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ABSTRAK

Novioella, A. M. 2019. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil
Asetat Kulit Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.). Skripsi. Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si, M.P;
Pembimbing 1I: Susi Nurul Kholifah, M.Si; Konsultan: Anik Maunatin,
S.T, M.P.

Kata Kunci: kulit apel manalagi (Malus sylvestris Mill.), aktivitas antioksidan, ekstrak
etanol, fraksi etil asetat, FTIR

Kulit apel manalagi merupakan limbah dari hasil produksi kripik apel di wilayah
Malang. Kulit apel mengandung senyawa aktif flavonoid dalam jumlah yang besar. Oleh
karena itu, perlu dilakukan ekstraksi kulit apel manalagi menggunakan pelarut organik.
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui potensi ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit
apel manalagi sebagai antioksidan.

Ekstraksi senyawa aktif kulit apel manalagi dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan etanol 96 %. Hasil ekstraksi dihidrolisis dengan HCI 2N dan difraksinasi
menggunakan etil asetat. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dipisahkan dari pelarutnya
menggunakan rotary evaporator dan selanjutnya dialiri dengan gas N,. Uji aktivitas
antioksidan dilakukan dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dengan variasi
konsentrasi 25, 50, 100, 200 dan 400 ppm. Identifikasi golongan senyawa menggunakan
uji fitokimia dan FTIR.

Uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki aktivitas
antioksidan lebih baik daripada ekstrak etanol. Nilai ECs, ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat kulit apel manalagi sebesar 816,9 ppm dan 82,19 ppm. Hasil uji fitokimia
menunjukkan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit apel manalagi mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, steroid dan tritepenoid. ldentifikasi dengan
menggunakan FTIR menunjukkan bahwa hasil spektra fraksi etil asetat mengandung
gugus fungsi OH (3446 cm™), C=C cincin aromatik (1540 cm™ dan 1458 cm™), C=0
(165131 cm™), C-O (1044 cm™), =C-H siklik (669 cm™) dan daerah overtone (2000-1650
cm™).
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ABSTRACT

Novioella, A. M. 2019. The Antioxidant Activity Test of Ethanol Extract and Ethyl
Acetate of the Manalagi Apple Peel (Malus sylvestris Mill.). Thesis.
Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology, University
of Islamic State Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Dr.
Akyunul Jannah, S.Si, M. P; Supervisor Il: Susi Nurul Kholifah, M.Si;
Consultant: Anik Maunatin, S. T, M.P.

Keywords: Manalagi peel apple (Malus sylvestris Mill.), antioxidant activity, ethanol
extract, ethyl acetate fraction, FTIR

Manalagi apple peel is the waste of the production of Apple chips in the area of
Malang. Apple bark contains a large amount of active flavonoids compounds. Therefore,
it is necessary to do the extraction of manalagi apple peel using organic solvents. The
purpose of this research is to find out the potential of ethanol extract and manalagi apple
ethyl acetate fraction as an antioxidant.

The extraction of active compounds of manalagi apple peel is done by the
maceration method using ethanol 96 %. The extraction results are hydrolyzed by HCI 2N
and fractionated using ethyl acetate. The ethanol extract and ethyl acetate fraction are
separated from the banishment using a rotary evaporator and subsequently lined with N,
gas. Test of antioxidant activity is carried out by the DPPH method (1.1-Difenil-2-
Pikrilhidrazil) with a variety of concentrations of 25, 50, 100, 200 and 400 ppm. Identify
the compound class using the phytochemical test and FTIR.

The antioxidant activity test shows that the ethyl acetate fraction has antioxidant
activity better than ethanol extracts. The value of ECs, ethanol extract and the ethyl
acetate of manalagi apple peel is 816.9 ppm and 82.19 ppm. The results of phytochemical
tests show the ethanol extract and the ethyl acetal peel of the manalagi apple containing
the alkaloid, flavonoid, phenol, tannin, steroid and triterpenoid compounds. Identification
by using FTIR indicates that the results of an ethyl acetate fraction contains function
group OH (3446 cm™), C=C aromatic rings (1540 cm™ and 1458 cm™), C=0 (1691 cm™),
C-O (1044 cm™), =C-H cyclical (669 cm™) and overtone areas (2000-1650 cm™).
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) merupakan salah satu jenis apel
yang mudah ditemui di daerah Malang. Apel Manalagi lebih diminati masyarakat
karena rasanya manis, mudah didapat dan harganya ekonomis (Hapsari &
Estiasih, 2015). Apel Manalagi dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku makanan
olahan, salah satunya adalah kripik apel. Proses pengolahan kripik apel
menghasilkan limbah berupa kulit apel (Surjowardojo et al., 2016). Kulit apel
merupakan buangan dari proses pengolahan apel. Jumlah limbah kulit apel yang
dihasilkan dari pengolahan keripik apel adalah sebesar 42,308 % dari keseluruhan
jumlah total apel (Surjowardojo et al., 2016). Salah satu industri yang bergerak
dalam bidang pengolahan sayuran dan buah menghasilkan limbah berupa kulit
dan bonggol apel sebesar 2 ton per hari. Kulit apel tersebut kemudian dibuang
atau diambil oleh peternak disekitar untuk makanan ternak (Hidayat et al., 2009).

Allah berfirman dalam al-Qur’an surat Ali Imran (3) ayat 190-191:

i NN

\E»g:,‘b:-]y Jj///c,_a/ LV:J) J*J\g_ﬁ_l.‘}-b up)&‘j uﬁ““""’”d‘l} L;
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Artinya:

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. (yaitu) Orang-
orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadaan
berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata): “Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sSia.
Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka”(QS. Ali Imran
:190-191).



Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah menciptakan segala yang ada di
bumi dan langit tidaklah ada yang sia-sia. Allah memerintahkan kepada orang-
orang yang berakal untuk menggunakan pikirannya agar dapat mengambil
manfaat dari apa yang diciptakan oleh Allah. Oleh karena itu, manusia harus dapat
memanfaatkan kekayaan alam yang Allah SWT berikan dengan sebaik-baiknya.
Salah satuya adalah memanfaatkan limbah kulit apel Manalagi (Malus sylvestris
Mill.) sebagai antioksidan. Menurut Shihab (2003), kata ulul albab dalam ayat
tersebut berarti orang-orang yang berakal, yaitu orang-orang yang menggunakan
pikirannya untuk mengambil manfaat dari apa-apa yang diciptakan oleh Allah
SWT, berpikir tajam, mendalami pemahamannya, serta senantiasa mengingat
Allah SWT dalam setiap keadaan karena Allah SWT tidak menciptakan sesuatu
secara sia-sia.

Bioaktivitas suatu bahan alam dipengaruhi oleh kandungan senyawa aktif
yang berada di dalamnya. Kulit apel mengandung total flavonoid yang lebih
banyak dibandingkan daging buah apel (D‘Abrosca, B. et al., 2007). Kulit apel
mengandung senyawa-senyawa falvonoid seperti katekin, procyanidin, phloridzin,
glikosida phloretin, asam kafeat, asam klorogenat, glikosida kuersetin dan
glikosida sianidin (Liu & Wolfe, 2003). Penelitian D‘Abrosca et al., (2007)
melaporkan bahwa kulit apel Limoncella mengandung total flavonoid yang lebih
banyak dibandingkan daging buah apel, dimana flavonoid kulit apel sebesar 47,8
mg/100 g QE BB dan pada dagingnya hanya sebesar 16,0 mg QE/ 100 g BB.
Andriani & Palupi (2016) telah melakukan penelitian total flavonoid kulit apel
pada apel varietas Manalagi, Anna dan Rome Beauty hasilnya menunjukkan total

flavonoid kulit apel Manalagi lebih tinggi dibanding kulit apel Anna dan Rome



Beauty yaitu sebesar 0,400 mg/g QE BB; 0,126 mg/g QE BB dan 0,119 mg/g QE
BB.

Penelitian Simanjuntak et al., (2016) menunjukkan aktivitas antioksidan
apel Manalagi memiliki kadar tinggi dibandingkan varietas apel Anna, dimana
6,53 % untuk apel Manalagi dan 5,50 % untuk apel Anna. Hasil penelitian
Leontowicz et al., (2003) menunjukkan aktivitas antioksidan kulit buah apel 87,9
% lebih tinggi daripada aktivitas antioksidan daging buahnya 69,1 %. Antioksidan
merupakan salah satu substansi yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal
bebas dan mencegah kerusakan sel yang ditimbulkan oleh radikal bebas.
Antioksidan menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron
yang dimiliki radikal bebas dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari
pembentukan radikal bebas yang dapat menimbulkan stres oksidatif (Iswara,
2009). Berdasarkan sumbernya antioksidan dibagi menjadi dua yaitu antioksidan
alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan sintetik seperti butylated
hydroxytoluene (BHT) banyak digunakan di industri makanan. Namun, uji hewan
coba telah menunjukkan yang BHT terakumulasi dalam tubuh dapat
menyebabkan kerusakan hati dan karsinogenesis (Jiangning et al., 2005). Hal
tersebut menyebabkan penelitian dan penggunaan antioksidan alami meningkat
karena lebih efektif dan tidak beracun. Antioksidan alami seperti asam askorbat,
senyawa fenol dan flavonoid menjadi alternatif pemenuhan antioksidan yang
aman (Nunes et al., 2012).

Ekstraksi senyawa aktif kulit apel dengan pelarut etanol 96 %
menggunakan metode maserasi. Metode maserasi menggunakan teori like

dissolves like, zat yang bersifat polar akan larut dalam pelarut polar dan zat yang



bersifat non polar akan larut dalam pelarut non polar (Khopkar, 2003).
Berdasarkan penelitian Khoiroh, (2017) senyawa aktif yang mampu terekstrak
dari kulit apel dengan pelarut metanol diantaranya flavonoid, terpenoid, polifenol,
tanin, dan saponin, serta senyawa-senyawa tersebut diduga memiliki aktivitas
antioksidan. Pelarut metanol diduga efektif dalam mengekstrak senyawa aktif dari
kulit apel, akan tetapi pelarut metanol memilki sifat toksik. Oleh karena itu, pada
penelitian ini digunakan etanol sebagai pelarut pengganti metanol. Ekstrak etanol
96 % yang didapatkan selanjutnya dihidrolisis menggunakan HCI 2 N (Tensiska
dkk., 2007) untuk mendestruksi ikatan glikosida (Bimakra dkk., 2010).

Penelitian Leontowicz et al., (2003) dan Massini et al., (2013)
menyebutkan pelarut etanol dapat mengekstrak senyawa aktif flavonoid, asam
fenolik dan polifenol yang terdapat di dalam kulit apel. Pertiwi et al., (2016)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit apel (Malus domestica Borkh.) memiliki
aktivitas antioksidan kuat dengan nilai 1Cso sebesar 87.795 ppm. Namun,
penelitian tersebut masih terbatas pada tingkat ekstrak, sehingga dalam penelitian
ini dilakukan pemisahan lebih lanjut atau fraksinasi untuk mengetahui aktivitas
antioksidan.

Ekstrak yang didapatkan akan dilakukan ekstraksi lagi dengan metode
fraksinasi. Tujuan fraksinasi untuk mendapatkan senyawa-senyawa yang memiliki
tingkat kepolaran yang berbeda (Darwis, 2000). Fraksinasi kulit apel dilakukan
dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut etil asetat. Etil asetat
dipilih karena kemampuannya paling baik dalam melarutkan aglikon yang kurang
polar dan aglikon termetoksilasi yang banyak ditemukan di bagian permukaan

luar buah dibandingkan dengan pelarut non-polar lain (Nollet, 2000). Penelitian



Rahmawan & Dwiatmaka (2013) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat buah apel
beludru memiliki potensi sebagai antoksidan. Agustin et al., (2017), menyatakan
fraksi etil asetatekstrak etanol kulit batang jarak memiliki aktivitas antioksidan
yang paling tinggi dibanding pelarut fraksi n-heksan dan fraksi etanol dengan nilai
1Cs0 24,38 ppm.

Metode yang digunakan untuk mengidentifikasi senyawa antioksidan
adalah 1,1,-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH). Kelebihan menggunakan metode
DPPH adalah metode yang sederhana, mudah dan menggunakan sampel dalam
jumlah kecil. Suatu senyawa memiliki aktivitas antioksidan apabila senyawa
tersebut mampu mendonorkan atom hidrogennya untuk berikatan dengan DPPH
membentuk DPPH tereduksi (Rahim, 2012). Parameter untukmenginter/pretasikan
hasil pengujian dengan metode DPPH adalah Effective Concentration (ECs).
Carodina (2000) telah menggunakan metode DPPH dalam menentukan aktivitas
antioksidan sari buah apel varietas Manalagi dan Anna. Penelitian Leontowicz et
al., (2003) juga menggunakan DPPH untuk menentukan komponen antioksidan
dalam kulit apel.

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit
apel Manalagi dengan metode DPPH.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:
1. Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit

apel Manalagi berdasarkan nilai ECs(?



2.

1.3

Golongan senyawa apa yang terkandung pada ekstrak kulit apel Manalagi
yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan uji fitokimia dan
FTIR?

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1.

1.4

Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
kulit apel Manalagi berdasarkan nilai ECs

Untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung pada ekstrak kulit
apel Manalagi yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan uji
fitokimia dan FTIR

Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1.

5.

1.5

Kulit apel Manalagi yang digunakan adalah kulit apel yang di peroleh dari
home industri pembuatan kripik apel yang berada di daerah Batu.

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah metode maserasi
dengan pelarut etanol dan fraksinasi dengan pelarut etil asetat.

Uji aktivitas antioksidan pada konsentrasi adalah, 25, 50, 100, 200 dan 400.
Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dengan
pembanding asam askorbat dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Identifikasi golongan senyawa antioksidan menggunakan instrumen FTIR.

Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah:

1.

Memberi informasi bahwa kulit apel Maanalagi dapat dimanfaatkan untuk

pemeliharaan kesehatan dari radikal beba



2. Memberikan informasi sebagai salah satu referensi dan perbandingan dalam

penelitian lebih lanjut.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Al-Qur’an

Allah menciptakan segala sesuatu di muka bumi ini sebagai tanda-tanda
kekuasaan-Nya. la ciptakan berbagai macam jenis tumbuhan untuk memberikan
manfaat bagi manusia. Hal ini dijelaskan dalam al-Qur’an surat asy Syu’ara (26)
ayat 7-8:
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Artinya:

“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar—benar terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah. Dan kebanyakan mereka tidak beriman” (QS. asy Syu’ara: 7-8).

