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ABSTRAK

Wijaya, A. P. 2020. Uji Toksisitas Ekstrak Ultrasonik Biji Anggur Bali (Vitis vinifera
L. Var. Alphonso Lavallee) dengan Metode Ekstraksi Ultrasonik
Berdasarkan Variasi Pelarut terhadap Larva Udang Artemia salina Leach.
Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing

II: Lulu'atul Hamidatu Ulza, M.Sc.

Kata-kata kunci: biji anggur, proantosianidin, ekstraksi ultrasonik, UV-Vis, FTIR,
Artemia salina Leach

Biji anggur yang dinilai sebagai produk limbah industri anggur dapat berpotensi
sebagai obat. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa biji anggur memiliki aktivitas
sebagai obat seperti anti-diabetes, antioksidan, anti-kolesterol, anti-inflamasi, anti-
penuaan, antibakteri, dan anti-tumor. Biji anggur memiliki banyak manfaat disebabkan
kandungan senyawa kimia aktif yang terdapat di dalamnya, salah satunya adalah
proantosianidin.

Pada penelitian ini digunakan biji anggur bali (Vitis vinifera L. Var. Alphonso
Lavallee) dengan proses ekstraksi menggunakan metode ultrasonik selama 20 menit pada
frekuensi 20 kHz. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak biji
anggur bali berdasarkan variasi pelarut metanol: air: HCI (70:29:1) (MAH), aseton: air:
asam asetat (70:29,5:0,5) (AAA) dan metanol: air: asam asetat (70:29,9:0,1) (MAA).
Penelitian ini juga bertujuan untuk membuktikan kebenaran isolat KLTP di Rr 0,42 dari
ekstrak MAA yang diduga senyawa proantosianidin. Ketiga ekstrak tersebut diuji
toksisitasnya terhadap larva udang Artemia salina L. Kemudian, ketiga ekstrak dan isolat
KLTP diuji menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Spektrofotometer FTIR digunakan
untuk menganalisis keberadaan proantosianidin pada isolat KLTP.

Hasil uji toksisitas menunjukkan nilai LCso ekstrak MAH berpotensi sebagai
antikanker, sementara kedua ekstrak lainya berpotensi sebagai antibakteri. Hasil KLTP
menghasilkan 1 isolat terduga proantosianidin di Rr 0,42. Hasil spektrum UV-Vis ekstrak
MAH, AAA, dan MAA menunjukkan bahwa terdapat kandungan proantosianidin,
sementara isolat KLTP tidak memunculkan Amaks sepanjang rentang 400-800 nm. Hasil
FTIR isolat KLTP tidak menghasilkan serapan khas proantosianidin pada daerah 1520-
1540 cm™ dan 730-780 c¢cm’. Isolat pada Rr 0,42 diduga tidak mengandung senyawa
proantosianidin.

Xiii



ABSTRACT

Wijaya, A. P. 2020. Toxicity Test of Ultrasonic Extract of Bali Grape Seed (Vitis
vinifera L. Var. Alphonso Lavallee) with Ultrasonic Extraction Method
Based on Solvent Variations on Artemia salina Leach. Department of
Chemistry, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State
Islamic University of Malang. Supervisor I: Elok Kamilah Hayati, M.Sc;
Supervisor II: Lulu'atul Hamidatu Ulya, M.Sc.

Key words: grape seed, proanthocyanidins, ultrasonic extraction, UV-Vis, FTIR, Artemia
salina

Grape seeds, which are considered a waste product of the wine industry, have
medicinal potential. Several studies have shown that grape seed has medicinal activities
such as anti-diabetic, antioxidant, anti-cholesterol, anti-inflammatory, anti-aging,
antibacterial, and anti-tumor. Grape seeds have many benefits due to the active chemical
compounds contained in them, one of which is proanthocyanidin compounds.

In this study, bali grape seeds (Vitis vinifera L. Var. Alphonso Lavallee) were used
with the extraction process using the ultrasonic method at frequency of 20 kHz for 20
minutes. This study aims to determine the toxicity level of bali grape seed extract based on
variations in solvents of methanol: water: HCI (70:29:1) (MAH), acetone: water: acetic
acid (70:29.5:0.5) (AAA) and methanol: water: acetic acid (70:29.9:0.1) (MAA). This
study also aims to prove the correctness of Preparativev TLC (PTLC) isolates at Ry 0.42
from MAA extract which is suspected to be a proanthocyanidin compound. The three
extracts were tested for toxicity against Artemia salina L larvae. Then, the three extracts
and isolates of PTLC were tested using a UV-Vis spectrophotometer. FTIR
spectrophotometer was used to analyze the presence of proanthocyanidins in PLTC
isolates.

The toxicity test showed that the LCsy value of the MAH extract has the potential
as anticancer, while the other two extracts have the potential as antibacterial. PTLC resulted
in 1 isolate of suspected proanthocyanidin at an Rr of 0.42. UV-Vis spectrum results of
MAH, AAA, and MAA extract indicated that there was proanthocyanidin content, while
PTLC isolates did not show Amax in the 400-800 nm range. The FTIR results of PTLC
isolates did not produce a typical proanthocyanidin uptake in the 1520-1540 cm™ and 730-
780 ¢cm™ regions. The isolate at Rr 0.42 was suspected not contain proanthocyanidin
compounds.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sekitar 10-12 kg limbah biji anggur dalam 100 kg residu basah dihasilkan
dari industri minuman anggur. Biji anggur yang dinilai sebagai produk limbah
ternyata masih banyak mengandung senyawa-senyawa kimia di dalamnya. Biji
anggur mengandung 40% serat, 16% minyak, 11% protein, dan 7% fenol kompleks.
Biji anggur kaya akan senyawa fenolik seperti flavonoid dan mengandung
monomer, dimer, trimers, oligomer, dan polimer (Ma dan Zhang, 2017).
Kandungan polifenol dalam biji anggur yaitu flavonoid, asam galat, monomer
flavan-3-ol seperti katekin, epikatekin, gallokatekin, epigalokatekin dan epikatekin
3-O-galat, dan prosianidin dalam bentuk dimer, trimer dan lebih banyak prosianidin
terpolimerisasi (Shi et al., 2003).

Ekstrak biji anggur telah menjadi semakin populer di pasaran sebagai
suplemen nutrisi terutama di Australia, Korea, Jepang dan Amerika Serikat. Ekstrak
biji anggur memiliki manfaat kesehatan seperti anti-diabetes, antioksidan, anti-
kolesterol, anti-peradangan, anti-penuaan, antimikroba, dan anti-tumor. Manfaat
kesehatan tersebut banyak dikaitkan dengan adanya kandungan senyawa
proantosianidin yang terdapat dalam biji anggur (Ma dan Zhang, 2017).

Ekstrak biji anggur sebagai salah satu bahan alam yang berguna sebagai
bahan obat adalah karunia Allah yang patut disyukuri dan dimanfaatkan sebaik-

baiknya. Sebagaimana firman Allah dalam surat Taha ayat 53:
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Artinya: “(Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, dan
menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan yang menurunkan air (hujan) dari
langit.” Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air hujan itu) berjenis-jenis aneka
macam tumbuh-tumbuhan.” (Q.S Taha: 53).

Dalam tafsir Al-Misbah oleh Shihab (2001) ayat tersebut memiliki makna
bahwa kehidupan dan pemeliharaan merupakan nikmat yang diberikan Allah
kepada hamba-hamba-Nya. Bumi yang dijadikan sebagai hamparan untuk manusia,
membuka jalan-jalan untuk kamu lalui serta menjadikan sungai-sungai dari hujan
yang telah Dia turunkan di atas bumi. Tumbuh-tumbuhan yang berbeda-beda
warna, rasa dan manfaatnya Allah tumbuhkan dengan air tersebut. Hal ini
memberikan penguatan bahwa manusia dapat mengambil manfaat dari tumbuhan
yang diciptakan oleh Allah. Dalam hal ini tumbuhan yang dapat bermanfaat sebagai
obat yaitu tanaman anggur.

Anggur bali (Vitis vinifera Linn varietas Alphonso Lavallee) dipilih
karena besarnya kandungan flavonoid, flavan-3-ol yang merupakan monomer
proantosianidin. Penelitian Nile et al., (2013) mendapatkan bahwa anggur bali
memiliki kandungan flavanoid terbesar dibandingkan anggur dari kelompok
varietas hitam lainnya seperti Flouxa, Black Pegaru, Concord, Campbell Early dan
Spherper. Selain itu, anggur bali merupakan anggur lokal yang diunggulkan oleh
Departemen Pertanian dan memiliki produksi anggur 15-25 kg/pohon/tahun
(Wiryanta, 2008).

Salah satu metode yang dapat digunakan untuk mengekstraksi biji anggur

adalah metode ekstraksi ultrasonik. Metode ultrasonik memiliki keunggulan dalam
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hal kecepatan waktu ekstrasi, lebih hemat pelarut, dan randemennya lebih maksimal
(Winata dan Yunianta, 2015). Porto et al., (2012) melakukan ekstraksi ultrasonik
biji anggur pada 20 kHz, 150 W selama 30 menit memberikan hasil minyak biji
anggur mirip dengan ekstraksi soxhlet selama 6 jam dengan persentase hasil 96,2%.
Samavardhana et al., (2015) menunjukkan bahwa ekstraksi ultrasonik biji anggur
mengandung jumlah dari total fenolik dan total flavonoid yang lebih tinggi
dibandingkan teknik maserasi secara urut untuk metode ultrasonik 159,95 mg/g
dan 111,81 mg/g dan metode maserasi 151,33 mg/g dan 107, 05 mg/g.

