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ABSTRAK

Margarita, H. 2018. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Bekatul dan
Dedak. Pembimbing I: Akyunul Jannah, S.Si., M.P.; Pembimbing II:
Umaiyatus Syarifah, M.A.; Konsultan: Anik Maunatin, S.T., M.P.

Kata kunci: Bekatul, Aktivitas Antioksidan, DPPH (1,1-difenil-2-pikrihidrazil)

Bekatul dan dedak merupakan hasil samping dari pengoilinggan padi
menjadi beras yang sebagian besar masih dimanfaatkan hanya untuk pakan ternak.
Bekatul dan dedak mengandung beberapa senyawa yang berpotensi sebagai
antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak
etanol bekatul dan dedak. Kemudian bekatul maupun dedak diekstraksi
menggunakan pelarut etanol p.a dan diuji aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrihidrazil). Bekatul dan dedak diuji aktivitas
antioksidan dengan variasi konsentrasi 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, dan
1.000 ppm. Randemen ekstrak etanol pada dedak sebesar 15,2 % dan bekatul
sebesar 7,5 %. Aktivitas tertinggi dari masing-masing ekstrak terdapat pada
konsentrasi 1.000 ppm. Bekatul memiliki aktivitas antioksidan berturut-turut
sebesar 0,73; 1,86; 4,26; 6,34; 5,46; 6,13; 7,08; 10,16 dan 13,89 % sedangkan dedak
memiliki aktivitas antioksidan berturut-turut sebesar 21,45; 30,06; 28,99; 30,58;
32,51, 36,38; 37,59; 37,33 dan 40,99 %. Uji kualitatif dengan reagen pada masing-
masing ekstrak menunjukkan adanya senyawa saponin dan triterpenoid.
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ABSTRACT

Margarita, H. 2018. Activity of Antioxidant Ethanol Extract of Rice Bran and
Rice Polish. Counselor I: Akyunul Jannah, S.Si., M.P.; Supervisor II:
Umaiyatus Syarifah, M.A.; Consultant: Anik Maunatin, S.T., M.P.

Keywords: Rice Bran, Antioxidant Activity, DPPH

Rice bran and rice polish are the residue of rice milling which are mostly
still used only for feeding animal. Rice bran and rice polish are known only as
animal feeds which contain of some compounds that have potential as antioxidants.
This purpose of this study is to know etanol extract of antioxidants compund which
bran has. Furthermore, rice bran and rice polish will be extracted using ethanol
solvent and will be tested the activity of antioxidant compound using DPPH method
(1,1-diphenyl-2-picrihydrazil) which consentration variations are 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950. 1.000 ppm. The rendemen result of rice polish is 15,2 %
and rice bran is 7,5 %. The result of the research shows that the highest activity of
each extract was found at concentration of 1,000 ppm. Rice bran has an antioxidant
activity percent in a row of 0,73; 1,86; 4,26; 6,34; 5,46; 6,13; 7,08; 10,16 dan 13,89
% while rice polish has antioxidant activity percent in row of 21,45; 30,06; 28,99;
30,58; 32,51; 36,38; 37,59; 37,33 dan 40,99 %. Qualitative tests with reagents in
each extract showed the presence of saponin and triterpenoid compounds.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Dedak merupakan hasil sampingan dari proses pengailingan padi yang terdiri
atas lapisan sebelah luar butiran beras sedangkan bekatul merupakan lapisan kulit
paling dalam dari sekam yang terkelupas melalui proses penggilingan dan penyosohan
(Widowati, 2001). Dalam proses penggilingan padi di Indonesia, dedak dihasilkan pada
proses penyosohan pertama, bekatul pada proses penyosohan kedua. Bekatul terdiri
dari lapisan dalam butiran beras, yaitu lapisan aleuron atau kulit ari serta sebagian kecil
endosperma berpati. Aleuron merupakan butir-butir protein dan sitoplasma yang
dipakai sebagai cadangan makanan misalnya pada endospermae serealia. Aleuron juga
merupakan lapisan sel terluar yang kaya gizi dari endospermium. Bagian endosperma
tersebut akan mengalami proses penyosohan dan menghasilkan beras sosoh, dedak, dan
bekatul (Astawan, 2009).

Proses penyosohan merupakan proses penghilangan dedak dan bekatul dari
bagian endosperma beras. Penyosohan dilakukan untuk menghasilkan beras yang lebih
putih dan bersih. Makin tinggi derajat sosoh, semakin putih dan bersih beras yang
dihasilkan tapi semakin sedikit gizi di dalamnya (Astawan, 2009). Widowati (2001)
mengatakan dalam proses penggilingan padi akan diperoleh hasil samping berupa
sekam 15-20 %, bekatul 8-12 %, dan menir +5 %. Liem (2013) menyatakan bahwa
bekatul mengandung kumpulan bioaktif pangan yang bermanfaat bagi kesehatan organ
tubuh manusia. Secara umum bekatul mengandung protein, mineral, lemak (termasuk

asam lemak essensial), serat pencernaan (dietary fibre), antioksidan, vitamin E dan
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vitamin B komplek. Jika dibandingkan dengan bahan makanan lainnya, bekatul
memiliki kandungan B15 paling tinggi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bekatul mengandung komponen bioaktif
atau senyawa fitokimia yang tingai seperti tokoferol, tokotrienol, orizanol (Chen dan
Bergman, 2005), antioksidan fenolik (Chanphrom, 2007; Sompong dkk., 2011), dan -
karoten (Chanphrom, 2007). Hartadi dkk (1997) menyatakan bahwa dedak dengan
kandungan serat kasar 6-12 % memiliki kandungan lemak 14,1%, protein kasar 13,8%,
sedangkan menurut National Research Council (1994) dedak padi mengandung energi
metabolis sebesar 2100 kkal/kg, protein kasar 12,9%, lemak 13%, serat kasar 11,4%,
Ca 0,07%, P tersedia 0,21%, serta Mg 0,22%.

Bekatul dan dedak juga sering disebut limbah dari tanaman padi yang masih
banyak memiliki manfaat. Pemanfaatan limbah pertanian seperti limbah padi secara
tersirat dijelaskan oleh Allah Swt dalam al Quran bahwa segala seuatu yang
diciptakanya memiliki manfaat. Sebagaimana firmanNya [QS, Al-Imran (3): 191],

65 25V olend gl b 0K et e 15,805 Ui Al 08 0

L cide e B bt s Edls G

“(vaitu) orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan

berbaring dan mereka memikirkan penciptraan langit dan bumi seraya berkata: “Ya

tuhan kami, tiadalah engkau menciptakan ini dengan sia-sia, maha suci engkau maka
peliharalah kami dari siksa api neraka .

Surat Al Imran ayat 191 menjelaskan bahwa orang-orang yang mengingat Allah

adalah orang-orang yang senantiasa berfikir sehingga mengakui bahwa segala

ciptaanya tidak sia-sia, tetapi dengan penuh kebenaran diciptakan untuk memberikan

balasan untuk orang-orang yang beramal baik maupun buruk (Katsir, 2006). Yang
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dimaksud dengan ulul albab (orang-orang yang berakal) adalah orang-orang yang
mendalami pemahamannya, berpikir tajam, serta mau menggunakan pikirannya,
mengambil manfaat dari apa yang telah diciptakan oleh Allah Swt dan senantiasa
mengingat Allah Swt dalam keadaan apapun, baik dalam keadaan berdiri, duduk
maupun berbaring (Shihab, 2002). Selain itu, ayat al Quran tersebut menerangkan
bahwa tidak ada ciptaan Allah Swt yang sia-sia atau tidak memiliki manfaat. Dedak
dan bekatul sebagai limbah pertanian padi yang sejauh ini hanya digunakan untuk
pakan ternak tapi juga dapat di manfaatkan sebagai bahan lainnya misalnya sebagai
antioksidan.

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron. Senyawa antioksidan
memiliki berat molekul kecil tetapi mampu menginaktifasi rekasi oksidasi dengan cara
mencegah terbentuknya radikal bebas (Winarsi, 2007). Menurut Cahyadi (2006)
antioksidan dapat dikelompokan menjadi dua kelompok yaitu antioksidan sintetik dan
antioksidan alami. Antioksidan sintetik adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil
sintesis reaksi kimia. Contoh antioksidan jenis ini seperti Butil Hidrosil Toluen (BHT),
PG dan TBHQ. Penggunaan antioksidan pada manusia, bila digunakan dalam jangka
waktu yang panjang dan jumlah berlebihan dapat menyebabkan kerusakan hati. Untuk
mengatisipasi hal tersebut, perlu dicari antioksidan alternatif yaitu antioksidan yang
berasal dari alam seperti bekatul dan dedak.

Penelitian Sofiandari (2015) melaporkan bahwa senyawa orizanol dalam
bekatul memiliki randemen ekstrak petroleum eter sebesar 3,443% dan randemen hasil
ekstraksi partisi sebesar 76,097%. Garcia dkk (2007) melaporkan bahwa setiap varietas

padi memiliki kadar total polifenol yang berbeda-beda dan total polifenol lebih banyak
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terdapat pada bekatulnya di bandingkan dengan tepung berasnya. Peneltian Ulfa (2016)
melaporkan bahwa ekstaksi bekatul menggunakan pelarut etanol, kloroform, dan
petroleum eter menunjukan aktivitas antioksidan tertinggi pada ekstrak etanol yaitu
sebesar 61,17% dan nilai EC50 sebesar 437 mg/L pada konsentrasi 800 ppm. Uji
kualitatif dengan reagen menunjukan adanya senyawa steroid. Hasil dari penelitian
Widarta dkk (2013) juga menunjukan bahwa ekstrak bekatul beras merah terbaik
diperoleh dengan menggunakan pelarut etanol 96% dalam konsdisi asam dengan waktu
maserasi optimum 30 jam. Pada kondisi tersebut total antosianim, total fenolik, dan
aktivitas antioksidan yang paling tinggi yaitu 106,90 mg/100g, 4,30 mg/100g dan
88,07%.

Penelitian ini akan dilakukan ekstraksi senyawa antioksidan dalam bekatul
menggunakan pelarut etanol. Etanol merupakan pelarut penting dan digunakan untuk
stok senyawa sintesis lainnya dan juga digunakan sebagai bahan bakar. Etanol
digunakan sebagai pelarut karena merupakan salah satu pelarut yang serbaguna.
Selawa dkk (2013) telah melakukan ekstraksi dengan menggunakan metode maserasi
selama 24 jam pada daun binahong menggunakan pelarut etanol p.a, hasil senyawa
antioksidan yang diperoleh sebesar 4,25 mmol/100 gram dalam keadaan segar dan 3,68
mmol/100 gram dalam keadaan kering serta positif mengandung flavonoid sebesar
11,23 mg/kg. Suyoso (2011) telah melakukan penelitian tentang ekstrak tanaman
anting-anting yang dilakukan dengan cara maserasi selama 24 jam. Pelarut yang
digunakan adalah etanol p.a. kloroform p.a, dan n-heksana p.a, dari ketiga ekstrak
tanaman anting-anting hasil uji aktivitas antioksidan didapatkan ekstrak etanol

memiliki aktivitas antiksidan tertinggi yaitu dengan nilai EC50 sebesar 985,7 mg/L.
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Pada penelitian ini akan dilakukan pengujian aktivitas antioksidan ekstrak

bekatul dengan metode DPPH dan mengidentifikasi senyawa yang memiliki aktivitas

paling tinggi dalam menangkal radikal bebas.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

Rumusan Masalah

Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak etanol bekatul dan dedak pada
berbagai konsentrasi?