Menurut Al-Qurthubi (2009), tafsir asy Syu’ara: 7-8, Allah menciptakan
segala sesuatu di bumi ini memiliki banyak manfaat, seperti halnya tumbuh-
tumbuhan yang baik dan memiliki banyak manfaat. QS. asy Syu’ara ayat 7-8
memperingatkan akan keagungan dan kekuasaan-Nya, jika mereka melihat
dengan hati dan mata mereka niscaya mereka mengetahui bahwa Allah adalah
yang berhak disembah, karena Maha Kuasa atas segala sesuatu.“Dan apakah
mereka tidak memperhatikan” maksudnya tidak memikirkan tentang (bumi,
berapakah banyaknya Kami tumbuhkan di bumi itu) alangkah banyaknya (dari
bermacam-macam tumbuh-tumbuhan yang baik) jenisnya (Al-Mahalli, 2008).

Shihab (2003), menyatakan bahwa yang dimaksud dengan zauj karim pada ayat 7

surat asy Syu’ara adalah tumbuhan yang baik, yaitu tumbuhan yang subur dan



bermanfaat. Salah satu tumbuhan yang termasuk dalam ayat tersebut adalah apel.
Selain daging buahnya yang kaya akan metabolit sekunder, kulit apel juga dapat
dimanfaatkan sebagai antioksidan. Pemanfaatan kulit apel merupakan salah satu
upaya untuk mengurangi jumlah limbah kulit apel yang akan berdampak pada
kelestarian lingkungan apabila membiarkan limbah menumpuk begitu saja.
2.2 Apel Manalagi
2.2.1 Taksonomi dan Morfologi Apel Manalagi

Apel merupakan tanaman buah yang dapat tumbuh subur di daerah yang
mempunyai iklim subtropis. Apel di Indonesia dikembangkan di beberapa wilayah
yang memiliki ketinggian sekitar 700-1200 meter di atas permukaan laut dan apel
lokal yang terkenal dari daerah Malang, Jawa Timur.Kedudukan tanaman apel
dalam sistematika (taksonomi) tanaman diklasifikasikan sebagai berikut (Yulianti

dan Sitanggang, 2006):

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiosperma

Kelas : Dicotyledone

Ordo : Rosales

Famili : Rosaceae

Genus : Malus

Species : Malus sylvestris Mill.

Tanaman apel merupakan tanaman semak keluarga mawar-mawaran yang
memiliki akar tunggang dan umumnya memiliki tinggi 2-4 meter hingga 10 meter
(Kusumo &Verheij, 1997). Tanaman apel berdaun tunggal, berbulu kasar, dan
tersebar melingkar di sepanjang cabang. Bentuk daun lonjong dengan ujung
meruncing dan warnanya hijau muda (Sunarjono, 2005). Pohon tanaman apel

berkayu keras dan kuat, kulit kayunya cukup tebal, warna kulit batang cokelat
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muda sampai cokelat kekuning-kuningan dan setelah tua berwarna hijau
kekuning-kuningan sampai kuning keabu-abuan (Soelarso, 1997).

Bunga apel mempunyai putik, benang sari, mahkota, dan kelopak (Untung,
1994).Bunga berbentuk tunggal atau berkelompok dengan penyerbukan silang
(Sunarjono, 2005). Bunga apel berkelompok dalam satu tunas terdapat 3-7
kuntum bunga (Mansyur, 2008). Bunga apel bertangkai pendek, menghadap ke
atas, dan bertandan. Bunga tumbuh pada ketiak daun dan mahkota bunga
berwarna putih sampai merah jambu berjumlah 5 helai (Soelarso, 1997). Pada
semua Vvarietas, jumlah tangkai benangsari dan tangkai putik adalah sama yaitu
antara 15-20 dan 5, panjang tangkai benangsari dan panjang tangkai putik
bervariasi antara 0.5-1.2 cm, sedangkan panjang tangkai bunga antara 1.0-4.0 cm

(Sugiyatno dan Yuflosponto, 2007).

Gambar 2.1 Buah apel Manalagi (Yulianti dan Sitanggang, 2006)

Buah apel Manalagi berbentuk bulat dengan ujung dan pangkal berlekuk
dangkal, diameter 4-7 cm dan berat 75-160 gram/buah. Kulit apel Manalagi
berwarna hijau muda kekuningan, tebal dengan pori-pori buah kasar dan
renggang. Rasanya manis dan tidak asam walaupun belum matang. Daging buah
berwarna putih kekuningan, padat, renyah, bertekstur halus, dan beraroma kuat

dengan rasamanis. Bentuk bijinya bulat pendek dan berwarna coklat tua. Produksi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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buah rata-rata tiap pohon sekitar 75 kg setiap musim (Yulianti dan Sitanggang,
2006).
2.2.2 Kandungan dan Manfaat Kulit Apel

Kulit apel mengandung vitamin C, katekin, prosianidin, floridzin, floretin
glikosida, asam kafeat, asam klorogenat, dan kuersetin glikosida (Mullen et al.,
2007, Wolfe et al., 2003). Khoiroh (2017), dalam penelitiannya menyatakan
bahwa terdapat kandungan senyawa aktif flavonoid, terpenoid, polifenol, tanin,
dan saponin dari apel Manalagi yang diekstraksi menggunakan metanol. Kulit
apel juga mengandung senyawa fenolik yang lebih besar dari daging buah apel.
Penelitian Wolfe et al. (2003) terhadap empat jenis apel yaitu apel Rome Beauty,
Idared, Cortland, dan Golden Delicious menunjukkan kandungan total fenolik
dan flavonoid paling banyak terdapat dalam kulit apel, kemudian daging dan kulit,
diikuti oleh daging. Golding et al., (2001), mengklasifikasikan fenolik dalam
kulit apel sebagai berikut: asam fenolat/asam klorogenat, flavonoid yaitu flavan
(katekin), prosianidin, flavonol (kuersetin glikosida), kalkon (floretin glikosida),
dan antosianin (cianidin glikosida). Beberapa kandungan senyawa aktif kulit apel
juga telah dilakukan isolasi dan didentifikasi adalah flavonoid (Xu et al., 2017),
triterpenoid (He & Liu 2007), dan asam ursolat (YYamaguchi et al., 2008).

Pertiwi et al., (2016) telah menguji aktivitas antioksidan ekstrak etanol
limbah kulit buah apel, hasilnya berdasarkan nilai Inhibition Concentration 50 %
(ICs0) ekstrak etanol limbah kulit buah apel memiliki klasifikasi aktivitas
antioksidan yang kuat  terhadap radikal bebas DPPH (2,2-Diphenyl-1-

Picrylhydrazil).
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2.3 Senyawa Metabolit Sekunder
2.3.1 Alkaloid

Alkaloid adalah golongan senyawa organik yang terbanyak ditemukan di
alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-tumbuhan dan
tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling
sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan sebagian besar atom

nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Lenny, 2006).

49

Gambar 2.2 Struktur senyawa arkaloid (Robinson, 1995)

Hasil positif alkaloid pada reagen mayer ditandai dengan terbentuknya
endapan putih, diperkirakan endapan tersebut adalah kompleks kalium-alkaloid.
Pada pembuatan pereaksi Mayer, larutan merkurium (1) klorida ditambah dengan
kalium iodida akan bereaksi membentuk endapan merah-merkurium (1) iodida.
Jika kalium iodida ditambahkan secara berlebih maka akan berbentuk kalium
tetraiodomerkurat (1) (Svehla, 1990).

2.3.2 Flavonoid

Senyawa flavonoid mempunyai struktur Cg-Cs-Cs, tiap bagian Cg
merupakan cincin benzen yang terdistribusi dan dihubungkan oleh atom C3; yang
merupakan rantai alifatik. Flavonoid mengandung sistem aromatik Yyang
terkonjungasi sehinggga menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum
UV dan spektrum tampak (Markham, 1988). Pengelompokan flavonoid dibedakan

berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksilnya. Salah
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satu kelompok senyawa flavonoid adalah quersetin yang memiliki lima gugus

hidroksil yang mampu meredam radikal bebas DPPH (Rahayu et al., 2009).

Gambar 2.3 Struktur inti senyawa flavonoid (Robinson, 1995)

Flavonoid pada tumbuhan tingkat tinggi terdapat baik dalam bagian
vegetatif maupun dalam bunga (Robinson, 1995). Sebagian besar flavonoid alam
ditemukan dalam bentuk glikosida dimana unit flavonoid terikat pada satu gula.
Glikosida adalah kombinasi antara suatu gula dan suatu alkohol yang saling
berikatan melalui ikatan glikosida (Lenny, 2006). Flavonoid dapat ditemukan
sebagai mono, di atau triglikosida (Achmad, 1986). Flavonoid yang berupa
glikosida merupakan senyawa polar sehingga dapat diekstrak dengan etanol,
metanol ataupun air. Sebaliknya, aglikon yang kurang polar seperti isoflavon,
flavanon, dan flavon serta flavonol yang termetoksilasi cenderung lebih mudah
larut dalam pelarut seperti eter dan kloroform (Markham, 1988).

Septyaningsih (2010) menjelaskan bahwa jika ekstrak sampel terdapat
senyawa flavonoid, maka setelah penambahan logam Mg dan HCI akan terbentuk
garam flavilium berwarna merah atau jingga. Penambahan HCI pekat dalam uji
flavonoid pada metode Wilstater dimaksudkan untuk menghidrolisis flavonoid
menjadi aglikonnya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan
tergantikan oleh H* dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Glikosida berupa
gula yang biasa dijumpai yaitu glukosa, galaktosa dan ramnosa. Reduksi dengan
Mg dan HCI pekat ini menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah

atau jingga pada flavonol, flavanon, flavanonol dan xanton (Mariana et al., 2013).
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Sejumlah senyawa flavonoid mempunyai rasa yang pahit sehingga dapat
menolak sejenis ulat tertentu (Sastrohamidjojo, 1996). Flavonoid memiliki
kemampuan sebagai antioksidan yang mampu mentransfer sebuah elektron atau
sebuah atom hidrogen ke senyawa radikal bebas dengan menghentikan tahap awal
reaksi. Oleh karena itu, flavonoid dapat menghambat peroksidasi lipid, menekan
kerusakan jaringan oleh radikal bebas dan menghambat beberapa enzim
(Kandaswami & Middleton, 1997).

Penelitian Kyung-hae et al. (2018), menyatakan ekstrak etanol 70 % kulit
apel mengandung senyawa flavonoid dan lebih banyak 3-8 kali dari daging buah
apel. D’Abrosca et al. (2007) telah melakukan penentuan total flavonoid dalam
kulit buah apel (Malus domestica cv ‘Limoncella’), hasilnya flavonoid dalam kulit
adalah 47,8 mg setara kuersetin (QE) dalam 100 g bahan segar.

2.3.3 Fenolik

Istilah senyawa fenol meliputi aneka ragam senyawa yang berasal dari
tumbuhan, yang mempunyai ciri yang sama Yyaitu cincin aromatik yang
mengandung satu atau dua gugus hidroksil. Senyawa fenol cenderung mudah larut
dalam air karena umumnya senyawa tersebut sering kali berikatan dengan gula
sebagai glikosida (Harborne, 1987). Fenol bersifat toksik dan korosif terhadap
kulit dan pada konsentrasi tertentu dapat menyebabkan gangguan kesehatan
manusia hingga kematian pada organisme tergantung dari jumlah atom atau

molekul yang melekat pada rantai benzenanya (Qadeer and Rehan, 1998).

OH

Gambar 2.4 Struktur fenol (Vermerris & Nicholson, 2006)
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Fenol adalah zat kristal yang tidak berwarna dan memiliki bau yang khas.
Senyawa fenol dapat mengalami oksidasi sehingga dapat berperan sebagai
reduktor (Hoffman et al.,1995). Fenol bersifat lebih asam bila dibandingkan
dengan alkohol, tetapi lebih basa daripada asam karbonat karena fenol dapat
melepaskan ion H* dari gugus hidroksilnya. Lepasnya ion H* menjadikan anion
fenoksida Ce¢HsO™ dapat melarut dalam air (Fessenden dan Fessenden, 1997).
Kemampuan dalam membentuk radikal fenoksi yang stabil dalam proses oksidasi
menyebabkan senyawa ini banyak digunakan sebagai antioksidan.

Katiyo et al. (2018) telah melakukan pengujian aktivitas senyawa fenol
apel Cina berdaging merah (Malus pumila Niedzwetzkyana (Dieck), hasilnya
menunjukkan bahwasenyawa fenol dari kulit apel Cina berdaging merahmemiliki
aktivitas antioksidan sebesar 2966,28 mg/kg.

2.3.4 Tanin

Tanin merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
tumbuhan, bersifat fenol dan memiliki rasa sepat. Tanin dibagi menjadi dua
golongan yaitu tanin terkondensasi atau tanin katekin dan tanin terhidrolisis
(Robinson, 1995). Tanin terkondensasi banyak terdapat pada tumbuhan berkayu,
namun dapat juga ditemukan pada paku-pakuan, gimnospermae dan
angiospermae. Tanin terhidrolisis banyak ditemukan pada tumbuhan berkeping
dua (Harborne, 1987).

Tanin apabila direaksikan dengan FeCl; akan membentuk warna hijau.
Terjadinya pembentukan warna hijau ini karena terbentuknya senyawa kompleks

antara logam Fe dan tanin. Senyawa kompleks terbentuk karena adanya ikatan
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kovalen koordinasi antara ion atau atom logam dengan atom non logam (Effendy,

2007).
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Gambar 2.5 Beberapa struktur senyawa tanin (Parker, 1995)

Penelitian Lees et al. (1995) menunjukkan bahwa kulit apel Red Delicious
mengandung senyawa tanin terkondensasi sebesar 42,9 mg/g. Sedangkan,
penelitian yang dilakukan oleh Figueroa-Espinozaet al.(2015) menyatakan bahwa
senyawa tanin golongan (-)-epicatechin mememiliki aktivitas antioksidan yang
dapat berfungsi sebagai pengemulsi. Kemudia hasil penelitian Rehab et al. (2018)
juga menunjukkan pada ekstrak air kulit apel positif mengandung seyawa aktif
tanin.

2.3.5 Saponin

Saponin berasal dari bahasa latin “sapo” yang berarti sabun, dinamakan
demikian karena sifatnya yang menyerupai sabun. Saponin adalah senyawa aktif
permukaan yang kuat yang menimbulkan busa jika dikocok dalam air.Saponin
larut dalam air dan alkohol, tidak larut dalam eter, memiliki rasa pahit menusuk
dan menyebabkan bersin serta iritasi pada lendir (Robinson, 1995).

Saponin diklasifikasikan menjadi dua, yaitu saponin steroid dan saponin
triterpenoid.Saponin steroid tersusun atas inti steroid (C,;) dengan molekul
karbohidrat sedangkan saponin triterpenoid tersusun atas inti triterpenoid dengan

molekul karbohidrat (Purwono & Hartono, 2008). (Oesman, Murniana,
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Khairunnas, & Saidi, 2010) menyatakan bahwa saponin adalah senyawa polar
yang keberadaannya dalam tumbuhan dapat diekstraksi dengan pelarut semipolar

dan polar.

