mengandung senyawa antioksidan yang
terdapat pada bagian kulitnya. Senyawa antioksidan memiliki manfaat fisiologis,
seperti menangkal radikal bebas dan mencegah penyakit degeneratif. Cara
memperoleh senyawa antioksidan adalah dengan mengonsumsi pangan
fungsional. Penelitian bertujuan untuk mengetahui karakteristik fisik dan aktivitas
antioksidan fraksi hasil elusi kolom kromatografi ekstrak kulit hujan emas sebagai
ingredient pangan fungsional. Penelitian dilakukan dengan metode deskriptif 3
kali ulangan dalam proses pengujiannya. Pengujian dalam penelitian terdiri dari
proses ekstraksi dan isolasi kulit hujan emas, serta uji aktivitas antioksidan dengan
metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dan metode FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). Hasil yang diperoleh dari penelitian berupa karaktersistik
warna larutan dan bentuk kelompok fraksi hasil kolom kromatografi yang
berbeda-beda yaitu Frl berwarna kuning dan berbentuk padatan amorf, Fr2
berwarna kuning pekat dan berbentuk ekstrak pekat, Fr3 berwarna cokelat gelap
dan berbentuk cairan kental, Fr4 berwarna hijau dan berbentuk cairan, serta Fr5
berwarna hijau pekat dan berbentuk cairan kental. Pengujian aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH diperoleh nilai persen inhibisi dari kelima kelompok fraksi
yaitu berkisar antara 52,52-69,26%. Fraksi terbaik (fraksi-1) yang dilakukan
pengujian dengan metode DPPH memperoleh nilai 1Csy sebesar 11,521 mg/L dan
pengujian dengan metode FRAP memperoleh nilai I1Csy sebesar 10,749 mg/L.
Aktivitas antioksidan fraksi kolom kromatografi ekstrak kloroform kulit hujan
emas tersebut dikategorikan dalam antioksidan sangat kuat.

Kata kunci: Aktivitas antioksidan, ekstraksi, hujan emas, pangan fungsional
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyawa reaktif yang secara umum
diketahui sebagai senyawa yang memiliki satu atau lebih elektron tidak
berpasangan (Maryam dkk., 2015). Menurut Pham-Huy et al. (2008) senyawa
radikal bebas dapat berasal dari sumber eksternal seperti polusi asap kendaraan
bermotor, asap pembakaran, asap rokok, dan radiasi. Apabila tubuh kelebihan
radikal bebas dan tidak dapat dihancurkan secara bertahap, nantinya di dalam
tubuh akan menghasilkan fenomena yang disebut dengan stres oksidatif. Stres
oksidatif berperan utama dalam perkembangan penyakit kronis dan degeneratif.
Kemudian, apabila jumlah radikal bebas meningkat dan terjadi stres oksidatif,
senyawa antioksidan endogen yang diproduksi oleh tubuh untuk mencegah
penyakit akibat radikal bebas tidak cukup untuk menetralisirnya, sehingga
dibutuhkan senyawa antioksidan dari luar tubuh (eksogen) (Dhurhania dan
Novianto, 2019). Menurut Wolfe and Liu (2007), salah satu cara memperoleh
senyawa antioksidan eksogen secara aman dan alami yaitu dengan mengonsumsi

pangan fungsional yang memiliki kandungan senyawa antioksidan.

Pangan fungsional merupakan produk pangan yang tidak hanya memenuhi
kebutuhan gizi dasar, tetapi juga memberikan manfaat fisiologis tambahan, seperti
menangkal radikal bebas dan mencegah penyakit degeneratif (Wolfe and Liu,
2007). Menurut Kaur and Kapoor (2001) dan Hasler (2002), salah satu sumber
utama komponen bioaktif dalam pangan fungsional dapat berasal dari tanaman,
karena banyak diantaranya mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, fenolik, tannin, dan alkaloid. Senyawa-senyawa tersebut memiliki

aktivitas antioksidan yang tinggi, sehingga beberapa tanaman terutaman dalam



bentuk ekstraknya dapat menjadi bahan baku potensial dalam pengembangan
produk pangan fungsional dengan kandungan antioksidan yang dapat menangkal
radikal bebas di dalam tubuh. Menurut Silva et al. (2019) dan Oliveira et al.
(2021), kandungan metabolit sekunder tersebut dapat ditemukan pada ekstrak
tanaman genus Senna yaitu salah satunya pada ekstrak spesies Senna multijuga
yang diketahui mengandung berbagai senyawa aktif seperti flavonoid, fenolik, dan

antrakuinon.

Tanaman hujan emas (Senna multijuga) termasuk dalam famili Fabaceae yang
memiliki tinggi pohon berkisar antara 10-15 meter (Irwin and Barneby, 1982).
Spesies ini tersebar di hampir semua wilayah negara tropis, terutama di hutan
hujan Atlantik Brasil. Spesies ini tergolong spesies pionir yang membutuhkan
cahaya dan tidak dipengaruhi dengan kondisi fisik tanah (Lopes et al., 2020).
Tanaman S. multijuga termasuk jenis tanaman polong-polongan berukuran sedang
yang ditemukan di berbagai negara Amerika Selatan dan daerah tropis di seluruh
dunia, termasuk di negara Indonesia dengan kondisi daerah kering, lembap, curah
hujan yang tinggi dan suhu rata-rata tahunan 17-28°C serta terdapat sinar matahari
penuh seperti kondisi di daerah Jawa Barat, Jawa Timur, Sumatra, Kalimantan,
dan Bali. Menurut Wandri et al. (2024), tanaman S. multijuga menunjukkan
potensi pertumbuhan yang baik di Provinsi Lampung karena didukung oleh iklim
tropis basah dan kondisi agroklimat yang sesuai, sehingga menjadikan Lampung
sebagai lokasi yang cocok untuk budidaya tanaman ini, tetapi belum banyak
dibudidayakan secara luas di Lampung. S. multijuga merupakan tanaman yang
memiliki daun majemuk, bunga hermafrodit dengan kelopak kuning, memiliki
buah berbentuk silinder berupa polong yang didalamnya berisi 20-32 biji
berwarna hijau hingga coklat kehitaman (Ribeiro and Lovato, 2004). Menurut
Prasathkumar et al. (2021), tanaman S. multijuga mulai dikenal dan beberapa
bagian tanaman S. multijuga seperti akar, kulit batang, daun, biji dan buah mulai
dijadikan objek penelitian untuk mengetahui manfaat, kegunaan, serta komponen
yang terkandung di dalamnya, karena tanaman S. multijuga terutama ekstraknya
diperkirakan memiliki berbagai manfaat yang berfungsi sebagai antioksidan,

antiinflamasi, antimikroba, dan bioinsektisida alami.



Salah satu bagian tanaman S. multijuga yang dijadikan sebagai bahan penelitian di
beberapa bidang yaitu kulit batangnya. Kulit tanaman tersebut diperkirakan
terdapat kandungan senyawa antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas dan
berpotensi sebagai bahan baku pangan fungsional. Menurut Farid et al. (2020),
bagian tanaman Senna spp termasuk batang dan kulitnya ditemukan kaya akan
berbagai fitokimia, yaitu terdapat 350 senyawa yang beragam dapat diekstrak dari
tanaman genus Senna. Fitokimia ini sebagian besar mencakup senyawa alkaloid,
terpenoid, glikosida, tanin, saponin, steroid, flavonoid, antrakuinon, dan polifenol.
Menurut Alshehri et al. (2022), berdasarkan banyaknya senyawa yang dapat
diekstrak dari tanaman genus Senna tersebut, maka dilakukan penelitian terkait
aktivitas farmakologis tanaman genus Senna yang meliputi antiinfeksi, antitumor,
antimutagenik, antiplasmodial, antiinflamasi, antikanker, antidiabetik, aktivitas
antihelmintik dan terutama sebagai antioksidan. Kemudian, terdapat beberapa
eksperimen in vitro, in vivo, dan klinis membuktikan bahwa ekstrak dari tanaman
genus Senna memiliki beragam manfaat dengan bertindak sebagai agen

antioksidan dan antimikroba yang kuat.