Pemilihan pelarut dan waktu ekstraksi merupakan faktor utama dalam
mensintesis senyawa flavonoid proantosianidin dalam biji anggur dengan
menggunakan metode ultrasonik. Sementara itu, Torres et al., (2017) menyebutkan
bahwa pada menit 10-20 waktu ekstraksi ultrasonik total kandungan senyawa
fenolik sebesar 90% dapat diperoleh. Penelitian lain oleh Xu et al., (2010)
menggunakan metode ultrasonik pada biji anggur menggunakan pelarut metanol:
air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5) dan etanol: air: asam
asetat (70: 29,5: 0,5) menghasilkan ekstrak proantosianidin 69,8 mg/g sampel, 60
mg/g sampel dan 37 mg/g sampel dengan waktu optimal selama 20 menit.

Penentuan senyawa proantosianidin dalam ekstrak biji anggur dapat
dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) melalui
penyemprotan dengan reagen vanillin-HCl. KLT merupakan metode pemisahan
yang sederhana serta prosedur yang relatif cepat dan murah untuk berbagai
campuran sampel (Wulandari, 2011). Villani et al., (2015) menganalisis
proantosianidin melalui metode KL T dari sampel ekstrak biji anggur menggunakan

eluen aseton: asam asetat: toluena (3: 1: 3). Senyawa proantosianidin B2 terlihat
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dengan terbentuknya noda merah muda setelah penyemprotan dengan reagen
vanillin-HCl pada Rr 0,35. Penelitian sebelumnya oleh Afrianto (2021)
menganalisis proantosianidin melalui metode KLT analitik dari sampel ekstrak biji
anggur bali dengan pelarut terbaik yaitu metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1)
dan didapatkan hasil noda dugaan senyawa proantosianidin terbentuk pada kisaran
Rr0,37-0,45.

Uji toksisitas metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) menjadi bagian
utama dalam penelitian ini yang digunakan sebagai tahap pendahuluan untuk
mengetahui potensi ekstrak biji anggur bali sebagai obat. Uji toksisitas digunakan
untuk mengetahui kemampuan esktrak yang dapat menimbulkan kerusakan ketika
masuk kedalam tubuh dan lokasi organ yang rentan terhadapnya (Soemirat, 2005).
Kelebihan metode ini yaitu lebih cepat, murah, mudah, tidak memerlukan kondisi
aseptis dan dapat dipercaya (Meyer ef al., 1982).

Suatu senyawa yang memiliki nilai LCso kurang dari 1000 pg/mL
dikatakan sebagai senyawa toksik terhadap Artemia salina Leach (Meyer et al.,
1982). Beberapa penelitian memberikan hasil bahwa nilai toksisitas dari bagian biji
anggur lebih besar daripada nilai toksisitas dari bagian buah anggur. Penelitian
Mutia (2010) melakukan wuji toksisitas akut ekstrak etanol buah anggur
menggunakan metode BSLT menghasilkan nilai LCso sebesar 648.004 pg/mL.
Penelitian lain oleh Atolani ef al., 2012 menguji toksisitas dari ekstrak soxhlet biji
anggur lokal menggunakan metode BSLT menghasilkan nilai LCso sebesar 12,76
pug/mL.

Berdasarkan penjelasan yang telah dipaparkan di atas terdapat

kemungkinan bahwa biji anggur bali memiliki potensi sebagai obat. Penelitian ini
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dilakukan untuk menguji tingkat toksisitas dari ekstrak biji anggur bali (V. vinifera
L. var. Alphonso Lavallee) dari hasil ekstraksi ultrasonik menggunakan metode
BSLT sebagai uji pendahuluan untuk mengetahui potensi biji anggur bali sebagai
obat. Selain itu, penelitian ini juga dilakukan untuk membuktikan kebenaran dari
hasil noda KLT yang diduga senyawa proantosianidin dari penelitian sebelumnya
oleh Afrianto (2021) dengan pelarut terbaik metanol: air: asam asetat (70: 29,9:

0,1).

1.2. Rumusan Masalah

1. Bagaimana hasil toksisitas ekstrak biji anggur bali (V. vinifera L. var. Alphonso
Lavallee) dengan pelarut metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam asetat
(70: 29,5: 0,5) dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1) terhadap larva
udang?

2. Bagaimana hasil identifikasi adanya senyawa proantosianidin pada ekstrak biji
anggur bali dengan pelarut metanol: air: HC1 (70: 29: 1), aseton: air: asam asetat
(70: 29,5: 0,5) dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1) menggunakan
instrumentasi spektrofotometer UV-Vis?

3. Bagaimana hasil identifikasi dugaan senyawa proantosianidin hasil isolat KLTP
ekstrak biji anggur bali dengan pelarut metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1)

menggunakan instrumentasi spektrofotometer UV-Vis dan FTIR?

1.3. Tujuan Penelitian
1. Untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak biji anggur bali (V. vinifera L. var.

Alphonso Lavallee) dengan pelarut metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air:
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asam asetat (70: 29,5: 0,5) dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1) terhadap
larva udang.

Untuk mengetahui adanya kandungan senyawa proantosianidin pada ekstrak
biji anggur bali dengan pelarut metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam
asetat (70: 29,5: 0,5) dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1) menggunakan
instrumentasi spektrofotometer UV-Vis.

Untuk mengetahui hasil identifikasi noda dugaan senyawa proantosianidin pada
hasil isolat KLTP ekstrak biji anggur bali dengan pelarut metanol: air: asam
asetat (70: 29,9: 0,1) menggunakan instrumentasi spektrofotometer UV-Vis dan

FTIR.

1.4. Batasan Masalah

1.

Sampel uji yang digunakan yaitu biji anggur bali (V. vinifera L. var. Alphonso
Lavallee).

Metode ekstraksi yang digunakan yaitu metode ultrasonik pada frekuensi 20
kHz selama 20 menit.

Pelarut yang digunakan yaitu metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam
asetat (70: 29,5: 0,5) dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1).

Analisis proantosianidin melalui metode KLTP menggunakan plat silika gel
F254 dengan eluen aseton: asam asetat: toluena (3: 1: 3).

Instrumentasi yang digunakan untuk mengetahui adanya kandungan senyawa
proantosianidin yaitu spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang
gelombang 400-800 nm dan FTIR.

Metode uji toksisitas yang digunakan yaitu BSLT.



7
7. Larvaudang yang digunakan yaitu larva udang Artemia salina Leach dari merek

Supreme Plus.

1.5. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada
masyarakat mengenai ekstrak biji anggur bali (V. vinifera L. var. Alphonso
Lavallee) yang berpotensi sebagai obat. Penelitian ini juga diharapkan dapat
dilanjutkan dengan klinis sehingga dapat dijadikan pilihan terapi dalam berbagai

macam pengobatan tertentu.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Obat dalam Perspektif Islam

Allah menciptakan alam dan isinya seperti tumbuhan dan hewan dengan
hikmah yang amat besar. Tidak ada satupun hal yang Allah ciptakan dengan sia-
sia. Dalam hal ini, manusia diberi kesempatan seluas-luasnya untuk mengambil
manfaat dari hewan dan tumbuhan tersebut. Sekecil apapun ciptaan Allah memiliki
nilai guna, hanya orang kafirlah yang memandang remeh ciptaan Allah.

Sebagaimana firman Allah dalam surat Sad ayat 27:

a ///.mﬁ _ ///.ﬁ s ‘ip . . — et
& G 13588 Gl o3 13558 Gl §lo s Mok g g 3315 )l Bl g

Artinya: “Dan Kami tidak akan menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada
antara keduanya tanpa hikmah yang demikian itu adalah anggapan orang-orang

kafir, Maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan masuk neraka.”
(0.5 Sad: 27).

Dalam tafsir Al-Misbah oleh Shihab (2001) ayat di atas memiliki makna
bahwa Kami tidak menciptakan langit dan bumi beserta semua yang ada di antara
keduanya dengan sia-sia. Itu hanya sangkaan orang-orang kafir sehingga mereka
semena-mena memberikan keputusan sesuai hawa nafsunya. Adanya langit dan
bumi beserta isinya ialah hikmah yang agung. Apabila mereka memiliki prasangka
buruk terhadap Allah, celakalah mereka. Manusia diberi tanggung jawab untuk

menjaga dan memanfaatkan segala ciptaan Allah di dunia.
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Alam beserta isinya telah Allah ciptakan manfaatnya yang amat besar,
terutama bagi manusia. Salah satunya adalah tanaman yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat-obatan. Hal tersebut dapat dijadikan contoh bahwa Allah telah
menunjukkan nilai guna pada segala sesuatu yang telah Dia ciptakan. Hal ini

terdapat di dalam Al-Quran surat Asy-Syu’ara ayat 7:

> < 7 "% Ed ~ 52 ff,/%/,/ . ,/, 1 EPd ;’//
;‘«;@J B e e B S 250 ) s )
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” (QS.
Asy-Syu’ara: 7).