Gambar 2.6 Struktur inti senyawa saponin (Robinson, 1995)

Uji saponin positif bila ditambahkan dengan aquades panas akan terbentuk
busa/buih selama 15 menit. Timbulnya busa menunjukkan adanya glikosida yang
mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi
glukosa dan senyawa lainnya (Marliana, 2005). Doss & Pugalenth (2012),
menunjukkan ekstrak metanol apel positif mengandung senyawa saponin.

2.3.6 Steroid

Steroid merupakan golongan lipid yang diturunkan dari senyawa jenuh
yang dinamakan siklopentanoperhidrofenantrena, yang memiliki inti dengan 3
cincin sikloheksana terpadu dan 1 cincin siklopentana yang tergabung pada ujung
cincin sikloheksana tersebut. Beberapa turunan steroid yang penting yaitu steroid
alkohol atau sterol (Poedjiadi, 1994). Sterol yang terdapat dalam tumbuhan
(fitosterol) hampir ada dalam setiap tumbuhan tinggi vyaitu: sitosterol,
stigmasterol, dan kampesterol (Harborne, 1987). Beberapa steroid lain yaitu asam-
asam empedu, hormon seks (androgen dan estrogen) dan hormon kostikosteroid

(Poedjiadi, 1994).
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Gambar 2.7 (a) Struktur inti senyawa steroid (Poedjiadi, 1994) (b) Struktur
sitosterol (Harborne, 1987)

Steroid bisa terdapat dalam bentuk glikosida (Harborne, 1987). Glikosida
merupakan senyawa yang terdiri dari gula dan aglikon. Adanya gula yang terikat
dan bersifat polar mengakibatkan glikosida mampu larut dalam pelarut polar.
Namun sebaliknya, aglikon berupa steroid yang bersifat nonpolar menyebabkan
steroid lebih larut pada pelarut nonpolar (Purwatresna, 2012).

Hasil positif adaya senyawa steroid dengan adanya warna hijau biru
setelah ditambahkan pereaksi atau reagen Lieberman—Buchard (Robinson,
1995).Singh & Kumari (2019) menyatakan bahwa ekstrak metanol buah apel
positif mengandung senyawa steroid yang memiliki aktivitas antioksidan.

2.3.7 Triterpenoid

Triterpenoid merupakan komponen tumbuhan yang mempunyai bau
dandapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan sebagai minyak atsiri
Triterpenoid adalah senyawa dengan kerangka karbon yang disusun dari 6 unit
isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon Cjzo asiklik, yaitu
skualena. Senyawa tersebut mempunyai struktur siklik yang relatif kompleks,
kebanyakan merupakan suatu alkohol, aldehid atau asam karboksilat. Senyawa

tersebut tidak berwarna, kristalin, sering mempunyai titik lebur tinggi. Senyawa
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triterpenoid banyak terdapat dalam lapisan dalam daun dan buah, juga terdapat

dalam dammar, kulit batang dan getah. (Harborne, 1987).

P

Gambar 2.8 Struktur isoprena (Sastrohamidjojo, 1996)

Triterpenoid biasanya terdapat dalam daun dan buah, seperti apel dan pir,
yang berfungsi sebagai pelindung untuk menolak serangga dan serangan mikroba.
Triterpenoid juga terdapat dalam damar, kulit batang dan getah. Triterpenoid
tertentu dikenal karena rasanya, terutama kepahitannya. Senyawa triterpenoid/
steroid dapat mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan
membentuk garam yang memberikan sejumlah reaksi warna (Robinson, 1995).

Hasil positif adanya senyawa triterpenoid ditandai dengan adanya
perubahan warna yang spesifik dari warna hijau tua (warna isolat) menjadi warna
ungu tua pada isolat golongan senyawa triterpenoid dengan pereaksi Lieberman-
Burchard (Bawa, 2009). He &Liu (2007) telah mengisolasi dan identifikasi 13
senyawa triterpenoid pada ekstrak metanol dan fraksi etil asetat kulit apel
memiliki aktivitas antikanker dan anti proliferatif yang kuat.

2.4  Ekstraksi Senyawa Aktif

Ekstraksi merupakan suatu proses pengambilan komponen zat aktif yang
diinginkan dari suatu bahan dengan cara pemisahan satu atau lebih komponen dari
suatu bahan yang merupakan sumber komponennya (Ahmad, 2006). Ekstraksi
biasanya banyak dilakukan dalam bidang farmasi untuk memisahkan senyawa
aktif yang bermanfaat sebagai obat. Metode ekstraksi berguna untuk memisahkan
bagian yang mempunyai sifat aktif dalam jaringan tanaman dan mengeliminasi

bagian yang inert (Handa et al., 2008).
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2.4.1 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi maserasi yaitu proses pemisahan zat aktif dari suatu zat dengan
penambahan pelarut organik yang dilakukan pada suhu ruang tanpa adanya
pemanasan (Darwis, 2000). Metode maserasi ini dilakukan dengan cara
merendam sampe! ke dalam pelarut organik sehingga terjadi kontak sampel dan
pelarut yang cukup lama, dan dengan terdistribusinya pelarut organik yang terus
menerus ke dalam sel. Zat aktif akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi
antara larutan zat aktif didalam sel dengan di luar sel, maka larutan yang paling
pekat didesak ke luar. Peristiwa tersebut berulang sehingga terjadi keseimbangan
konsentrasi antara larutan di luar dan di dalam sel (Voight, 1994).

Kelebihan metode maserasi adalah sederhana, relatif murah, tidak
memerlukan peralatan yang rumit, terjadi kontak antara sampel dan pelarut yang
cukup lama dan dapat menghindari kerusakan komponen senyawa yang tidak
tahan panas. Kelemahan metode ini adalah membutuhkan waktu yang cukup lama
dan menggunakan jumlah pelarut yang banyak (Voight, 1994).

Faktor-faktor yang harus diperhatikan saat pemilihan pelarut yang akan
digunakan untuk ekstraksi maserasi adalah pelarut harus murah dan mudah
didapatkan, stabil secara fisika dan kimia, bereaksi netral, tidak mudah menguap,
tidak mudah terbakar, selektif dan tidak mempengaruhi zat aktif (Ahmad, 2006).
Pelarut yang digunakan merupakan pelarut yang terbaik untuk bahan yang
diekstraksi dan pelarut tersebut dapat terpisah dengan cepat setelah pengocokan
(Winarno et al., 1973). Selain itu, zat aktif tersebut dapat tertarik mudah larut
pada pelarut yang relatif sama tingkat kepolarannya. Kepolaran suatu pelarut

ditentukan oleh besar konstanta dielektriknya, yaitu semakin besar nilai konstanta
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dielektrik suatu pelarut maka polaritasnya semakin besar. Konstanta dielektrik
beberapa pelarut organik ditunjukkan Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Konstanta dielektrik dan tingkat kelarutan beberapa pelarut(Sax &
Lewis, 1998; Fesenden dan Fesenden, 1997; dan Mulyono, 2006)

. Konstanta | Tingkat kelarutan | ..., .. ... 0
Jenis pelarut dielektrik dala?m air Titik didih ("C)
Etil asetat 6,02 S 77,1
Etanol 24,30 L 78,5
Metanol 33,60 L 64
Air 78,4 L 100

Keterangan: S=sedikit; L=larut dalam berbagai proporsi

Pelarut yang digunakan untuk mengekstrak senyawa aktif dalam kulit apel
(Malus sylvestris Mill.) adalah etanol 70 %. Pelarut etanol merupakan pelarut
universal golongan alkohol yang mudah melarutkan senyawaan yang sesuai
dengan cukup cepat karena sifat kepolarannya yang tinggi, memiliki titik didih
yang cukup rendah sehingga dapat mudah diuapkan tanpa menggunakan suhu
yang tinggi, bersifat inert dan memiliki harga yang terjangkau (Guenther, 2006).

Hegazy (2017) telah mengekstrak kulit apel menggunakan pelarut etanol,
metanol, aseton, etil asetat, diklorometana, heksana, hasilnya menunjukkan
ekstrak etanol kulit apel memiliki aktivitas antioksidan tertinggi ( % aktivitas
pemulung DPPH) yaitu 78.14 %. Kim et al. (2014) mengekstrak kulit apel
menggunakan pelarut etanol 70 % dan diperoleh aktivitas antioksidan kulit apel
sesar 12.28 uM ekuivalen asam askorbat/g. Penelitian sebelumnya telah dilakukan
ekstraksi maserasi serbuk kulit apel dengan pelarut etanol, didapatkan nilai
rendemen yang dihasilkan untuk pelarut etanol sebesar 23,6 % (JAnnata et al.,
2014). Hasil penelitian yang dilakukan Pertiwi et al. (2016) mununjukkan

rendemen yang dihasilkan ekstrak etanol 70 % sebesar 30,74 %.
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2.4.2 Hidrolisis Glikosida Ekstrak Etanol Kulit Apel

Hidrolisis merupakan proses dekomposisi kimia dengan menggunakan
pelarut untuk memecahkan ikatan kimia dari substansinya. Prinsip hidrolisis asam
adalah peruraian suatu senyawa dengan cara memutus ikatan glikosida
menggunakan air dan katalis asam (Saifudin, dkk., 2006). Glikosida merupakan
senyawa yang terdiri dari gabungan bagian gula (glikon) yang bersifat polar dan
bagian bukan gula (aglikon) yang dapat bersifat polar, semipolar maupun non
polar (senyawa metabolit sekunder) (Gunawan, 2004).

Apabila suatu senyawa terdapat banyak ikatan glikosidanya maka senyawa
tersebut cenderung bersifat lebih polar. Sehingga pada proses ekstraksi, senyawa
metabolit sekunder akan lebih terekstrak pada pelarut-pelarut polar. Sebagian
besar senyawa flavonoid merupakan struktur glikosida yaitu unit flavonoid yang
terikat dengan gula tetapi ada juga yang ditemukan dalam bentuk aglikon (bebas
gula). Jika flavonoid tersebut termasuk senyawa glikosida, maka perlu dihidrolisis
karena gula dapat mengganggu dalam pengujian aktivitas antioksidan (Markham
1988).

Reaksi hidrolisis yang menggunakan air berlangsung sangat lambat
sehingga memerlukan bantuan katalisator (seperti asam). Katalisator asam yang
sering digunakan dalam industri adalah asam klorida (HCI) karena garam yang
terbentuk tidak berbahaya (NaCl). Mekanisme reaksi hidrolisis ikatan glikosida

adalah sebagai berikut :
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Gambar 2.9 Mekanisme reaksi hidrolisis ikatan glikosida (Lawoko and
Deshpande 2009)
2.4.3 Ekstraksi Cair-Cair

Ekstraksi cair-cair merupakan metode ekstraksi yang didasarkan pada sifat
kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, yakni sebagian komponen larut pada fase pertama dan sebagian larut
pada fase kedua. Syarat pelarut untuk ekstraksi cair-cair adalah memiliki
kepolaran yang sesuai dengan bahan yang diekstraksi dan harus terpisah secara
pengocokan yang ditandai dengan terbentuknya dua lapisan yang tidak saling
campur (Khopkar, 2008). Kelebihan dari metode partisi adalah dapat memperoleh
komponen bioaktif yang lebih spesifik dan waktunya ujinya cepat (waktu total
ekstraksi pendek) (Dewi et al., 2010).

Proses partisi pada penelitian ini dilakukan menggunakan pelarut etil
asetat yang memiliki sifat kepolaran yang berbeda dengan etanol sehingga dapat
memisahkan senyawa berdasarkan sifat kepolarannya sehingga memungkinkan
mendapatkan senyawamurni. Penelitian Septiani et al. (2018), ekstrak etanol dan

fraksi etil asetat daun jamblang (Syzygium Cumini L. Skeels) memiliki aktivitas



24

antioksidan yang sangat kuat dengan nilai 1Cs, rata-rata sebesar 13,46 pg/mL dan
5,31 pg/mL. Penelitian Yuliani et al. (2016), menunjukkkan nilai 1Cso dari fraksi
etil asetat ekstrak etanol rimpang jahe merah adalah 41, 27 ppm. Nilai tersebut
menunjukan bahwa fraksi etil asetat ekstrak etanol rimpang jahe merah memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat, karena 1Cs0< 50 ppm.
2.5  Senyawa Radikal Bebas

Menurut Soematmaji (1998), yang dimaksud radikal bebas (free radical)
adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau lebih elektron
tidak berpasangan pada orbital luarnya. Adanya elektron yang tidak berpasangan
menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan, dengan cara
menyerang dan mengikat elektron molekul yang berada di sekitarnya.

Keseimbangan antara kandungan antioksidan dan radikal bebas di dalam
tubuh merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kesehatan tubuh. Apabila
jumlah radikal bebas terus bertambah sedangkan antioksidan endogen jumlahnya
tetap, maka kelebihan radikal bebas tidak dapat dinetralkan. Akibatnya radikal
bebas akan bereaksi dengan komponen-komponen sel dan menimbulkan
kerusakan sel (Arnelia, 2002). Dampak reaktifitas senyawa radikal bebas
bermacam-macam, mulai dari kerusakan sel atau jaringan, penyakit autoimun,
penyakit degeneratif seperti kanker, asterosklerosis, penyakit jantung koroner
(PJK) dan diabetes mellitus.

Secara umum sumber radikal bebas dapat dibedakan menjadi dua, yaitu
endogen dan eksogen. Radikal bebas endogen dapat terbentuk melalui
autoksidasi, oksidasi enzimatik, fagositosis dalam respirasi, transfor elektron di

mitokondria dan oksidasi ion-ion ologam transisi. Sedangkan radikal bebas
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eksogen berasal dari luar sistem tubuh, misalnya sinar UV. Di samping itu, radikal
bebas eksogen dapat berasal dari aktifitas lingkungan. Menurut Supari (1996),
aktifitas lingkungan yang dapat memunculkan radikal bebas antara lain radiasi,
polusi, asap rokok, makanan, minuman, ozon dan pestisida.

2.6 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (elektron donor)
ataureduktan. Senyawa antioksidan memiliki berat molekul kecil, tetapi
mampumenginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi dengan cara mencegah
terbentuknya radikal. Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat
menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul
yangsangat reaktif (Winarsi, 2007).

Penggunaan senyawa antioksidan juga antiradikal saat ini semakin meluas
seiring dengan semakin besarnya pemahaman masyarakat tentang peranannya
dalam menghambat penyakit degeneratif seperti penyakit jantung, arteriosclerosis,
kanker serta gejala penuaan. Masalah-masalah ini berkaitan dengan kemampuan
antioksidan untuk bekerja sebagai inhibitor (penghambat) reaksi oksidasi oleh
radikal bebas reaktif yang menjadi salah satu pencetus penyakit-penyakit di atas
(Tahir et al., 2003).