Beberapa ekstrak bagian tanaman genus Senna yang telah diidentifikasi seperti
ekstrak bagian kulit batangnya terdapat aktivitas antioksidan dan umumnya
berkorelasi dengan kandungan fenolik dan flavonoid yang meliputi senyawa kimia
seperti katekin, proantosianidin, scutel-larein, rutin, quercimeritrin, glikosida
kaempferol, rhein, krisofan, aloin, dan fisikon (Alshehri et al., 2022). Menurut
Solanki et al. (2021), senyawa-senyawa golongan antioksidan tersebut dapat
diketahui dengan pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH, FRAP,
CUPRAC, PMA, H,0,, dan ABTS. Adanya kandungan senyawa antioksidan dari
beberapa ekstrak tanaman, baik tanaman pangan maupun non pangan dapat
berpotensi menjadi salah satu bahan atau ingredient pada produk pangan
fungsional yang pastinya bermanfaat baik bagi kesehatan. Umumnya golongan
senyawa antioksidan alami yang ditemukan pada ekstrak suatu bahan pangan
yaitu alkaloid, saponin, kuinon, steroid/triterpenoid, flavonoid, dan tannin (Rao et
al., 2013). Maka dari itu, diperkirakan beberapa senyawa golongan tersebut dapat

juga ditemukan pada ekstrak bagian tanaman Senna spp, sehingga beberapa genus



Senna seperti S. multijuga berpotensi menjadi ingredient pangan fungsional
dengan aktivitas antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas di dalam tubuh,
tetapi sampai saat ini belum diketahui pasti ada tidaknya aktivitas antioksidan
yang dapat menjadi ingredient pangan fungsional dari ekstrak bagian tanaman S.
multijuga. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian terkait aktivitas antioksidan
pada ekstrak kulit tanaman hujan emas (Senna multijuga) yang berpotensi sebagai

ingredient pangan fungsional.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui karakteristik fisik hasil elusi kolom kromatografi ekstrak kulit
hujan emas (Senna multijuga)

2. Mengetahui aktivitas antioksidan fraksi hasil elusi kolom kromatografi
ekstrak kulit hujan emas (Senna multijuga) sebagai ingredient pangan

fungsional

1.3 Kerangka Pemikiran

Senna multijuga merupakan pohon atau semak yang ekstrak bagian tanamannya
dapat bermanfaat sebagai anti-karsinogenik, anti-inflamasi, antioksidan, dan
beberapa senyawa pelindung syaraf (de Oliveira et al., 2023). Menurut penelitian
Oza et al. (2020), antioksidan alami diteliti dari berbagai bagian tumbuhan seperti
sayuran, buah, dan tanaman berkayu. Salah satu tanaman berkayu yang terdapat
aktivitas antioksidan dibeberapa bagiannya yaitu tanaman hujan emas (S.
multijuga). Aktivitas antioksidan tersebut dapat ditemukan pada bagian kulit
batang tanaman yang nantinya akan berhubungan dengan kandungan senyawa
flavonoid dan fenolik. Kandungan senyawa ini dapat berperan sebagai
antioksidan dan memiliki aktivitas antibakteri. Menurut penelitian Oladeji et al.
(2021), genus Senna mengandung metabolit penting seperti alkaloid, antrakuinon,
flavonoid, tanin, glikosida, steroid, terpenoid, saponin, dan minyak atsiri. Ekstrak

kasar dan metabolit terisolasi proses fraksinasi dari tanaman genus Senna



menunjukkan berbagai aktivitas farmakologis in vitro dan in vivo seperti
antidiabetik, antigonore, antimikroba, antioksidan, antipiretik, antinosiseptif,
antidepresan, dan antiinflamasi. Artinya bahwa ekstrak yang diperoleh dari
tanaman genus Senna, termasuk juga dengan spesies S.multijuga diperkirakan
memiliki aktivitas antioksidan apabila dilihat dari penelitian terdahulu yang telah
dilakukan.

Prosedur ekstraksi dan isolasi suatu senyawa dapat dilakukan dengan beberapa
tahap. Menurut penelitian Subeki dan Muhartono (2015), proses ekstraksi dan
isolasi senyawa brusein-A dari buah Makasar (Brucea javanica (L.) Merr.) yang
dapat dilakukan dengan proses awal yaitu maserasi 30 mL EtOH 70% selama 28
hari, selanjutnya filtrat disaring dengan kain saring dan diuapkan dengan
menggunakan rotari evaporator menjadi 1 L. Filtrat pekat tersebut kemudian
diekstrak dengan etil asetat (EtOAc) sehingga diperoleh fraksi air dan EtOAc.
Fraksi EtOAc diuapkan hingga kering kemudian dimasukkan ke dalam silika gel
kolom kromatografi dan juga dielusi dengan CHCI;3 (1 L), MeOH-CHClI; (3:97, 1
L), dan MeOH-CHClI; (1:4, 1 L) secara berurutan. Kemudian, cara yang sama
dilakukan pengeringan fraksi MeOH-CHCI; (1:4). Setelah itu, dimasukkan ke
dalam silika gel kolom kromatografi dan dielusi dengan heksan:EtOAc (3:7, 4 L)
hingga diperoleh 10 fraksi dan pada fraksi 5 dapat diidentifikasi adanya senyawa

brusein-A yang menandakan bahwa fraksi tersebut merupakan fraksi terbaik.

Penelitian yang dilakukan oleh Singh et al. (2019) mengenai pengujian aktivitas
antioksidan pada ekstrak biji Senna occidentalis dilakukan secara bertahap dan
diawali dengan proses ekstraksi menggunakan pelarut etanol terlebih dahulu
hingga memperoleh ekstrak pekat. Ekstrak pekat tersebut dilakukan pengujian
aktivitas antioksidan dengan berbagai konsentrasi yaitu 10-50 pl/mL. Pengujian
aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode DPPH dan larutan
standar asam askorbat yang diukur dengan spektrofotometer UV-Vis ganda pada
panjang gelombang 517 nm. Hasil pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH
pada penelitian Singh et al. (2019), yaitu penghambatan tertinggi ditemukan pada
konsentrasi 50 pl/mL dengan nilai 79,25% dan untuk nilai 1Csy ekstrak etanol



(AEA) diketahui sebesar 14,8 pg/ml. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
konsentrasi EAE 50 pg/mL paling ampuh dalam menunjukkan respon antioksidan
dibandingkan dengan asam askorbat. Hal tersebut dapat disebabkan oleh
kandungan flavonoid yang meningkatkan kemampuan menetralkan radikal bebas
sehingga dapat diartikan bahwa ekstrak etanol biji S.occidentalis memiliki
kandungan flavonoid yang merupakan salah satu golongan senyawa antioksidan.
Menurut penelitian Kabila’ et al. (2020), golongan senyawa antioksidan alami
yang ditemukan pada ekstrak tanaman S.occidentalis dari genus Senna yaitu
berupa senyawa flavonoid, alkaloid, steroid, dan saponin yang dapat diarahkan
menjadi ingredient pangan fungsional antioksidan. Namun, harus dilakukan
proses isolasi atau pemurnian senyawa terlebih dahulu untuk memperoleh

senyawa murni yang diinginkan tanpa adanya senyawa lain yang tidak diinginkan.

Penelitian terkait aktivitas antioksidan pada tumbuhan genus Senna juga sudah
dilakukan oleh Ita and Ndukwe (2017), namun genus Senna yang dijadikan
penelitian untuk mengetahui aktivitas antioksidan ini adalah spesies Senna alata
pada bagian akar tanamannya. Pengujian ini tetap diawali dengan tahap ekstraksi
terlebih dahulu yaitu dimaserasi dalam 2,5 L aseton, etanol, dan air secara terpisah
selama 24 jam untuk diperoleh ekstrak aseton (AcE), etanol (EtE), dan air (AQE).
Selanjutnya, akan diuji aktivitas antioksidannya dengan metode DPPH dan ABTS,
sehingga dapat diketahui bahwa menurut para peneliti ekstrak akar S. alata
memiliki aktivitas antioksidan dan menunjukkan bahwa tanaman tersebut kaya
akan fenolik dan flavonoid. Namun, dapat diketahui bahwa total fenolik dan
flavonoid yang tinggi ditemukan pada ekstrak etanol (masing-masing 78,21 mg
ekuivalen asam galat (GAE)/g dan 39,29 mg ekuivalen quercetin (QE)/g, ICso =
45,18 nug/ mL) dari pada ekstrak air dan aseton.

Penelitian mengenai aktivitas antioksidan tanaman genus Senna dengan metode
DPPH lainnya juga dilakukan oleh Arrieta and Anges (2004). Penelitian tersebut
melakukan pengujian aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol kulit batang
Senna skinneri dengan berbagai konsentrasi yaitu 2-20 pg/mL. Pengukuran
absorbansi dalam penelitian ini dilakukan pada panjang gelombang 517 nm. Hasil



yang diperoleh menunjukkan bahwa metanol kulit batang S. skinneri memiliki
aktivitas penangkal radikal bebas yang signifikan dengan nilai ICso sebesar 8,41
pg/mL, sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak kulit batang S. skinneri
terdapat aktivitas antioksidan yang tergolong dalam kategori antioksidan sangat
kuat dalam uji DPPH. Menurut Alshehri et al. (2022), teknik in vitro yang umum
digunakan untuk mengetahui dan menentukan aktivitas antioksidan suatu ekstrak
selain metode DPPH (2,2-diphenyl-1 picrylhydrazyl radical) yaitu metode FRAP
(Ferric Reduction Antioxdant Power).

Penelitian mengenai aktivitas antioksidan menggunakan metode FRAP dan DPPH
telah dilakukan oleh Sobeh et al. (2017) dengan sampel ekstrak metanol kulit
pohon Senna singueana berbagai konsentrasi yaitu dari 500-2,5 pug/mL.