Dalam tafsir Al-Misbah oleh Shihab (2001) ayat tersebut memiliki makna
bahwa Allah yang mengeluarkan dari bumi ini beraneka ragam tumbuh-tumbuhan
yang mendatangkan manfaat. Hal ini hanya dapat dilakukan oleh Tuhan yang Maha
Esa dan Maha Kuasa. Sebenarnya, jika mereka bersedia merenungi dan mengamati
hal itu, niscaya mereka akan mendapatkan petunjuk. Oleh karena itu, manusia
senantiasa dapat mengambil manfaat dari tumbuhan yang diciptakan oleh Allah.
Allah menganugerahkan bermacam-macam jenis tumbuhan agar dapat dipelajari
dan dimanfaatkan. Tumbuhan-tumbuhan tersebut dapat dipilih dan digunakan
sebagai obat dari berbagai atau sebagian penyakit. Salah satu tumbuhan tersebut

yaitu anggur dimana bagian bijinya dapat dimanfaatkan sebagai obat.

2.2. Anggur Bali
Anggur bali (Vitis vinifera Linn varietas Alphonse Lavallee) merupakan

yang banyak dikembangkan sejak tahun 1974 di Buleleng, Singaraja. Anggur bali
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termasuk produk anggur lokal yang diunggulkan oleh Departemen Pertanian.
Produksi anggur bali sebesar 15-25 kg/pohon/tahun (Wiryanta, 2008). Buah anggur

bali dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Anggur bali memiliki buah dengan warna hitam keunguan jika matang
dan tergolong ke dalam varietas anggur hitam (Astawa, dkk., 2015). Buah berwarna
hijau tua hingga ungu kehitaman, berbentuk bulat sampai bulat telur, berkulit halus
dan tertutup bedak tebal. Tanaman anggur bali memiliki bentuk bunga kecil,
sempurna, dalam tandan dengan warna bunga putih kekuningan (Rukmana, 1999).

Hasil penelitian Nile et al., (2013) mendapatkan bahwa buah anggur bali
memiliki kandungan flavonoid yang lebih banyak dibandingkan buah anggur dari
kelompok varietas hitam lainnya seperti Flouxa, Black Pegaru, Concord, Campbell
Early dan Spherper yaitu sebesar 38 mg/g. Klasifikasi anggur bali adalah sebagai
berikut (Rukmana, 1999):

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Divisio : Spermatophyta
Subdevisio : Magnoliphyta
Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae
Ordo : Rhamnales



Famili : Vitaceae
Genus : Vitis
Spesies : Vitis vinifera Linn var. Alphonso Lavalle

2.3. Kandungan dan Manfaat Biji Anggur

11

Anggur merupakan buah yang paling banyak ditanam dan total produksi

anggur di seluruh dunia yaitu sekitar 60 juta ton dan tergolong sebagai produk

sampingan industri anggur (Ma dan Zhang, 2017). Biji anggur mengandung 40%

serat, 16% minyak, 11% protein, dan 7% fenol kompleks. Kandungan polifenol

dalam biji anggur kebanyakan adalah flavonoid, asam galat, monomer flavan-3-ol

seperti katekin, epikatekin, gallokatekin, epigalokatekin dan epikatekin 3-O-galat,

dan prosianidin dalam bentuk dimer, trimer dan polimer prosianidin. Kandungan

utama biji anggur adalah fenol seperti proantosianidin (proantosianidin oligomerik)

(Shi et al., 2003). Beberapa manfaat dari ekstrak biji anggur dapat dilihat pada

Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Manfaat ekstrak biji anggur

Kl\;[;l;lt:f; i Hasil Sumber
Anti- Ekstrak prosianidin biji anggur berinteraksi Montagut et
diabetes dengan reseptor insulin dan menginduksi al., (2010)
autofosforilasi ~ reseptor  insulin  untuk
merangsang pengambilan glukosa
Antioksidan Kapasitas antioksidan tertinggi ada pada biji Pastrana-
anggur (281 pM Trolox ekuivalen kapasitas Bonilla et al,
antioksidan (TEAC/g) diikuti oleh daun (236 (2003)
uM TEAC/g), kulit (13 uM TEAC/g), dan pulp
(2,4 uM TEAC/g)
Anti- Ekstrak biji anggur mengurangi stres oksidatif Natella et al.,
kolesterol postprandial dengan meningkatkan konsentrasi (2002)

antioksidan plasma dan mencegah peningkatan
hidroperoksida lipid. Hal ini meningkatkan
ketahanan terhadap modifikasi oksidatif
kolesterol LDL. Polifenol dalam ekstrak biji
anggur mengaktifkan serum paraoxonase
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(PON) yang mencegah peningkatan peroksida

lipid postprandial
Anti- Ekstrak prosianidin biji anggur berkaitan Terra et al.,
inflamasi dengan penurunan ekspresi modul faktor (2011)

pertumbuhan epidermal yang mengandung
reseptor mirip musin 1 (EMRI1) (penanda
spesifik makrofag F4/80) dan menunjukkan
infiltrasi makrofag yang berkurang dari
jaringan adiposa putih sehingga dapat
membantu mencegah penyakit terkait inflamasi
tingkat rendah pada obesitas
Anti- Ekstrak biji anggur dapat menghambat Balu et al.,
penuanan akumulasi produk kerusakan DNA oksidatif (2006)
terkait usia seperti 8-hydroxy-20-
deoxyguanosine (8-OHdG) dan ikatan silang
protein DNA di sumsum tulang belakang dan di
berbagai daerah otak termasuk striatum,
korteks serebral, dan hipokampus
Antibakteri Ekstrak biji anggur menunjukkan aktivitas Ghouila et al.,
antibakteri terhadap  Microccocus luteus (2017)
ATCC®9341, S. aureus ATCC®29213, E. coli
ATCC®25992, P. aeruginosa ATCC®27853,
Aspergillus niger, dan Fusarium oxysporum,
dengan  diameter  zona  pertumbuhan
penghambatan berkisar antara 15-20 mm
Anti-tumor Penggunaan antioksidan biji anggur memiliki Zhou dan
potensi dalam melawan berbagai sel kanker Raffoul, 2012
dengan  menargetkan  reseptor  faktor
pertumbuhan epidermal dan jalur hilirnya.
Antioksidan biji anggur dapat menghambat
ekspresi berlebih dari reseptor COX-2 dan
prostaglandin E2, atau memodifikasi jalur
reseptor estrogen, menghasilkan sel siklus
penangkapan dan apoptosis

2.4. Proantosianidin

Proantosianidin oligomer merupakan konstituen utama dalam biji anggur
dan terdapat sebanyak 92-95% (Fiume et al., 2014). Proantosianidin disebut juga
tanin terkondensasi adalah oligomer atau polimer flavan-3-ol yang dihubungkan
melalui ikatan karbon interflavan (Dai dan Mumper, 2010). Proantosianidin

terdapat dalam bentuk monomer, dimer, trimer, dan oligomer sebesar 20 unit atau
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lebih. Berbagai bentuk senyawa ini memungkinkan sebagian besar dari mereka
larut dalam air, meskipun tanin terkondensasi yang lebih besar ternyata tidak larut
(Liu dan White, 2012). Struktur dasar dari proantosianidin dapat dilihat pada

Gambar 2.2.

] Prodelpinidin: R = OH

Gambar 2.2. Struktur dasar proantosianidin (Dai dan Mumper, 2010)

Semua flavonoid didasarkan pada kerangka difenilpropana C6-C3-C6
yang khas. Monomer flavan-3-ol utama dalam anggur mengandung katekin,
epikatekin, dan epikatekin 3-galat, epigalokatekin, dan galokatekin. Tanin
terkondensasi memiliki struktur kimia flavanol yang kompleks. Mereka dapat
mengandung (epi) katekin, (epi) afzelechin, dan (epi) galokatekin dan masing-
masing dinamakan prosianidin, propelargonidin, dan prodelpinidin (Unusan, 2020).

Proantosianidin tipe B ditunjukkan dengan adanya ikatan tunggal C4-C6
atau C4-C8, sedangkan proantosianidin tipe A ditunjukkan dengan adanya
tambahan ikatan C2-O-C7 atau C2-O-C5. Proantosianidin pada anggur kebanyakan
adalah tipe-B, dengan ikatan C4-C8 jauh lebih banyak dibandingkan ikatan C4-C6.
Struktur proantosianidin tipe A dan B dapat dilihat pada Gambar 2.3 (Unusan,

2020).
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= Proantosianidin Tipe B

OH Proantosianidin Tipe B Ikatan C4-C6
OH  Proantosianidin Tipe A Ikatan C4-C8
R
HO'

OH

Gambar 2.3. Proantosianidin tipe A dan proantosianidin tipe B

2.5. Ekstraksi Senyawa Aktif Menggunakan Metode Ultrasonik

Ekstraksi ultrasonik adalah metode ekstraksi yang melibatkan gaya geser
yang diciptakan oleh ledakan gelembung kavitasi pada perambatan gelombang
akustik dalam rentang kHz. Meletusnya gelembung menghasilkan efek fisik, kimia
dan mekanik, yang mengakibatkan gangguan membran biologis untuk
meningkatkan penetrasi pelarut ke dalam bahan seluler dan meningkatkan transfer
massa (Dai dan Mumper, 2010).