2.6.1 Klasifikasi Antioksidan

Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua

kelompok, yaitu antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesa

reaksi kimia) dan antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan alami).
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1. Antioksidan Alami

Antioksidan alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan
lebih mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan sintesis (Madhavi et
al.,1996). Salah satu antioksidan alami adalah vitamin C (L-asam askorbat)
merupakan suatu antioksidan penting yang larut dalam air. Vitamin C secara
efektif menangkap radikal-radikal O,®*, OH®, ROO°® dan juga berperan dalam
regenerasi vitamin E. Vitamin C dapat melindungi membran biologis dan LDL
(Low Density Lipid) dari kerusakan prooksidatif dengan cara mengikat radikal

peroksil dalam fase berair dari plasma atau sitosol (Silalahi, 2006).

OH

hg

OH
OH  OH

L-asam askorbat

Gambar 2.10 Asam askorbat (Vitamin C)

2. Antioksidan Sintetik
Contoh antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya untuk
makanan dan penggunaannya telah sering digunakan yaitu BHT, PG, TBHQ dan

tokoferol. Adapun struktur molekul dari BHT dapat dilihat pada Gambar 2.10.

OH
(H3C)sC C(CHg)3

CHs
Gambar 2.11 Butylated hydroxytoluene (BHT) (Cahyadi, 2006)

Antioksidan sintetik BHA, BHT, PG dan TBHQ sering digunakan untuk
mengontrol terjadinya oksidasi, tetapi tidak menutup kemungkinan antioksidan

tersebut menyebabkan efek karsinogenik. Oleh karena itu, penelitian dan
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pengembangan antioksidan yang berasal dari alam kini sedang giat-giatnya
dilakukan sebagai alternatif pengganti antioksidan sintetik (Shahidi et al., 1995).
2.6.2 Mekanisme Kerja Antioksidan

Menurut Gordon (1990), antioksidan mempunyai dua fungsi berdasarkan
mekanisme kerjanya. Pertama, fungsi utama antioksidan yaitu sebagai pemberi
atom hidrogen. Antioksidan (AH) yang memiliki fungsi tersebut disebut juga
sebagai antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan atom hidrogen secara
cepat ke radikal lipid (R®, ROO®) atau mengubahnya ke bentuk lebih stabil,
sementara hasil reaksi radikal antioksidan (A°®) tersebut memiliki keadaan lebih
stabil dibanding dengan radikal lipid. Fungsi kedua, antioksidan merupakan
antioksidan sekunder, yaitu berfungsi untuk memperlambat laju auto oksidasi
dengan berbagai mekanisme pemutusan rantai oksidasi di luar mekanisme
pemutusan rantai autooksidasi, dimana hal itu melalui pengubahan radikal lipida
ke bentuk yang lebih stabil. Penambahan antioksidan (AH) primer dengan
konsentrasi rendah pada lipida dapat menghambat atau mencegah reaksi auto
oksidasi lemak dan minyak. Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi
oksidasi pada tahap inisiasi maupun propagasi.

Terbentuknya senyawa radikal, baik radikal bebas endogen maupun
eksogen terjadi melalui sederetan reaksi. Mula-mula terjadi pembentukan awal
radikal bebas (inisiasi), lalu perambatan atau terbentuknya radikal baru
(propagasi), dan tahap terakhir yaitu pemusnahan atau pengubahan senyawa

radikal menjadi non radikal (terminasi).
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Deretan reaksi penghambatan antioksidan terhadap radikal bebas dapat

berlangsung seperti berikut (Mark, 2013):

Inisiasi :ROOH " RO® + OH®
Propagasi : ROO* + RH—> ROOH +R*
Terminasi :2R*—»R——R

ROO* + R®* —/» ROOR
2RO0O®* — Produk non-radikal

Antioksidan berperan dalam menetralkan radikal bebas dengan cara
memberikan satu elektronnya kepada radikal bebas, sehingga menjadi non radikal.
Mekanisme pemberian satu elektron oleh antioksidan ini dapat berlangsung
sebagai berikut (Rohmatussolihat, 2009).

Z*+ AH—> ZH + A®
Keterangan :

Z°® = radikal bebas, AH = antioksidan, ZH = non radikal, A°= radikal baru bersifat
lebih stabil

0y on O o
N‘N—QNOZ + AH —— N‘NHQNOZ N
e L

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2picrylhydrazyn

Gambar 2.12 Reaksi penetralan DPPH*menjadi DPPH-H

2.7 Uji Aktivitas Antioksidan

Beberapa metode uji aktivitas antioksidan secara in-vitro diantaranya
metode DPPH, aktivitas peredaman radikal superoksida, aktivitas penghambat
radikal hidroksil, metode kekuatan pereduksi, metode ABTS, kapasitas serapan
radikal oksigen, metode FRAP, lipid peroksidasi mikrosomal atau uji asam
tobarbiturat (Febriany, 2012).

DPPH merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu kamar dan sering

digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan beberapa senyawa atau
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ekstrak bahan alam (Molyneux, 2004). Resonansi DPPH dapat dilihat pada
Gambar 2.12.
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Gambar 2.13 Resonansi DPPH (1,1,-difenil-2-pikrilhidrazil) (Manik, 2011)

Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen
tidak stabil dan berwarna ungu gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa
antiradikal maka DPPH tersebut akan tereduksi dan warnanya akan berubah
menjadi kuning. Perubahan warna tersebut disebabkan karena berkurangnya
ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH karena adanya penangkapan satu elektron
oleh zat antiradikal yang menyebabkan tidak adanya kesempatan elektron tersebut
untuk beresonansi dimana perubahan ini dapat diukur dengan spektrofotometer
dan diplotkan terhadap konsentrasi (Asih et al., 2012). Metode DPPH mengukur
semua komponen antioksidan, baik yang larut dalam lemak (non polar) atau pun
dalam air (polar) (Prakash et al., 2001). Senyawa antioksidan akan bereaksi
dengan radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan
menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur
pada panjang gelombang 517 nm (Hanani, 2005). Pengurangan intensitas warna
yang terjadi berhubungan dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap atom
hidrogen. Dengan kata lain, aktivitas antioksidan diperoleh dengan menghitung

jumlah pengurangan intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan
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pengurangan konsentrasi larutan DPPH melalui pengukuran absorbansi larutan uji
(Prakash et al., 2001).

DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk
tereduksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal antioksidan (Prakash et
al.,2001). Pemudaran warna mengakibatkan penurunan nilai absorbansi sinar
tampak dari spektrofotometer, sehingga semakin rendah nilai absorbansi maka
semakin tinggi aktivitas antioksidannya. Semakin pudar warna dan semakin
rendah nilai absorbansi menunjukkan bahwa semakin banyak radikal bebas yang
bereaksi dengan antioksidan yang terdapat dalam serum (Damayanthi, 2010).

Reaksi antara asam askorbat dengan molekul DPPH dapat dilihat pada Gambar

Q O,N HO Q O,N HO
. o f0) O. o
N—N NO, + —_— N-NH NO, +
OH o OH o
DPPH L-asam askorbat DPPH-H Radikal L-asam askorbat
. O fe) O. o
N—N NO, + —_— N-NH NO, +
OH . ‘ OH . o
3 o S () o 5
DPPH Radika L-asam askorbat DPPH-H Radikal L-asam askorbil
Q O,N HO Q O,N HO
Glle O __o
N—-NH NO, + — N—NH NO, t
OH o/ \. OH
) o S () o S
DPPH-H Radikal L-asam askorbil DPPH-H Dehidro L-asam askorbat

Gambar 2.14 Reaksi asam askorbat dengan DPPH (Nishizawa, 2005 dalam
Arindah, 2010)
Metode DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat dan mudah untuk
skrining aktivitas penangkap radikal beberapa senyawa, selain itu metode ini

terbukti akurat, reliable dan praktis (Prakash et al., 2001). Penelitian Maesaroh et
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al. (2018) telah melakukan uji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH, FRAP
dan FIC terhadap asam askorbat, asam galat dan kuersetin, hasilnya diperoleh
bahwa metode uji aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH ditemukan paling
efektif dan efisien diantara ketiga metode uji yang digunakan dengan nilai 1Csg
berturut-turut 1,27; 2,44; dan 2,77 mg/L untuk asam galat, kuersetin dan asam
askorbat.

Efektivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan
persen (%) aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan persamaan 2.1

(Molyneux, 2003).

.. . . bsorbansi kontrol —absorbansi 1
% Aktivitas antioksidan= el ok - absorbalispe sampel ) x 100 %............ (21)
absorbansi kontrol

Nilai 0 % menunjukkan sampel tidak mempunyai 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 bila presentase aktivitas
antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata et al., 2009). Absorbansi
kontrol yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah absorbansi DPPH
sebelum ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk mengkonfirmasi
kestabilan sistem pengukuran. Nilai absorbansi kontrol dapat berkurang dari hari
ke hari dikarenakan kehilangan efektivitasnya saat dalam stok larutan DPPH,
tetapi nilai absorbansi kontrol tetap dapat memberikan batasan untuk pengukuran
saat itu. Kontrol juga berfungsi menjaga kekonstanan total konsentrasi DPPH
dalam serangkaian pengukuran (Molyneux, 2003).

Metode DPPH menggunakan parameter ECso. Parameter ECso merupakan

parameter yang menunjukkan konsentrasi ekstrak uji yang mampu menangkap
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radikal bebas sebanyak 50 % yang diperoleh melalui persamaan regresi. Semakin
kecil ECsp suatu senyawa uji maka senyawa tersebut semakin efektif sebagai
penangkal radikal bebas (Rohman et al., 2005). Menurut Armala (2009) dalam
Putra (2012), menyatakan tingkat kekuatan antioksidan senyawa uji menggunakan

metode DPPH dapat digolongkan menurut nilai ECs, , seperti yang nampak pada

Tabel 2.2.
Tabel 2.2 Ketentuan kekuatan antioksidan (Putra, (2012)
Intensitas Nilai ECs
Sangat kuat | <50 mg/L
Kuat 50-100 mg/L
Sedang 100-150 mg/L
Lemah >150 mg/L

2.8 Spektrofotometer FTIR (Fourier Trasform Infra Red )
Spektrofotometer FTIR merupakan alat untuk mendeteksi gugus
fungsional, mengidentifikasi senyawaan dan menganalisis campuran. Banyak pita
absorpsi yang terdapat dalam daerah yang disebut daerah “sidik jari” spektrum.
Spektrum FTIR suatu sampel dapat diketahui letak pita serapan yang dikaitkan
dengan adanya suatu gugus fungsional tertentu (Underwood dan Day, 2002).
Spektrofotometer FTIR (fourier transform infrared spectrofometer) merupakan
suatu instrument yang digunakan untuk analisis gugus fungsi suatu senyawa
dengan memanfaatkan radiasi pada daerah infra merah. Apabila seberkas sinar
infra merah dilewatkan melalui cuplikan senyawa organik, maka sejumlah
frekuensi diserap sedangkan sebagian frekuensi yang lain diteruskan atau
ditransmisikan. Daerah spektra pada instrument FTIR dibagimenjadi 3, yaitu

daerah dekat (antara 0,8-2,5 pm atau 12.500-4.000 cm™), daerah tengah (antara
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2,5-25 pm atau 4000-400 cm™), dan daerah jauh (antara 25-1.000 pm atau 400-10
cm™) (Gandjar dan Rohman, 2007).

Apabila suatu molekul organik mengabsorbsi energ radiasi
elektromagnetik infra merah maka akan terjadi vibrasi pada molekul tersebut.
Energi yang dibutuhkan antara satu molekul dengan yang lain untuk bervibrasi
berbeda sehingga akan menghasilkan spektra yang berbeda pula (Underwood,
1986). Cara identifikasi senyawa yaitu dengan mencocokkan hasil spektera
dengan tabel korelasi. Tabel untuk serapan IR dapat dilihat pada tabel 2.3 dibawah
ini:

Tabel 2.3 Serapan inframerah dari beberapa gugus fungsi (Khopkar, 2003)

Gugus Fungsi Senyawa Frekuensi (cm™)

CH Alkana 2853-2962
Alkena 3010-3095
Alkuna 3300

Aromatik 3030
Aldehida 2700-2900

OH Alkohol 3550-3200
Fenol 3244

C-0-C Eter 1150-1085

C=0 Keton 1675-1725
Aldehida 1720-1740

¢e€ Aromatik 1475 dan 1600
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METODOLOGI

3.1 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Maret - Mei 2019 di
Laboratorium Kimia Organik, Biokimia dan Instrumen khusus FTIR Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi (SAINTEK) Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.2  Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah beaker glass 500 mL
dan 1000 mL, pipet ukur 1 mL, 5 mL dan 10 mL, gelas ukur 100 mL,gelas arloji,
bola hisap, spatula, pengayak ukuran 40 mesh, rotary evaporator vacum, Kuvet,
pipet tetes, pisau, tissue, aluminium foil, neraca analitik, spektrofotometer UV-
Vis, magnetic stirrer, tabung reaksi, corong pisah, corong buchner, oven,
desikator, cawan porselen dan instrumen FTIR.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel kulit apel
Manalagi di salah satu home industri Kota Batu, larutan etanol p.a, larutan etil
asetat p.a, HCI pekat, reagen Dragendorff, reagen Mayer, larutan metanol p.a,
serbuk Mg, larutan kloroform, asam asetat anhidrat, gas nitrogen, H,SO4 p.a, FeCls

1 %, larutan DPPH, larutan gelatin, kertas saring dan aquades.
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3.3 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah Experimental Laboratory melalui
2 tahap, pertama menentukan aktivitas antioksidan dan kedua analisis golongan
senyawa dengan menggunakan spektrofotometer FTIR. Sampel diambil dari hasil
samping proses pengolahan kripik apel berupa kulit apel yang dikeringkan dan
digiling dengan 40 mesh. Serbuk yang diperoleh dianalisis kadar airnya kemudian
dimaserasi menggunakan etanol 96 %. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan dari
pelarutnya menggunakan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak pekat
selanjutnya dialiri gas N, untuk memastikan bahwa tidak ada pelarut yang tersisa.
Ekstrak etanol dibagi menjadi dua bagian, kemudian bagian ke dua dihidrolisis
dengan asam klorida (HCL) 2 N lalu selanjutnya dipartisi dengan etil asetat. etil
asetat dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum.

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat diuji efektivitas antioksidannya pada
konsentrasi 25, 50, 100, 200 dan 400 ppm, begitu pula untuk pembanding asam
askorbat kemudian dihitung persen efektivitas antioksidannya dan ditentukan nilai
ECso menggunakan persamaan regresi, lalu diidentifikasi golongan senyawa
dalam masing-masing ekstrak secara fitokimia dengan penambahan reagen.
Ekstrak hasil uji antioksidan terbaik diidentifikasi golongan seyawa menggunakan
instrumen FTIR,

3.4  Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1) Preparasi sampel
2) Analisis kadar air

3) Ekstraksi kulit apel
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4) Fraksinasi ekstrak etanol kulit apel

5) Uji aktivitas antioksidanfraksi etil asetat ekstrak etanol kulit apel dengan
metode DPPH

6) Uji fitokimia senyawa aktif kulit apel

7) Identifikasi senyawa antioksidan menggunakan instrumentasi FTIR

8) Analisis data

3.5 CaraKerja

3.5.1 Preparasi Sampel (Muslim et al., 2018)

Sampel kulit apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) diperoleh dari salah
satu home industri di kawasan Kota Batu Jawa timur. Sebanyak 3 kg kulit apel
Manalagi dicuci bersih dengan air mengalir. Kemudian dipotong-potong menjadi
ukuran yang lebih kecil dan dikeringkan dengan oven pada suhu 40° C selama 24
jam. Kemudian simplisia digiling sampai halus dan berbentuk serbuk, diayak
dengan ayakan 40 mesh lalu di timbang untuk mendapatkan berat akhir.