Penelitian tersebut menghasilkan nilai 1Cs, ekstrak metanol kulit S. singueana
pada metode FRAP sebesar 18,16 mM FeSO./mg ekstrak (epigallocatechin gallate
sebagai kontrol positif sebesar 25 mM FeSO,) dan nilai ICsy pada metode DPPH
sebesar 20,8 pg/mL (epigallocatechin gallate sebagai kontrol positif sebesar 3,50
png/mL). Adanya aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol kulit pohon S.
singueana ini disebabkan oleh kandungan total fenolik yang tinggi karena
ditemukan 474 mg ekuivalen asam galat (GAE)/mg ekstrak. Hasil serupa
terdeteksi dalam ekstrak dari spesies Senna lainnya yang kaya akan

proantosianidin.

Penelitian mengenai aktivitas antioksidan menggunakan metode FRAP lainnya
juga dilakukan oleh Saliu (2021), yaitu dengan mengevaluasi aktivitas antioksidan
dari ekstrak air akar Senna podocarpa menggunakan metode FRAP. Hasil yang
diperoleh dalam penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak air akar S.
podocarpa memiliki aktivitas antioksidan sebesar 0,49 mg/mL dalam uji FRAP.
Aktivitas antioksidan dari ekstrak air akar S. podocarpa tersebut masuk dalam
kategori antioksidan sangat kuat. Selain itu, analisis HPLC-DAD
mengidentifikasi keberadaan senyawa fenolik seperti asam klorogenat (51,65
mg/g), asam kafeat (40,52 mg/g), dan flavonoid seperti quercitrin (40,31 mg/g),
yang berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak akar S. podocarpa.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Hujan Emas (Senna multijuga)

Tanaman hujan emas (Senna multijuga) merupakan pohon yang dianggap sebagai
tanaman pionir dan termasuk dalam famili Fabaceae. Tanaman hujan emas ini di
negara lain dikenal sebagai november shower, caqueira, alleluia, pau-fava, pitna,
canafistula atau pau-cigarra, angico branco, dan acacia (Amorim et al., 2008).
Tanaman S. multijuga dapat tumbuh setinggi 15 m, meskipun tanaman ini berasal
dari Amerika Selatan bagian utara, tetapi tanaman ini telah menyebar ke daerah
tropis di seluruh dunia termasuk tumbuh di seluruh wilayah Brazil, terutama di
Hutan Atlantik. Selain itu, karena siklus pembungaannya yang panjang, tanaman
ini sering digunakan sebagai tanaman hias di taman, trotoar, dan dalam proyek
reboisasi campuran di daerah terdegradasi. Fakta bahwa S. multijuga memiliki
siklus hidup yang pendek dibandingkan dengan spesies hutan lainnya, ditambah
kemampuan untuk menjajah tanah yang buruk dengan cepat karena tidak peduli
dengan kondisi fisik tanah, namun tanaman ini membutuhkan cahaya untuk masa
pertumbuhannya (Lopes et al., 2020). S. multijuga memiliki bunga dan buah yang
mana pembungaan tanaman ini terjadi antara bulan Januari dan Mei, sedangkan
buahnya matang antara bulan Maret dan Desember. Buah S.multijuga merupakan
jenis polong-polongan atau kacang-kacangan kering dengan kulit biji tipis (de
Oliveira et al., 2023). Menurut Wolowski and Freitas (2010), tanaman
S.multijuga memiliki tinggi pohon 10-15 m dan umumnya ditemukan pada
ketinggian antara 50 dan 950 m, di lahan terbuka, tepi hutan, tepi sungai, dan di
kawasan yang terganggu serta sedang beregenerasi. Bagian tanaman hujan emas
disajikan pada Gambar 1.



Gambar 1. Tanaman hujan emas (Senna multijuga) (a) pohon, (b) percabangan,
(c) daun, (d) bunga, (e) kelopak bunga, (f) buah dan biji.
Sumber: Wandri et al. (2024)

Secara taksonomi tanaman hujan emas diklasifikasikan sebagai berikut (Carvalho,
2000).

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta (Angiospermae)
Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Senna

Spesies : Senna multijuga
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Buah tanaman S. multijuga berbentuk pipih, berupa polong dengan biji autokorik
yang memiliki panjang rata-rata 154,0 mm (berkisar antara 121,0 hingga 188,0
mm), lebar rata-rata 15,4 mm (berkisar antara 12,0 hingga 18,0 mm), dengan
permukaan mengkilap, gundul, berwarna coklat tua yang mengandung 20-32 biji.
Bijinya berbentuk lonjong, terkompresi secara lateral, dengan panjang rata-rata
6,4 mm (berkisar antara 5,8 hingga 7,0 mm) dan lebar rata-rata 2,4 mm (berkisar
antara 1,9 hingga 2,9 mm) (de Oliveira et al., 2023). Tanaman ini memiliki daun
majemuk, bunga hermafrodit dengan kelopak kuning yang dikelompokkan dalam
malai ganda terminal. Adapun bentuk mahkota bunga yaitu membulat, tangkai
benang sari pendek dan pada bagian ujungnya bewarna putih dengan garis coklat
(Ribeiro and Lovato, 2004). Tanaman ini juga memiliki kandungan senyawa
fitokimia seperti fenolik, terpenoid, steroid, tanin, alkaloid, flavonoid, dan saponin
(Sharma, 2018).

2.2 Pelarut

2.2.1 Etil asetat

Etil asetat adalah salah satu jenis pelarut yang memiliki sifat semi polar, maka
dari itu pelarut etil asetat ini dapat menarik senyawa polar dan nonpolar. Selain
itu, etil asetat adalah turunan dari asam asetat yang umum digunakan dalam
industri makanan dan bersifat mudah menguap. Etil asetat mempunyai ciri-ciri
berupa cairan tidak berwarna, bening, berbau khas, dan mudah larut dalam air
maupun pelarut organik. Etil asetat memiliki beberapa keunggulan salah satunya
yaitu koefisien distribusi etil asetat lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut lain
seperti etanol. Etil asetat juga mempunyai kegunaan tidak hanya berperan sebagai
pelarut saja, etil asetat ini memiliki peran sebagai bahan aditif yang berguna untuk
peningkatan angka oktan bensin (ukuran kemampuan bahan bakar untuk menahan
ketukan atau ledakan dini) dan dapat digunakan sebagai bahan kimia untuk
keperluan umum. Etil asetat merupakan jenis ester yang paling banyak ditemukan
pada golongannya dengan rumus molekul CH3COOC;Hs (Nst et al., 2015).
Struktur kimia senyawa etil asetat dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur kimia etil asetat.
Sumber: Kadarohman dkk. (2022)

Etil asetat biasanya sering digunakan sebagai pelarut dalam bidang ilmiah. Salah
satunya yaitu digunakan pada proses ekstraksi suatu sampel untuk memperoleh
komponen yang diinginkan dari sampel. Tujuan pemilihan pelarut etil asetat
dalam suatu proses ekstraksi, karena etil asetat dapat menarik atau mengekstrak
senyawa yang bersifat polar maupun non polar. Etil asetat juga mempunyai
toksisitas yang rendah sehingga tidak menimbulkan risiko berbahaya (Evita dkk.,
2022). Menurut Mailani dan Pratiwi (2022), esterifikasi adalah salah satu cara
yang dapat dilakukan untuk memperoleh etil asetat. Reaksi esterifikasi biasanya
menghasilkan etil asetat dengan mereaksikan etanol dan asam asetat
menggunakan Kkatalis untuk mempercepat reaksi pembentukan ester. Saat ini,
dapat kita ketahui bersama bahwa etil asetat mempunyai beberapa manfaat serta
target pasar yang lumayan luas yaitu termasuk dapat memberikan kesan rasa dan
aroma buah apabila diaplikasikan pada industri makanan dan parfum, dapat

dimanfaatkan dalam industri cat, tinta, plastik, PVVC, serta industri lainnya.
2.2.2 Kloroform

Kloroform merupakan suatu senyawa organik dengan rumus molekul CHCls.
Kloroform dapat dikategori sebagai bahan kimia beracun sehingga di laboratorium
industri dan sains kloroform terkenal sebagai anastesi (Aprira, 2022). Menurut
Djunaidi dkk. (2021), kloroform merupakan salah satu pelarut yang memiliki
kelarutan rendah dalam air sehingga berkemungkinan besar dapat digunakan
sebagai pelarut organik. Selain itu, menurut Wiradnyani dkk. (2014), kloroform
memiliki ciri utama tidak berwarna, mudah menguap, berbau menusuk dan tajam,

serta bila terhirup akan menimbulkan efek mengantuk. Kloroform yang menjadi
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pelarut semi polar umumnya mempunyai nilai indeks polaritas senilai 4,1,
sehingga pelarut ini dapat menarik senyawa fenolik dan steroid. Struktur kimia

senyawa kloroform dapat dilihat pada Gambar 3.