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol bekatul dan

dedak.

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini dibatasi pada:

Bekatul dan dedak yang digunakan dari desa Tumpang, Kabupaten Malang.
Metode ekstraksi menggunakan metode maserasi.

Metode pengujian antioksidan menggunakan metode DPPH.

. Uji aktivitas dengan variasi konsentrasi 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,

dan 1.000 ppm.

Manfaat Penelitian

Secara garis besar, manfaat penelitian ini adalah diharapkan dapat:
Mengetahui aktivitas antioksidan dalam ekstrak etanol bekatul dan dedak.

Meningkatkan manfaat bekatul dan dedak dalam segi ekonomi.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Tumbuh-tumbuhan dan Pemanfaatan dalam Perspektif Islam

Tanaman adalah suatu benda hidup yang tumbuh dan terdapat di dalam alam
semseta. Tumbuhan juga merupakan sesuatu yang tumbuh mulai dari segala yang
hidup dan berbatang, berdaun, dan berakar. Tumbuhan dapat melangsungkan
proses fotosintesis dengan bantuan yang diperoleh dari sinar matahari. Dalam
tumbuhan banyak senyawa yang terkandung di dalamnya. Untuk perkembangan
tanaman tersebut membutuhkan air. Sebagaimana firman Alah Swt dalam QS.
ThaaHa (20): 53,

4 13520 50 et 5. J5il S Lot i Eag 1335 (o3 380 das (ol

| S

“Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan Yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan dan menurunkan dari langit air hujan.
Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan
yang bermacam-macam”

Ayat tersebut menjelaskan betapa besarnya karunia atau nikamt yang Allah
Swt berikan kepada kita di antaranya menciptakan bumi sebagai tempat tinggal
manusia, menurunkan hujan dari langit sehingga bumi yang kering dan tandus
menjadi subur, dan menumbuhkan berbagai macam tumbuhan yang dapat
dimanfaatkan oleh manusia yaitu berbagai macam tumbuhan berupa tanam-
tanaman dan buah-buahan, ada yang rasanya masam, ada yang rasanya manis, dan
ada yang rasanya pahit. Menurut tafsir al Misbah surat Ta Ha (20): 53 bahwa aneka
tumbuhan dengan bermacam-macam jenis bentuk dan rasanya itu merupakan hal-

hal yang sungguh menakjubkan lagi membuktikan betapa agung penciptanya.

Setiap macam tumbuhan diciptakan Allah untuk kemaslahatan umat manusia, di
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antaranya sebagai salah satu sumber pangan manusia dan dapat dipetik hasilnya
untuk memenuhi kebutuhan manusia (Shihab, 2002).

Surat ar-Rahman (55): 12 juga menjelaskan tentang adanya nikmat Allah
yang bermacam-macam seperti buah-buahan, pohon kurma, dan biji-bijian yang
tumbuh di bumi. Manusia dianjurkan untuk memikirkan, mempelajari, dan
mengkaji aspa-apa yang diciptakanNya. Kata “&all3 atau dalam tafsir al-Quran
Hidayatul Insan dijelaskan bahwa biji-bijian yang berkulit dimaksudkan dalam
tafsir tersebut yaitu gandum, beras, dan sebagainya yang mempunyai bulir dan
daun-daunan yang melilit pada batangnya. Allah telah menciptakan makhlukNya
untuk mengakui akan firman-firmanNya. Salah satu bentuknya yaitu dengan
melakukan penelitian untuk mencari obat dari bahan-bahan alam seperti bekatul.
2.2.  Bekatul dan Dedak
2.2.1. Bekatul

Mendengar kata bekatul, sebagian orang langsung mengaitkannya dengan
bahan untuk pakan ternak, bekatul memang merupakan hasil sampingan dari proses
penggilingan atau penumbukkan gabah menjadi beras. Pada proses tersebut terjadi
pemisahan secara endosperma beras (yang biasa kita makan sebagai nasi) dengan
bekatul yang merupakan lapisan yang menyeliomuti endosperna. Berbagai
penelitian menunjukkan bejatuk beras memiliki konponen gizi yang sangat
dibutuhkan manusia. Warna bekatul padi bervariasi dari coklat sampai coklat tua
(Astawan, 2009).

Persentase bekatul dari gabah kering giling sekitar 10% (Widowati, 2001).
Bila gabah dihilangkan bagian sekamnya melalui proses penggilingan (pengupasan

kulit), akan diperoleh beras pecah kulit (brown rice). Beras pecah kulit terdiri atas
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bran (dedak dan bekatul), endosperma, dan embrio (lembaga). Endosperma terdiri
atas kulit ari (lapisan aleuron) dan bagian berpati. Selanjutnya, bagian endosperma
tersebut akan mengalami proses penyosohan, menghasilkan beras sosoh, dedak, dan
bekatul (Astawan, 2009).

S
/ Sekam
} Beras putih
|
Bekatul
\ )

/
oL Bijt

(a) (b)
Gambar 11.1. (a) bentuk bekatul (b) lapisan bekatul dalam butir padi

Biji padi dipisahkan menjadi dua bagian yaitu beras dan sekam. Proses
pemisahannya menggunakan penyosohan. Proses penyosohan dilakukan dengan
dua tahap yaitu, pertama menghasilkan dedak dengan tekstur kasar karena masih
mengandung sekam, kedua menghasilkan bekatul yang bertekstur lebih halus dan
tidak mengandung sekam (Auliana, 2011).

Penggilingan atau penyosohan adalah proses pemisahan sekam dan kulit
luar kariopsis dari biji padi agar diperoleh beras yang dapat dikonsumsi, berikut
langkah penyosohan padi sampai menjadi beras (Maspary, 2013):

1. Perontokan padi. Alat yang digunakan adalah rontogan; bahannya gabah, padi
gedengan, “hencak”; sehingga dihasilkan gabah kotor (kotoran: potpngan
merang, kerikil, bubuk jenteng, pasir, paku/logam, dan lain- lain).

2. Pembersihan gabah kotor. Alat yang digunakan adalah ayakan goyang (paddy
cleaner/ hongkwl gabah), saringan kasar (batu, kerkil, paku, dan lain-lain),
saringan halus (pasir) serta penarik logam; bahannya gabah kotor; sehingga

dihasilkan gabah bersih.
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3. Pemecahan kulit (husking). Alat yang digunakan adalah pemecah kulit tipe
silinder; bahannya gabah; sehingga dihasilkan beras pecah kulit, sebagian kecil
gabah utuh yang lolos, lolosan (pesak halus bercampur dedak dan menir), serta
sekam.

4. Pemisahan pesak. Alat yang digunakan adalah husk separator (hongkw! pesak),
saringan pesak, dan saringan lolosan; bahannya beras pecah kulit, sekam,
lolosan; sehingga dihasilkan beras pecah kulit bersih, dan gabah.

5. Pemisahan gabah (paddy separation). Alat yang digunakan adalah paddy
separator atau disebut gedongan; prinsipnya adalah perbedaan bobot jenis antara
beras pecah kulit dan gabah, serta kehalusan permukaan gabah dan beras pecah
kulit. Pada permukaan miring, beras pecah kulit akan cepat turun, sementara
gabah terdesak ke atas; dibuat kamar-kamar.

6. Penyosohan. Alatnya adalah mesin penyosoh (rice polisher), mesin |
(penyosohan 1), mesin Il (penyosohan I1), alat terdiri dari batu penyosoh (batu
amaril) dan lempengan karet, karena ada gesekan antara beras dengan batu,
lempengan karet, dan antara sesama beras maka beras akan tersosoh; bahannya
adalah beras pecah kulit; sehingga dihasilkan beras sosoh, dedak (mesin sosoh
I),bekatul (mesin sosoh I1); dedak dan bekatul langsung dipisahkan dengan
aspirator.

7. Grading. Alat yang digunakan adalah ayakan beras (honkw! beras); memisahkan
beras kepala, beras patah dan menir.

2.2.2. Dedak

Dedak merupakan hasil samping dari proses penggilingan padi yang terdiri

dari lapisan luar butiran beras (perikarp dan tegmen) serta sejumlah lembaga beras.
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Proses penggilingan padi di Indonesia, dedak dihasilkan pada proses penyosohan
pertama (Nugroho, 2012). Dedak merupakan sumber karbohidrat oleh karenanya
peternak sering menggunakan dedak sebagai salah satu bahan campuran pakan
ternak. Sebagai bahan pakan ternak yang sudah dipakai secara luas oleh sebagian
peternak di Indonesia, dedak memiliki beberapa karakter yaitu memiliki struktur
yang cukup kasar, memiliki bau khas wangi dedak. Berwarna coklat serta tak
menggumpal. Dedak padi biasanya tidak tahan disimpan dan cepat menjadi tengik
(Rasyaf, 2004).

Kandungan lemak yang tinggi yaitu 6-10 % menyebabkan dedak mudah
mengalami ketengikan oksidatif. Dedak mentah yang dibiarkan pada suhu kamar
selama 10-12 minggu dapat dipastikan 75-80 % lemaknya berupa asam lemak bebas
yang sangat mudah tengik (Amrullah, 2002). Ketengikan oksidatif dapat terjadi
karena minyak dedak padi banyak mengandung asam-asam lemak tidak jenuh.
Adanya oksigen dibantu dengan logam-logam dan mungkin enzim lipoksidase,
minyak atau asam lemak akan diserang pada ikatan rangkap, terjadi reaksi oksidasi
dengan dihasilkan bentuk-bentuk oksida dan peroksida. Reaksi lebih lanjut akan
dihasilkan bentuk-bentuk aldehida, keton, hidroksi alkohol, dan asam-asam lemak
bebas yang mempunyai rantai lebih pendek, bentuk-bentuk senyawa ini yang
menyebabkan ketengikan (Mas’ud, 2012). Dedak padi yang berkualitas tinggi
mempunyai kandungan sekam yang lebih rendah (Anggorodi, 1994).

2.2.3. Kandungan Bekatul dan Dedak
Ada beberapa kandungan yang terdapat dalam bekatul dan dedak seperti

pada Tabel 2.1

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



11

Tabel 11.1. Perbedaan Bekatul dan Dedak

Kandungan Bekatul Dedak

Tekstur Tidak ada kulit padi | Terdapat kulit padi
(Halus) (Kasar)

Perendaman dalam air Hampir tenggelam | Ada beberapa bagian
keseluruhan yang masih terapung

Serat kasar Rendah Tinggi

Karbohidrat 51-55 gram 66 gram

Lemak 7 gram 12,15%

Protein 17 gram 13,85%

Kalsium 500-600 mg 0,07%

Magnesium 600-700 mg 0,22%

Fosfor 1.000-1.200 mg 0,21%

Sumber: (Ossiris, 2011)
2.2.4. Manfaat Bekatul dan Dedak

Berbagai hasil penelitian telah menunjukkan bahwa bekatul memiliki nilai
gizi yang tinggi. Kandungan protein bekatul lebih rendah dibandingkan telurdan
protein hewani, tetapi lebih tinggi dari kedelai, jagung, dan terigu. Asam amino
sabagai unsur penyusun protein dalam bekatul juga lebih lengkap dibandingkan
beras. Vitamin B (B1, B2, B3, dan B6). Vitamin B adalah vitamin yang dibutuhkan
oleh berbagai fungsi syaraf dan juga otot. Asam lemak tak jenuh bermanfaat untuk
menurunkan kandungan kolesterolyang berdampak kepada kejadian arteroklerosis.
Mineral kalsium dan magnesium berguna untuk pertumbuhan tulang dan gigi.
Vitamin B15 atau asam pangamat terutama berfungsi membantu pembentukan
asam amino tertentu seperti metionin. Mengatasi konstipasi atau sembelit, bekatul
sebanyak 50 gram mengandung serat sebesar 44% dan air sebesar 8% yang setara
dengan 1.500 gram apel segar yang mengandung serat 2% dan air 84%. Mengurangi
resiko kanker usus karena seratnya mampu mengikat bahan karsinogenik (Auliana,

2011).
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2.3.  Ekstraksi dengan Maserasi

Ekstraski adalah proses pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutannya terhadap dua cairan tidak saling larut. Prinsip ekstraksi adalah
melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non polar dalam pelarut
non polar. Faktor-faktor yang berpengaruh terhadap proses ekstraksi adalah lama
ekstraksi, suhu, jenis pelarut, titik didih, sifat toksik, dan sifat korosif (Khopkar,
2008).