3.5.2 Analisis Kadar Air (AOAC, 1984)

Serbuk kulit apel yang diperoleh diukur kadar airnya dengan metode
thermografi yaitu dengan pemanasan. Cawan dipanaskan dalam oven pada suhu
100-105 °C selama 15 menit untuk menghilangkan kadar airnya, kemudian cawan
disimpan dalam desikator sekitar 10 menit. Cawan selanjutnya ditimbang dan
dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan.
Serbuk ditimbang sebanyak 1 gram dan dimasukkan ke dalam cawan yang telah
diketahui beratnya, selanjutnya dikeringkan di dalam oven pada suhu 100-105 °C
selama sekitar 15 menit, kemudian sampel disimpan dalam desikator selama 10

menit dan ditimbang. Sampel tersebut dipanaskan kembali dalam oven selama 15
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menit, disimpan dalam desikator dan ditimbang kembali. Perlakuan ini diulangi
sampai berat konstan. Kadar air dalam serbukkulit apel dihitung menggunaan

persamaan (AOAC, 1984):

%kadar air :g)’_cg X 100 W.orverrerrerieeeeeeeseesesrees s (3.1)

Keterangan: a= beratcawankosong
b= beratcawan + sampelsebelumdikeringkan
c= beratcawan + sampelsetelahdikeringkan
3.5.3 Ekstraksi Kulit Apel Menggunakan Pelarut Etanol (Rohmaniyah,

2016)

Serbuk kulit apel diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi.
Serbuk kulit apel sebanyak 100 gram direndam pada pelarut etanol 96 % sebanyak
500 mL dengan perbandingan 1:5 (b/v) selama 3x24 jam, dimana setiap 24 jam
ekstrak disaring dengan vacum buchner dan residunya dimaserasi kembali
menggunakan pelarut baru. Maserasi dilakukan pada suhu ruang dan sesekali
dibantu dengan pengadukan pada kecepatan 130 rpm selama 3 jam/hari. Filtrat
hasil maserasi digabungkan kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator
vacum pada suhu 45-50 °C sampai diperoleh ekstrak yang pekat dan dialiri gas

N,. Ekstrak pekat yang dihasilkan kemudian ditimbang. Dihitung rendemennya

dengan persamaan (Khopkar, 2003):

berat ekstrak kasar yang diperole h

Rendemen=

X 100 % cvvverrrreeerreererreesesseeeeronns (3.2)

berat sampel yang digunakan

3.5.4 Hidrolisis dan Fraksinasi Ekstrak Etanol Kulit Apel (Safitri, 2016)
Ekstrak etanol sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam beaker glass,

kemudian dihidrolisis dengan 10 mL HCI 2 N dan distirrer selama 1 jam

menggunakan magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang. Hidrolisat yang
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diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) sampai pH netral,
lalu hidrolisat difraksinasi menggunakan etil asetat.

Fraksinasi dilakukan dengan metode ekstraksi cair-cair dengan
menggunakan pelarut etil asetat p.a. Pelarut etil asetat ditambahkan ke dalam
hidrolisat sebanyak 25 mL. Kemudian dikocok dan didiamkan hingga terbentuk
dua lapisan yaitu lapisan organik dan lapisan air. Masing-masing lapisan yang
terbentuk kemudian dipisahkan. Proses fraksinasi dilakukan hingga diperoleh fasa
air bening. Lapisan organik dikumpulkan ke dalam beaker glass dan dipekatkan
dengan rotary evaporator vacuum lalu dialiri dengan gas N.Ekstrak pekat yang
diperoleh selanjutnya ditimbang dan dihitung rendemennya.

3.5.5 Uji Aktivitas Antioksidan Ektrak Kulit Apel Menggunakan Metode

DPPH
3.5.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Rastuti & Purwati, 2012)

Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,2 mM sebanyak 1,5 mL dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, ditambahkan etanol p.a sebanyak 4,5 mL, kemudian
ditutup tabung reaksi dengan tissue. Setelah itu, larutan dimasukkan ke dalam
kuvet hingga penuh. Selanjutnya dicari Amas larutan pada rentangan panjang
gelombang 500-600 dan dicatat hasil pengukuran Amaks Untuk digunakan pada
tahap selanjutnya.
3.5.5.2 Pengujian Aktivitas Antioksidan pada Sampel
a. Absorbansi kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,2 mM sebanyak 1,5

mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan etanol p.a sebanyak 4,5
mL, kemudian ditutup tabung reaksi dengan tissue, lalu diinkubasi pada suhu

37 °C selama waktu kestabilan yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya,
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setelah itu larutan dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh dan diukur
absorbansinya dengan Amaks Yang didapatkan.

b. Absorbansi sampel: Sampel dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dilarutkan
dalam etanol 96 % dengan konsentrasi 25, 50, 100, 200 dan 400 ppm (Djamil
et al., 2012). Disiapkan tabung reaksi untuk masing-masing konsentrasi,
kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5 mL ekstrak dan ditambahkan
DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH: ekstrak yang
dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:3). Perlakuan tersebut diulangi
sebanyak tiga kali. Setelah itu diinkubasi dengan suhu 37 °C pada waktu
kestabilan yang didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian dimasukkan ke
dalam kuvet hingga penuh untuk mengukur absorbansinya pada Amas. Data
absorbansinya yang diperoleh dari tiap konsentrasi masing-masing ekstrak
dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh dari
Persamaan 3.3 (Molyneux, 2004):

Persamaan efektivitas antioksidan:

% Aktivitas antioksidan=

absorbansi kontrol —absorbansi sampel
{ _ 2l )y100 % .......(3.3)
absorbansi kontrol

c. Setelah didapatkan persen (%) aktivitas antioksidan, selanjutnya masing-
masing ekstrak dihitung nilai ECso dengan memperoleh persamaan regresi
menggunakan program “GraphPad prism5 software, Regression for analyzing
dose-response data”.

3.5.6 Uji Fitokimia Senyawa Aktif Kulit Apel

3.5.6.1 Uji Alkaloid (Indrayani et al., 2006)

Ekstrak kulit apel dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian

ditambahkan HCI 2 % sebanyak 0,5 mL. Larutan dibagi menjadi dua tabung,
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tabung | ditambahkan 0,5 mL reagen Dragendorff sedangkan tabung Il
ditambahkan 2-3 tetes reagen Mayer. Jika tabung | terbentuk endapan berwarna
jingga dan pada tabung Il terbentuk endapan berwarna kekuning-kuningan,
menunjukkan adanya alkaloid.

3.5.6.2 Uji Flavonoid (Indrayani et al., 2006)

Ekstrak kulit apel dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian
dilarutkan dalam 1-2 mL methanol panas 50 %. Ditambahkan serbuk Mg dan 0,5
mL HCI pekat. Adanya flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya larutan
berwarna merah atau jingga.
3.5.6.3 Uji Fenol (Harborne, 1987)

Ekstrak kulit apel sebanyak 30 mg ditambahkan 10 tetes FeCls1 %.
Ekstrak positif mengandung fenol apabila menghasilkan warna hijau, merah,
ungu, biru atau hitam pekat.
3.5.6.4 Uji Tanin (Utami, 2014)
3.5.6.4.1 Uji dengan FeCls

Ekstrak kulit apel dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditambahkan
dengan 2-3 tetes larutan FeCl; 1 %. Jika bahan mengandung tanin maka akan
dihasilkan larutan berwarna hijau kehitaman atau biru tua.
3.5.6.4.2 Uji dengan Gelatin

Ekstrak kulit apel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan larutan gelatin. Apabila terbentuk endapan putih maka bahan

tersebut mengandung tanin.
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3.5.6.5 Uji Saponin (Sari et al., 2011)

Ekstrak kulit apel sebanyak 1 mg ditambahkan aquades 10 mL dan
dikocok kuat-kuat selama 30 menit sampai muncul busa. Tabung reaksi
diletakkan dalam posisi tegak selama 30 menit. Apabila masih terdapat busa,
maka kemungkinan mengandung saponin. Untuk memastikan bahwa busa yang
terbentuk berasal dari saponin maka diteteskan larutan asam sebanyak 3 tetes, bila
busa stabil maka dipastikan terdapat saponin.
3.5.6.6 Uji Steroid dan Triterpenoid (Indrayani et al., 2006)

Ekstrak kulit apel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, dilarutkan dalam
0,5 mL kloroform kemudian ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Ditambah
1-2 mL H,SO, pekat melalui dinding tabung tersebut. Apabila terbentuk warna
hijau atau biru, maka ekstrak positif mengandung steroid. Sedangkan apabila
terbentuk warna ungu-merah, maka ekstrak positif mengandung triterpenoid.

3.5.7 ldentifikasi Senyawa Antioksidan Menggunakan Instrumentasi FTIR

(Asmara, 2017)

Analisis senyawa aktif ekstrak kulit apel yang mempunyai aktivitas
antioksidan terbaik menggunakan FTIR untuk memprediksi senyawa organik aktif
dengan mengidentifikasi gugus fungsi melalui serapan sinar inframerah. Ekstrak
kulit apel sebanyak 1 x 10° pg dikeringkan di atas penangas air hingga mengering.
Sebanyak 1 x 10° pg ckstrak yang telah dikeringkan dibuat lempeng dengan
menambahkan KBr sebanyak 1 x 10° pg. Lempeng tersebut dibaca dengan

spektrofotometer inframerah.
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3.5.8 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa persen (%) aktivitas antioksidan yang
diperoleh dari data absorbansi ektrak etanol kulit apel dan fraksi etil asetat kulit
apel pada konsentrasi 25, 50, 100, 200 dan 400 ppm. Persen (%) aktivitas
antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel kemudian dilakukan
perhitungan nilai ECsy dengan menggunakan aplikasi “GraphPad prism5
software, Regression for analyzing dose-response data”. Persamaan regresi yang
menyatakan hubungan antara konsentrasi ekstrak (x) dengan persen (%) aktivitas
antioksidan (y). Jika sampel mempunyai nilai ECso rendah, maka menunjukkan
bahwa sampel tersebut memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi.

Identifikasi golongan senyawaaktif ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
kulit apel Manalagi (Malus sylvestris Mill.) dilakukan melalui uji fitokimia,
sedangkanekstrak kulit apel yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
dilakukan identifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR. Data yang diperoleh
dari identifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR berupa spektra-spektra
yang menunjukkan keberadaan gugus fungsional atau jenis ikatan tertentu pada

bilangan gelombang tertentu

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit apel Manalagi
yang diperoleh dari salah satu home industri kripik apel di Kecamatan Batu Kota
Batu. Preparasi sampel diawali dengan memisahkan kulit apel yang busuk dan
daging buah apel pada kulit apel. Kemudian pencucian sampel untuk memisahkan
kotoran-kotoran atau bahan-bahan lain menggunakan air bersih. Kulit apel yang
sudah bersih kemudian dipotong kecil-kecil untuk memperluas permukaannya
sehingga mempermudah penguapan air pada proses pengeringan. Pengeringan
kulit apel menggunakan oven suhu 40 °C selama 24 jam dan didapatkan kulit apel
kering dan berwarna coklat tua. Proses pengeringan dilakukan bertujuan untuk
mengurangi kadar air agar sampel dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama
(Baraja, 2008). Menurut Rusli dan Darmawan (1988) bahwa pengeringan suatu
bahan yang terlalu lama dan menggunakan suhu tinggi menyebabkan dekomposisi
senyawa aktif dalam sampel. Hasil pengeringan kulit apel menghasilkan serbuk
kulit apel kering sebanyak 430 g dari kulit apel basah 3 kg.

Kulit apel yang telah dikeringkan kemudian dihaluskan dan diayak untuk
memperoleh serbuk yang homogen ukuran > 40 mesh. Proses penghalusan dan
pengayakan bertujuan untuk memperluas permukaan sampel sehingga interaksi
antara pelarut dengan sampel akan semakin besar dan senyawa aktif yang

terekstrak semakin banyak serta proses ekstraksi akan semakin efektif. (Baraja,
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2008). Serbuk kulit apel Manalagi yang dihasilkan berwarna coklat muda
disimpan dalam wadah bersih, kering dan terlindung dari cahaya.
4.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dilakukan dengan metode gravimetri yaitu dengan
prinsip air yang tekandung dalam suatu bahan akan menguap bila bahan tersebut
dipanaskan pada suhu 105 °C selama waktu tertentu hingga berat konstan,
perbedaan berat sebelum dan sesudah dipanaskan merupakan kadar air yang
terkandung di dalam bahan tersebut. Dikatakan berat sudah konstan apabila selisih
antara penimbangan adalah tidak lebih dari 0,002 gram.

Hasil analisa kadar air sampel kering kulit apel yaitu 8,02 %. Besarnya
kadar air pada sampel ini sesuai dengan standar yang ditentukan oleh Farmakope
Indonesia. Farmakope Indonesia menyatakan bahwa kadar air pada suatu
simplisia bahan obat tidak boleh melebihi 10 % (Departemen Kesehatan RI,
1995). Cahyono et al. (2011) menyatakan jika kadar air lebih besar dari 10 %
maka dapat menyebabkan reaksi enzimatis sehingga mempercepat pembusukan
sampel. Semakin rendah nilai kadar air sampel maka akan lebih mudah pelarut
untuk mengekstrak senyawa aktif yang diinginkan.

4.3  Ekstraksi Kulit Apel

Ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi maserasi.
Maserasi bertujuan untuk mengekstrak senyawa aktif yang terdapat dalam Kkulit
apel Manalagi dengan melakukan perendaman disertai pengocokan atau
pengadukan pada suhu ruang tanpa disertai pemanasan. Perendaman
menyebabkan pelarut masuk ke dalam sampel dan senyawa aktif dari sampel akan

keluar bersama pelarut akibat tekanan osmosis. Pelarut yang digunakan adalah
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pelarut etanol 96 %. Pelarut etanol 96 % dipilih agar senyawa dalam kulit apel
Manalagi yang memiliki tingkat kepolaran sama dengan pelarut etanol mudah
terekstrak. Senyawa flavonoid cenderung bersifat polar dan semi polar, sehingga
dapat larut dalam pelarut etanol yang bersifat polar. Hal ini disebabkan flavonoid
terikat pada ikatan glikosida pelarut etanol sehingga dapat terekstrak dalam
pelarut etanol. Senyawa aktif yang terekstrak dapat larut dalam pelarut
berdasarkan tingkat kepolaran pelarut (like dissolves like).