(|3I

C
cl” = H
H

Gambar 3. Struktur kimia kloroform.
Sumber: Solomons et al. (2016)

Kloroform adalah pelarut pengekstrak yang paling umum digunakan. Hal tersebut
dikarenakan kloroform mempunyai kemampuan yaitu mudah diuapkan, sehingga
dapat membantu dalam proses menghilangkan pelarut organik setelah dilakukan
ekstraksi. Kloroform juga dapat digunakan sebagai pelarut untuk minyak, lemak,
karet, lilin, lemak, dan bahan anastesi serta bahan baku untuk pembuatan senyawa
organik lainnya dalam laboratorium atau industri kimia. Perlu diketahui, bahwa
kloroform umumnya memiliki cita rasa yang manis dan terdapat kesan pedas
sehingga kloroform dapat dimanfaatkan sebagai penambah cita rasa dalam produk
pasta gigi tetapi tidak dianjurkan karena umumnya kloroform memiliki sifat
toksisitas yang tinggi dan juga salah satu bahan yang bersifat karsinogenik
sehingga apabila secara langsung maupun tidak langsung dikonsumsi atau kontak
langsung dengan bagian tubuh dapat menyebabkan kerusakan hati dan ginjal
apabila terpapar dalam jangka waktu panjang (Putra dkk., 2015).

2.2.3 Metanol

Metanol adalah pelarut universal yang dapat melarutkan senyawa polar dan non
polar karena metanol memiliki gugus polar (-OH) dan gugus nonpolar (-CHs).
Metanol adalah suatu senyawa alkohol yang memiliki rantai karbon pendek,

sehingga metanol memiliki sifat lebih mudah terbakar secara sempurna dan
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menghasilkan emisi karbon monoksida yang lebih rendah. Metanol menjadi
pelarut yang umum digunakan pada proses ekstraksi dengan metode maserasi
untuk mengisolasi senyawa organik bahan alam. Metanol dapat menggantikan
bahan baku fosil dan dapat dibuat dari beberapa bahan yang mudah ditemukan
karena matanol tersebut dapat terbuat dari gas alam, biomassa, penyulingan kayu,
gasifikasi batu bara, bahkan dapat menggunakan polusi yang dihasilkan oleh
pabrik serta pembangkit listrik. Metanol memiliki rumus kimia CH3OH dan
dikenal juga sebagai metil alkohol yang berbentuk cairan bening (Permana dkk.,
2021). Struktur kimia senyawa metanol dapat dilihat pada Gambar 4.

HG.  /
“/c—o

Gambar 4. Struktur kimia metanol.
Sumber: Asrori dkk. (2020)

Pelarut metanol juga menjadi pelarut yang umum digunakan untuk mengekstrak
senyawa metabolit golongan flavonoid dan juga menjadi senyawa dengan sifat
yang lebih polar untuk mengekstrak glikosida flavonoid (Yuliani dan Rasyid,
2019). Menurut Yuliarni dkk. (2022), metanol dapat melarutkan zat yang bersifat
polar, seperti golongan fenol (asam fenolik, flavonoid, alkaloid, tannin, lignin)
dan kemampuan tersebutlah yang menjadi salah satu kelebihan dari metanol.
Namun, pelarut metanol juga memiliki kekurangan yaitu relatif lebih toksik
dibandingkan dengan pelarut etanol. Selain itu, metanol juga dapat dengan mudah

terbakar.

2.3 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang umumnya digunakan untuk mencegah berbagai

penyakit degeneratif, seperti penyakit kardiovaskular, kanker, dan penyakit
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lainnya dengan menghilangkan, membersihkan, menahan, dan menyerap radikal
bebas. Selain itu, tubuh juga membutuhkan senyawa antioksidan ini sebagai
substansi untuk menetralisir radikal bebas dan mencegah kerusakan sel normal,
protein, dan lemak oleh radikal bebas. Kemudian, dapat diketahui bahwa
senyawa antioksidan memiliki struktur molekul yang memungkinkan untuk
menyumbangkan elektron kepada molekul radikal bebas tanpa mengganggu
fungsinya, sehingga mampu memutus atau menghentikan reaksi berantai radikal
bebas. Saat ini, jenis antioksidan yang paling sering dibutuhkan dan digunakan
yaitu antioksidan alami dan umumnya antioksidan tersebut dapat ditemukan di
tanaman hijau. (Pratiwi dkk., 2023).

Antioksidan alami biasanya dapat ditemukan pada tanaman seperti sayuran, buah-
buahan biji bijian, kacang-kacangan, dan beberapa tanaman berkayu lainnya.
Senyawa kimia yang termasuk dalam kelompok antioksidan dan ditemukan pada
tanaman antara lain adalah berasal dari golongan polifenol, bioflavonoid, asam
askorbat, vitamin E, beta-karoten, katekin, dan lain-lain. (Pratiwi dkk., 2023).
Menurut Coémert et al. (2020); Sies, (2019), mikronutrien utama yang berperan
sebagai antioksidan meliputi vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (asam askorbat),
dan B-karoten. Selain itu, terdapat juga beberapa senyawa metabolit sekunder,
seperti senyawa fenolik, flavonoid, atau asam organik, yang bisa diperoleh dari
tumbuhan. Menurut Choi et al. (2014), antioksidan yang berasal dari tumbuhan
adalah kelompok besar senyawa bioaktif yang mencakup flavonoid, senyawa
fenolik, senyawa mengandung sulfur, tanin, alkaloid, diterpen, fenolik, dan
vitamin. Kandungan antioksidan alami pada tanaman saat ini lebih sering
dimanfaat untuk kebutuhan dibidang pangan maupun non pangan, karena senyawa
antioksidan tersebut berperan utama dalam menangkal atau meredam radikal
bebas penyebab timbulnya penyakit degeneratif dan kerusakan sel tubuh.
Menurut Lobo et al. (2010), mekanisme kerja antioksidan dalam menangkal
radikal bebas yaitu dengan mendonorkan elektron kepada radikal bebas sehingga
menghentikan reaksi berantai yang dapat merusak sel dan mengubah radikal

menjadi bentuk yang lebih stabil dan tidak berbahaya.
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2.4 Pangan Fungsional

Suatu makanan atau bahan pangan dapat disebut sebagai pangan fungsional jika
mengandung komponen bioaktif yang memberikan manfaat kesehatan tambahan
selain manfaat gizi yang ada di dalamnya. Istilah pangan fungsional di Indonesia
merujuk pada pangan yang secara alami atau melalui proses mengandung satu
atau lebih senyawa dengan fungsi fisiologis tertentu yang mendukung kesehatan.
Hal tersebut seperti yang telah dibuktikan oleh beberapa literatur ilmiah. Fungsi
fisiologis pada suatu komponen bioaktif dalam pangan fungsional mencakup sifat
antioksidan, pencegahan hipertensi, peningkatan penyerapan kalsium, pencegahan
kanker, dan penurunan kolesterol. (BPOM, 2021). Menurut Shahidi and
Ambigaipalan (2015); Roberfroid (2007), komponen bioaktif dalam suatu pangan
adalah senyawa alami yang bukan nutrien esensial, tetapi memiliki efek fisiologis
positif terhadap kesehatan. Komponen bioaktif seperti flavonoid, karotenoid,
polifenol, fitosterol, dan asam lemak omega-3 dalam makanan berperan penting
dalam pencegahan penyakit degeneratif, sehingga menjadikan pangan tersebut

berpotensi sebagai pangan fungsional.

Saat ini, banyak bahan pangan yang tidak hanya dijadikan sebagai makanan
pokok atau camilan saja, tetapi juga dapat berfungsi sebagai functional food yang
memberikan manfaat lebih dari sekadar pangan yang mengandung zat gizi yang
dibutuhkan tubuh. Keanekaragaman tanaman di Indonesia sangat kaya, sehingga
keanekaragaman tersebut dapat dimanfaatkan sebagai sumber utama untuk
menghasilkan pangan fungsional karena memiliki senyawa bioaktif yang
bermanfaat bagi kesehatan. Tanaman yang berpotensi sebagai bahan atau
ingredient pangan fungsional dapat berasal dari tanaman pangan maupun non
pangan yang dapat dihasilkan dari bagian tanamannya dan diperoleh melalui
proses tertentu seperti ekstraksi untuk memperoleh komponen senyawa aktifnya
dan kemudian dilakukan pengolahan lebih lanjut untuk dijadikan suatu produk
atau bahan pangan. Hal tersebut terjadi karena saat ini banyak peneliti yang
meneliti komponen suatu tanaman yang kemudian dilakukan diversifikasi untuk

diarahkan ke pangan fungsional (Sihite dan Hutasoit, 2023).
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2.5 Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode atau proses yang digunakan untuk memisahkan suatu zat
dari campurannya dengan bantuan pelarut yang sesuai dan umunya penggunaan
pelarut tersebut biasanya disesuaikan berdasarkan tingkat kepolarannya.
Umumnya proses ekstraksi dilakukan untuk memperoleh senyawa suatu bahan.
Pemilihan metode ekstraksi sangat ditentukan oleh karakteristik bahan serta
senyawa yang ingin diisolasi. Proses ekstraksi akan berhenti ketika terjadi
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dan konsentrasi dalam
sel tumbuhan (Muhkhriani, 2014).