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dalam pelarut organik yang
digunakan pada temperatur suhu ruang. Penekanan utama pada maserasi adalah
tersedianya waktu kontak yang cukup antara pelarut dan jaringan yang akan
diekstraksi (Guenther, 2011). Pemilihan pelarut dalam proses maserasi akan
memberikan efektivitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa
dalam pelarut tersebut (Khopkar, 2008). Kelarutan suatu komponen tergantung
pada derajat polaritas yang ditentukan oleh konstanta dielektrikum yang
ditunjukkan pada tabel (Sax, 1998).

Penyarian zat aktif yang dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia
dalam cairan penyari yang sesuai selama tiga hari pada temperatur kamar terlindung
dari cahaya, cairan penyari akan masuk ke dalam sel melewati dinding sel. Isi sel
akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan
di luar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar diganti oleh
cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut
berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan di

dalam sel. Selama proses maserasi, dilakukan pengadukan dan penggantuan cairan
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penyari setiap hari. Endapan yang diperoleh dipisahkan dan filtratnya dipekatkan
(Sarker dkk., 2006).

Tabel 11.2. Konstanta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut

Jenis Pelarut _Konste_mta Tingkat kelqrutan
dielektrikum dalam air
Heksana 1,9 TL
Petroleum eter 2,28 TL
Benzena 2,38 TL
Toulena 4,81 TL
Kloroform 4,81 S
Etil asetat 6,02 S
Metil asetat 6,68 S
Metil klorida 9,08 S
Butanol 15,80 S
Propanol 20,1 $
Aseton 20,70 L
Etanol 24,30 L
Metanol 33,60 L
Air 78,4 L

Keterangan: TL = tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi
Sumber: Sax (1998)

2.4.  Senyawa Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron. Senyawa antioksidan
memiliki berat molekul kecil tetapi mampu menginaktivasi reaksi oksidasi dengan
cara mencegah terbentuknya radikal bebas (Winarsi, 2007). Damayanthi (2010)
menyatakan bahwa antioksidan dapat menghambat aktivitas oksidan dengan cara
mendonorkan satu elektron kepada senyawa oksidan. Kandungan antioksidan yang
cukup dapat membantu meningkatkan pertahanan tubuh terhadap timbulnya
penyakit yang disebabkan oleh radikal bebas. Namun, apabila dikonsumsi
berlebihan justru dapat menimbulkan penyakit karena dapat menyebabkan
penimbunan lemak. Menurut Ovani (2013) antioksidan dalam tubuh diperlukan
pada kondisi tertentu tidak mencukupi untuk melakukan perannya, oleh karena itu

tubuh memerlukan vitamin C sebagai antioksidan untuk mencukupi kebutuhan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



14

tubuh. Vitamin C dapat berperan sebagai antioksidan namun dapat meningkatkan
resiko terjadinya kanker hati apabila dikonsumsi secara berlebihan. Hal ini karena
vitamin C dapat menstimulasi penyerapan zat besi di dalam tubuh.

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua
kelompok vyaitu antioksidan sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik
adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil sintetis kimia. Contoh antioksidan
sintetik jenis ini adalah Butil Hidroksi Toluen (BHT), PG, dan TBHQ (Cahyadi,
2006). Antioksidan alami adalah hasil ekstraksi bahan alam tumbuhan yang
memiliki kandungan antioksidan. Kandungan antioksidan tersebut berhubungan
erat dengan komposisi senyawa kimia yang terdapat di dalamnya (Kulisic, 2006).
Antioksidan alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan lebih
mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan sintetis (Madhavi dkk.,. 1996).
Penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas antioksidatif
lebih tinggi daripada antioksidan sintetik, oleh karena itu antioksidan alami mulai
meningkat penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintetis. Salah satu yang

termasuk dalam antioksidan alami adalah vitamin C (Paiva dkk., 1999).

2.5. Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu atom atau molekul yang mempunyai
elektron tidak berpasangan. Suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu
atau lebih elektron tidak berpasangan menyebabkan dan mengikat elektron molekul
yang berada di sekitarnya. Jika elektron yang terikat oleh senyawa radikal bebas
tersebut bersifat ionik maka dampak yang timbul tidak begitu berbahaya. Apabila
elektron yang terikat radikal bebas berasal dari senyawa yang berikatan kovalen

maka akan sangat berbahaya karena ikatan digunakan secara bersama-sama pada
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orbital terluarnya. Secara teoritis radikal bebas dapat terbentuk bila terjadi
pemisahan ikatan kovalen karena sifatnya yang sangat reaktif dan gerakannya yang
tidak beraturan, maka apabila proses ini terjadi di dalam tubuh makhluk hidup akan
menimbulkan penyakit degeneratif (Soetamaji, 1998; Winarsi, 2007; Fessenden

dan Fessenden, 1997).

2.6.  Uji Aktivitas menggunakan DPPH

Aktivitas antioksidan dari suatu makanan dapat berbeda bila diuji dengan
metode yang berbeda. Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) digunakan
secara luas untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor
elektron atau hidrogen. Metode DPPH merupakan metode yang dapat mengukur
aktivitas total antioksidan baik pelarut polar maupun nonpolar. Beberapa metode
lain terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang digunakan dalam
analisa. Metode DPPH mengukur semua komponen antioksidan baik yang larut
dalam lemak ataupun dalam air (Prakash dkk., 2001).

Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat dan peka serta hanya
memerlukan sedikit sampel. Senyawa antioksidan akan bereaksi dengan radikal
DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan menyebabkan terjadinya
perubahan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur pada panjang gelombang
517 nm (Hanani, 2005). Pengurangan intensitas warna yang terjadi berhubungan
dengan jumianh elekiron DPPH yang menangkap atom hidrogen Yyang
mengindikasikan peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal
bebas. Aktivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung jumlah pengurangan
intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan pengurangan konsentrasi

larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan uji. DPPH yang bereaksi
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dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk tereduksi DPPH dan radikal
antioksidan (Prakash dkk., 2001). Reaksi antara asam askorbat dengan molekul

DPPH dapat dilihat pada Gambar 2.2
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Gambar 11.2. Reaksi asam askorbat dengan DPPH (Prakash, dkk., 2001).
Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan persen
(%) aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan persamaan 2.1 (Molyneux,
2003).

(Absorbansi kontrol - Absorbansi sampel)

% Aktivitas antioksidan = x100% ... (2.1)

Absorbansi kontrol

Nilai 0% berarti sampel tidak memiliki aktivitas antioksidan, sedangkan
nilai 100% berarti pengujian aktivitas antioksidan perlu dilanjutkan dengan
pengenceran sampel untuk mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya. Suatu bahan
dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan apabila presentase aktivitas antioksidan
lebih atau sama dengan 50% (Parwata dkk., 2009). Absorbansi Kontrol yang
digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah absorbansi DPPH sebelum
ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk mengkonfirmasi kestabilan sistem

pengukuran (Molyneux, 2003).
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2.7.  ldentifikasi Senyawa Aktif

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang umumnya
mempunyai kemampuan bioaktivitas dan berfungsi sebagai pelindung tumbuhan
dari gangguan hama (Lenny, 2006). Senyawa metabolit sekunder memiliki
distribusi terbatas di tanaman, artinya metabolit sekunder tertentu sering ditemukan
hanya pada satu jenis tanaman. Metabolit sekunder yang akan diidentifikasi pada
penelitian ini adalah flavonoid, steroid, triterpenoid, dan saponin.
2.7.1. Flavonoid

Flavonoid mempunyai kerangka dasar 15 atom karbon yang terdiri dari dua
cincin benzen (C6) terikat pada suatu rantai propana (C3) sehingga membentuk
suatu susunan C6-C3-C6. Susunan ini dapat menghasilkan tiga jenis senyawa

flavonoid yaitu flavonoid, isoflavonoid, dan neoflavonoid (Lenny, 2006).

Flavonoid Isoflavonoid Neoflavonoid
Gambar 11.3. Struktur dasar senyawa flavonoid

Uji fitokimia flavonoid dapat dilakukan dengan metode Wilstater yakni
dengan melarutkan ‘sejumlah ekstrak dengan metanol panas ditambahkan HCI
pekat dan serbuk magnesium. Adanya flavonoid ditandai dengan terbentuknya
warna merah sampai jingga menandakan adanya senyawa flavon, warna merah tua
diberikan oleh flavonol dan flavonon, serta warna hijau sampai biru diberikan oleh

aglikon atau glikosida (Dermawan, 2012).
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+HCl ——»

merah/jingga

Gambar 11.4. Reaksi dugaan antara senyawa flavonoid dengan logam Mg
dan HCI pekat (Hidajat, 2005)
2.7.2. Triterpenoid
Triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau dan
dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri.
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan
iIsoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu

skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, aldehida,

atau asam karboksilat (Harborne, 1987).

Gambar 11.5. Struktur Senyawa Triterpenoid (Robinson, 1995)
Pereaksi Lieberman-Burchard secara umum digunakan untuk mendeteksi
triterpenoid yang menghasilkan warna violet (Harborne, 1987). Isolat golongan

senyawa triterpenoid dengan pereaksi Lieberman-Burchard yaitu akan terjadi
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perubahan warna yang spesifik dari warna hijau tua (warna isolat) menjadi warna
ungu tua (Bawa, 2009).
2.7.3. Steroid

Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa jenuh yang
memiliki inti dengan 3 cincin sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang
tergabung pada ujung cincin sikloheksana tersebut (Poedjiaji dan Supriyanti, 1994).
Senyawa steroid terdapat dalam setiap makhluk hidup. Steroid yang ditemukan
dalam jaringan tumbuhan tersebut disebut fitosterol, sedangkan yang ditemukan
dalam jaringan hewan disebut kolesterol. Beberapa senyawa ini jika terdapat dalam

tumbuhan akan dapat berperan menjadi pelindung (Robinson, 1995).