Maserasi kulit apel dilakukan selama 3 hari perendaman dengan
perbandingan pelarut dan sampel 1:5. Rahmadani and Satrimafitrah (2018)
melakukan variasi perbandingan pelarut pada saat proses ekstraksi maserasi
dengan perolehan randemen semakin meningkat. Artinya, semakin banyak pelarut
yang digunakan maka metabolit sekunder yang terekstrak semakin banyak. Begitu
pula dengan waktu perendaman, rendemen yang dihasilkan dari suatu proses
ekstraksi akan meningkat seiring dengan peningkatan waktu ekstraksi (Annisas,
2013). Ketika proses maserasi berlangsung dilakukan pengadukan menggunakan
shaker selama 3 jam tiap hari. Proses pengadukan bertujuan agar kejenuhan
pelarut terjadi lebih cepat dan ekstrak yang diperoleh lebih homogen (Vogel,
1978). Maserasi dilakukan 3 kali pengulangan sampai didapatkan filtrat berwarna
bening. Hasil maserasi menunjukkan filtrat kulit apel Manalagi (Malus sylvestris
Mill.) yang semula berwarna coklat tua berubah menjadi coklat muda. Hal ini
diasumsikan bahwa senyawa aktif yang terdapat dalam kulit apel Manalagi telah
terekstrak.

Filtrat hasil maserasi dihilangkan pelarutnya dengan menggunakan rotary

evaporator vacuum pada suhu 50 °C, penurunan tekanan dan dipercepatnya
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putaran labu alas bulat menyebabkan pelarut akan menguap 5-10 °C pada suhu di
bawah titik didih pelarut (Vogel, 1978). Ekstrak pekat yang diperoleh dialiri
dengan gas N untuk menghilangkan sisa pelarut.

Hasil randemen ekstrak pekat kulit apel Manalagi sebesar 30,0089 %.
Penelitian yang dilakukan Pertiwi et al., (2016), tentang ekstraksi kulit apel
menghasilkan randemen sebesar 30,74 % dari berat sampel 500 g. Sehingga
perbandingan pelarut dan sampel yang digunakan baik karena senyawa aktif
terekstrak semua.

4.4 Hidrolisis dan Fraksinasi Ekstrak Pekat Etanol Kulit Apel

Hidrolisis ekstrak pekat etanol kulit apel bertujuan untuk memutuskan
ikatan glikosida pada glikon (gula) dan aglikon (senyawa metabolit sekunder)
menggunakan asam kuat karena sebagian besar metabolit sekunder yang terdapat
di alam masih berikatan dengan gula membentuk ikatan glikosida. Penelitian ini
menggunakan asam klorida (HCI) 2 N sebagai katalis asam pada proses hidrolisis.

Reaksi hidrolisis merupakan reaksi reversible (bolak-balik), sehingga
apabila tidak dihentikan maka akan terbentuk kembali ikatan glikosida. Penetralan
hidrolisis pada ekstrak pekat etanol kulit apel Manalagi dilakukan dengan
menggunakan natrium bikarbonat (NaHCO3) sampai terbentuknya gelembung
yang diduga merupakan gas CO,,

Ekstrak etanol hasil hidrolisis dilanjutkan proses fraksinasi menggunakan
pelarut etil asetat dengan metode ekstraksi cair-cair. Tujuan proses fraksinasi ini
adalah untuk mengekstrak senyawa aktif yang memiliki tingakat kepolaran yang
sama dengan pelarut etil asetat yaitu semi polar. Hasil fraksinasi menunjukkan

terbentuknya dua lapisan, lapisan atas adalah fasa organik dan lapisan bawah
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adalah fasa air. Hal tersebut karena perbedaan massa jenis diantara keduanya,
massa jenis etil asetat sebesar dan 0,894 g/mL lebih kecil dibandingkan massa
jenis air 1 g/mL. Hasil fraksinasi yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary
evaporator vacuum pada suhu 50 °C, sehingga diperoleh fraksi pekat etil asetat
kuli apel Manalagi dengan rendemen sebesar 27,3387 % dengan berat ekstrak
2,7339 gram yang merupakan hasil dari 10 g berat ekstrak pekat etanol.
4.5  Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Kulit Apel dengan Metode
DPPH
4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan untuk mengetahui A
yang memiliki serapan tertinggi terhadap DPPH. Menurut Gandjar dan Rohman
(2007), pada panjang gelombang maksimum perubahan absorbansi untuk setiap
satuan konsentrasi adalah yang paling besar sehingga akan dihasilkan absorbansi
yang maksimal. Hasil spektra UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM ditunjukkan pada

Gambar 4.1:
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Gambar 4.1 Spektra UV-Vis larutan DPPH 0,2 mM

Berdasarkan spektra pada Gambar 4.1, Amas DPPH 0,2 mM berwarna ungu

adalah 515,0 nm. Hasil ini sesuai dengan penelitian Prakash (2007) yaitu A
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maksimum pada panjang gelombang 515-520 nm menggunakan pelarut etanol.
Penelitian Laili (2016) telah menunjukkan panjang gelombang maksimum larutan
DPPH adalah 515,0 nm.
4.5.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan pada ekstrak etanol dan fraksi
etil asetat kulit apel Manalagi pada konsentrasi 25, 50, 100, 200 dan 400 ppm.
Pengujian aktivitas antioksidan pada sampel dilakukan pada panjang gelombang
515 nm selama waktu kestabilan. Berdasarkan penelitian Pertiwi et al., (2016),
waktu kestabilan yang digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan ekstrak
etanol limbah kulit buah apel adalah 30 menit pada suhu 37 °C. Aktivitas
antioksidan diuji menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-2-pilkihidrazil). DPPH
berperan sebagai radikal bebas yang akan bereaksi dengan antioksidan
membentuk  DPPH-H  (1,1-difenil-2-pikrilhidrazin).  Antioksidan  akan
mendonorkan atom hidrogennya kepada radikal DPPH untuk melengkapi
kekurangan elektron dan membentuk radikal antioksidan yang lebih stabil.

Berikut ini reduksi DPPH dari senyawa peredam radikal bebas :

NO, NO,
1,1-difenil-2-pikrihidrazil 1,1-difenil-2-pikrihidrazin

Gambar 4.2 Reduksi DPPH dari senyawa peredam radikal bebas (Prakash dkk.,
2001)
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Pengukuran aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan kontrol
larutan DPPH 0,2 mM. Arindah (2010) menyatakan bahwa larutan DPPH kontrol
digunakan untuk memberikan pembanding pada saat pengukuran kapasitas
antioksidan pada sampel. Larutan kontrol juga berfungsi untuk mengetahui
absorbansi radikal DPPH sebelum direduksi oleh sampel. Selisih absorbansi
kontrol dengan absorbansi sampel yang telah direduksi DPPH merupakan sisa
radikal DPPH yang terbaca pada Spektrofotometer UV-Vis. Semakin besar nilai
absorbansi DPPH sisa, maka aktivitas antioksidan sampel semakin Kkecil,
sebaliknya jika nilai absorbansi DPPH sisa semakin kecil maka aktivitas
antioksidan sampel semakin besar. Persentase efektivitas antioksidan dalam
berbagai konsentrasi dilihat pada Lampiran 5.

Persentase aktivitas antioksidan yang didapatkan kemudian dihitung
aktivitasnya untuk mencari nilai ECso. Semakin besar nilai ECso maka aktivitas
antioksidannya semakin kecil, sebaliknya semakin kecil nilai ECso maka semakin
besar aktivitas antioksidannya. Nilai ECsy dari masing-masing sampel dapat
dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Nilai ECs pada sampel kulit apel Manalagi

Sampel ECso (ppm)
Ekstrak etanol 861,9
Fraksi etil asetat 82,19

Nilai ECsg fraksi etil asetat lebih rendah dibandingkan nilai ECsp ekstrak
etanol. Lemahnya aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit apel Manalagi
disebabkan karena sampel masih berupa ekstrak kasar sehingga didalamnya masih
terdapat berbagai jenis senyawa. Berdasarkan uji fitokimia, kandungan senyawa

aktif yang terdapat di dalam ekstrak etanol adalah alkaloid, flavonoid, fenol, tanin,
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steroid dan tritepenoid begitu juga fraksi etil asetat kulit apel Manalagi.
Perbedaannya adalah adanya gugus gula pada ekstrak etanol yang menghalagi
senyawa aktif menangkal radikal bebas DPPH. Hal ini dapat dilihat dari nilai ECs
ekstrak etanol sebesar 861,9 ppm.

Secara kualitatif, aktivitas antioksidan sampel dapat dilihat dari perubahan
warnanya dari ungu menjadi kuning. Hasil pengukuran ekstrak etanol ketika
ditambahkan larutan DPPH tidak mengalami perubahan warna dari ungu menjadi
kuning, hanya terjadi pemudaran warna dari ungu pekat menjadi ungu muda pada
konsentrasi 400 ppm. Menurut Prakash (2001) pengurangan intensitas warna
berhubungan dengan jumlah elektron DPPH yang menangkap elektron hidrogen
dari senyawa antioksidan. Pengurangan intensitas warna mengindikasikan
peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap radikal bebas.

Pengujian antioksidan ini dibandingkan dengan antioksidan asam askorbat
teori. Penggunaan pembanding ini bertujuan untuk mengetahui seberapa kuat
potensi antioksidan dalam sampel jika dibandingkan dengan antioksidan sintetik
yang sudah sering dipakai yaitu asam askorbat. Pembanding asam askorbat
memiliki potensi antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol dan
fraksi etil asetat. Berdasarkan penelitian Rizkia (2014), vitamin C sebesar 4,58
ppm memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Kekuatan aktivitas
antioksidan vitamin C dipengatuhi oleh kemampuan mendonorkan dua atom
hidrogen kepada radikal DPPH dan membentuk radikal L-askorbil yang stabil.
Selain itu, vitamin C merupakan radikal yang stabil karena keduanya memiliki
bentuk siklik dengan ikatan rangkap sehingga dapat mendelokalisasikan

elektronnya.
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Fraksi etil asetat masih merupakan campuran dari berbagai senyawa,
sehingga diduga adanya efek antagonis dari salah satu senyawa dalam fraksi
tersebut. Efek antagonis dapat menyebabkan penurunan aktivitas antioksidan
dalam fraksi etil asetat yang ditunjukkan dengan nilai EC50 yang lebih besar
dibandingkan ekstrak etanol.

Semakin kecil nilai EC50 maka aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh
suatu bahan semakin kuat. Berdasarkan hasil penelitian fraksi etil asetat
konsentrasi 800 ppm memiliki aktivitas antioksidan yang paling kuat dengan nilai
ECS50 82,19 ppm.

4.6  Uji Fitokimia Senyawa Aktif Kulit Apel

Uji kandungan senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak kulit apel
Manalagi meliputi uji keberadaan senyawa golongan alkaloid, flavonoid, saponin,
fenol, tanin, steroid dan tritepenoid. Hasil analisis uji fitokimia senyawa aktif
yang terdapat di dalam kulit apel Manalagi dapat dilihat pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil uji fitokimia ekstrak kulit apel

Golongan Senyawa Ekstrak Etanol ~ Fraksi Etil Asetat
Alkaloid

— Reagen Dragendorff + ++

— Reagen Mayer + +4
Flavonoid ol ++
Saponin - -
Fenol ++ +
Tanin

— FeCl; + +

— Gelatin - -
Steroid dan triterpenoid + ++

Keterangan: (+) menunjukkan hasil positif, (-) menunjukkan hasil negatif
Berdasarkan Tabel 4.2, dapat diketahui bahwa senyawa aktif yang
terdeteksi pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit apel Manalagi yaitu

golongan alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, steroid dan tritepenoid. Senyawa-
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senyawa metabolit sekunder golongan fenol, nitrogen (alkaloid, turunan klorofil,
asam amino dan amina), dan karotenoid seperti asam askorbat merupakan
senyawa yang dapat berperan sebagai antioksidan alami (Ernawati, 2012).

Ekstrak etanol mengandung senyawa golongan flavonoid dan fenol lebih
banyak dibandingkan fraksi etil asetat. Sedangakan fraksi etil asetat lebih banyak
mengandung senyawa alkaloid, steroid dan triterpenoid. Hal ini karna sifat
senyawa aktif yang larut dalam pelarut yang memiliki tingkat kepolaran yang
sama sesuai dengan teori like dissolves like.

Kulit apel Manalagi mengandung senyawa aktif paling banyak senyawa
flavonoid. Hasil uji fitokimia menunjukkan perubahan warna tajam menjadi
jingga. Flavonoid yang terglikosilasi menyebabkan flavonoid menjadi kurang
reaktif dalam meredam radikal bebas. Senyawa flavonoid dan senyawa gula
dihubungkan dengan ikatan glikosidik sehingga terbentuk glikosida flavonoid.

Berikut ini bentuk glikosida flavonoid :

OH

(e}
Gambar 4.3 Glikosida flavonoid

Penambahan HCI sebagai katalis asam dapat memutus ikatan glikosidik
pada glikosida flavonoid sehingga akan terbentuk aglikon flavonoid dengan
penambahan gugus hidroksil dan glikon dalam bentuk hemiasetal siklik.

Penambahan gugus hidroksil dalam aglikon flavonoid mampu meningkatkan
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keefektifan antioksidan dalam flavonoid. Aglikon flavonoid tanpa glikon dapat
mendonorkan lebih banyak elektronnya kepada radikal bebas.