Ekstraksi menggunakan ultrasonik menyebabkan degradasi fenolat yang
lebih sedikit dan merupakan proses ekstraksi yang jauh lebih cepat dalam ekstraksi
senyawa fenolik (Dai dan Mumper, 2010). Metode ekstraksi ultrasonik memiliki
beberapa kelebihan lain yaitu dapat mengeluarkan ekstrak dari matriks tanpa
merusak struktur senyawa pada ekstrak, penggunaan pada temperatur rendah
sehingga mencegah hilangnya atau menguapnya senyawa yang memiliki titik didih

rendah (Handaratri dan Yuniati, 2019)
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Penelitian oleh Porto et al., (2012) mendapatkan bahwa ekstraksi
ultrasonik pada 20 kHz, 150 W selama 30 menit memberikan persentase hasil
96,2% minyak biji anggur mirip dengan ekstraksi soxhlet selama 6 jam. Penelitian
Samavardhana et al., (2015) menunjukkan bahwa ekstraksi ultrasonik biji anggur
dari proses pengolahan jus mengandung jumlah total fenolik dan total flavonoid
yang lebih tinggi dibandingkan metode maserasi yaitu 159,95 mg/g dan 111,81
mg/g untuk ultrasonik dan 151,33 mg/g dan 107,5 mg/g untuk maserasi.

Sebagian besar ekstraksi ultrasonik dilakukan dengan peralatan frekuensi
rendah (20-60 kHz), terutama dengan senyawa fenolik bioaktif, karena frekuensi
ini tidak mempengaruhi stabilitas mereka setelah diekstraksi. Pada rentang waktu
ekstraksi 10-20 menit 90% dari perolehan total kandungan senyawa fenolik dapat
dicapai sehingga menunjukkan laju ekstraksi yang sangat cepat (Torres et al.,
2017). Unusan (2020) mendapatkan bahwa kandungan monomer proantiosianidin
(flavan-3-ol) menurun pada suhu 60,8°C. Pengelupasan biji harus dihindari dalam
pemrosesan mekanis karena sebagian besar proantosianidin ada di dalam mantel
biji.

Hasil dari ekstraksi juga dipengaruhi oleh parameter lainnya seperti jenis
pelarut yang digunakan. Sifat kepolaran suatu pelarut akan berpengaruh terhadap
hasil senyawa yang terekstrak dari suatu bahan (Khopkar, 2003). Penelitian Xu et
al., (2010) mengekstraksi senyawa proantosianidin pada biji anggur menggunakan
pelarut metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5) dan
etanol: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5) menghasilkan ekstrak proantosianidin 69,8
mg/g sampel, 60 mg/g sampel dan 38 mg/g sampel dengan waktu optimal selama

20 menit.
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2.6. Kromatografi Lapis Tipis
Kromatografi lapis tipis digunakan untuk identifikasi dan memperoleh
profil kromatogram. Metode ini khas dan mudah dilakukan untuk zat dengan
jumlah sedikit (Harborne, 1996). KLT merupakan metode pemisahan yang
sederhana dengan peralatanan yang minimal dan prosedur yang relatif cepat dan
murah untuk berbagai campuran sampel. KLT menggunakan fase gerak dalam
jumlah kecil sehingga lebih hemat waktu dan biaya analisis serta lebih ramah
lingkungan (Wulandari, 2011). Posisi senyawa pada kromatogram dapat diketahui
dengan menentukan nilai Rr, dengan nilai Rr antara 0 sampai 0,999. Nilai Rr dapat

ditentukan melalui Persamaan 2.1 (Harborne, 1996).

__ jarak tempuh senyawa terlarut

Rr

jarak tempuh pelarut

Villani ef al., (2015) menganalisis proantosianidin melalui metode KLT
dari beberapa sampel biji anggur menggunakan plat silika gel Fas4 dengan eluen
aseton: asam asetat: toluena (3: 1: 3). Eluen yang digunakan bersifat semi polar
kearah nonpolar karena dilihat dari komposisi aseton yang bersifat semipolar dan
toulen bersifat nonpolar dengan perbandingan jumlah yang sama. Proantosianidin
yang bersifat polar cenderung berinteraksi dengan plat silika dan sedikit
berinteraksi dengan eluen.

Hasil penelitian Villani et al., (2015) menunjukkan pola pemisahan yang
baik dengan bantuan visualisasi reagen vanillin-HCI, senyawa polifenol dapat
teramati dengan terbentuknya noda merah muda. Senyawa proantosianidin B2 dan

katekin yang berada pada biji anggur teramati pada Rr 0,35 dan 0,7 seperti pada
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Gambar 2.4. Reaksi reagen vanillin-HCl dengan flavan-3-ol maupun

proantosianidin membuat noda yang tampak menjadi berwarna merah (D’Mello,

1997).
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Gambar 2.4. Visualisasi reagen vanillin-HCl senyawa proantosianidin B2 pada plat
KLT beberapa sampel produk ekstrak biji anggur (Villani et al., 2015)

Penelitian sebelumnya oleh Afrianto (2021) menganalisis pola pemisahan
KLT pada ekstrak biji anggur bali dengan pelarut metanol: air: asam asetat (70:
29,9: 0,1). Eluen yang digunakan yaitu toluene: asam asetat: aseton (3: 1: 3) dan
hasil noda divisualisasikan menggunakan reagen semprot vanillin-HCl. Hasil
pemisahan menunjukkan terdapat 4 buah noda, dimana noda nomor 4 diduga
merupakan senyawa proantosianidin yang muncul pada Rr sekitar 0,37-0,45. Hasil

kromatogram KLT oleh Afrianto (2021) dapat dilihat pada Gambar 2.5.
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Gambar 2.5. Pola pemisahan KL'T ekafék biji anggur bali dengan pelarut metanol:
air: asam asetat (70: 29,9: 0,1)

2.7. Spektrofotometer UV-Vis

Metode spektrofotometri UV-Vis umumnya dipergunakan untuk
penentuan senyawa dalam jumlah yang sangat kecil. Prinsip kerjanya didasarkan
pada penyerapan cahaya atau energi radiasi elektromagnetik (foton) oleh suatu
larutan. Jumlah energi radiasi (foton) yang diserap memungkinkan pengukuran
jumlah zat penyerap dalam larutan secara kuantitatif. Metode spektrofotometri UV-
Vis didasarkan pada hukum Lambert-Beer yang dinyatakan dalam Persamaan 2.2

di bawah ini (Triyanti, 1985).

A= -logT=logII—:atauA= AXDXC oo (2.2)

Keterangan: A = absorbansi
a = absorpsivitas
b = lebar kuvet
c = konsetrasi larutan
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Metode analisis adanya kandungan senyawa proantosianidin dapat
dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Metodenya didasarkan
pada depolimerisasi oksidatif proantosianidin, dengan panas dalam media asam
mineral, dan pembentukan antosianin yang menyerap pada panjang gelombang 550
nm (Vivas et al., 2006). Metode ini banyak digunakan untuk pengukuran tanin
terkondensasi (proantosianidin) dalam makanan. Metode ini tidak berlaku untuk
menentukan flavan-3-ol, yang merupakan monomer proantosianidin (Altiok,
2003).

Proantosianidin didepolimerisasi dalam lingkungan asam dengan pereaksi
butanol dan Fe pada 100°C. Dalam kondisi ini, sampel proantosiadin yang
didepolimerisasi menghasilkan antosianidin berwarna merah muda-kemerahan
(Altiok, 2003). Ku dan Mun (2006) melaporkan bahwa Fe** merupakan ion logam
transisi yang paling efisien dalam mengkatalisis pembentukan warna pada reaksi
butanol-HCI. Reaksi butanol-HCI dengan proantosianidin dapat dilihat pada

Gambar 2.6.
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Gambar 2.6. Reaksi butanol-HCI dengan proantosianidin(Altiok, 2003)
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Penelitian Lee et al., (2009) mengindentifikasi adanya kandungan
proantosianidin pada biji anggur liar. Hasil fraksi diperiksa menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 450-600 nm. Setelah
direaksikan dengan metode butanol-HCI dan menghasilkan serapan puncak pada
panjang gelombang sekitar 550 nm yang menunjukkan adanya senyawa

proantosianidin oligomer. Spektra serapan proantosianidin dapat dilihat pada

Gambar 2.7.
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Gambar 2.7. Spektra serapan UV-Vis proantosianidin reaksi butanol-HCI dari hasil
fraksi etanol 75% (A dan B) dan fraksi aseton 75% (C dan D) sampel
biji anggur liar (Lee et al., 2009)

2.8. Identifikasi FTIR Proantosianidin

Fourier Transform Infra-Red Spectroscopy (FTIR) adalah metode analisis
yang didasarkan pada vibrasi atom-atom dalam suatu molekul. Gelombang radiasi
inframerah akan diadsorpsi suatu molekul apabila memiliki momen dipol listrik
yang akan berubah selama vibrasi (Hudiyanti, 2018). Letak pita serapan pada

spektrum FTIR suatu sampel dikaitkan dengan adanya suatu gugus fungsional
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tertentu (Day dan Underwood, 1999). Daerah antara bilangan gelombang 4000 cm”
"hingga 400 cm™ merupakan vibrasi yang informatif untuk tujuan elusidasi struktur
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Frekuensi vibrasi terkait kharakteristik struktur proantosianidin dapat
dilihat pada daerah antara 1540-1520 cm’'. Pada daerah 1540-1520 cm’!
menunjukkan galokatekin yang berbeda dari katekin karena memiliki gugus
hidroksil ekstra di cincin-B, hal ini dikaitkan dengan mode peregangan kerangka
cincin aromatik. Spektrum turunan galokatekin atau prodelpinidin menunjukkan
dua puncak yang berbeda pada daerah sekitar 1520 dan 1535cm™!, sementara hanya
satu pita pada sekitar 1520 cm’' yang diamati dalam spektrum katekin atau
prosianidin (Foo, 1980).