Fucosterol
Gambar 11.6. Struktur senyawa Steroid (Robinson, 1995)
Identifikasi golongan senyawa steroid menggunakan reaksi Lieberman-
Burchard (anhidrida asetat-H2SO4 pekat) yang menghasilkan warna hijau
kebiruan. Steroid akan mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan
menghasilkan produk oksidasi yang memberikan reaksi warna hijau kebiruan

(Sirait, 2007).
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HOAc / H,S0,

Fucosterol Carbonium ion of 3,5 Diene

AC,0
(803)

" T T D
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Fucostahexaene Sulfonic Acid Pentaenylic Cation (blue-green-colour)
Gambar 11.7. Contoh reaksi Fukosterol dengan reagen Lieberman-Burchard
(Burke, dkk., 1974).

2.7.4. Saponin

Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat, menimbulkan busa jika
dikocok dengan air dan pada konsentrasi yang rendah sering menyebabkan
hemolisis sel darah merah. Saponin dalam larutan yang sangat encer dapat sebagai
racun ikan, selain itu saponin juga berpotensi sebagai antimikroba dan dapat juga
digunakan sebagai bahan baku sintesis hormon steroid. Dua jenis saponin yang
dikenal yaitu gilkosida triterpenoid alkohol dan glikosida struktur steroid.

Aglikonnya disebut sapogenin, diperoleh dengan hidrolisis dalam asam atau

menggunakan enzim (Robinson, 1995).

Gambar 11.8. Struktur senyawa Saponin (Robinson, 1995)
Uji fitokimia saponin dapat dilakukan dengan uji Forth yaitu sejumlah

ekstrak dikocok dengan aquades panas. Adanya saponin ditunjukkan dengan
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terbentuknya buih yang mantap dengan ketinggian 1-10 cm selama 10 menit dan
pada penambahan 1 tetes HCI 2N buih tersebut tidak hilang (Dermawan, 2012).
2.8.  Spektofotometer Ultraviolet-Visible (UV-Vis)

Spektofotometer UV-Vis merupakan suatu metode analisa berdasarkan
pada penentuan konsentrasi senyawa-senyawa yang dapat menyerap radiasi pada
daerah ultraviolet. Analisis spektofotometri terdapat tiga daerah panjang
gelombang elektromagnetik yang digunakan yaitu daerah UV (200 — 400 nm),
daerah sinar tampak (400 — 750 nm), daerah inframerah (700 — 3.000 nm). Prinsip
spektroskopi UV-Vis adalah interaksi radiasi elektromagnetik yang berupa sinar
UV yang disebabkan oleh peristiwa absorpsi (penyerapan) pada frekuensi yang
sesuai oleh molekul tersebut (Rohman dan Gandjar, 2007). Absorbansi radiasi oleh
sampel diukur oleh detektor pada panjang gelombang dan diinformasikan ke
perekam untuk menghasilkan spektrum. Spektrum ini akan memberikan informasi
penting untuk identifikasi adanya gugus kromofor (Hendayana, 2004). Warna
komplementer ditunjukkan pada Tabel 2.3.

Tabel 11.3. Warna dan Warna Komplementer

Panjang gelombang (nm) Warna Warna komplementer
400-435 Violet Kuning-hijau
435-480 Biru Kuning

480-490 Hijau-biru Orange

490-500 Biru-hijau Merah

500-560 Hijau Ungu

560-580 Kuning-hijau Violet

580-595 Kuning Biru

595-610 Orange Hijau-biru

610-750 Merah Biru-hijau

Sumber: Day dan Underwood (1998)
Umumnya terdapat dua tipe instrument spektofotometer UV-Vis vyaitu,
single beam dan double-beam. Single-beam instrument dapat digunakan untuk

kuantitatif dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tunggal. Single-
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beam instrument mempunyai beberapa keuntungan yaitu sederhana dan harganya
murah. Double-beam mempunyai dua sinar yang dibentuk oleh potongan cermin
yang berbentuk V yang disebut pemecah sinar. Sinar pertama melewati larutan
blanko dan sinar kedua secara serentak melewati sampel. Double-beam dibuat

untuk digunakan pada panjang gelombang 190-750 nm (Skoog, DA., 1996).

Read Out

detektor
monokromator

pendispersi atau
penyebar cahaya
Q slit atau

sumber cahaya  pintu masuk
polikromatis

sel sampel

slit atau
pintu keluar

Gambar 11.9. Serapan UV-Vis Single-beam (Skoog, DA., 1996)

Sumber sinar polikromatis, untuk sinar UV adalah lampu deuterium,
sedangkan sinar Visibel atau sinar tampak adalah lampu wolfram. Monokromator
pada spektrometer UV-Vis digunakaan lensa prisma dan filter optik. Sel sampel
berupa kuvet yang terbuat dari kuarsa atau gelas dengan lebar yang bervariasi.
Detektor berupa detektor foto atau detektor panas atau detektor dioda foto,
berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan mengubahnya

menjadi arus listrik (Skoog, DA., 1996).
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BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2017 - Maret 2018 di
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.2.  Bahan dan Alat
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan vyaitu seperangkat alat gelas, shaker, rotary
evaporator vacuum, ayakan 40 mesh, corong vacuum buchner, alumunium foil, neraca
analitik, gelas vial, kertas saring, dan Instrumentasi UV-Visible.
3.2.2. Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah bekatul dan dedak
padi yang berasal dari Tumpang daerah Malang, Jawa Timur.

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah aquades, etanol p.a, DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) 0,2mM, metanol 80%, HCL 1N, serbuk Mg, kloroform, asam
asetat anhidrat, H2SO4 p.a.

3.3.  Rancangan Penelitian

Penelitian ini melalui pengujian eksperimental di laboratorium. Sampel bekatul
disaring menggunakan ayakan 40 mesh. Serbuk yang diperoleh dimaserasi
menggunakan etanol p.a selama 3x24 jam. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan

pelarutnya dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50 °C. Ekstrak pekat
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yang diperoleh disimpan pada suhu 4 °C. Hasil ekstrak diuji aktivitas antioksidannya
terhadap DPPH pada konsentrasi 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, dan 1.000
ppm dan menggunakan asam askorbat sebagai pembandingnya. Data yang diperoleh
dihitung persen aktivitas antioksidannya dan dihitung nilai 1Cso. Ekstrak dengan
aktivitas antioksidan terbaik selanjutnya dilakukan uji  fitokimia untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa aktif dari ekstrak etanol. Uji golongan senyawa
aktif dengan reagen ini meliputi uji flavonoid, steroid, triterpenoid, dan saponin.
3.4.  Tahapan Penelitian
Pada penelitian ini akan dilakukan beberapa tahapan, yaitu:
1. Preparasi sampel
2. Ekstraksi bekatul dengan metode maserasi
3. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH pada konsentrasi 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950, dan 1.000 ppm
4. Uji fitokimia dengan uji reagen
5. Analisis data
3.5.  Pelaksanaan Penelitian
3.5.1. Preparasi Sampel (Moko, dkk., 2014)
Bekatul dan dedak sebanyak 120 gram diayak dengan ukuran 40 mesh dan
dibungkus alumunium foil. Setelah itu, sampel diinkubasi dalam suhu ruang kemudian

disimpan untuk dianalisis lebih lanjut.
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3.5.2. Ekstraksi Senyawa Aktif menggunakan Metode Maserasi (Ulfa, 2016)
Serbuk bekatul dan dedak sebanyak 40 gram dimaserasi dengan pelarut etanol
p.a sebanyak 200 mL dan di-shaker menggunakan kecepatan 150 rpm selama 24 jam
dan disaring menggunakan penyaring vacuum. Ampas dari hasil penyaringan
dimaserasi kembali sebanyak tiga kali dengan pelarut dan perlakuan yang sama
(sampai filtrat menjadi bening). Hasil masing-masing ekstrak yang diperoleh digabung
menjadi satu. Masing-masing filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan vacuum rotary
evaporator dengan suhu berkisar 54-60 °C. Ekstrak pekat yang dihasilkan dimasukkan

dalam gelas vial yang dilapisi alumunium foil dan disimpan pada suhu 4 °C.

3.5.3. Uji Aktivitas menggunakan DPPH
3.5.3.1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Hanani, 2005)

Dimasukkan etanol p.a sebanyak 4,5 mL ke dalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan larutan DPPH 0,2 mM sebanayak 1,5 mL dan ditutup tabung reaksi
dengan alumunium foil. Selanjutnya dimasukkan ke dalam kuvet dan dicari Amaks
larutan pada rentangan panjang gelombang 500-600 dan dicatat hasil pengukuran
Amaks— untuk digunakan pada tahap selanjutnya.
3.5.3.2.  Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan (Bariyyabh,

2013)
Larutan ekstrak 200 ppm sebanyak 10 mL, kemudian ditambahkan larutan

DPPH 0,2 mM sebanyak 4,5 mL. Larutan yang diperoleh dipipet ke dalam tabung

reaksi, kemudian dimasukkan ke kuvet dan dicari waktu kestabilan pada rentangan
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waktu 5-120 menit dengan interval 5 menit. Sampel diukur menggunakan
spektrofometer Uv-Visible pada Amaks yang sudah diperoleh pada tahap sebelumnya.
3.5.3.3.  Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel

a) Absorbansi kontrol: diambil 1,5 mL larutan DPPH 0,2 mM dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan etanol p.a sebanyak 4,5 mL. Setelah itu
ditutup tabung reaksi dengan alumunium foil agar tidak terkontaminasi dengan udara
luar, lalu diinkubasi pada suhu ruang selama waktu kestabilan yang telah diperoleh
pada tahap sebelumnya. Setelah itu dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer Uv-Visible pada Amaks— yang
diperoleh sebelumnya.

b) Absorbansi sampel: ekstrak dilarutkan dalam pelarut etanol p.a dengan variasi
konsentrasi 600, 650,700, 750, 800,850, 900, 950, dan 1.000 ppm. Masing-masing
variasi diambil sebanyak 4,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Setelah itu
ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL ke dalam masing-masing variasi.
Kemudian ditutup tabung reaksi dengan alumunium foil agar tidak terkontaminasi
dengan udara luar, lalu diinkubasi pada suhu ruang selama waktu kestabilan yang telah
diperoleh pada tahap sebelumnya. Setelah itu dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer Uv-Visible pada Amaks— yang
diperoleh sebelumnya. Data absorbansi yang diperoleh dihitung nilai persen (%)
aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh melalui persamaan (Molyneux,

2013):

Absorbansi kontrol — absorbansi sampel

% Aktivitas B .
antioksidan Absorbansi kontrol x 100 %.......... (3.1)
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Setelah diperoleh persen (%) aktivitas antioksidan selanjutnya masing-masing ekstrak
dihitung nilai EC50 dengan memperoleh persamaan regresi menggunakan program
“GraphPad prism5 software, Regression for analyzing dose-response data”.

c) Pembanding vitamin C diperlakukan seperti sampel akan tetapi sampel diganti
menggunakan vitamin C.