Alur proses metode ekstraksi yang biasanya dilakukan yaitu bahan akan melalui
proses pengeringan, penggilingan, dan pemilihan pelarut, baik pelarut yang
bersifat polar (seperti air, etanol, dan metanol), semipolar (seperti etil asetat dan
diklorometana), atau nonpolar (seperti n-heksana, petroleum eter, dan
kloroform).yang disesuaikan dengan bahan serta jenis komponen senyawa aktif
yang akan diambil. Berbagai metode ekstraksi yang dapat digunakan meliputi
maserasi, ultrasound-assisted solvent extraction, perkolasi, soxhlet, refluks, dan
distilasi uap. (Muhkhriani, 2014). Menurut Safitri dkk. (2018), terdapat dua cara
ekstraksi, yaitu ekstraksi dingin dan ekstraksi panas. Ekstraksi dingin pada
dasarnya dilakukan tanpa pemanasan selama proses berlangsung untuk menjaga
agar senyawa yang diinginkan tetap utuh dan tidak rusak. Sementara itu, ekstraksi
panas melibatkan pemanasan dalam prosesnya untuk mempercepat laju ekstraksi.

Cara tersebut digunakan dengan menyesuaikan jenis bahan yang akan diekstraksi.

2.6 Thin Layer Chromatography (TLC)

TLC (Thin Layer Chromatography) atau yang bisa disebut juga dengan
kromatografi lapis tipis merupakan salah satu metode yang dapat digunakan
dengan tujuan untuk memisahkan dan memurnikan senyawa aktif suatu bahan.
TLC ini termasuk metode yang praktis untuk digunakan serta cepat (Notonegoro
dkk., 2022). Menurut Cai (2018), TLC adalah metode atau teknik pengujian yang
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sensitif, cepat, dan ekonomis. Biasanya TLC ini digunakan untuk menentukan
jumlah komponen dalam campuran, memverifikasi identitas dan kemurnian
senyawa, memantau perkembangan reaksi, menentukan komposisi pelarut untuk
pemisahan preparatif, serta sangat efektif dalam menganalisis fraksi yang
diperoleh dari kromatografi kolom. Metode TLC ini sudah sangat lazim
digunakan untuk analisis baik secara kualitatif maupun kuantitatif, bahkan dapat

digunakan untuk uji aktivitas biologis bila digabungkan dengan bioautografi.

Metode TLC memiliki keunggulan dalam mengidentifikasi pemisahan komponen
menggunakan pereaksi pewarna, fluoresensi, dan dapat dipakai pada radiasi sinar
ultra violet. Prinsip kerja metode TLC ini yaitu senyawa polar akan larut dalam
pelarut polar, sedangkan senyawa non-polar akan larut dalam pelarut non-polar.
Hal tersebut membuktikan bahwa senyawa dan pelarut yang digunakan pada
metode ini harus sesuai atau sejenis. Proses pengujian dengan metode TLC
menggunakan dua fase yaitu fase gerak dan fase diam. Umumnya fase diam pada
metode TLC menggunakan pelat inert yang terbuat dari silika gel atau alumunium
oksida, sedangkan fase gerak pada metode ini biasanya menggunakan pelarut cair

seperti kloroform, etanol, metanol dan pelarut lain (Pujianti dkk., 2023).

2.7 Kolom Kromatografi

Kolom kromatografi adalah salah satu metode kromatografi yang menggunakan
zat penyarap atau yang biasa disebut dengan fase diam dalam wadah kaca
berbentuk buret. Proses ini juga menggunakan pelarut yang berfungsi sebagai
fase gerak dan nantinya fase gerak akan dilakukan proses penuangan dari atas
kolom sehingga menetes atau keluar melalui bagian bawah kolom. Fase diam
yang telah berada di dalam kolom nantinya akan dilewati oleh fase gerak yang
dipengaruhi oleh adanya fase gerak (Syahmani dkk., 2017). Menurut Emilda dan
Delfira (2023), kromatografi kolom adalah metode pemisahan kimia yang
bergantung pada perbedaan distribusi zat antara fase gerak dan fase diam. Metode
ini umumnya bertujuan untuk memisahkan berbagai senyawa dalam suatu

campuran. Berdasarkan jenis fase diamnya, metode kromatografi dapat dibedakan
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menjadi tiga yaitu kromatografi lapis tipis, kromatografi kolom, dan kromatografi
kertas. Selanjutnya, apabila dilihat dari fase geraknya, terdapat empat metode,
yaitu kromatografi gas, kromatografi cair, kromatografi partisi, dan kromatografi

adsorpsi. Proses kolom kromatografi dapat dilihat pada Gambar 5.

Gambar 5. Proses kolom kromatografi.
Sumber: Dokumentasi pribadi

Prinsip kerja kromatografi kolom umumnya didasarkan pada perbedaan daya
serap atau absorbansi masing-masing senyawa dalam suatu campuran yang
nantinya akan dipisahkan. Senyawa polar cenderung terserap lebih kuat pada gel
silika, sehingga bergerak turun lebih lambat, sedangkan senyawa nonpolar
memiliki daya serap yang lebih lemah dan bergerak lebih cepat. Senyawa dalam
kolom terpisah membentuk pita serapan berdasarkan polaritasnya dan keluar dari
kolom bersama pelarut (fase gerak) yang memiliki polaritas serupa. Pelarut atau
fase gerak yang digunakan biasanya berupa pelarut murni atau campuran dari dua
pelarut dengan perbandingan tertentu yang telah disesuaikan (Syahmani dkk.,
2017). Menurut Fasya dkk. (2018), beberapa faktor yang dapat mempengaruhi
efisiensi pemisahan pada metode kromatografi kolom yaitu jenis adsorben, eluen,
diameter kolom, serta laju alir, sehingga saat melakukan pengujian dengan metode
kolom kromatografi harus sangat diperhatikan agar tidak mempengaruhi

prosesnya.
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2.8 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

Metode DPPH merupakan singkatan dari 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil. Umumnya
pengukuran antioksidan menggunakan metode DPPH yaitu dengan mengamati
adanya perubahan warna dari radikal DPPH. Perubahan warna tersebut ditandai
dengan memudarnya warna akibat adanya senyawa antioksidan yang mampu
menetralkan molekul radikal bebas. Hal ini terjadi karena umunya mekanisme
kerja senyawa antioksidan dalam meredam radikal DPPH yaitu dengan
mendonorkan elektronnya, sehingga radikal yang awalnya tidak stabil (elektron
tidak berpasangan) menjadi stabil, perubahan tersebut dikarenakan elektron pada
radikal bebas berpasangan berkat penyumbangan elektron dari antioksidan.
Absorbansi DPPH pada rentang antara 515-520 nm. Metode peredaman radikal
bebas DPPH ini didasarkan pada proses reduksi radikal bebas DPPH dalam
larutan metanol yang memiliki warna dan ketika larutan DPPH yang berwarna
ungu bertemu dengan senyawa pendonor elektron, DPPH akan mengalami reduksi
dan menyebabkan warna ungu memudar sehingga berubah menjadi warna kuning
yang berasal dari gugus pikril (Wulan dkk., 2019). Mekanisme reaksi antara
DPPH dan senyawa antioksidan dapat dilihat pada Gambar 6.

a0 A0

Ne +* RH e N—H R’
O,N NO, O,N NO,

NO, NO;

Gambar 6. Mekanisme reaksi antara DPPH dengan senyawa antioksidan.
Sumber: Karim dkk. (2015)

Menurut Aryanti dkk. (2021), prinsip kerja metode DPPH didasarkan pada reaksi
oksidasi-reduksi. DPPH merupakan radikal bebas yang dapat larut dalam
senyawa polar seperti etanol dan metanol yang biasa disebut dengan radikal bebas
sintetik. DPPH dapat bereaksi dengan dua mekanisme, yaitu sebagai donor atom

hidrogen dan donor elektron. DPPH yang bersifat radikal akan mengambil atom
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hidrogen dari senyawa antioksidan untuk mendapatkan pasangan elektron. DPPH
termasuk ke dalam salah satu metode pengujian antioksidan yang sederhana,
cepat, murah, dan sensitif. Metode DPPH ini tergolong metode yang mudah
karena dianggap lebih sederhana dibandingkan metode lain untuk mengukur
aktivitas antioksidan. Namun, metode tersebut memiliki kelemahan karena sangat
rentan dipengaruhi oleh berbagai faktor. Selain itu, pelarut DPPH yang digunakan

juga harus selalu disiapkan dalam kondisi yang baru.