Frekuensi vibrasi terkait kharakteristik struktur proantosianidin yang
lebih khusus lagi dapat dilihat pada daerah antara 780-730 cm™'. Pada daerah 780-
730 cm’! menandakan deformasi luar bidang atom hidrogen dari cincin aromatik
yang menunjukkan adanya pola hidroksilasi cincin-B. Pita absorpsi di wilayah ini
menyediakan cara untuk membedakan antara polimer prosianidin dan
prodelphinidin, hal ini karena frekuensi deformasi lebih ditentukan oleh posisi
daripada sifat subtituen. Spektrum prosianidin lebih menonjol pada daerah 780-770
cm’! sedangkan spektrum prodelpinidin terdapat pada daerah sekita 730 cm™ (Foo,
1980).

Ku dan Mun (2007) meneliti kandungan proantosianidin dari kalit kayu
Pinus radiata. Pita absorpsi yang kuat pada 3,385, 1,612, dan 1,067 cm™ dikaitkan
dengan karakteristik kelompok fungsional poliflavonoid, sedangkan pada 1,522 dan

777 em’! dikaitkan dengan mode pernapasan cincin aromatik dan CH deformasi
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luar bidang dengan dua atom hidrogen bebas yang berdekatan yang menunjukkan
adanya struktur prosianidin. Penelitian lain oleh Fu ef al., (2015) mengidentifikasi
proantosianidin dengan FTIR menghasilkan puncak karakteristik pada daerah 1521
dan 767 cm™' yang menandakan terdapatnya prosianidin di apel gajah (Dillenia

indica Linn.). Spektra FTIR dari proantosianidin dapat dilihat pada Gambar 2.8.
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Gambar 2.8. Spektra FTIR proantosianidin apel gajah (Dillenia indica Linn.) (Fu
et al., 2015)

2.9. Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test

Artemia salina Leach merupakan zooplankton dan tergolong sebagai
udang primitif yang berukuran 1-2 cm. Dapat ditemukan pada air dengan salinitas
yang tinggi dan tidak dapat hidup di air tawar. Hidup pada suhu antara 25-30°C,
oksigen terlarut sekitar 3 mg/L, dan pH antara 7,3-8,4. Artemia diperjualbelikan

dalam bentuk telur istirahat yang disebut kista (Hafidloh, 2014).
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Artemia salina L. dapat hidup di lingkungan dengan kadar garam yang

sangat tinggi dan luas (Gajardo dan Beardmore, 2012). Selain itu, Artemia salina
memiliki kesamaan tanggapan dengan mamalia seperti tipe DNA-dependent RNA-

polymerase (DNA yang mengarahkan proses transkripsi RNA) (Panjaitan, 2011).

Gambar 2.9. Larva Artemia salina Leach fase nauplii (Ates et al., 2016)

Fase pertumbuhan Artemia salina yaitu kista, panggung payung, nauplii,
remaja, dan dewasa (Gajardo dan Beardmore, 2012). Uji toksisitas menggunakan
larva udang pada fase nauplii. Nauplii usia 48 jam merupakan usia yang paling
sensitif untuk sebagian besar senyawa uji (Vanhaecke et al., 1981). Gambar 2.9
menampilkan Artemia salina pada fase nauplii. Kematian Artemia salina L.
merupakan parameter yang ditunjukkan saat suatu senyawa memiliki aktivitas
biologi (Meyer ef al., 1982).

Senyawa uji bertindak sebagai racun perut yang dapat menghambat daya
makan larva Artemia salina L. Senyawa uji menyerang sistem pencernaan larva
sehingga mengganggu metabolisme dan menghambat reseptor perasa di mulut
larva. Akibatnya larva tidak dapat mengenali makanannya karena gagal
mendapatkan stimulus rasa sehingga menyebabkan larva kelaparan dan akhirnya

mati (Sadino, dkk., 2017).
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Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu uji
pendahuluan untuk menentukan tingkat toksisitas suatu ekstrak menggunakan larva
udang Artemia salina L. sebagai hewan uji karena sangat mirip dengan sel manusia
(Oratmangun, dkk., 2014). Metode ini digunakan sebagai skrining terhadap
senyawa aktif antikanker karena mudah, cepat, dan murah (Suzery dan Cahyono,
2014).

Toksisitas ekstrak dapat ditentukan dengan nilai LCso (Lethal
Concentration 50). Suatu senyawa kimia dapat dikatakan toksik apabila nilai LCsq
< 1000 ppm. LCso menunjukkan konsentrasi zat yang menyebabkan terjadinya
kematian pada 50% hewan uji. Parameter nilai LCso digunakan untuk mengetahui
adanya potensi aktivitas sitotoksik suatu sampel. Parameter nilai LCso ditunjukkan

dalam Tabel 2.2 (Oratmangun, dkk., 2014).

Tabel 2.2. Parameter nilai LCso aktivitas toksisitas ekstrak

LCso (ppm) Potensi
<30 Antitumor dan antikanker
30-200 Antimikroba
200-1000 Peptisida

Uji toksisitas memiliki korelasi dengan uji sitotoksik apabila mortalitas
terhadap Artemia salina Leach yang ditimbulkan memiliki nilai LCso < 1000

pg/mL. Kategori tingkat toksisitas ditunjukkan pada Tabel 2.3 (Meyer, et al., 1982).

Tabel 2.3. Kategori toksisitas ekstrak

LCso (ppm) Kategori
<30 Sangat toksik
30-1000 Toksik

>1000 Tidak toksik
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Beberapa penelitian menguji toksisitas dari buah anggur dan
membuktikan bahwa buah anggur memiliki aktivitas toksik. Penelitian Mutia
(2010) menguji toksisitas dari ekstrak soxhlet buah anggur lokal menggunakan
metode BSLT dengan waktu inkubasi selama 1 hari menghasilkan nilai LCso
sebesar 648.004 pg/mL. Penelitian lain oleh Atolani et al, (2012) menguji
toksisitas dari ekstrak soxhlet biji anggur lokal menggunakan metode BSLT dengan

waktu inkubasi selama 1 hari menghasilkan nilai LCso sebesar 12,76 pg/mL.



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitan dilaksanakan pada November 2020- Mei 2021 di Laboratorium
Kimia Analitik Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas

Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Pisau dan alat penggiling dengan ayakan 90 mesh digunakan pada tahap
preparasi sampel. Cawan penguap, desikator, spatula, neraca analitik, penjepit
kayu, dan gelas arloji digunakan untuk analisis kadar air. Ekstraktor ultrasonik,
seperangkat alat gelas, neraca analitik, corong buchner, pompa vakum, kertas saring
dan rotary evaporator vacuum digunakan dalam proses ekstraksi dengan metode
ultrasonik. Uji KLT menggunakan oven, chamber, pipa kapiler, dan alat
penyemprot. Identifikasi senyawa proantosianidin menggunakan seperangkat

instrumen UV-Vis dan FTIR.

3.2.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji anggur bali
(Vitis vinifera L. var. Alphonso Lavallee) dari perkebunan di Kabupaten Buleleng,
Bali. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi ultrasonik yaitu metanol (p.a.), aseton
(p.a.), asam klorida (p.a.) dan asam asetat (p.a.). Bahan uji kualitatif proantosianidin

menggunakan larutan FeSO4 2% (b/v), butanol (p.a.), asam klorida (p.a.), dan

26
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metanol (p.a.). Analisis KLT menggunakan aseton (p.a.), asam asetat (p.a.), toluen
(p.a.), metanol (p.a), dan vanillin. Uji toksisitas menggunakan air laut, DMSO, dan

larva udang Artemia salina L.

3.3. Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel
2. Analisis kadar air sampel
3. Ekstraksi senyawa aktif dengan metode ultrasonik
4. Pemisahan dengan KLTA dan KLTP
5. Identifikasi senyawa aktif proantosianidin pada ekstrak biji anggur dengan
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR
6. Uji toksisitas metode BSLT

7. Analisis data

3.4. CaraKerja
3.4.1. Preparasi Sampel

Seratus gram biji anggur bali yang telah dipisahkan dari buahnya dicuci
dengan air. Selanjutnya, biji anggur bali dikeringanginkan tanpa sinar matahari
langsung pada suhu ruang. Setelah itu, dihaluskan sampel yang telah kering hingga
menjadi serbuk dengan alat penggiling menggunakan ayakan 90 mesh. Serbuk

kering biji anggur bali yang diperoleh digunakan sebagai sampel dalam penelitian.
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3.4.2. Analisis Kadar Air
Metode gravimetri digunakan dalam analisis kadar air. Cawan porselen
dipanaskan di dalam oven selama 1 jam pada suhu 105°C. Kemudian, disimpan
dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang. Selanjutnya, sebanyak 2 gram
sampel dimasukkan ke dalam cawan tersebut. Setelah itu, dipanaskan kembali di
dalam oven selama 3 jam pada suhu 105°C. Kemudian, cawan + sampel kering
disimpan di dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang. Perlakuan yang sama

diulangi sampai tercapai berat konstan. Kadar air dihitung menggunakan

Persamaan 3.1 (AOAC, 1984).