3.5.4.Uji Fitokimia (Astuti, 2012)

3.5.4.1. Uji Flavonoid (Astuti, 2012)

Ekstrak sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Setelah itu
ditambahkan 1-2 mL metanol panas 50%. Kemudian ditambahkan logam Mg
secukupnya dan ditambahkan 4-5 tetes HCI pekat. Larutan berwarna merah atau jingga
yang tebentuk menunjukkan adanya flavonoid dalam senyawa.
3.5.4.2. Uji Steroid/Triterpenoid (Astuti, 2012)

Ekstrak sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dilarutkan
ke dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambahkan dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat.
Selanjutnya ditambahkan dengan 0,5 mL H2SO4- pekat melalui dinding tabung.
Larutan dikocok perlahan dan dibiarkan selama beberapa menit. Jika hasil yang
diperoleh berupa cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut maka
menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan
maka menunjukkan adanya stetoid.
3.5.4.3. Uji Saponin (Astuti, 2012)

Ekstrak sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 0,5 mL
aquades sambil dikocok selama 1 menit, lalu ditambahkan 2 tetes HCI 1 N. Apabila

busa terbentuk tetap stabil selama +7 menit maka ekstrak positif mengandung saponin.
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3.6.  Analisis Data

Data yang diperoleh pada penelitian ini adalah aktivitas senyawa antioksidan
(%) ekstrak etanol bekatul dan dedak menggunakan metode DPPH dengan konsentrasi
600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, dan 1.000 ppm. Data aktivitas antioksidan
ekstrak bekatul dan ekstrak dedak dibandingkan. Identifikasi senyawa aktif pada

ekstrak etanol bekatul dan dedak dilakukan secara kualitatif melalui uji reagen.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1.  Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bekatul dan dedak dari padi
daerah Tumpang Kabupaten Malang. Proses pengayakan bekatul dan dedak
menggunakan ayakan berukuran 40 mesh, tujuan pengayakan untuk menghilangkan
pengotor dan memperluas permukaan. Selain itu juga untuk mempermudah kelarutan
komponen bioaktif dan meningkatkan randemen ekstraksi. Semakin kecil ukuran
serbuk maka semakin besar luas permukaan sampel sehingga mempermudah kelarutan
komponen bioaktif. Interaksi antara pelarut dengan sampel akan semakin besar, proses
ekstraksi akan semakin efektif dan senyawa aktif yang terekstrak semakin banyak
(Baraja, 2008). Bekatul yang sudah diayak berwarna coklat kekuning-kuningan
sedangkan dedak berwarna coklat. Dari tekstur setelah di mesh dedak terasa sedikit
lebih kasar dibandingkan dengan bekatul.

4.2. Ekstraksi Senyawa Aktif dengan Metode Maserasi

Proses ekstraksi bekatul dan dedak menggunakan metode maserasi agar
metabolit sekunder dalam bekatul dan dedak dapat terekstrak ke dalam pelarut yang
mempunyai sifat kepolaran yang sama dengan metabolit sekunder tersebut. Menurut
Guenther (2011) ekstraksi maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan
pelarut organik dengan beberapa kali pengadukan pada suhu kamar. Perendaman
mengakibatkan pemecahan dinding dan membran sel sehingga senyawa aktif metabolit

sekunder yang berada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik.
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Ekstraksi metabolit sekundern dengan metode maserasi dilakukan selama 2x24
jam dengan menggunakan pelarut etanol p.a. Etanol merupakan pelarut penting dan
digunakan untuk stok senyawa sintesis lainnya dan juga digunakan sebagai bahan
bakar. Etanol digunakan sebagai pelarut karena merupakan salah satu pelarut yang
serbaguna. Widarta (2013) melaporkan ekstrak etanol bekatul beras merah terbaik
diperoleh dengan menggunakan pelarut etano 96% dalam kondisi asan dengan waktu
maserasi optimum 30 jam. Ulfa (2016) juga melaporkan ekstraksi bekatul
menggunakan pelarut etanol, kloroform, dan petroleum eter menunjukkan aktivitas
antioksidan tertinggi pada ekstrak etanol dengan waktu maserasi 3x24 jam. Proses
pengadukan maserasi menggunakan shaker pada kecepatan 150 rpm (rotation per
minutes), hal ini bertujuan untuk memaksimalkan hasil ekstraksi, karena proses
ekstraksi berlangsung optimal dengan tersedianya waktu kontak antara sampel dengan
pelarut.

Filtrat pada bekatul berwarna kuning pucat (kuning kecoklatan) sedangkan
filtrat pada dedak menghasilkan warna yang lebih pekat yaitu berwarna kuning
kehijauan. Filtrat hasil ekstraksi bekatul dan dedak dipekatkan dengan menggunakan
rotary evaporator vacuum karena pelarut yang digunakan proses ekstraksi merupakan
pelarut organik. Prinsip dari rotary evaporator vaccum yaitu penurunan tekanan
sehingga pelarut yang akan menguap terlebih dahuku sebelum mencapai titik didihnya.
Pelarut yang menguap di bawabh titik didihnya disebabkan adanya pompa disebabkan
adanya pompa vaccum yang berfungsi menurunkan tekanan. Penurunan tekanan
menyebabkan titik didih pelarut menjadi turun sehingga pelarut akan lebih mudah

menguap. Ekstrak pekat bekatul dan dedak yang diperoleh dimasukkan ke dalam
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freezer agar membeku lalu dilakukan proses freezer drying yang berfungsi untuk
menguapkan sisa-sisa air yang terdapat dalam ekstrak, sehingga diperoleh ekstrak
murni. Setelah freezer drying selesai, dihitung randemen ekstrak yang diperoleh. Hasil
randemen ekstrak bekatul dan dedak ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 1V.1. Randemen ekstrak bekatul dan dedak

Pelarut Randemen Warna Ekstrak
(%) (b/b) Pekat

Bekatul 7,5% Coklat kekuningan

Dedak 15,2% Hijau kehitaman

Randemen dedak lebih besar jika dibandingkan dengan nilai randemen bekatul.
Semakin besar randemen yang diperoleh maka akan semakin banyak senyawa aktif
yang ikut terekstrak. Tekstur dedak lebih kasar dibandingkan bekatul dan sebagian
besar yang terdapat dalam dedak adalah serat kasar. Serat kasar yang melimpah di
dalam dedak mengikat berbagai senyawa aktif yang memiliki kepolaran yang sama
dengan pelarut.

4.3.  Uji Aktivitas Antioksidan

4.3.1.Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)

Proses pengujian aktivitas antioksidan ekstrak bekatul dan dedak diawali
dengan mengukur panjang gelombang maksimal DPPH yang akan digunakan untuk
mengukur seberapa besar kemampuan ekstrak bekatul dan dedak sebagai antioksidan.
Menurut Gandjar dan Rohman (2007), pada panjang gelombang maksimum perubahan
absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar sehingga akan
dihasilkan absorbansi maksimal. Spektrum UV-Vis hasil pengukuran panjang

gelombang maksimal larutan DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada Gambar 4.1.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



32

0.8 17.0, 0.805

I 1 1 1
400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Gambar 1V.1. Panjang Gelombang Maksimal DPPH
Gambar 4.1 meupakan hasil dari penentuan panjang gelombang maksimal

DPPH 0,2 mM yang digunakan untuk proses pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak
bekatul dan dedak adalah 517 nm. Sesuai dengan penelitian Prakash (2001) yang
menyatakan bahwa radikal DPPH memiliki warna komplementer ungu dan
memberikan absorbansi maksimum pada panjang gelombang 515 — 520 nm. Panjang
gelombang maksimal merupakan panjang gelombang di mana terjadi penyerapan
secara maksimal suatu zat yang diberikan. Menurut Gandjar dan Rohman (2007) ada
beberapa alasan mengapa harus mengukur panjang gelombang maksimal, yaitu:

1. Panjang gelombang maksimal, kepekaannya juga maksimal karena pada panjang
gelombang maksimal tersebut perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi
adalah yang paling besar.

2. Di sekitar panjang gelombang maksimal, bentuk kurva absorbansi datar dan pada
kondisi tersebut hukum Lambert-Beer akan terpenuhi.

3. Jika melakukan pengukuran ulang maka kesalahan yang disebabkan oleh
pemasangan ulang panjang gelombang akan kecil sekali, ketika digunakan panjang

gelombang.
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4.3.2. Penentuan Waktu Kestabilan

Penentuan waktu kestabilan ini dilakukan untuk mengetahui waktu di mana
ekstrak bekatul dan dedak dengan DPPH sudah bereaksi secara stabil yaitu
sempurnanya reaksi antara ekstrak bekatul dan dedak dengan DPPH yang ditunjukkan
dengan tidak adanya lagi penurunan absorbansi. Setiap senyawa memiliki waktu
kestabilan yang berbeda untuk bereaksi secara sempurna (Brand, 1995). Penentuan
waktu kestabilan ekstrak bekatul dan dedak dilakukan dengan cara menggunakan
inkubasi pada suhu ruang selama 0-120 menit dengan interval 5 menit. Hasil penentuan
waktu kestabilan dari masing-masing fraksi ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel 1V.2. Waktu Kestabilan masing-masing sampel

Sampel Waktu kestabilan (menit)Inkubasi 37 °C
Ekstrak Bekatul 80-120
Ekstrak Dedak 75-120

Tabel 4.2 menjelaskan bahwa pengujian aktivitas antioksidan ekstrak bekatul
dapat diukur pada menit ke-80 dan dedak pada menit ke-75. Pengujian antioksidan
sangat baik jika dinkubasi pada suhu ruang karena suhu ini merupakan suhu yang telah
terkondisikan sehingga reaksi antara radikal DPPH dengan senyawa metabolit
sekunder akan berlangsung lebih cepat dan optimal. Hal ini ditunjukkan dengan nilai
absorbansi yang diperoleh stabil. Selain itu, senyawa radikal DPPH akan tereduksi
menjadi DPPH-H yang ditandai dengan penurunan intensitas warna dari warna ungu
menjadi jingga sampai kuning. Menurut Gandjar dan Rohman (2007), pada saat awal
terjadi reaksi absorbansi senyawa yang berwarna meningkat sampai waktu tertentu
hingga diperoleh waktu yang stabil. Semakin lama waktu pengukuran, maka ada

kemungkinan senyawa yang berwarna tersebut menjadi rusak atau terurai sehingga
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intensitas warnanya turun akibatnya absorbansinya juga turun. Oleh karena itu, sangat
penting dilakukan pengukuran senyawa berwarna (hasil suatu reaksi kimia) pada waktu
kestabilannya.

4.3.3.Pengujian Aktivitas Antioksidan pada Ekstrak Bekatul dan Ekstrak
Dedak

Pengukuran aktivitas antioksidan bekatul dan dedak menggunakan berbagai
konsentrasi yaitu 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, dan 1.000 ppm. Sampel yang
diuji aktivitas antioksidannya yaitu ekstrak bekatul dan ekstrak dedak dengan
menggunakan pelarut etanol p.a. Pengujian aktivitas antioksidan diukur pada panjang
gelombang 517 nm dan dengan waktu kestabilan sesuai dengan data yang diperoleh
pada pengukuran panjang gelombang dan waktu kestabilan sebelumnya.