2.9 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) adalah metode yang
digunakan untuk menguji antioksidan dalam suatu bahan atau sampel terutama
tumbuh-tumbuhan (Syarif dkk., 2015). Menurut Aryanti dkk. (2021), metode
FRAP memiliki kelebihan yaitu murah, cepat, dan reagen yang digunakan cukup
sederhana serta tidak menggunakan alat khusus untuk menghitung total
antioksidan. Menurut Choirunnisa et al. (2016), kelemahan metode uji FRAP
yaitu reagen bersifat kurang stabil sehingga harus dibuat baru dan harus segera
digunakan. Selain itu, metode FRAP tidak spesifik dimana senyawa lain yang
tidak memiliki kandungan antioksidan, namun memiliki potensial reduksi rendah
dari Fe**/Fe®* dapat terdeteksi oleh metode FRAP ini.

Prinsip penetapan aktivitas antioksidan dengan metode pengujian FRAP yaitu
kemampuan antioksidan dalam mereduksi kompleks ferri (Fe**) dari ferri-
tripyridyl-triazine (TPTZ) menjadi kompleks ferro (Fe*") yang ditandai dengan
perubahan warna menjadi hijau-biru dan dapat diukur pada panjang gelombang
720 nm. Reagen FRAP tidak berwarna terdiri dari campuran TPTZ, FeCl3 .6H20,
dan dapar asetat. Penambahan FeCl3.6H,0 diperlukan untuk membentuk senyawa
kompleks Fe**, dan penambahan dapar asetat karena reaksi biasanya terjadi pada
pH asam. Metode FRAP menggunakan senyawa antioksidan sebagai agen
pereduksi (reduktan) dalam reaksi reduksi-oksidasi. Mekanisme kerja metode
FRAP yaitu dengan cara menginaktivasi radikal bebas dengan transfer elektron
(Aryanti dkk., 2021).



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengujian Mutu Hasil Pertanian,
Pascasarjana Fakultas Pertanian dan Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan
Budidaya Perairan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung pada
bulan Desember tahun 2024 hingga Maret tahun 2025.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu simplisia kulit kayu hujan
emas, alkohol 96%, kloroform, metanol p.a, etil asetat, heksan, alumunium foil,
cling wrap, aquades, silika gel 100 g, aseton, bubuk DPPH (2,2 diphenyl-1-
picrylhydrazil), asam askorbat, asam trikloroasetat (TCA), FeCls, dapar fosfat (0,2
M, pH 6,6), kalium ferrisianida, NaOH, KH,PO, dan kertas saring.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik,
vacuum rotary evaporator, laminar air flow, vortex, oven, batang pengaduk,
spatula, Erlenmeyer (Pyrex), pinset, pensil, penjepit tabung, pH meter, gelas ukur,
gelas beaker, labu ukur, labu didih, labu pisah, mikropipet, pipet ukur, pipet
volume, pipet tetes, rubble bulb, corong gelas, penangas air, sentrifuge, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, tabung sentrifuge, kuvet, vial gelap, pelat TLC (Thin

Layer Chromatography), kolom kromatografi, dan spektrofotometer UV-Vis.
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3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif 3 kali ulangan dalam proses
pengujiannya yaitu fraksi terbaik hasil elusi kolom kromatografi yang memiliki
persen penghambatan (% inhibisi) radikal bebas tertinggi dilakukan pengujian
lebih lanjut terhadap aktivitas antioksidan dengan deret konsentrasi senyawa 0,25
ppm, 0,50 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,25 ppm, dan 1,50 ppm yang bertujuan untuk
mengetahui nilai 1Csy pada deret konsentrasi rendah. Data yang diperoleh
dianalisis secara deskriptif dan ditampilkan dalam bentuk tabel serta grafik.
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) dan metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Ekstraksi dan isolasi kulit hujan emas (Senna multijuga)

Proses ekstraksi kulit hujan emas mengacu pada prosedur Subeki dan Muhartono
(2015) yang telah dimodifikasi dengan tahap awal yaitu simplisia kulit hujan emas
sebanyak 833 g direndam dalam pelarut alkohol 96% sebanyak 2,5 liter di dalam
wadah maserasi yang tertutup rapat dan sesekali diaduk. Kemudian, didiamkan
selama 4 minggu pada suhu ruang dan dijauhkan dari paparan sinar matahari
langsung. Setelah maserasi selama 4 minggu, disaring untuk mendapatkan filtrat.
Filtrat ditampung dalam penampung/wadah maserasi. Filtrat yang didapatkan
kemudian dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada suhu 40°C
hingga terbentuk ekstrak pekat sebanyak 500 mL. Kemudian, diekstrak
menggunakan etil asetat sebanyak 4 kali dalam 500 mL yang nantinya
menghasilkan fraksi etil asetat sebanyak 1,5 L dan fraksi air sebanyak 1 L.
Selanjutnya, fraksi etil asetat dievaporasi dengan suhu 50°C selama 30 menit
menggunakan rotary evaporator sehingga menghasilkan residu. Kemudian,
residu yang dihasilkan dilakukan proses kolom kromatografi dengan silika 50 g
dan eluen 100 % CHCl; sebanyak 1 L yang terpilih dari ketiga eluen lainnya

berdasarkan metode TLC yaitu dengan melihat spot atau noda yang dihasilkan
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pada plat TLC. Eluen 100 % CHCl3tersebut yang menghasilkan spot atau noda

pada plat TLC sehingga digunakan dalam proses kolom kromatografi.

Hasil dari proses kolom kromatografi dengan eluen 100 % CHCI; dievaporasi
kembali menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh konsentrat.

Konsentrat yang diperoleh dilakukan fraksinasi kolom kromatografi menggunakan
kombinasi eluen terbaik yaitu 25% etil asetat/heksan sebanyak 1 L dan diperoleh
fraksi yang ditampung pada tabung reaksi sebanyak 135 tabung (kombinasi eluen
terbaik diperoleh menggunakan pengujian metode TLC yaitu dengan melihat spot
atau noda yang dihasilkan). Kemudian, fraksi-fraksi tersebut dilakukan pengujian
dengan metode TLC (Gambar 16,Lampiran), sehingga menghasilkan pola
pemisahan spot atau noda pada pelat TLC yang nantinya akan dikelompokkan
berdasarkan letak spot yang sama atau sejajar. Pengujian tersebut menghasilkan 5
kelompok fraksi yaitu Frl (spot 1, tabung13-23), Fr2 (spot 2, tabung 31-36), Fr3
(spot 3, tabung 49-54), Fr4 (spot 4, tabung 85-90), dan Fr5 (spot 5, tabung 125-
130), lalu masing-masing fraksi tersebut akan dilanjutkan dengan pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH pada konsentrasi sampel 250 ppm
untuk memperoleh fraksi terbaik dengan persen penghambatan (% inhibisi)
radikal bebas tertinggi, yang kemudian dari pengujian tersebut diperoleh Frl (spot
1) sebagai fraksi terbaik. Selanjutnya, Frl (spot 1) dilakukan uji lanjut aktivitas
antioksidan metode DPPH dan FRAP dengan deret konsentrasi senyawa yaitu
0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,25 ppm, dan 1,50 ppm yang bertujuan
untuk mengetahui nilai ICso pada deret konsentrasi rendah dari ekstrak kulit hujan
emas. Diagram alir proses ekstraksi, isolasi, dan pengujian aktivitas antioksidan

kulit hujan emas dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Diagram alir ekstraksi dan pengujian antioksidan kulit hujan emas.
Sumber: Subeki dan Muhartono (2015) yang telah dimodifikasi
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3.4.2 Persiapan sampel pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH

Proses persiapan sampel dalam pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH ini
mengacu pada prosedur Wulan dkk. (2019) yang telah dimodifikasi dengan tahap
yaitu sampel simplisia kulit hujan emas yang telah diekstraski akan dilanjutkan ke
proses kolom kromatografi dengan eluen 100% kloroform (CHCL;) sehingga
menghasilkan 5 fraksi yang telah dikelompokkan berdasarkan keberadaan letak
spot atau noda dengan metode TLC. Kelima fraksi yang dihasilkan tersebut
dievaporasi terlebih dahulu, lalu masing-masing fraksi dilakukan proses
pembuatan larutan induk dengan metanol p.a berkonsentrasi 1000 ppm sebanyak 5
mL dan kemudian diencerkan menjadi larutan dengan konsetrasi 250 ppm. Proses
pengenceran untuk mendapatkan larutan berkonsentrasi 250 ppm dapat dilakukan
dengan memipet larutan induk sebanyak 0,25 mL, kemudian ditambahkan dengan
metanol p.a sebanyak 0,75 mL hingga volume larutan menjadi 1 mL dan larutan
sampel siap digunakan dalam pengujian aktivitas antioksidan untuk memperoleh
fraksi terbaik. Frl (spot 1) yang merupakan fraksi terbaik (persen penghambatan
radikal bebas tertinggi) disiapkan dengan berbagai konsentrasi dari larutan induk
10 ppm (dari larutan induk 1000 ppm diencerkan menjadi 10 ppm) sebanyak 5
mL yaitu 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,25 ppm, dan 1,50 ppm yang
masing-masing volume larutannya sebanyak 5 mL. Setelah itu, sampel dapat
dilanjutkan ke tahap berikutnya untuk dilakukan pengujian aktivitas antioksidan

dengan deret konsentrasi.