Kadar air = %XIOO% .................................................................................... 3.1

Keterangan:

a = berat konstan cawan kosong

b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan

c = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

3.4.3. Ekstraksi Senyawa Aktif Biji Anggur dengan Metode Ultrasonik
Sebanyak 10 gram serbuk biji anggur bali dimasukkan ke dalam 3 botol
vial kaca. Kemudian, masing-masing botol vial ditambahkan pelarut 3 pelarut yang
berbeda yaitu metanol: air: HCI (70: 29: 1), aseton: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5)
dan metanol: air: asam asetat (70: 29,9: 0,1) masing-masing sebanyak 100 mL.
Ekstraksi dilakukan pada frekuensi 20 kHz selama 20 menit. Setelah itu, hasil
ekstraksi yang diperoleh dipisahkan dengan corong buchner. Kemudian, dipekatkan
filtrat hasil ekstraksi dengan rotary evaporator vacuum pada suhu 50°C lalu

ditimbang dan dihitung rendemennya dengan Persamaan 3.2.



O ReNdemen = co K 0% oo (3.2)

Berat sampel

3.4.4. Pemisahan Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Analitik
(KLTA)

Plat silika gel F2s4 digunakan sebagai fase diam dengan ukuran 5x10 cm.
Setelah itu, diberi garis pada batas tepi bawah dengan jarak 1,5 cm untuk
menentukan titik awal penotolan dan batas akhir elusi diberi garis pada tepi atas
dengan jarak 0,5 cm. Kemudian, plat silika gel F2s4 diaktivasi dengan cara dioven
untuk menghilangkan kadar airnya pada suhu 100°C selama 5 menit. Selanjutnya,
dilakukan penotolan sampel masing-masing sebanyak 5, 10 dan 15 totolan dan
diberi jarak antar totolan 1 cm. Kemudian ditunggu hingga totolan kering.

Plat tersebut kemudian dielusi dengan eluen aseton: asam asetat: toluena
(3: 1: 3) dalam bejana yang telah dijenuhkan selama 1 jam. Ketika eluen mencapai
garis batas atas maka elusi dihentikan. Selanjutnya, dikeringanginkan plat dan
disemprot dengan reagen vanillin-HCI (2,5 g vanilin dilarutkan dalam 50 mL HCl
pekat). Selanjutnya, dihitung nilai Rr serta diamati noda yang terbentuk. Hasil
penotolan terbaik dilakukan uji KLTA kembali dengan langkah yang sama

menggunakan plat silika gel F2s4 ukuran 2x10 cm.

3.4.5. Pemisahan Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif
(KLTP)

Plat silika gel F2s4 digunakan sebagai fase diam dengan ukuran 10x10 cm.
Setelah itu, diberi garis pada batas tepi bawah dengan jarak 1,5 cm untuk
menentukan titik awal penotolan dan batas akhir elusi diberi garis pada tepi atas

dengan jarak 0,5 cm. Kemudian, plat silika gel F2s4 diaktivasi dengan cara dioven
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untuk menghilangkan kadar airnya pada suhu 100°C selama 5 menit. Selanjutnya,
dilakukan penotolan sebanyak 5 totolan sepanjang garis batas bawah.

Plat tersebut kemudian dielusi dengan eluen aseton: asam asetat: toluena
(3: 1: 3) dalam bejana yang telah dijenuhkan selama 1 jam. Ketika eluen mencapai
garis batas atas maka elusi dihentikan. Kemudian, plat dikeringanginkan. Setelah
itu, dihitung nilai Rr setiap noda yang terbentuk. Selanjutnya, dikerok noda dugaan
senyawa proantosianidin lalu dilarutkan dengan metanol (p.a) dan disentrifugasi.
Kemudian, diambil supernatan dan dikeringanginkan untuk identifikasi dengan

FTIR dan UV-Vis

3.4.6. Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis (Vivas et al, 2006)
Metode yang digunakan adalah butanolisis dalam media hidroklorida
dengan garam besi (FeSOs) sebagai katalis. Sebanyak 2 mg ekstrak dilarutkan
dalam 10 ml metanol (p.a). Selanjutnya, dipipet sebanyak 1 ml larutan hasil isolat
KLTP, 6 ml butanol: HCI1 (95: 5) dan 0,2 ml larutan FeSO4 2% ditambahkan ke
dalam tabung reaksi gelas (10 ml) dengan penutup. Tabung ditutup rapat, dikocok
dan reaksi dibiarkan berkembang selama 40 menit dalam penangas air pada 95°C.
Setelah itu, didinginkan dalam air es. Intensitas warna yang dikembangkan diukur
pada rentang panjang gelombang 400-800 nm. Diulangi perlakuan diatas untuk

hasil isolat KL TP.

3.4.7. Identifikasi dengan Spektrofotometer FTIR
Identifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR dilakukan terhadap

supernatan yang diperoleh dari hasil KLT preparatif. Supernatan kemudian



31
ditambahkan dengan padatan KBr, didiamkan, lalu campuran diletakkan di preparat
dan ditekan menggunakan alat penekan, sehingga membentuk pelet. Selanjutnya,

sampel diletakkan di sample holder, dibaca spektrum FTIR pada rentang bilangan

gelombang 4000 cm™—400 cm™.

3.4.8. Uji Toksisitas Ekstrak Biji Anggur Bali terhadap Larva Udang
Artemia salina Leach
3.4.8.1. Penetasan Larva Udang Artemia salina Leach (Hafiz, 2017)
Larva udang Artemia salina L. ditetaskan dengan cara dimasukkan 250
mL air laut ke dalam wadah penetasan. Setelah itu, dimasukkan 2,5 mg telur

Artemia salina L. lalu diaerasi dan diberi pencahayaan selama +48 jam. Telur akan

menetas dan larva udang siap untuk digunakan sebagai target uji toksisitas.

3.4.8.2. Uji Toksisitas Ekstrak Biji Anggur Bali

Larutan stok dibuat dengan melarutkan 10 mg ekstrak kasar ke dalam 100
mL pelarutnya untuk memperoleh konsentrasi 100 ppm. Selanjutnya, dibuat 5
variasi konsentrasi, yaitu 10, 20, 30, 40 dan 50 pg/mL, kemudian dimasukkan ke
botol vial untuk diuapkan pelarutnya. Setelah itu, dibuat larutan ragi dengan
melarutkan 3 mg ragi dalam 5 mL air laut. Satu tetes larutan ragi ditambahkan 100
uL DMSO ke dalam vial berisi ekstrak, kemudian dikocok hingga larut sempurna.
Sebanyak 10 ekor Artemia salina dimasukkan ke dalam vial dan ditambah air laut
hingga volumenya 10 mL. Uji toksisitas dilakukan dalam 3 kali pengulangan untuk
setiap konsentrasi. Setelah itu, disimpan vial di bawah lampu pijar selama 24 jam
dan diamati kematian larva udang. Kematian larva udang dalam larutan ekstrak

dibandingkan dengan dua kontrol, yaitu kontrol pelarut dan kontrol DMSO.
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Kontrol pelarut dibuat dengan mengambil 1 mL pelarut ke dalam vial dan
divapkan, ditambah dengan 100 pL DMSO, setetes larutan ragi roti dan 2 mL air
laut kemudian dikocok. Selanjutnya, dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia
salina L. ke vial, ditambah air laut hingga volumenya 10 mL. Setelah itu, disimpan
vial di bawah lampu pijar selama 24 jam dan diamati kematian larva udang.
Kontrol DMSO dibuat dengan memasukkan 100 pL. DMSO ke vial.
Kemudian, setetes larutan ragi roti, serta 10 ekor larva udang Artemia salina L
dimasukkan ke vial dan ditambah air laut hingga volumenya menjadi 10 mL. Vial
disimpan di bawah lampu pijar selama 24 jam dan diamati kematian larva udang.
Setelah itu, dihitung persen kematian larva dan kematian larva menggunakan
Persamaan 3.3 dan Persamaan 3.4. Selanjutnya, data yang diperoleh dianalisis

dengan menggunakan analisis probit untuk mencari nilai LCso (Mawaddah, 2019).

Modus (jumlah larva yang mati)

%Mortalitas =

Jumlah larva uji (10 ekor)

Mortalitas = %Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva (50)..........ccccceeeverennnnn. (3.4)

3.4.8.3. Analisis Data
Hasil berupa data-data yang diperoleh dari hasil uji toksisitas dibuat dalam
bentuk tabel. Selanjutnya, nilai LCso dicari menggunakan analisis data probit

dengan aplikasi program Minitab 19.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Preparasi Sampel

Sampel biji anggur bali didapatkan dari perkebunan di Kabupaten
Buleleng, Bali. Proses awal preparasi sampel yaitu pencucian untuk membersihkan
kotoran yang menempel pada sampel, berat bersih sampel yang diperoleh yaitu
sebanyak 250 gram. Proses selanjutnya yaitu pengeringan dengan cara diangin-
anginkan pada suhu ruang tanpa sinar matahari langsung yang berfungsi untuk
mengurangi kandungan air dalam sampel. Perubahan warna dari hijau kecokelatan
menjadi cokelat terjadi pada sampel yang telah kering.