Uji aktivitas antioksidan ekstrak bekatul dan dedak pada penelitian ini
menggunakan metode DPPH. Metode DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan
bereaksi dengan antioksidan dan membentuk DPPH-H dan radikal antioksidan.
Antioksidan akan mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal DPPH untuk
melengkapi kekurangan elektron dan membentuk radikal antioksidan yang lebih stabil
(Prakash, 2001). Persentase aktivitas antioksidan dengan variasi konsentrasi

ditunjukkan pada Tabel 4.3.
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Tabel 1V.3. Aktivitas antioksidan dengan variasi konsentrasi

No Konsentrasi Aktivitas Antioksidan (%)
Sampel (ppm) Ekstrak Bekatul Ekstrak Dedak
1. 600 0,73 21,45
2. 650 1,86 30,06
3. 700 4,26 28,99
4, 750 6,34 30,58
5. 800 5,46 32,51
6. 850 6,13 36,38
7. 900 7,08 37,59
8. 950 10,16 37.33
9. 1.000 13,89 40,99

Persen (%) aktivitas antioksidan merupakan salah satu parameter yang
menunjukkan kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat radikal bebas.
Semakin tinggi persen (%) antioksidan menunjukkan banyaknya atom hidrogen yang
diberikan oleh senyawa aktif kepada radikal DPPH sehingga DPPH tereduksi menjadi
DPPH-H (Rahayu, dkk., 2010). Berdasarkan tabel 4.3 diketahui bahwa semakin besar
konsentrasi ekstrak maka semakin besar nilai % aktivitas antioksidan yang diperoleh,
hasil ini didukung oleh penelitian Hanani, dkk (2005); Dewi, dkk (2007) yang
menyatakan bahwa persentase aktivitas antioksidan terhadap radikal bebas akan
meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi. Konsentrasi 1.000 ppm
merupakan konsentrasi maksimum ekstrak bekatul dan ekstrak dedak karena pada
konsentrasi tersebut memiliki nilai persen aktivitas antioksidan tertinggi yaitu 13,89%
dan 40,99%.

Dedak memiliki aktivitas lebih tinggi dibandingkan dengan bekatul. Di dalam
dedak memiliki serat yang lebih tinggi dibanding bekatul. Serat merupakan suatu jenis
bahan berupa potongan-potongan komponen yang membentuk jaringan memanjang

yang utuh. Banyak senyawa aktif yang terikat dalam serat salah satunya yaitu selulosa.
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Selulosa adalah komponen yang mendominasi karbohidrat dari tumbuh-tumbuhan
hampir mencapai 50%, karena selulosa merupakan unsur struktural dan komponen
utama dari dinding sel tumbuh-tumbuhan. Selulosa terdiri atas monomer glukosa yang
dihubungkan dengan ikatan 1,4-glikosida, dengan menghidrolisis ikatan glikosida
dapat diperoleh glukosa.

Aktivitas antioksidan pada ekstrak bekatul dan dedak diduga karena adanya
senyawa metabolit sekunder yaitu triterpenoid dan saponin. Penelitian sebelumnya
menjelaskan bahwa senyawa triterpenoid memiliki aktivitas biologis seperti
antioksidan (Hashem, dkk., 2012; Marliana, 2007). Dugaan reaksi antara DPPH dan

senyawa metabolit sekunder pada Gambar 4.2.

\ H
O,N ‘ @ o
OH 0
Triterpenoid DPPH (ungu) Triterpenoid DPPH (kuning)

(non radikal)
Gambar 1V.2. Reaksi DPPH dengan metabolit sekunder (Amic, 2003)
Aktivitas antioksidan pada senyawa triterpenoid dan saponin merupakan
golongan senyawa fenolik yaitu adanya gugus OH yang terikat langsung pada gugus
cincin hidrokarbon aromatik. Senyawa fenolik ini memiliki kemampuan untuk
menyumbangkan atom hidrogen sehingga radikal bebas DPPH dapat tereduksi menjadi
bentuk yang lebih stabil. Semakin banyak gugus hidroksil yang dimiliki senyawa

fenolik, maka semakin besar aktivitas antioksidan yang diperoleh (Sulandi, 2013).
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Nilai aktivitas antioksidan juga dapat dilihat dari hasil uji secara kualitatif, dapat dilihat

pada gambar 4.3.

a). uji saponin b). uji triterpenoid
Gambar 1V.3. (a)Uji Saponin dan (b) Uji Triterpenoid

Gambar (a) pada uji saponin warna yang dihasilkan pada ekstrak dedak lebih
keruh dan lebih banyak terdapat busa dari pada ekstrak bekatul yang menghasilkan
warn lebih bening dan sedikit busa. Dermawan (2012) menyatakan bahwa adanya
saponin ditunjukkan dengan terbentuknya buih dalam jumlah cukup banyak dengan
ketinggian 1-10 cm selama 10 menit dan pada penambahan 1 tetes HCI 2N buih
tersebut teteap ada atau tidak hilang sama sekali. Gambar (b) pada uji triterpenoid
warna ekstrak dedak lebih violet dibandingkan dengan ektrak bekatul. Menurut
Harborne (1987) triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau
dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri.
Pereaksi Lieberman-Burchard secara umum digunakan untuk mendeteksi triterpenoid
yang menghasilkan warna violet.

4.4.  Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan uji kualitatif untuk mengetahui senyawa aktif yang
terkandung dalam sampel. Golongan senyawa metabolit sekunder yang diuji berupa
flavonoid, triterpenoid, steroid, dan saponin. Berikut hasil pengujian fitokimia reagen

esktrak bekatul dan dedak dapat dilihat pada tabel 4.4.
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Tabel 1V.4. Uji fitokimia ekstrak bekatul dan dedak

Golongan senyawa aktif Ekstrak
Bekatul Dedak

Flavonoid - -
Streroid - -
Triterpenoid + ++
Saponin ++ +++

Keterangan

Tanda ++ : terkandung senyawa lebih/warna pekat

Tanda + : terkandung senyawa/warna muda

Tanda - : tidak terkandung senyawa/tidak terbentuk berwarna

Berdasarkan hasil pengamatan uji fitokimia pada Tabel 4.4, diketahui bahwa
ekstrak etanol bekatul dan dedak mengandung senyawa triterpenoid dan saponin.
Senyawa triterpenoid ditandai dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau warna violet
pada perbatasan pelarut, sedangkan saponin ditandai dengan adanya busa yang stabil.
Pada penelitian ini triterpenoid ditandai dengan adanya warna violet muda, sedangkan
saponin ditandai dengan busa yang stabil sampai 6 menit. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Moko (2014) bahwa pengujian fitokimia ekstrak
bekatul menghasilkan senyawa fenolik, flavonoid, triterpenoid, alkaloid, dan saponin.
Penelitian Ulfa (2016) juga melakukan pengujian fitokimia ekstrak etanol bekatul yang
menghasilkan senyawa steroid.

Hasil fitokimia dalam penelitian ini menghasilkan dua senyawa metabolit
sekunder yaitu triterpenoid dan saponin. Bekatul dan dedak diekstrak menggunakan
etanol p.a. Etanol merupakan salah satu pelarut yang mempunyai polaritas yang tinggi
sehingga dapat mengekstrak bahan lebih banyak dibandingkan dengan pelarut orgaik

yang lainnya. Saponin memiliki sifat polar, sedangkan triterpenoid memiliki sifat semi
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polar. Sehingga senyawa-senyawa polar yang ada dalam bekatul dan dedak ikut
terekstrak seperti saponin dan triterpenoid.

4.5. Pemanfaatan Senyawaan Antioksidan dalam Perspektif Islam

Allah Swt telah menciptakan alam semesta beserta isinya sesuai manfaatnya
masing-masing. Kekuasaan Allah Swt yang begitu besar bagi makhluk hidup yang ada
di bumi merupakan suatu tanda bagi mereka tentang adanya sang Maha pencipta. Allah
Swt memberikan hikmah dengan mengingatNya, memikirkan tentang penciptaanNya

serta bersyukur kepadaNya. Allah Swt berfirman dalam al-Quran surat Lugman [31]

ayat 10:
e e 255355 45 O ¢ b)f)y‘@gd\jv\-@#jfiju/\’q“ﬂ&l_;

Lo 0%,

Cj) yuﬁ lee Lol 25 9\.‘».«.5\ B2 \.Jj.a/ 3
“Dia menciptakan langit tanpa tlang yang kamu melihatnya dan Dia meletakkan

gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan kamu;
dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis binatang. Dan Kami
turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-
tumbuhan yang baik .

Qarni  (2007) menafsirkan bahwa Allah Swt menciptakan langit dan
meninggikan dari bumi tanpa tiang seperti yang dilihat oleh manusia, lalu menciptakan
gunung-gunung agar bumi seimbang yang tidak terguncang. Allah Swt menurunkan air
hujan dari awan yang rasanya tawar untuk menyuburkan tanah. Ash Shiddieqy (2000)
menafsirkan bahwa tanah air yang subur itulah tumbuh beraneka tumbuhan yang
memiliki banyak manfaat. Tanaman yang mudah menyesuaikan diri pada kondisi ini
adalah bekatul dan dedak.

Bekatul merupakan hasil samping dari proses penggilingan padi menjadi beras.

Bekatul mengandung asam amino yang lebih tinggi dibandingkan beras. Bekatul juga
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kaya akan kandungan B kompleks (B1, B2, B3, B5, B6, dan tokoferol) dan serat yang
tinggi (Balai Besar Pelatihan, 2013). Dedak juga hasil samping dari pemisahan beras
dengan sekam pada gabah yang telah dikeringkan melalui proses penggilingan. Dedak
mengandung energi metabolis sebesar 2100 kkal/kg, protein kasar 12,9%, lemak 13%,
serat kasar 11,4%, kalsium 0,07%, fosfor 0,21%, dan magnesium 0,22% (National
Research Council, 1994). Allah Swt menciptakan segala sesuatu yang ada di muka
bumi ini tidak ada yang sia-sia, di antaranya sebagai salah satu sumber yang dapat
diambil hasilnya untuk kemaslahatan umat manusia. Bekatul dan dedak yang berasal
dari limbah padi pun bisa dimanfaatkan sebagai obat untuk manusia. Allah Swt
berfirman dalam al-Quran surat asy Syu’ara (26): 80.

“dan apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku”

Allah Swt berfirman bila aku (manusia) sakit, tiada yang mampu
menyembuhkanku dari penyakit kecuali Allah Yang Maha Esa. Dialah yang memberi
penyakit dan menurukan obat (Al-Qarni, 2007). Segala macam penyakit yang telah
diberikan oleh Allah Swt, pasti ada obat atau penawarnya yang diberikan olehNya
bahkan manusia tidak menyadarinya. Seperti halnya pada sabda Rasulullah saw dalam

HR. lIbnu Majah: 3430 berikut:

s U 05TV s U I8 u o e 0 Joo i sz JB J6 554 T 22
“Abu Hurairah dia berkata, Rasulullah saw bersabda: “Allah tidak menurunkan suatu
penyakit kecuali menurunkan obat baginya” (HR. Ibnu Majah: 3430).

Hadist di atas menunjukkan bahwa betapa Allah Swt Maha Adil, yang mana

dengan variasi penyakit yang telan Allah Swt berikan. Allah Swt senantiasa selalu
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menyediakan bahwa menunjukkan penawarnya (obat) bagi mereka yang berfikir
dengan keimanannya (Farooqi, 2005). Kata berfikir tidak pernah lepas dengan
pengetahuan, di mana dengan pengetahuan segala sesuatu yang awalnya merupakan
masalah akan berubah menjadi berkah.