Albulescu dan Puscau (2008) membandingkan efektivitas antioksidan dari
ekstrak glikosida kedelai dan aglikon isoflavon kedelai didapatkan nilai
efektivitas antioksidan aglikon isoflavon kedelai lebih besar vyaitu 82 %
dibandingkan dengan ekstrak glikosida kedelai sebesar 75 %. Selain itu,
banyaknya gugus gula yang mengikat flavonoid menyebabkan berkurangnya
efektivitas antioksidan flavonoid. Kuersetin (flavonoid tanpa gula) teroksidasi
paling cepat, diikuti oleh quercitrin (flavonoid yang terikat pada monosakarida)
selanjutnya rutin (flavonoid yang terikat pada disakarida) (Hopia dan Heinonen,

1999). Berikut ini dugaan reaksi peredaman radikal bebas DPPH oleh flavonoid :

o
oﬁ'\ o
. DPPHH
o o
— — >

(0] [0}

Gambar 4.4 Reaksi persamaan radikal bebas DPPH oleh flavonoid (Marliana et
al.,2012)

4.7  ldentifikasi Senyawa Antioksidan Menggunakan Instrumentasi FTIR
Identifikasi senyawa antiokisidan dalam penelitan ini menggunakan
instrumen FTIR. Identifikasi menggunakan instrumen FTIR dilakukan untuk

mengetahui gugus fungsi yang terdapat dalam sampel fraksi etil asaetat. Sampel
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dimasukkan ke instrumen FTIR pada rentang bilangan gelombang 4000cm™ —
400cm™. Menurut Sastrohamidjojo (2013), kebanyakan senyawa organik dapat
dicatat pada daerah dalam bilangan gelombang tersebut dimana serapan gugus
fungsi pada umumnya seringkali terjadi. Hasil identifikasi menggunakan FTIR
dalam penelitian ini disajikan pada gambar 4.5 yang menunjukkan spektra dari

senyawa golongan flavonoid.
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Gambar 4.5 Spektra FTIR fraksi etil asetat

Hasil spektra pada Gambar 4.5 menunjukkan adanya serapan gugus O-H
pada bilangan gelombang 3446,121 cm™, 1691,442 cm™ (gugus C=C aromatik),
669,079 cm™ (gugus =C-H siklik), dimana bilangan gelombang tersebut
merupakan serapan khas dari senyawa flavonoid. Serapan gugus fungsi dari

senyawa flavonoid ditunjukkan pada Tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Interpretasi spektra FTIR fraksi etil asetat

Bilangan Gelombang  Range Pustaka(cm™)

(cm™) (Socrates,1994) Jenis Vibrasi
3446 3590-3400 O-H (ulur)
2926 2940-2915 CHy (ulur asimetri asiklik)
2855 2870-2840 CH_2 (ulur simetri asiklik)
2000-1650 2000-1650 Overtone atau kombinasi
vibrasi cincin aromatik
1691 1700-1660 C=0 (ulur)
1650 1650-1620 C=C (ulur) grup etilen
1540dan 1458 1600-1450 C=C (ulur aromatik)
1384 1385-1365 -C(CHzs),
1161 1335-1115 OH tersier
1044 1125-1000 C-O(tekuk) )sekunder
669 995-650 =C-H (tekuk) siklik

Spektra yang dihasilkan oleh fraksi etil asetat menunjukkan adanya
serapa-serapan khas untuk beberapa gugus fungsi, diantaranya pada bilangan
gelombang 3446 cm™ yang menunjukkan adanya serapan melebar sebagai vibrasi
ulur —-OH yang mendukung adanya senyawa flavonoid yang memiliki gugus OH
bebas dan diperkuat dengan vibrasi tekuk C-O alkohol pada daerah 1044 cm™,
Vibrasi pada bilangan gelombang 1540 dan 1458 cm™ merupakan serapan dari
regangan cincin C=C aromatik sebagai gugus kromofor dalam sistem ikatan
terkonjugasi. Hal ini diperkuat dengan adanya vibrasi overtone atau kombinasi
vibrasi cincin aromatik pada bilangan gelombang 2000-1650 cm™ dan adanya C-
H siklik pada 669 cm™. Pita serapan pada daerah bilangan gelombang 1691 cm™
dengan pita serapan intensitas leman juga menunjukkan adanya gugus C=0.

Hasil uji konfirmasi dengan spektrofometer FTIR menunjukkan bahwa
pada fraksi etil asetat kulit apel Manalagi terdapat vibrasi gugus —OH, =C-H

siklik, C=C aromatik, C=0 dan C-O.
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4.8  Pemanfaatan Kulit Apel Manalagi dalam Perspektif Agama Islam
Allah telah mengkaruniakan bumi dan seluruh isinya untuk kehidupan
manusia. Bumi Allah terhampar berbagai macam makhluk hidup diantaranya
berbagai macam tanaman yang berbeda satu sama lainnya. Berbagai macam
tanaman tersebut dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai lahan
penghidupannya. Ayat Alquran sebagai pedoman hidup manusia menerangkan
tentang tanaman yang memiliki banyak manfaat dan tidak ada yang sia-sia.
Sebagaimana firman Allah SWT dalam surat al An’aam ayat 141 yang berbunyi:
T Al GiER 00T J3hehyic 385 cabit s [l o aff 53
\?3:9&;;}3; e ey AT ;f,;iw il Cw;;) Cazid ZLAT

L s a2 EE 4 Qa{‘ )
12 Tl SN Sas) T38,05

Artinya:

“Dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan yang tidak
berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam buahnya,
zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak sama (rasanya).
makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam itu) bila Dia berbuah, dan
tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya (dengan disedekahkan kepada fakir
miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang yang berlebih-lebihan” (QS. al An’aam: 141).

Ayat tersebut menerangkan bahwa Allah dengan segala karunia-Nya telah
menciptakan berbagai macam tanaman baik merambat maupun tanaman yang
dapat berdiri tegak di permukaan tanah. Dari berbagai jenis tanaman tersebut akan
tumbuh bermacam-macam buah yang berbeda bentuk maupun rasanya. Maka,
Allah memerintahkan manusia untuk memakan berbagai macam buah-buahan

tersebut tanpa berlebih-lebihan dan menyedekahkannya, karena sesungguhnya

Allah tidak menyukai orang yang melampaui batas (Jaelani, 2000). Tanaman apel
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nmerupakan tanaman yang berbuah. Buah tanaman apel memiliki rasa manis,
namun manusia hanya memanfaatkan buahnya tanpa kulitnya. Allah
memerintahkan manusia untuk memanfaatkan tanaman yang terhampar dimuka
bumi-Nya dengan memanfaatkannya sebagai bahan makanan atau manfaat yang
lainnya seperti pengobatan. Penjelasan ayat di atas juga dipertegas dengan Firman

Allah dalam Alquran surat Lugman ayat 10:

T

P
- "2 7 - 5 2 - £ £ oo PrTs o . e
15 S e G 5 4es3 0l () 201 § (BT G o a5 NG
- = > o . /.,/f/.//-/ -,{J/ e Z/
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Artinya:

“Dia menciptakan langit tanpa tiang 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” (QS. Lugman:10)

Kata karim yang terdapat dalam surat Lugman ayat 10 tersebut digunakan
untuk menyifati segala sesuatu yang baik, sesuai obyeknya. Rizki yang kariim
adalah yang banyak, halal dan bermanfaat. Tumbuhan yang kariim adalah yang
tumbuh subur dan menghasilkan apa yang diharapkan dari penanamannya
(Shihab, 2003). Apel merupakan tanaman yang dapat dimanfaatkan dengan baik.
Salah satu pemanfaatan tanaman apel yaitu banyak mengandung zat yang
bermanfaat bagi tubuh. Allah menciptakan segala sesuatu yang ada di muka bumi
ini tidak ada yang sia-sia.

Berdasarkan penelitian ini, ekstrak etanol 96 % dan fraksi etil asetat kulit
apel Manalagi ECsp berturut-turut  861,9 dan 82,19 ppm. Nilai tersebut

merupakan ukuran kemanfaatan kulit apel Manalagi sebagai antioksidan.

Antioksidan dalam kulit apel Manalagi telah terbukti dapat menangkal radikal
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bebas. Hal ini dapat kita ketahui bahwa semua bagian dari tumbuhan memiliki

manfaat.
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BAB V

PENUTUP

51 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Fraksi etil asetat memiliki aktivitas antioksidan lebih baik daripada ekstrak
etanol. Nilai ECs ekstrak etanol dan fraksi etil asetat kulit apel Manalagi
sebesar 816,9 ppm dan 82,19 ppm.

2. Golongan senyawa yang terkandung pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat
kulit apel Manalagi dengan uji fitokimia adalah alkaloid, flavonoid, fenol,
tanin, steroid dan tritepenoid. Sedangkan identifikasi fraksi etil asetat kulit
apel Manalagi menggunakan spektrofotometer FTIR diduga mengandung
gugus fungsi OH, C=C cincin aromatik, C=0, C-O dan =C-H siklik.

5.2  Saran

Perlu dilakukan isolasi (pemisahan) dan pemurnian dari fraksi etil asetat
kulit apel Manalagi untuk mengetahui senyawa murni yang berpotensi sebagai
antioksidan. Kemudian dilanjutkan dengan identifikasi senyawa mengunakan

instrumen GC-MS.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Preparasi sampel
kulit apel Manalagi

A 4

Penetuan kadar air

A 4
Ekstraksi maserasi menggunakan
etanol 96 %

I

! v

Ekstrak etanol Hidrolisis denganHCI 2 N

.

Fraksnasi dilakukan dengan metode ekstraksi
cair-cair menggunakan pelarut etil asetat p.a.

v
Uji fitokimia
4

Uji aktivitas antioksidan metode DPPH

v

Identifikasi menggunakan FTIR pada
ekstrak kulit apel Manalagi yang
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
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Lampiran 2. Diagram Alir

L.2.1 Preparasi Sampel

Kulit apel

—ditimbang sebanyak 3 kg

— dicuci bersih dengan air mengalir

L dipotong-potong menjadi ukuran yang lebih kecil

— dikeringkan dengan oven pada suhu 40° C selama 24 jam
— digiling simplisia sampai halus dan berbentuk serbuk
—diayak dengan ayakan mesh 40

—di timbang untuk mendapatkan berat akhir

Hasil

L.2.2 Analisis Kadar Air

Cawan

— dipanaskan dalam oven pada suhu 105 °C selama 15 menit

— disimpan dalam desikator selama 10 menit

— ditimbang hingga diperoleh berat konstan

— dimasukkan serbuk kulit apel ke dalam cawan

— dikeringkan dengan oven pada suhu 105 °C selama 15 menit

— disimpan desikator selama 10 menit dan ditimbang

— diulangi pengovenan, pendinginan dan penimbangan hingga berat
— konstan dihitung kadar air dengan persamaan pada 3.1

Hasil

L.2.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Apel

85 gram simplisia serbuk

—dimasukkan dalam beaker glass

— ditambahkan pelarut etanol 70 % sebanyak 636 mL
—direndam selama 48 jam sambil sesekali diaduk

—disaring menggunakan corong buchner dan kertas saring
—diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 45-50°C
—dioven kembali pada suhu 40°C selama 12 jam

— dimasukkan dalam botol dan ditimbang

Hasil
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L.2.4 Fraksinasi Ekstrak Etanol Kulit Apel

6 gram ekstrak kasar etanol 70

—dilarutkan menggunakan etanol 70 % sebanyak 50 mL dimasukkan ke
dalam beaker glass 100 mL

—ditambahkan pelarut etil asetat p.a sebanyak 50 mL (1:1 v/v)

—dimasukkan ke dalam corong pisah

—didiamkan hingga terpisah sempurna

—dipisahkan antara fase air dan fase etil asetat

pahkan pelarut etil asetat p.a sebanyak 50 mL (1:1

— dimasukkan ke dalam corong pisah
| didiamkan hingga terpisah sempurna
— dipisahkan antara fase air dan fase etil asetat

— dilakukan pengulangan hingga bening

Filtrat 1 Residu
— ditam
Vv/V)
[ |
Filtrat 2 Residu
[ |
Filtrat 3 Residu

Hasil

— dikumpulkan filtrat 1, 2, 3
- dipekatkan dengan rotary evaporator

L.2.5 Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Kulit
Apel Menggunakan Metode DPPH

e Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,2 mM

Hasil

—diambil 1,5 mL dimasukkan ke alam tabung reaksi
—ditambahkan etanol p.asebanyak 4,5 mL

— dimasukkan ke dalam kuvet

L diukur absorbansinya dengan Anasdengan spektrometer UV-Vis
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e Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Larutan ekstrak

L diambil 1,5 mL dimasukkan ke alam tabung reaksi

| dibuat larutan ekstrak 800 ppm sebanyak 25 mL

| _diambil sebanyak 4,5 mL

ditambahkan1,5 mL larutan DPPH0,2 mM

[~ diinkubasi pada suhu 37 °C

" diukur absorbansi pada Amaks

— dicari waktu kestabilan pada rentangan waktu 5-120 menit dengan

— interval 5 menit

Hasil

e Pengujian Efektivitas Antioksidan pada Sampel

a. Absorbansi Kontrol

Larutan DPPH 0,2 mM

L_diambil 1,5 mL dimasukkan ke alam tabung reaksi

| diambil sebanyak 1,5 mL

| _dimasukkan ke dalam tabung reaksi

ditambahkan etanol p.asebanyak 4,5 mL

" diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah
— didapatkan pada tahap sebelumnya

—dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh

—diukur absorbansinya dengan Amas Yang didapatkan dengan
__spektrofotometer UV-Vis

Hasil




b. Absorbansi Sampel

Fraksi etil asetat

Hasil
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| dilarutkan dalam etanol 70 % dengan konsentrasi 5, 10, 25, 50, 100,
200, 400 dan 800 ppm

| diambil masing-masing larutan ekstrak sebanyak 4,5 mL
ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL

| diinkubasi dengan suhu 37 °C pada waktu kestabilan yang

— didapatkan pada tahap sebelumnya

—dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh untuk mengukur

— absorbansinya pada Amaks.

*Pembanding asam askorbat diperlakukan seperti sampel tetapi

sampel diganti dengan larutan asam asam askorbat
L.2.6 Uji Fitokimia Senyawa Aktif Kulit Apel

e Uji Alkaloid

Ekstrak kulit apel

—dimasukkan kedalam tabung reaksi
|_ditambahkan HCI 2 % sebanyak 0,5 mLdibagi
| _menjadi dua tabung

I
Tabung |

—ditambahkan 0,5 mL
reagen Dragendorff

Hasil

e Uji Flavonoid

Ekstrak kulit apel

Hasil

Tabung Il

—ditambahkan 2-3 tetes
reagen Mayer

Hasil

L dimasukkan kedalam tabung reaksi

| dilarutkan dalam 1-2 mL methanol panas 50 °C
L ditambahkan serbuk Mg dan 0,5 mL HCI pekat
— diamati warna yang terbentuk



e Uji Fenol

Ekstrak kulit apel

— diambil 30 mg
| ditambahkan 10 tetes FeCls1 %
__ diamati warna yang terbentuk

Hasil

e Uji Tanin
a. Uji dengan FeCls;

Ekstrak kulit apel

— dimasukkan dalam tabung reaksi
— ditambahkan dengan 2-3 tetes larutan FeCl; 1 %
— diamati warna yang terbentuk

Hasil

b. Uji dengan Gelatin

Ekstrak kulit apel

— dimasukkan ke dalam tabung reaksi
| ditambahkan larutan gelatin

Hasil
e Uji Saponin

Ekstrak kulit apel

— diambil sebanyak 1 mg

| ditambahkan aquades 10 mL

| dikocok kuat-kuat selama 30 menit

| diletakkan dalam posisi tegak selama 30 menit
diteteskan larutan asam sebanyak 3 tetes

Hasil

e Uiji Steroid dan Triterpenoid

Ekstrak kulit apel

| dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform
" ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat
— ditambah 1-2 mL H,SO, pekat memalui dinding tabung
— diamati warna yang terbentuk

Hasil

7



Lampiran 3. Perhitungan Kadar Air
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L.3.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Kering Kulit Apel Manalagi

(Malus sylvestris Mill.)