3.4.3 Persiapan sampel pengujian aktivitas antioksidan metode FRAP

Proses persiapan sampel dalam pengujian aktivitas antioksidan metode FRAP ini
mengacu pada prosedur Vijayalashmi and Ruckmani (2016) dan Maryam dkk.
(2015) yang telah dimodifikasi dengan tahap yaitu sampel simplisia kulit hujan
emas dilakukan proses maserasi dan menghasilkan filtrat yang kemudian
dievaporasi dan diekstraksi dengan etil asetat sehingga menghasilkan fraksi etil
asetat dan fraksi air. Kemudian, fraksi etil asetat yang diperoleh dilakukan proses

evaporasi dan kolom kromatografi dengan dengan eluen 100% kloroform (CHCLs;)
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sehingga menghasilkan 5 fraksi yang dikelompokkan berdasarkan letak spot atau
noda dengan metode TLC. Lalu, fraksi terbaik (persen penghambatan radikal
bebas tertinggi) yang telah diidentifikasi terlebih dahulu dengan metode DPPH
yaitu Frl (spot 1) dievaporasi kembali dan dilakukan proses pembuatan larutan
induk berkonsentrasi 1000 ppm dengan metanol p.a sebanyak 5 mL. Kemudian,
dari larutan induk diencerkan menjadi larutan berkonsentrasi 10 ppm dan
dilanjutkan dengan pembuatan larutan berbagai konsentrasi yaitu 0,25 ppm, 0,5
ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,25 ppm, dan 1,50 ppm. Setelah itu, sampel dapat
dilanjutkan ke tahap berikutnya untuk dilakukan pengujian aktivitas antioksidan

dengan deret konsentrasi.

3.5 Pengamatan

3.5.1 Aktivitas antioksidan metode DPPH

Sampel fraksi ekstrak kloroform kulit hujan emas dianalisis aktivitas
antioksidannya menggunakan metode DPPH mengacu pada prosedur Wulan dkk.
(2019) yang telah dimodifikasi. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) umumnya
merupakan bubuk kristal berwarna gelap yang terdiri dari melokul radikal bebas
yang stabil. Prinsip pengujian dengan metode DPPH sendiri adalah dengan
mengukur perubahan warna radikal DPPH yang memudar karena adanya
antioksidan yang berfungsi menetralkan molekul radikal bebas (Wulan dkk.,
2019). Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH terdapat beberapa
tahapan, yaitu pembuatan reagen DPPH, larutan blanko, larutan standar vitamin

C, pengukuran absorbansi dan penentuan nilai Inhibition Concentration (1Csp).

A. Pembuatan reagen DPPH

Tahapan pada proses pembuatan larutan DPPH 1 mM diawali dengan
penimbangan serbuk DPPH sebanyak 9,9 mg yang dilakukan penimbangan
langsung pada vial gelap. Kemudian, labu ukur yang akan digunakan dilapisi

dengan alumunium foil sampai dibawah batas tanda yang digunakan. Selanjutnya,
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serbuk DPPH yang telah ditimbang dan berada pada vial gelap dilarutkan
langsung dengan metanol p.a. Setelah itu, larutan serbuk DPPH tersebut
dimasukkan ke dalam labu ukur berkapasitas 25 mL, proses pelarutan diulangi
hingga serbuk DPPH pada vial gelap terbilas sempurna. Selanjutnya, metanol p.a
ditambahkan ke dalam labu ukur yang berisi larutan DPPH hingga mencapai tanda
batas, lalu dihomogenkan. Larutan DPPH siap digunakan dan dapat disimpan
dalam vial gelap atau labu ukur yang dilapisi aluminium foil untuk melindunginya

dari paparan sinar matahari langsung.

B. Larutan blanko

Pembuatan larutan blanko dimulai dengan pengambilan 1 mL larutan DPPH 1
mM dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Kemudian, metanol p.a
ditambahkan hingga mencapai tanda batas dan dihomogenkan. Setelah itu,
larutan yang telah homogen dipindahkan ke vial gelap atau dapat tetap berada di
labu ukur yang telah dilapisi dengan alumunium foil. Larutan yang dihasilkan
berperan sebagai blanko atau kontrol negatif dengan konsentrasi larutan 0,1 mM,
yang selanjutnya akan diukur nilai absorbansinya pada panjang gelombang 517

nm.

C. Larutan standar vitamin C

Pembuatan larutan standar vitamin C 100 ppm dimulai dengan menimbang 0,01 g
asam askorbat dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Kemudian,
dilarutkan dengan metanol p.a sampai tanda batas. Proses selanjunya yaitu
membuat deret larutan standar vitamin C dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6
ppm, 8 ppm, dan 10 ppm. Pembuatan deret larutan standar vitamin C tersebut
dengan cara memipet masing-masing 0,2 mL; 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; dan 1 mL
dari larutan induk 100 ppm. Setelah itu, masing-masing dimasukkan ke dalam
labu ukur 10 mL, lalu ditambahkan 4 mL metanol p.a, 1 mL larutan DPPH 1 mM,

dan ditambahkan lagi dengan metanol p.a hingga mencapai tanda batas yang
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setalah itu dihomogenkan. Absorbansi larutan vitamin C dapat diukur pada
panjang gelombang 517 nm.

D. Pengukuran absorbansi

Tahap pengukuran absorbansi ekstrak kulit hujan emas diawali dengan
memasukkan 1 mL larutan sampel dari setiap konsentrasi senyawa yang diuji
secara terpisah ke dalam labu ukur 10 mL. Kemudian, masing-masing labu ukur
ditambahkan 4 mL metanol p.a, 1 mL larutan DPPH 1 mM, dan dihomogenkan
agar tercampur sempurna. Nilai absorbansi DPPH yang dihasilkan berfungsi
sebagai acuan dalam penentuan nilai aktivitas antioksidan suatu sampel.
Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dilakukan dengan
mengukur absorbansi deret larutan uji dan deret larutan standar vitamin C
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm, setelah
melalui proses inkubasi selama 30 menit (Sulistyani dkk., 2024). Apabila nilai
absorbansi dari ekstrak kulit hujan emas telah diperoleh, kemudian dibandingkan
dengan absorbansi DPPH untuk menentukan persentase aktivitas antioksidannya.

Persentase inhibisi dapat dihitung menggunakan rumus berikut.

... . Abs. kontrol - Abs. sampel
% Inhibisi= Abs. Kontrol X 100

Keterangan:
Abs. kontrol = Absorbansi kontrol/blanko (nilai absorbansi DPPH)
Abs. sampel = Absorbansi sampel (nilai absorbansi sampel)

E. Penentuan nilai Inhibition Concentration (1Cs)

Aktivitas antioksidan ditentukan berdasarkan nilai 1Csy. Penentuan nilai
Inhibition Concentration (I1Csp) dilakukan dengan menganalisis regresi linier yaitu
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hubungan antara konsentrasi sampel dengan persen penangkapan radikal DPPH.
ICso adalah nilai yang menunjukkan konsentrasi ekstrak yang memiliki aktivitas
antioksidan sebesar 50%. Analisis persentase inhibisi yang diperoleh dimasukkan
ke dalam persamaan regresi dengan konsentrasi sampel. Nilai ICs untuk setiap
konsentrasi sampel dihitung menggunakan rumus persamaan regresi linier
(Purwanto dkk., 2017). Hasil perhitungan aktivitas antioksidan dimasukkan ke

dalam persamaan garis di bawah ini untuk membuat kurva standar.

y=bx+a

Keterangan:
X = konsentrasi (ppm) sebagai absis

y = nilai % aktivitas antioksidan/nilai persentase inhibisi sebagai ordinat

3.5.2 Aktivitas antioksidan metode FRAP

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) ini mengacu pada prosedur Vijayalashmi and Ruckmani
(2016) dan Maryam dkk. (2015) yang telah dimodifikasi. Penentuan aktivitas
antioksidan menggunakan metode FRAP digunakan untuk menentukan total
kandungan antioksidan dari suatu bahan yang berdasarkan kemampuan senyawa
antioksidan untuk mereduksi ion Fe** menjadi Fe**. Prinsip pengujian metode
FRAP ini yaitu reaksi transfer elektron dari antioksidan ke senyawa Fe**-TPTZ.
Pengukuran absorbansi dengan metode FRAP ini dilakukan pada panjang
gelombang tertentu. Semakin tinggi absorbansi yang dihasilkan, maka semakin
besar kemampuan reduksi suatu senyawa yang mengindikasikan aktivitas
antioksidan yang lebih tinggi (Maryam dkk., 2015). Pengujian aktivitas
antioksidan metode FRAP ini akan melalui beberapa tahap yaitu tahap persiapan
reagen, persiapan larutan blanko, persiapan larutan standar asam askorbat,

pengukuran absorbansi, dan penentuan Inhibition Concentration (1Csp).
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A. Persiapan reagen

1. Larutan dapar fosfat 0,2 M, pH 6,6

Persiapan larutan dapar fosfat diawali dengan menimbang 2 gram NaOH dan
dimasukkan ke dalam labu ukur. Setelah itu, dilarutkan dengan aquades hingga
tepat 250 mL dalam labu ukur. Kemudian, sampel sebanyak 6,8 g KH,PO,
(Monopotasium fosfat) yang dilarutkan dengan aquades 250 mL dalam labu ukur.
Selanjutnya, dipipet sebanyak 16,4 mL NaOH dimasukkan dalam labu ukur dan
dicampurkan 50 mL KH,PQ,, selanjutnya diukur sampai pH 6,6 dan dicukupkan
dengan aquades hingga 200 mL.