Sebagian besar masyarakat tidak menyadari bahwa bahan limbah hasil
penggilingan padi berupa bekatul dan dedak memiliki potensi sebagai antioksidan yang
dapat mencegah reaksi oksidasi atau radikal bebas dalam tubuh. Reaksi oksidasi ini
membentuk radikal bebas yang sangat reaktif yang dapat merusak struktur serta fungsi
sel. Reaktivitas radikal bebas dapat dihambat oleh sistem antioksidan yang melengkapi
sistem kekebalan tubuh. Antioksidan ini akan bereaksi dengan oksidan untuk
menghambat oksidasi pada sel-sel tubuh. Potensi tersebut dibuktikan dengan kuatnya
aktivitas antioksidan dengan nilai persen (%) tertinggi, di mana nilai aktivitas
antioksidan bekatul sebesar 13,89% pada konsentrasi 1.000 ppm sedangkan pada dedak
sebesar 40,99% pada konsentrasi 1.000 ppm. Ekstrak etanol memiliki nilai % aktivitas
antioksidan yang cukup tinggi sehingga akan berpotensi bila digunakan sebagai sumber
antioksidan alami. Maha Besar Allah Swt dengan segala penciptanNya, bahwa yang
awalnya hanya sebagai hasil sampingan dari beras bahkan hanya dianggap sebagai
limbah ternyata Allah Swt tidak menciptakan dengan sia-sia bahkan memiliki potensi

dan manfaat yang sangat besar dalam tubuh manusia.
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BAB V
PENUTUP
5.1. Kesimpulan
Aktivitas antioksidan terbaik pada masing-masing sampel terdapat pada
konsentrasi 1.000 ppm yaitu pada bekatul sebesar 13,89% dan dedak sebesar 40,99%.
Pada uji kualitatif masing-masing sampel (bekatul dan dedak) diperoleh senyawa
triterpenoid dan saponin.
5.2.  Saran
1. Pada setiap pengukuran antioksidan dengan metode DPPH disarankan untuk
mengukur waktu kestabilan, karena setiap pelarut dan sampel memiliki waktu
kestabilan yang berbeda-beda.
2. Dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut lain yang bisa mengekstrak senyawa
aktif lebih maksimal.
3. Dilakukan pemisahan senyawa aktif secara spesifik seperti menggunakan
kromatografi kolom dan KLTP serta identifikasi dengan menggunakan FTIR,

NMR, ataupun GC-MS.
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Uji Fitokimia

v
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lampiran 2. diagram penelitian

1. Preparasi Sampel
Bekatul/Dedak

-diayak 40 mesh

-dibungkus dengan alumunium foil
-diinkubasi selama 3 menit pada suhu 120 °C
-disimpan pada suhu 4 °C

-ditimbang

A\ 4
Hasil

2. Ekstraksi Maserasi

Sampel

~ditimbang 40 gram serbuk bekatul pada gelas arloji menggunakan neraca
analitik

~dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 300 mL

-ditambahkan 300 mL etanol 80% untuk merendam

-diaduk menggunakan gelas pengaduk supaya rata

-dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 150 rpm

-disaring menggunakan penyaring vacuum

v

Ampas Filtrat

-dimasukkan kembali ampas dalam Erlenmeyer 300 mL dan dimaserasi
kembali

-diulangi seperti langkah di atas sebanyak tiga kali

-dasil ekstrak yang diperoleh dijadikan satu dan dipekatkan dengan vacuum
rotary evaporator pada suhu 54-60 °C

-dialiri dengan gas N2

-dihentikan penguapan setelah tidak ada titik-titik uap pada kondensor
ekstrak pekat diambil dan ditimbang

-dicatat hasilnya

-diletakkan dalam gelas vial dan ditutup dengan alumunium foil
-disimpan pada suhu 4 °C

-dicatat randemennya

Hasil
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3. Uji Aktivitas Antioksidan menggunakan DPPH

3.1 Pene

ntuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH

0,2mM

-diambil sebanyak 1,5 mL

-diambil etanol 80% sebanyak 4,5 mL
-didiamkan selama 10 menit
-dimasukkan ke dalam kuvet

A

;dicari Xmaks

Hasil

3.2 Pene

ntuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Ekstrak Pekat

-dibuat larutan ekstrak 200 ppm sebanyak 10 mL
-ditambahkan 4,5 mL larutan DPPH 0,2 mM

-diinkubasi pada suhu 37 °C

-dimasukkan campuran ke dalam kuvet

-diukur absorbansi pada Amaks

-dicari waktu kestabilan pada rentang waktu 5-120 menit

A

A

Hasil

3.3 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Sampel
a. Absorbansi Kontrol

DPPH 0,2 mM

~diambil sebanyak 1,5 mL
-dimasukkan ke dalam tabung reaksi
-ditambahkan etanol 80% 4,5 mL
-diinkubasi pada suhu 37 °C
-dipindahkan ke dalam kuvet

v—diukur absorbansinya pada Amaks

Hasil
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b. Absorbansi Sampel
Ekstrak Bekatul

-dilarutkan pada etanol 80% dengan konsentrasi 50, 100, 150, 200, 250,
dan 300 ppm

-diambil masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL

-ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL

-diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan

-dimasukkan ke dalam kuvet

‘;diukur absorbansinya pada Amaks

Hasil

4. Uji Fitokimia dengan Reagen

Uji fitokimia kandungan senyawa aktif dengan uji reagen dari ekstrak pekat
etanol 70% dari tanaman anting-anting dilarutkan dengan sedikit masing-masing
pelarutnya. Kemudian dilakukan uji alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, dan terpenoid
(Indrayani dkk, 2006).

a. Uji Flavonoid

Ekstrak Bekatul 10.000 ppm

- diambil 0,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- dilarutkan 1-2 mL metanol panas 50 %
- ditambah logam Mg secukupnya

- ditambahkan 4-5 tetes HCI pekat

A

Merah/jingga

b. Uji Terpenoid dan Steroid

Ekstrak Bekatul 10.000 ppm

- diambil 0,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

- ditambah 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditetesi 0,5 mL H2SO4 melalui dinding tabung

- diamati perubahan warna pada perbatasan dua pelarut
\4

v v

Cincin kecoklatan/violet/merah, Cincin hijau, hijau kebiruan
orange, kuning (Terpenoid) atau biru (Steroid)
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. Uji Saponin

Ekstrak Bekatul 10.000 ppm

- diambil 0,5 mL

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- ditambah 0,5 mL aquades sambil dikocok selama 1
menit

t ditambah 2 tetes HCI 1 N apabila busa terbentuk

A

Busa bisa terbentuk tetap
(saponin)
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lampiran 3. perhitungan randemen

1. Ekstrak Etanol Bekatul

Berat ekstrak pekat =3 gram
Berat sampel =40 gram

Berat ekstrak pekat
Randemen = x 100%
Berat sampel

3 gram

= 1 ()
40 gram x 100%

=75%

2. Ekstrak Etanol Dedak

Berat ekstrak pekat = 6,09 gram
Berat sampel =40 gram

Berat ekstrak pekat
Randemen = x 100%

Berat sampel

b 6,09 gram 100%
40 gram * ’

=152%
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lampiran 4. pengujian antioksidan

e Ekstrak Bekatul

Sampel Absorbansi %
(ppm) Kontrol 1 2 3 Rata-rata | Antioksidan
600 0,4847 0,4807 0,4810 | 0,4818 0,4812 0,73
650 0,4843 0,4754 | 0,4756 0,4748 0,4753 1,86
700 0,4831 0,4623 0,4624 0,4629 0,4625 4,26
750 0,4811 0,4505 0,4505 0,4506 0,4506 6,34
800 0,4802 0,4539 0,4541 0,4541 0,4540 5,46
850 0,4797 0,4502 0,4505 0,4502 0,4503 6,13
900 0,4801 0,4459 0,4463 0,4463 0,4461 7,08
950 0,4801 0,4313 0,4311 0,4314 0,4313 10,16
1.000 0,4795 0,4192 0,4191 0,4193 0,4129 13,89
% Antioksidan Bekatul
o 13,89
14 .
12 y=0,0277x - 15,913
10,16 R2=0,8916
10
8 %08 % Antioksidan
o33 643 B
3 4,25." @  eeseeees Linear (% Antioksidan)
4
1,86
2 0,734
0 ’
0 200 400 600 800 1000 1200
Y = 0,027x - 15,913
R2 = 08916
50 = 0,027x - 15,913
50+15,913 = 0,027x
65,913 = 0,027x
65,913
=X
0,027

2.441,2
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e Ekstrak Dedak

Sampel Absorbansi %
(ppm) Kontrol 1 2 3 Rata-rata | Antioksidan

600 0,4606 | 0,3620 | 0,3616 | 0,3617 | 0.3618 21,45

650 0,4594 | 0,3214 | 0,3211 | 0,3213 | 0,3213 30,06

700 0,4591 | 0,3261 | 0,3260 | 0,3259 | 0,3260 28,99

750 0,4588 | 0,3185 | 0,3185 | 0,3185 | 0,3185 30,58

800 0,4592 0,3100 | 0,3100 | 0,3098 | 0,3099 32,51

850 0,4586 | 0,2918 | 0,2916 | 0,2917 | 0,2917 36,38

900 0,4589 | 0,2863 | 0,2862 | 0,2865 | 0,2864 37,59

950 0,4594 | 0,2879 | 0,2878 | 0,2880 | 0,2879 37.33

1.000 0,4604 | 0,2719 | 0,2717 | 0,2716 0,2717 40,99

% Antioksidan Ekstrak Dedak

45 40,99
40 36355833 y = 0,041x + 0,0836
5y 94 R2=0,9028
35 30,%5'33%
30
21,45
2 4 % Antioksidan
20 _ ol N
o 1Y il i V) Ffh.A),; Linear (% Antioksidan)
10
5
0
0 200 400 600 800 1000 1200
Y = 0,041x+ 0,0836
R2 = 0,9028
50 = 0,041x+ 0,0836
50-0,0836 = 0,041x
49,9164 = 0,041x
49,9164
=X
0,041

1217,5 = X
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lampiran 5. perhitungan pembuatan reagen dan larutan

A. Pembuatan Larutan DPPH 0,2 M
DPPH 0,2 mM dalam 50 mL etanol (80)%)

Mr DPPH = 394,33 g/mol

02M
1000 mL

Mol DPPH =50 mL x 0,2 mM =50 mL x

= 0,01 mmol
Mg DPPH = 0,01 mmol x Mr DPPH
= 0,01 mmol x 394,33 g/mol
= 3,9433 mg

B. Pembuatan Reagen Lieberman-Burchad
Sebanyak 5mL asam asetat anhidrat dan 5 mL asam sulfat konsentrat ditambahkan
secara hati-hati melalui dindingnya ke dalam 50 mL etanol absolut dalam keadaan
dingin (Wagner, 2001).