Sampel dihaluskan dengan menggunakan pengayak berukuran 90 mesh
untuk menyeragamkan ukuran dan memperluas permukaan partikel sampel. Voight
(1995) menlaporkan bahwa semakin kecil ukuran partikel sampel maka semakin
besar luas permukaannya yang dapat mempercepat proses ekstraksi, hal ini terjadi
karena kontak antara sampel dengan pelarut akan semakin besar. Serbuk biji anggur

bali kering diperoleh sebanyak 235 gram.

4.2. Ekstraksi Ultrasonik Biji Anggur Bali

Senyawa-senyawa aktif (diantaranya proantosianidin) dari dalam sampel
dapat diambil oleh pelarut melalui ekstraksi ultrasonik. Ekstraksi dengan jenis alat
probe system dilakukan pada frekuensi 20 kHz. Suhu yang dihasilkan selama 20
menit proses ekstraksi sebesar 56-58°C. Senyawa aktif seperti flavan-3-ol dan

proantosianidin dalam sampel biji anggur bali tidak rusak pada suhu tersebut.
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Senyawa flavan-3-ol terdegradasi pada suhu 60°C (Fuleki dan Ricardo, 2003) dan
proantosianidin terdegradasi pada suhu 100-140,8°C (Larrauri et al., 1997).

Penggunaan variasi pelarut metanol: air: HCI (70:29:1) (MAH), aseton:
air: asam asetat (70:29,5:0,5) (AAA), dan metanol: air: asam asetat (70:29,9:0,1)
(MAA) bertujuan untuk mencari pelarut optimum yang memiliki tingkat toksisitas
tertinggi. Selain itu, penggunaan variasi pelarut tersebut juga bertujuan agar
senyawa proantosianidin terekstrak lebih optimal dalam bentuk aglikonnya yang
bersifat polar. Senyawa dalam sampel yang bersifat polar maupun nonpolar dapat
terlarut dalam pelarut metanol ataupun aseton. Hal ini karena metanol memiliki
gugus hidroksil dan aseton memiliki gugus keton yang bersifat polar, selain itu
keduanya juga memiliki gugus alkil yang bersifat non polar. Penggunaan asam
asetat dan HCI berfungsi untuk mempercepat pemutusan ikatan peptida glikosida
antara senyawa glikon (gula) dan aglikon (bukan gula) (Anggraeni, 2014).

Filtrat yang diperoleh dari ketiga variasi pelarut tidak memiliki perbedaan
intensitas warna yang dapat diamati secara kasat mata. Filtrat MAH dan MAA
memiliki warna merah bata, sedangkan filtrat dari pelarut AAA memiliki warna
merah bata keruh. Hasil filtrat dari ketiga variasi pelarut dapat diamati pada Gambar
4.1.

Ketiga filtrat tersebut kemudian dipekatkan dan diperoleh hasil akhir
berupa ekstrak pekat berwarna coklat kehitaman. Berat ketiga ekstrak pekat
tersebut kemudian ditimbang untuk mendapatkan persentase rendemennya. Hasil
penimbangan dan presentase rendemen ketiga ekstrak dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Ekstrak MAH memberikan hasil rendemen tertinggi diantara pelarut

lainnya. Hasil ini dipengaruhi oleh asam yang digunakan yaitu HCI. Penelitian Xu
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et al., (2010) melaporkan bahwa penambahan HCl memberikan rendemen hasil
ekstraksi yang lebih tinggi daripada penambahan asam asetat, hal ini mungkin
karena fakta bahwa HCIl dapat menurunkan pH dan menghasilkan ekstraksi
senyawa fenol tambahan. Pratiwi (2016) melaporkan bahwa peningkatan
konsentrasi HCl menyebabkan bertambahnya ion H' untuk membentuk ion
carbonium-oxonium siklik yang menyebabkan ikatan glikosidik semakin mudah

terputus.

4.3. Pemanfaatan Ekstrak Biji Anggur Bali dalam Perspektif Islam

Allah Swt. menurunkan al-Qur’an melalui Nabi Muhammad saw. untuk
dijadikan petunjuk dan pedoman bagi umat manusia. Di dalam al-Qur’an terdapat
banyak anjuran yang mengajak manusia untuk menghayati alam semesta dan segala
isinya. Maka dari itu, sudah sepatutnya manusia sebagai makhluk ciptaan Allah
Swt. yang dikaruniai akal untuk menggunakan akal pikirannya dalam melakukan
observasi alam sehingga diperoleh penemuan baru yang selaras dengan al-Qur’an
(Shihab, 2001), salah satunya dengan adanya penelitian mengenai ekstrak biji
anggur bali ini.

Terdapat hikmah dan manfaat atas segala sesuatu yang diciptakan oleh
Allah Swt. Semua itu merupakan bukti keesaan, keagungan dan kekuasaan Allah
Swt. Sebagaimana Allah Swt. berfirman dalam al-Qur’an surat Ali ‘Imron ayat 190-

191:
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam
dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal, (vaitu)
orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau dalam keadaan
berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia;
Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.” (QS. Ali’ Imran: 190-191).

Berdasarkan Tafsir al Azhar oleh Buya Hamka (2015) ayat tersebut
menjelaskan bahwa seorang hamba diarahkan oleh Allah Swt. untuk merenungkan
penciptaan alam, langit, dan bumi serta pergantian siang dan malam yang penuh
dengan tanda-tanda kebesaran Allah Swt. Kemampuan seseorang dalam memahami
hal tersebut akan menjadikannya ulul albab. Ulul albab adalah orang yang banyak
berdzikir dan berpikir.

Menurut Ibnu Katsir, insan yang memiliki kemampuan pemikiran dan
intelektualitas yang bersih dan sempurna sehingga dapat memahami hakikat
sesuatu secara benar adalah insan yang ulul albab (Ar-Rifa’i dan Nasib, 1999).
Dalam hal menjadi insan yang ulul albab, ayat di atas mendorong manusia untuk
merenungkan penciptaan alam semesta beserta isinya. Manusia akan sadar akan
kebesaran Allah Swt. dan dapat mengetahui bahwa segala sesuatu yang diciptakan-
Nya tidak ada yang sia-sia tak terkecuali tumbuhan.

Biji anggur merupakan bagian dari tumbuhan anggur yang diciptakan
Allah Swt. dengan berbagai manfaat di bidang farmakologi, di antaranya sebagai

anti-diabetes (Montagut ef al., 2010), antioksidan (Pastrana-Bonilla et al., 2003),
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anti-kolesterol (Natella et al., 2002), anti-inflamasi (Terra et al., 2011), anti-
penuaan (Balu et al., 2006), antibakteri (Ghouila et al., 2017), dan anti-tumor (Zhou
dan Raffoul, 2012). Bioaktivitas biji anggur yang beragam menyebabkan bagian
tumbuhan ini memiliki potensi untuk dijadikan sebagai obat. Nabi Muhammad saw.

bersabda:

25 38 A0 03 7 130 2155 el 13152155 15 KO

Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan obat yang tepat untuk

suatu penyakit, maka akan sembuhlah si penderita dengan izin Allah.” (HR.
Muslim).

Hadits tersebut menjelaskan bahwa segala jenis penyakit pasti ada
obatnya dan Allah Swt. akan menyembuhkan suatu penyakit asalkan ada usaha
untuk mengatasi penyakit tersebut. Penelitian ini merupakan salah satu bentuk
usaha kita untuk mengetahui potensi biji anggur sebagai obat. Allah Swt. berfirman

dalam QS. al-Furqgan (25) ayat 2:
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Artinya: “Yang memiliki kerajaan langit dan Bumi, tidak mempunyai anak, tidak
ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(Nya), dan Dia menciptakan segala sesuatu,
lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.” (QS. Al-Furqan: 2)

Berdasarkan Tafsir Ibnu Katsir, ¢ ) a8 B88 ¢ i K 31T ) memiliki arti

segala sesuatu selain Dia (Allah) adalah makhluk (yang diciptakan) dan marbub
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(yang berada di bawah kekuasaan-Nya). Dia-lah pencipta segala sesuatu, Rabb,
Raja dan Ilahnya. Sedangkan segala sesuatu berada di bawah kekuasaan, aturan,
tatanan, dan takdir-Nya (Ad-Damasyqi, 2004). Sebagaimana Allah Swt.
menciptakan biji anggur bali dengan potensi sebagai antikanker dan antibakteri

dengan kadar atau ukuran tertentu.



BAB V

PENUTUP

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh maka dapat disimpulkan

bahwa:

a) Ekstrak yang memiliki toksisitas dengan kategori sangat kuat yaitu ekstrak
MAH yang berpotensi sebagai antikanker dan antitumor.

b) Identifikasi UV-Vis ekstrak biji anggur bali dengan pelarut MAH, AAA, dan
MAA dengan metode bate-smith menandakan adanya senyawa proantosianidin
pada semua variasi esktrak.

c) Isolat KLTP MAA pada Rr 0,42 diduga tidak terdapat senyawa proantosianidin.