2. Larutan kalium ferissianida 1%o

Pembuatan larutan kalium ferissianida 1% hanya dengan beberapa tahap. Proses
pembuatan diawali dengan melarutkan 1 gram kalium ferrisianida dalam aquades.
Kemudian, dilakukan pengenceran dalam labu ukur 100 mL. Larutan kalium

ferissianida 1% siap untuk digunakan.

3. Larutan FeCl;0,1%

Pembuatan larutan FeCl3z 0,1% dilakukan dengan proses pelarutan dan
pengenceran. Proses pembuatannya diawali dengan melarutkan 0,1 gram FeCl3
dalam aquades. Setelah itu, dilanjutkan dengan proses pengenceran dalam labu
ukur 100 mL. Larutan FeCl; 0,1% siap digunakan untuk proses selanjutnya.

4. Larutan asam trikloroasetat (TCA) 10%

Pembuatan larutan asam trikloroasetat (TCA) 10% sama dengan pembuatan
larutan oksalat 1%, kalium ferissianida 1%, dan FeCl; 0,1% yaitu dengan proses
pelarutan dan pengenceran. Proses tersebut diawali dengan melarutkan 1 gram



31

TCA dalam aquades. Kemudian, dilanjutkan dengan proses pengenceran dalam
labu ukur 10 mL. Setelah itu, larutan asam trikloroasetat (TCA) 10% siap untuk

digunakan dalam proses pengujian aktivitas antioksidan.

B. Larutan blanko

Pembuatan larutan blanko dilakukan dengan proses pencampuran beberapa
larutan pereaksi yaitu sebanyak 1 mL metanol p.a, 1 mL dapar fosfat 0,2 M, pH
6,6 dan 1 mL larutan K3Fe(CN)g 1% dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kemudian diinkubasi selama 20 menit pada suhu 50°C. Setelah itu, larutan
ditambahkan TCA sebanyak 1 mL. Selanjutnya, disentrifuge pada kecepatan
3000 rpm selama 10 menit dan setelah proses sentrifuge selesai lapisan atas
dipipet sebanyak 1 mL ke dalam labu ukur 5 mL. Kemudian, ditambahkan 1 mL
aquades, 0,5 mL FeCl; 0,1% dan dicukupkan dengan metanol p.a hingga tanda
batas. Larutan didiamkan selama 30 menit dan diukur absorbansinya

menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 720 nm.

C. Larutan standar asam askorbat

Pembuatan larutan standar 100 ppm diawali dengan penimbangan asam askorbat
sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya, asam
askorbat tersebut dilarutkan dengan metanol p.a hingga mencapai batas labu ukur
100 mL. Kemudian, dari larutan baku 100 ppm diambil masing-masing 0,2 mL;
0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; dan 1,0 mL lalu ditempatkan dalam labu ukur 10 mL
yang berbeda dan diencerkan dengan metanol p.a hingga 10 mL yang kemudian
dihomogenkan. Konsentrasi larutan standar 100 ppm asam askorbat yakni 2, 4, 6,

8 dan 10 ppm.

Konsentrasi larutan yang berbeda dalam seri tersebut masing-masing diambil
sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, dilakukan
perlakuan serupa di setiap tabung reaksi yaitu dengan menambahkan 1 mL dapar
fosfat 0,2 M, pH 6,6 dan 1 mL larutan K3Fe(CN)s 1% yang kemudian



32

dihomogenkan. Lalu, tabung-tabung reaksi tersebut diinkubasi pada suhu 50°C
selama 20 menit. Setelah itu, larutan ditambahkan TCA sebanyak 1 mL dan
dilanjutkan dengan proses sentrifuge pada kecepatan 3000 rpm selama 10 menit.
Setelah proses sentrifuge selesai lapisan atas dipipet sebanyak 1 mL ke dalam labu
ukur 5 mL. Kemudian, ditambahkan 1 mL aquades, 0,5 mL FeCl; 0,1% dan
dicukupkan dengan metanol p.a hingga tanda batas. Larutan didiamkan selama 30
menit dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada

panjang gelombang 720 nm.

D. Pengukuran absorbansi

Pengukuran absorbansi fraksi terbaik yang menghasilkan aktivitas antioksidan
tertinggi dilakukan dengan beberapa tahap, yaitu diawali dengan masing-masing
deret konsentrasi yang dibuat dipipet 1 mL, ditambahkan 1 mL dapar fosfat 0,2 M
(pH 6,6) dan 1 mL K3Fe(CN)g 1%. Setelah itu,diinkubasi selama 20 menit
dengan suhu 50°C. Selanjutnya, ditambahkan 1 mL TCA lalu disentrifuge dengan
kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Lalu, setelah disentrifuge larutan dipipet 1
mL lapisan bagian atas ke dalam labu ukur 5 mL yang kemudian ditambahkan 1
mL aquades, 0,5 mL FeCl; 0,1% dan dicukupkan dengan metanol p.a hingga
tanda batas. Larutan didiamkan selama 30 menit dan diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 720 nm.
Apabila nilai absorbansi dari sampel fraksi ekstrak kulit hujan emas telah
diketahui, kemudian dibandingkan dengan absorbansi kontrol untuk menentukan
persentase aktivitas antioksidannya. Berikut dapat dilihat rumus perhitungan
persentase inhibisi pada metode FRAP (Magfira, 2018).

.. . Abs. sampel - Abs. kontrol
% Inhibisi= Abs. sampel X 100

Keterangan:

Abs. kontrol = Absorbansi kontrol/blanko (absorbansi yang berisi radikal yang
utuh)
Abs. sampel = Absorbansi sampel (nilai absorbansi sampel)
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E. Penentuan nilai Inhibition Concentration (1Csx)

Umumnya aktivitas antioksidan dinyatakan dengan inhibition concentration 50%
atau 1Csg yaitu konsentrasi sampel ekstrak yang dapat mereduksi ion Fe sebanyak
50% dan sebelum dilakukan perhitungan nilai I1Cs, harus diketahui terlebih
dahulu persentase inhibisi sampel uji (Magfira, 2018). Hasil persentase inhibisi
yang diperoleh dari perhitungan, dilanjutkan dengan perhitungan secara regresi
linier (x,y) untuk mendapatkan nilai ICsy yang dalam perhitungan ini x sebagai
konsentrasi (ppm) dan y sebagai persentase aktivitas (%). 1Cso sampel dan

pembanding diperoleh dengan persamaan regresi linear sebagai berikut.

y=bx+a

Keterangan:
x = konsentrasi (ppm) sebagai absis

y = nilai % aktivitas antioksidan/nilai persentase inhibisi sebagai ordinat

Nilai ICs, didapatkan dari x setelah mengganti y dengan 50. Nilai ICsy yang
semakin kecil, menunjukkan semakin tinggi aktivitas antioksidan dari sampel
tersebut (Magfira, 2018).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan sebagai

berikut.

1. Karakteristik fisik hasil elusi kolom kromatografi ekstrak kulit hujan emas
fraksi-1 berwarna kuning berbentuk padatan amorf, fraksi-2 berwarna kuning
pekat berbentuk ekstrak pekat, fraksi-3 berwarna cokelat gelap berbentuk
cairan kental, fraksi-4 berwarna hijau berbentuk cairan, dan fraksi-5 berwarna
hijau pekat berbentuk cairan kental.

2. Hasil elusi kolom kromatografi ekstrak kulit hujan emas fraksi terbaik yaitu
fraksi-1 menunjukkan aktivitas antioksidan kuat dengan nilai 1Csq pada
metode DPPH sebesar 11,521 mg/L dan metode FRAP sebesar 10, 749 mg/L.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
terkait aktivitas antioksidan ekstrak kloroform kulit hujan emas dengan jenis
metode pengujian lainnya seperti ABTS, CUPRAC, ORAC, CAA dan amprometri
serta dilakukan pengaplikasian langsung ke bahan pangan untuk menjadi
ingredient pangan fungsional dengan fraksi terbaik yang memiliki aktivitas

antioksidan tertinggi.
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