C. Pembuatan Larutan HCI 1N
BJ HCI pekat =1,19 g/mL =1190 g/L
Konsentrasi =37%
BM HCI =36, 42 g/mol
n =1 (jJumlah atom H)
Normalitas HCI = n x Molaritas HCI

37 % xBJ HCI

=1 X —/—m—
BM HCI pekat

37 % %1190 g/L
36,42 g/mol
=12,09 M o 12,09 N
N1xV1l =N2xV2
12,09 Nx V1 =1Nx100 mL
V1 =8,27 mL=8,3mL
Jadi, untuk membuat larutan HCI 1 N diambil sebanyak 8,3 mL larutan HCI pekat 37

% kemudian dilarutkan dengan aquadest dalam labu ukur 100 mL.
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D. Pembuatan Metanol 50 %
Perhitungan yang digunakan sebagai berikut:

M1 X V1i=M2X V2
99,8% x V1 =50% x 10 mL
Vi=5mL
Jadi, untuk membuat metanol 50 % diambil sebanyak 5 mL metanol 99,8 % dan
dilarutkan dengan aquades dalam labu ukur 10 mL.
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lampiran 6. dokumentasi penelitian

1. Preparasi Sampel
Gaar 1. Sebuk Bekatul Gaar 2. Serbuk Dedak
2.

P S

Ekstrak3| Bekatul dan Dedak den _gan Masera3|

Gambr 4. Sampel
selesai dishaker

Gambar 8. Pemekatan
ekstrak bekatul

Gambar 7. Hasil
penyaringan sampel

Gambnyaringan
sampel dedak

Gambair 10. Hasil dari Gambar 11. Sampel di
pemekatan ekstrak Freeze Drying

Gambar . Pemekata

ekstrak dedak

Gambar 12 .Ha5|l dari di

Freeze Drying
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3. Uji Atisi dengan

Gambar 13. Uji waktu

Gambar 14. Uji waktu

kestabilan dedak

Gambar 15. Pengukuran

absorbansi bekatul

kestahilan bekgtul

Gambar 16. Pengukuran
absorbansi dedak
4. Uji Fitokimia
TR Tt N

=

Gambar 19. Uji Sapoin

Gambar 20. Uji
Steroid/Triterpenoid

Gambar 21. Uji
Flavonoid
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lampiran 7. pengujian waktu kestabilan

Sampel

Waktu Bekatul Dedak
0 0,36 0,17
5 0,35 0,16
10 0,35 0,15
15 0,34 0,15
20 0,34 0,14
25 0,34 0,14
30 0,34 0,13
35 0,34 0,13
40 0,33 0,13
45 0,33 0,13
50 0,33 0,12
' 0,33 0,12
60 0,33 0,12
65 0,33 0,12
70 0,88 0,12
75 0,33 0,11
80 ) I 0,11
85 0,32 0,11
90 0,32 0,11
95 0,32 0,11
100 0,32 0,11
105 0,32 0,11
110 0,32 0,10
115 0,32 0,10
120 0,32 0,10
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lampiran 8. hasil data uv-vis

Lamdha Maks DPPH

Tanggal Analisa : 26 Januari 2018

1.0+
0.8 17.0, 0,805

0.6

Abs

0.4+
0.2

0.0

400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Scan Analysis Report

Report Time : Fri 26 Jan 09:55:33 AM 2018

Method:

Batch: D:\Hari Margarita\Lamdha Maks DPPH (26-01-2018) .DSW
Software version: 3.00(339)

Operator: Rika

Sample Name: DPPH

Collection Time 1/26/2018 9:55:53 AM
Peak Table

Peak Style Peaks

Peak Threshold 0.0100

Range 800.0nm to 400.0nm
Wavelength (nm) Abs

517.0 0.805
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Waktu Kestabilan DPPH Sampel Bekatul

Tanggal Analisa : 30 Januari 2018

Advanced Reads Report

Report time 1/30/2018 8:59:15 AM
Method
Batch name D:\Hari Margarita\Absorbansi Waktu Kestabilan

DPPH Sampel Bekatul (30-01-2018) .BAB
Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) S A O
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFE
Comments:

Zero Report

Read Abs nm
Zero (0.0968) 517.0
Analysis
Collection time 1/30/2018 8:59:15 AM
Sample F Mean SD %RSD Readings

0 menit 0.3588
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5 menit

10

15

20

25

30

35

40

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

.3590

.3499

.3473

.3443

.3412

.3394

SIS

.3368

.3347

.0002

.0003

.0003

.0001

.0001

.0003

.0000

.0001

.0001

.07

.09

.10

.02

.02

-0Y

o1

.04

.03

.3593

.3589

.3501

.3501

.3496

.3474

23475

.3469

.3443

.3442

.3443

.3412

L3411

.3413

83 BiEN!

- §1395

.3397

.3381

.3381

.3380

.3367

.3370

.3368

.3349

.3347

.3346
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45

50

55

60

65

70

75

80

85

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

.3331

.3318

.3301

232090

> 3248

.3264

.3251

.3243

.3230

.0002

.0001

.0003

.0003

.0002

.0002

.0001

.0003

.0001

.07

.03

.08

.11

.08

O/

.02

.08

.04

.3329

.3330

.3333

.3318

.3320

.3318

.3301

.3299

.3304

NS219'5

2SP00

.3302

.3276

K275

B 3EST,

.3262

.3266

.3262

BSZ252

.3251

.3251

.3244

.3245

.3240

.3230

.3228

.3231
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90 menit 0.3219
0.3220

0.3220 0.0001 0.04 0.3222

95 menit 0.3215
0.3213

0.3214 0.0001 0.03 0.3213

100 menit 0.3203
0 3205

0.3204 0.0001 0.04 0 S20)5

105 menit 0.3196
0.3196

0. g1f)G 0.0000 0.01 0.3196

110 menit 0.3186
0.3187

0.3186 0.0001 0.04 0 EHLES

115 menit 0.3177
0.3178

0.3178 0.0001 0.03 0.3179

120 menit 0.3170
0.3167

0.3169 0.0002 0.05 0.3168

Results Flags Legend

R = Repeat reading
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Waktu Kestabilan DPPH Sampel Dedak

Tanggal Analisa : 31 Januari 2018

Advanced Reads Report

Report time 1/31/2018 9:15:08 AM
Method
Batch name D:\Hari Margarita\Absorbansi Waktu Kestabilan

DPPH Sampel Dedak (31-01-2018) .BAB
Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. SH0J
Wavelength (nm) 5T O]
Ordinate Mode Abs
Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:
Zero Report
Read Abs nm
Zero (0.1373) 517.0
Analysis
Collection time 1/31/2018 9:15:09 AM

Sample F Mean SD %RSD Readings




0 menit

5 menit

10

13

20

25

30

35

40

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

.1685

.1558

5 1L55072

.1464

1388

5 LEIEY

.1344

.1309

.1285

.0003

.0003

.0002

. G0 A5

.0001

.0005

.0003

.0002

.0001

.18

.18

oL

L 05

8§07

=3

.23

.13

.08

.1688

.1683

.1683

.1555

.1557

.1561

.1500

.1504

o 1. S)(0)L

.1455

.1454

.1481

L 1'8BE

: 18818

81897,

- 365

.1374

.1368

.1340

.1345

.1346

.1308

.1307

L1311

.1284

.1285

.1285
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45

50

55

60

65

70

75

80

85

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

menit

L1259

L1241

28

o IWTE)G)

L1177

.1155

.1140

.1128

.0001

.0003

.0001

.0001

.0002

.0001

.0001

.0000

.09

o 2

.07

L 07

. 186

.05

.05

.02

.1258

.1260

.1258

.1238

.1242

.1242

.1214

o 1. 2117

5L 3)

SISI06

5 LG 7/

L1196

LT

- NI/

- IRLE0)

0 LI5S

.1156

.1156

.1140

.1139

.1140

.1128

.1128

.1128

L1112

L1111
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0.1111 0.0001 0.08 0.1111

90 menit 0.1096
0.1098

0.1097 0.0001 0.07 0.1096

95 menit 0.1085
0.1085

0.1085 0.0001 0.08 0.1084

100 menit 0.1066
0.1066

0.1066 0.0001 0.08 0.1067

105 menit 0.1054
0.1053

0.1054 0.0001 0 F 1 0.1055

110 menit 0.1043
0.1041

0.1042 0.0001 0.09 0.1042

115 menit 0.1033
0.1033

0.1033 0.0000 0.02 0 SIS

120 menit 0.1018
0.1019

0.1018 0.0001 e 0 0.1019

Results Flags Legend

R = Repeat reading
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Tanggal Analisa : 26 Februari 2018

Advanced Reads Report

Report time 2/26/2018 11:04:16 AM
Method
Batch name D:\Hari Margarita\Absorbansi DPPH Sam

(26-02-2018) .BAB
Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. of
Wavelength (nm) 5T O]
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF

Comments:

Zero Report

Read Abs nm

Zero (0.0932) S 7]
Analysis
Collection time 2/26/2018 11:04:16 AM

Sample F Mean SD %RSD Readings

o



Kontrol

600 ppm

Kontrol

650 ppm

Kontrol

700 ppm

Kontrol

750 ppm

Kontrol

.4606

.3618

.4594

L5213

.4591

.3260

.4588

.3185

.4592

.0002

.0002

.0000

.0002

.0001

.0001

.0002

.0000

.0004

.04

.05

.01

L 05

. B2

NO3

.05

.01

.08

.4604

.4608

.4605

.3620

.3616

.3617

.4594

.4593

.4594

.3214

o Il

5 Sl

.4590

.4591

.4590

.3261

.3260

> 325Y

. 4585

.4589

.4589

.3185

.3185

.3185

.4596

.4592

.4589
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800 ppm

Kontrol

850 ppm

Kontrol

900 ppm

Kontrol

950 ppm

Kontrol

1000 ppm

.3099

.4586

o 2L/

.4589

.2864

.4594

.2879

.4604

.0001

.0001

.0001

.0000

.0001

.0006

.0001

.0004

.04

.02

.03

401

.04

.13

.03

.08

.3100

.3100

.3098

.4585

.4586

.4587

.2918

5 2. J1LG

20l

.4589

.4589

.4590

b 2868

.2862

.2865

.4600

.4592

.4589

.2879

.2878

.2880

.4605

.4606

.4600

L2719

L2717
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0.2717 0.0002 0.06 0.2716

Results Flags Legend

R = Repeat reading

Tanggal Analisa : 27 Februari 2018

Advanced Reads Report

Report time 2/27/2018 1:19:58 PM
Method
Batch name D:\Hari Margarita\Absorbansi DPPH Sampel Bekatul

(27-02-2018) .BAB
Application Advanced Reads 3.00(339)

Operator Rika

Instrument Settings

Instrument Cary 50
Instrument version no. 3.00
Wavelength (nm) 517.0
Ordinate Mode Abs

Ave Time (sec) 0.1000
Replicates 3
Sample averaging OFF
Comments:

Zero Report

Read Abs nm

LIBRARY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Zero

Analysis

Collection time

Sample

(0.0865) 517.0

2/27/2018 1:19:58 PM

Mean SD $RSD Readings

Kontrol

600 ppm

Kontrol

650 ppm

Kontrol

700 ppm

Kontrol

0.4846

0.4847

0.4847 0.0001 0.01 0.4847

0.4807

0.4810

0.4812 0.0003 0.06 0.4818

0.4842

0.4840

0.4843 0.0003 0.06 0.4846

0.4754

0.4756

0.4753 0.0004 0.08 0.4748

0.4829

0.4832

0.4831 0.0002 003 0.4831

0.4623

0.4624

0.4625 0.0003 0.07 0.4629

0.4813

0.4809

0.4811 0.0002 0.05 0.4810
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750 ppm

Kontrol

800 ppm

Kontrol

850 ppm

Kontrol

900 ppm

Kontrol

950 ppm

.4506

.4802

.4540

L4797

.4503

.4801

.4461

.4801

L4313

.0001

.0002

.0001

.0002

.0002

.0003

.0002

.0001

.0001

.02

.04

.02

.04

.04

LU}

.06

.03

.03

.4505

.4505

.4506

.4800

.4801

.4804

.4539

.4541

.4541

.4795

.4799

L4797

.4502

.4505

.4502

.4801

.4798

.4804

. 4459

.4463

.4463

.4800

.4803

.4800

L4313

L4311

.4314
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Kontrol

0.4795 0.0003

1000 ppm

0.4192 0.0001

Results Flags Legend

R = Repeat reading

0.

06

.03

.4798

L4794

.4793

.4192

L4191

.4193
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