5.2. Saran

Perlu dilakukan penambahan uji yaitu dengan pelarut aseton: air: HCI
sehingga dapat dapat diketahui efek dari penggunaan HCI terhadap nilai rendemen
dan LCso. Kemudian, perlu dilakukan uji bioaktivitas lebih lanjut terhadap ekstrak
biji anggur bali dengan pelarut MAH karena bersifat sangat toksik dan berpotensi
sebagai antitumor dan antikanker. Selanjutnya, diperlukan standar proantosianidin
sehingga hasil noda KLT, hasil spektra UV-Vis dan FTIR dapat dibandingkan

untuk mempermudah penelitian.
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Lampiran 2. Skema Kerja
L2.1 Preparasi Sampel

Biji Anggur

- Dicuci dan dibersihkan sebanyak 100 g
- Dikering anginkan pada suhu ruang selama 5 hari
- Diblender dan diayak dengan ayakan 0,15 mm

Serbuk kering

L2.2 Analisis Kadar Air

Cawan

- Dipanaskan cawan suhu 105°C selama 1 jam

- Didinginkan dalam desikator selama 30 menit

- Ditimbang sampai konstan

- Dimasukkan 2 gram sampel dan dipanaskan suhu 105°C selama 3 jam
- Didinginkan dalam desikator selama 30 menit

- Ditimbang kembali

- Diulangi sampai berat konstan

- Dihitung kadar air, menggunakan rumus:

Kadar Air = 829 100%
(b—a)

Hasil

L2.3 Ekstraksi Senyawa Aktif

Serbuk biji anggur

- Ditimbang sebanyak 1 gram dan dimasukkan dalam Erlenmeyer

- Ditambahkan 10 mL pelarut metanol: air: HCI (70: 29: 1)

- Diekstraksi dengan ekstraktor ultrasonik pada frekuensi 20 kHz
selama 20 menit

- Disaring ekstrak dengan corong buchner

- Dikumpulkan ekstrak pekat yang diperoleh

- Dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C

- Dihitung rendemen

Hasil

Ket: Diulangi langkah di atas untuk pelarut aseton: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5)
dan metanol: air: asam asetat (70: 29,5: 0,5)
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L.2.5 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLTA dan KLTP
L2.5.1 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLTA

Plat KLT GegoF2s4

- Diberi penanda pada plat KLT ukuran 5 x 10 cm pada tepi bawah plat
dengan jarak 1,5 cm sebagai posisi pentotolan

- Diberi penanda pada bagian tepi atas sepanjang 0,5 cm sebagai batas
proses elusi

- Diaktivasi plat silika dengan di oven pada suhu 100°C selama 5 menit

- Diatur jarak antar totolan sepanjang 1 cm

- Ditotolkan ekstrak pada plat dengan variasi 5, 10, dan 15 totolan

- Ditunggu hingga totolan mengering

- Disiapkan eluen aseton: asam asetat: toluena (3: 1: 3) dalam bejana

- Dijenuhkan selama 1 jam

- Dielusi plat KLT hingga batas atas elusi

- Dikeluarkan plat dari bejana dan dikeringanginkan

- Disemprot dengan reagen vanillin-HCI

- Dihitung nilai Rr dan diamati noda yang terbentuk

Hasil

Ket: Diulangi langkah diatas pada hasil penotolan terbaik dengan ukuran plat KLT
2x10 cm.

L2.5.2 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLTP

Plat KLT GegoF2s4

- Diberi penanda pada plat KLT ukuran 10 x 10 cm pada tepi bawah plat
dengan jarak 1,5 cm sebagai posisi pentotolan

- Diberi penanda pada bagian tepi atas sepanjang 0,5 cm sebagai batas
proses elusi

- Diaktivasi plat silika dengan di oven pada suhu 100°C selama 5 menit

- Ditotolkan ekstrak pada plat sebanyak 5 totolan sepanjang garis batas
bawah

- Dikeringanginkan

- Disiapkan eluen aseton: asam asetat: toluena (3: 1: 3) dalam bejana

- Dijenuhkan selama 1 jam

- Dielusi plat KLT hingga batas atas elusi

- Dikeluarkan plat dari bejana dan dikeringanginkan

- Dihitung nilai Rr dan diamati noda yang terbentuk

- Dikerok noda yang terbentuk yang merupakan dugaan senyawa
proantosianidin

- Dilarutkan dalam metanol p.a dan disentrifugasi

- Diambil supernatan dan diuapkan

Isolat dugaan proantosianidin
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L2.6 Uji Toksisitas

Ekstrak Kasar Biji Anggur Bali

-Ditimbang 10 mg

_Ditambahkan pelarut masing-masing sebanyak 100 mL untuk
membuat larutan stok 100 ppm

-Dipipet larutan stok 100 ppm sebanyak 1, 2, 3, 4, dan 5 mL ke dalam
botol vial

-Diuapkan pelarutnya hingga kering

-Ditambahkan 100 uL dimetil sulfoksida (DMSO)

-Ditambahkan 1 tetes larutan ragi roti

-Ditambahkan 2 mL air laut dan dikocok hingga isolat larut
-Ditambahkan air laut hingga volumenya 10 mL sehingga diperoleh
konsentrasi larutan 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm

-Dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia salina L.

-Dibiarkan selama 24 jam

-Dihitung kematian larva udang setelah 24 jam

Hasil

L2.7 Identifikasi Proantosianidin dengan UV-Vis

Isolat KLTP

- Diambil 0,2 mg dan tuang dalam beaker glass
- Ditambahkan 5 mL metanol

Larutan sampel

- Diambil 1 ml

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 6 mL larutan butanol/HCI (95: 5, v: v)

- Ditambahkan 0,2 mL larutan FeSOj4

- Ditutup rapat tabung reaksi

- Dikocok tabung

- Ditaruh dalam penangas air selama 40 menit pada suhu 95 °C

- Didinginkan dalam air es

- Diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang
gelombang 400-800 nm

Hasil




L2.8 Identifikasi Proantosianidin dengan FTIR

Isolat KLTP

- Diambil 0,2 mg

- Ditambah 200 mg KBr

- Diletakkan di preparat

- Ditekan dengan alat penekan hingga membentuk pellet

- Diletakkan di sample holder

- Dibaca spektranya pada bilangan gelombang 4000 cm™'—400 cm’!

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan
L3.1 Pembuatan Larutan Metanol : Air : HCI (70:29:1) (MAH)

70
Metanol = ﬁ x 100 ml =70 mL

, 29

Air =100 x 100 ml =29 mL
1

HCI —EXIOOml =1mL

Cara pembuatan: dipipet 70 mL metanol, dipipet 29 mL akuades dan dipipet 1 mL
HCI, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel.

L3.2 Pembuatan Larutan Aseton : Air : Asam asetat (70:29,5:0,5) (AAA)

70
Aseton —EXIOO ml =70ml
Ai 295 100 ml =29,5ml
ir = IOOX ml =29,5m

0.5
Asam asetat = m x 100 ml =0,5ml

Cara pembuatan: dipipet 70 mL aseton, dipipet 29,5 mL akuades dan dipipet 0,5
mL asam asetat, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel.

L3.3 Pembuatan Larutan Metanol : Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) (MAA)

70
Aseton —EXIOO ml =70ml
Ai _299 100 ml =29,9 ml
ir _IOOX ml =299 m

0.5
Asam asctat = ﬁ x 100ml =0,1 ml

Cara pembuatan: dipipet 70 mL metanol, dipipet 29,9 mL akuades dan dipipet 0, 1
mL asam asetat, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel.

L3.4 Pembuatan Larutan Pengembang Aseton: Asam asetat: Toluena (3:1:3)

Aseton =;X7ml =3 ml

1
Asam asetat = ; x7ml =1ml
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3
Toluena = 7 x7ml =3 ml

Cara pembuatan: dipipet 3 mL aseton, dipipet 1 mL asam asetat dan dipipet 3 mL
toluene, kemudian dimasukkan dalam chamber.

L3.5 Pembuatan Reagen Vanillin

_ mg

ppm  volume (1000 ml)
~1000mg

PP - 20ml
~1000mg 50

ppm ~ 20ml 50
B 50000 mg

PP ~ 1000ml
B 50000 mg
1L

ppm = 50000 ppm

Cara pembuatan: ditimbang vanillin 1 gram, ditambahkan 20 mL HCl p.a.

L3.6 Pembuatan Larutan FeSO4 2% (b/v)

oyl
Larutan FeSO42 % = TWE)L X 50 mL

=1 gram dalam 50 mL akuades

Cara pembuatan FeSO4 2% yaitu padatan FeSO4 ditimbang sebanyak 1
gram. Setelah itu, dimasukkan ke dalam gelas beaker dan dilarutkan dengan
akuades. Selanjutnya, dituangkan ke dalam labu ukur 50 mL. Kemudian ditanda
bataskan dengan akuades dan dikocok hingga homogen.

L3.7 Pembuatan Larutan Stok 100 ppm untuk Uji Toksisitas

Volume labu ukur = 100 mL
ppm = pg/mL
M larutan stok = 100 ppm = 100 pg/mL
Massa ekstrak = 100 pg/mL x 100 mL
=10.000 pg
=10 mg
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Jadi untuk pembuat larutan stok 100 ppm, dibutuhkan esktrak sebanyak 10 mg,
kemudian ditambahkan oleh pelarutnya hingga tanda batas dan dikocok hingga
homogen.

L3.8 Pembuatan Larutan Uji Toksisitas Konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm

e 10 ppm
MixVi=M2x V2
100 ppm x V1 =10 ppm x 10 mL
Vi=1mL
Jadi, untuk membuat larutan uji 10 ppm diperlukan larutan stok 100 ppm
sebanyak 1 mL.

Tabel L.3.1. Pembuatan larutan uji toksisitas konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm
Konsentrasi (ppm) Volume yang diambil dari larutan stok 100 ppm (mL)
10 1

20 2
30 3
40 4
50 5
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