Ulangan Berat Cawan Kosong (g)
Sebelum Rata-Rata
Cawan dioven Pl P2 P3 P4 P5 Berat Konstan
Bl 42,646 | 42,645 | 42,644 | 42,644 | 42,644 | 42,644 42,644
B2 44,091 | 44,090 | 44,090 | 44,089 | 44,089 | 44,089 44,089
B3 54,265 | 54,264 | 54,263 | 54,263 | 54,262 | 54,262 54,263
Berat Cawan Kosong ()
Ulangan
Sebelum Rata-Rata
Sampe] dioven 3 i 3 = g Berat Konstan
Bl 43,643 | 43,567 | 43,566 | 43,564 | 43,563 | 43,563 43,565
B2 45,091 | 45,016 | 45,013 | 45,009 | 45,007 | 45,006 45,010
B3 55,266 | 55,193 | 55,183 | 55,183 | 55,182 | 55,181 55,184

Keterangan: P = Perlakuan

L.3.2 Perhitungan Kadar Air Sampel Kering

% kadar air = % x 100 %

—a

Keterangan: a= berat cawan kosong
b= berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
c= berat cawan + sampel setelah dikeringkan

1. Ulangan ke-1 (B1)

% kadar air :gj’_ci x 100 %

(43,643 — 43,565)
(43,643 — 42,644)

_ 0078) 100 9%
(0,999)

= 7,808 %
2. Ulangan ke-2 (B2)

x 100 %

% kadar air =§b;cg x 100 %

==

_(45,091—45,010)

(45,091 —44,089)
0,081

= (008D 100 %

(1,002)

= 8,084 %

x 100 %




3. Ulangan ke-3 (B3)

% kadar air :g)’::; x 100 %

_ (55,266 — 55,184)

(55,266 — 54,263)
_ (0,082)
T (1,003)
=8,175%

% 100 %

x 100 %
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Kadar air yang terkandung pada sampel kering kulit apel Manalagi (Malus

sylvestris Mill.) pada setiap pengulangannya adalah:

Kadar Air Sampel
Sampel
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-Rata
Kulit Apel | 7 558 8,084 % 8,175 % 8,022 %
Manalagi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 4. Perhitungan Rendemen

L4.1

L.4.2

Rendemen Ekstrak Pekat Etanol 96 %

80

Berat sampel Berat Berat wadah + Berat ekstrak
(9) wadah () ekstrak pekat (g) pekat (g)
100,0268 62,6112 92,6281 30,0169
Rendemen = berat ekstrak kasar yar%g diperole h % 100 %
berat sampel yang digunakan
_ 30,0169
~ 100,0268 X 100 %
= 30,0089 %
Rendemen Fraksi Etil Asetat
Berat ekstrak Berat Berat wdah + ekstrak Berat ekst_rak
etanol yang wadah (g) etil asetat (q) pekat etil
dihidrolisis (g) g g asetat (q)
10,0001 82,1183 84,8522 2,7339
Rendemen = berat ekstrak kasar yar?g diperole h % 100 %
berat sampel yang digunakan
_2,7339
" 10,0001 Rl VU

= 27,3387 %
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Lampiran 5. Pengujian Antioksidan

L.5.1Vitamin C
Konsentrasi | Absorbansi | Absorbansi | % Aktivitas
Sampel (ppm) Kontrol Sampel Antioksidan
25 0,4319 0,0259 94,0032
50 0,4319 0,0224 94,8136
100 0,4321 0,0220 94,9086
200 0,4317 0,0217 94,9734
400 0,4319 0,0198 95,4156
Comparison of Fits Can't calculate
Different curve for each data
Null hypothesis set
Alternative hypothesis One curve for all data sets
P value
Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Different curve for each data
Preferred model set
F (DFn, DFd)
Different curve for each data
set
Best-fit values
Bottom =0
Top =100
LogEC50 -12,21
HillSlope 0,08896
EC50 6,128e-013
Span =100
Std. Error
LogEC50 3,329
HillSlope 0,02093
95 % CI (profile likelihood)
LogEC50 -54,86 to -6,113
HillSlope 0,0222 to 0,1566
EC50 0 to 7,706e-007
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3
R square 0,8571
Absolute Sum of Squares 0,1505
Sy.X 0,224
Constraints
Bottom Bottom =0
Top Top =100

One curve for all data sets



Best-fit values

Bottom =0
Top =100
LogEC50 -12,21 -12,21
HillSlope 0,08896 0,08896
EC50 6,128e-013 6,128e-013
Span =100
Std. Error
LogEC50 3,329 3,329
HillSlope 0,02093 0,02093
95 % CI (profile likelihood)
LogEC50 -54,86 to -6,113 -54,86 to -6,113
HillSlope 0,0222 to 0,1566 0,0222 to 0,1566
EC50 0to 7,706e-007 0to 7,706e-007
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3
R square 0,8571 0,8571
Absolute Sum of Squares 0,1505 0,1505
Sy.x 0,224
Constraints
Bottom Bottom =0
Top Top =100
LogEC50 is
LogEC50 shared
HillSlope is
HillSlope shared
Number of points
# of X values 15
# Y values analyzed 5
Vitamin C
105-

5

3 100+

S

C

§ 95+ e —— =V

=

¥ 90-

X

85

0 100 200 300 400 500
ppm

L.5.2 Ekstrak etanol 96 %
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Konsentrasi | Absorbansi | Absorbansi | % Aktivitas
Sampel (ppm) Kontrol Sampel Antioksidan
25 0,5988 0,5411 9,6359
50 0,5992 0,5367 10,4306
100 0,6000 0,5132 14,4667
200 0,6027 0,4227 29,8656
400 0,5982 0,3859 35,4898
Comparison of Fits Can't calculate
Different curve for each data
Null hypothesis set
Alternative hypothesis One curve for all data sets
P value
Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Different curve for each data
Preferred model set
F (DFn, DFd)
Different curve for each data
set
Best-fit values
Bottom =0
Top =100
LogEC50 2,935
HillSlope 0,7121
EC50 861,9
Span =100
Std. Error
LogEC50 0,1206
HillSlope 0,1186
95 % CI (profile likelihood)
LogEC50 2,671 to 3,657
HillSlope 0,3686 to 1,166
EC50 468,4 to 4542
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 3
R square 0,9427
Absolute Sum of Squares 32,49
Sy.X 3,291
Constraints
Bottom Bottom =10
Top Top =100
One curve for all data sets
Best-fit values
Bottom =
Top =100
LogEC50 2,935 2,935



HillSlope

EC50

Span

Std. Error

LogECS50

HillSlope

95 % CI (profile likelihood)
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.X

Constraints

Bottom

Top

LogEC50

HillSlope

Number of points

# of X values

# Y values analyzed
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0,7121 0,7121
861,9 861,9
=100

0,1206 0,1206
0,1186 0,1186

2,671 to 3,657 2,671 to 3,657
0,3686 to 1,166  0,3686 to 1,166
468,4 to 4542 468,4 to 4542

8
0,9427 0,9427
32,49 32,49

3,291

Bottom =0

Top =100
LogEC50 is
shared

HillSlope IS
shared

18
5

Ekstrak Etanol 96% Kulit Apel Manalagi

40+

w
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% aktivitas antioksidan
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0

L.5.3 Fraksi Etil Asetat

100 200 300 400 500
ppm

Konsentrasi Absorbansi | Absorbansi | % Aktivitas
Sampel (ppm) Kontrol Sampel Antioksidan




25 0,7091 0,6062 14,5114
50 0,7080 0,4732 33,1638
100 0,7081 0,3469 51,0097
200 0,7086 0,0856 87,9198
400 0,7087 0,0619 91,2656

Comparison of Fits Can't calculate

Null hypothesis set

Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)

Preferred model set

F (DFn, DFd)

Different curve for each data

set

Best-fit values

Bottom =0

Top =100

LogEC50 1,915

HillSlope 1,62

EC50 82,19

Span =100

Std. Error

LogEC50 0,04217

HillSlope 0,2431

95 % CI (profile likelihood)

LogEC50 1,774 to 2,049

HillSlope 0,9977 to 2,705

EC50 59,48 to 111,9

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 3

R square 0,9761

Absolute Sum of Squares 108

Sy.X 6,001

Constraints

Bottom Bottom =0

Top Top =100

One curve for all data sets

Best-fit values

Bottom =

Top =100

LogEC50 1,915 1,915

HillSlope 1,62 1,62

EC50 82,19 82,19
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One curve for all data sets

Models have the same DF

Different curve for each data



Span

Std. Error

LogEC50

HillSlope

95 % CI (profile likelihood)
LogECS50

HillSlope

EC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogEC50
HillSlope
Number of points

# of X values
# Y values analyzed

100}
804
604
40+

20+

% aktivitas antioksidan

0

=100
0,04217 0,04217
0,2431 0,2431

1,774 to0 2,049 1,774 to0 2,049
0,9977t0 2,705 0,9977 to 2,705
59,4810 111,9 59,48 to 111,9

3
0,9761 0,9761
108 108

6,001

Bottom =0

Top =100
LogEC50 is
shared

HillSlope is
shared

15
5
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Lampiran 6. Spektra IR Fraksi Etil Asetat
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EA 800 PPM
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1640.010 7.238
1044 872 24.840
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o
=
T
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Lampiran 7. Perhitungan Pembuatan Reagen dan Larutan
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L.7.1 Pembuatan Larutan Etanol 96 %
M; x Vq =M, xV;,
99,98 % x V1 =96 % x 500 mL
V1 = 480,096 mL
Jadi, untuk membuat larutan methanol 96 % diambil sebanyak 480,096
mL etanol 99,98 % dan diencerkan dengan aquades hingga volume 500
mL.
L.7.2 PembuatanLarutan Metanol 50 %
M x V4 =M, x V,
99,98 % x V1 =50 % x 10 mL
Vi=5mL
Jadi, untuk membuat larutan methanol 50 % diambil sebanyak 5 mL
metanol 99,98 % dan diencerkan dengan aquades hingga volume 10 mL.
L.7.3 Pembuatan Larutan HCI 2 N
Densitas  : 1,19 g/mL
Konsentrasi: 37 %
Volume  :50 mL
Mr HCI  : 36,5 g/mol
2N~2M

Molaritas HCI = n x Molaritas HCI

_ 1 x37% %1190 g/L
36,42 g/mol

=12,09N

Volume HCI 12, 09 N yang diambil untuk membuat larutan HCI 2 N :

V72 X N1 50mL x2N
V= = =827 mL
=N, 12,09 ’




L.7.4

L.7.5

L.7.6
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Jadi untuk membuat larutan HCI 2N sebanyak 50 mL dibutuhkan HCI 37
% sebanyak 8,27 mL yang dilarutkan dengan aquades dalam labu ukur 50
mL.
Pembuatan Larutan HCI 2 %
M: x Vi =My xV,
37% xV1=2%x 10

V;:=0,54 mL
Jadi, untuk membuat larutan HCI 2 % dibutuhkan 0,54 mL HCI 37 % yang
dilarutkan dengan aquades dalam labu ukur 10 mL.
Pembuatan FeCl; 1 %

BM FeCl; = 162,2 g/mol

1% xBM FeClz; x V
Massa FeCl; = OZT3

_ 1% x162,2 g/molx0,1 L
= 22,4

=0,729=720 mg
Jadi, untuk membuat larutan FeCl; 1 % diambil sebanyak 720 mg serbuk
FeCls,dilarutkan dengan aquades dalam labu ukur 100 mL.
Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 50 mL etanol (99 %)

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
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= 0,01 mmol x 394,33 g/mol
=3,9433 mg
L.7.7 Pembuatan Konsentrasi Larutan Sampel

e Pembuatan antioksidan pembanding 800 ppm

ppm =7
800 ppm = 01;”59 -

mg = 800 ppm x 0,05 L =40 mg
Jadi, untuk membuat larutan sample 800 ppm diperlukan 40 mg sampel
yang dilarutkan dengan etanol 96 % dalam labu ukur 50 mL.

e Pembuatan Larutan Sampel 400 ppm

Vi XM
V2 - 1 1
M
25 mL x 400 ppm
oL 6 TRED N T (8

800 ppm
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 400 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 12,5 mL yang dilarutkan dengan etanol 96 %

dalamlabu ukur 25 mL.

e Pembuatan Larutan Sampel 200 ppm

_ 25 mL x 200 ppm

V, = oo 6,25 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 200 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 6,25 mL yang dilarutkan dengan etanol 96 %

dalam labu ukur 25 mL.

e Pembuatan Larutan Sampel 100 ppm
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25 mL x 100 ppm
V, = 2 X 0P — 3 125 mL
800 ppm

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 100 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 3,12 mL yang dilarutkan dengan etanol 96 %
dalamlabu ukur 25 mL.

e Pembuatan Larutan Sampel 50 ppm

25 mL x 50 ppm
V2 — pp
800 ppm

=1,5625 mL
Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 50 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 1,56 mL yang dilarutkan dengan etanol 96 %

dalamlabu ukur 25 mL.

e Pembuatan Larutan Sampel 25 ppm

_ 25 mL x 25 ppm

V>
800 ppm

=0,78125 mL

Jadi, untuk membuat 25 mL larutan sampel 25 ppm diperlukan larutan
stok 800 ppm sebanyak 0,78 mL yang dilarutkan dengan etanol 96 %

dalam labu ukur 25 mL.

Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian



L.8.1

L.8.2

L.8.3

L.8.4

Preparasi Sampel

N

Kulit aelern

Serbuk kulit apel

Analisis Kadar Air

Cawan berisi
sampel

Ekstraksi Maserasi

Ekstrak etanol kulit apel

gvaporator vacuum

Pemekatan dengan rotary

Dialiri gas N

Ekstrak pekat etanol
96 % kulit apel

Hidrolisis
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L.8.5

Proses hidrolisis | Penetralan  dengan
ekstrak degan HCI 2 N | NaHCOg3

Fraksinasi

\

Fasa air (bawah) Ekstfa kt fraksi

Fasa organik (atas) etil asetat
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L.8.6 Uji Fitokimia

Ekstrak -
Uji Etanol 96 Fraksi Etil
% Asetat
Alkaloid
dengan reagen
Dragendorff
Alkaloid

dengan reagen
Mayer

Flavonoid

Saponin

Fenol

Tanin dengan
FeCI3

Tanin dengan
gelatin

Steroid dan
triterpenoid
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L.8.7 Uji Aktivitas Antioksidan

Larutan DPPH
0,2 mM

Penentua
N Amax

Penentuan waku
kestabilan

Uji
vitamin C

aktivitas

Larutan konsentrasi vitamin C
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25 50 100 200 400
rppm [ ppo (N ppon ) ppm ) ppa

Uji aktivitas antioksidan

ekstrak etanol 96 %

Larutan konsentrasi ekstrak
etanol 96 %

A
=5
i

£

400 [ 200 (Bl 100 [l s0 [ 25
ppmppm ppmppmppm
e - 3 —
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R Wy

P

Uji  aktivitas
fraksi etil asetat

antioksidan

Larutan konsentrasi fraksi

etil asetat
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