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ABSTRAK

Mahmudah. 2022. Uji Aktivitas Antioksidan dan ldentifikasi Senyawa Metabolit
Sekunder Fraksi Etil Asetat dan n-Heksana Hasil Hidrolisis Ekstrak
Etanol Daun Kersen (Muntingia calabura L.). Skripsi. Program Studi
Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: A. Ghanaim Fasya, M.Si; Pembimbing
I1;: Dr. M. Mukhlis Fahruddin, M.S.I.

Kata kunci: Kersen (Muntingia calabura L.), Ekstraksi Ultrasonik waterbath, Metabolit
Sekunder, Antioksidan, UV-Vis, FTIR.

Kersen (Muntingia calabura L.) merupakan tanaman yang tersebar luas di
Indonesia dan dapat dimanfaatkan sebagai obat herbal. Daun kersen mengandung senyawa
aktif yang berpotensi sebagai antioksidan, antimikroba, antidiabetes, dan aktivitas
farmakologi lainnya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan fraksi
etil asetat dan n-heksana daun kersen, serta untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa
metabolit sekunder fraksi etil asetat dan n-heksana daun kersen dengan uji fitokimia dan
Spektrofotometer UV-Vis serta FTIR.

Senyawa metabolit sekunder diperoleh dengan cara ekstraksi ultrasonik
menggunakan pelarut etanol p.a. Ekstrak pekat etanol yang diperoleh dihidrolisis dengan
HCI 2 N dan dinetralkan menggunakan natrium bikarbonat, kemudian dipartisi dengan dua
variasi pelarut yaitu etil asetat dan n-heksana. Hasil ekstrak dan fraksi yang diperoleh
dilakukan uji fitokimia dan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH,
selanjutnya diidentifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung dengan
Spektrofotometer UV-Vis serta FTIR.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa nilai aktivitas antioksidan dari ekstrak
etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-heksana memiliki nilai 1Cso berturut-turut sebesar
12,75; 9,61; 9,82 ppm dan nilai AAI berturut-turut sebesar 6,20; 8,22; 8,05. Hasil uji
fitokimia ekstrak etanol menunjukkan adanya kandungan senyawa flavonoid, saponin,
tanin, steroid, dan triterpenoid. Fraksi etil asetat mengandung senyawa flavonoid, saponin,
tanin, triterpenoid, sedangkan pada fraksi n-heksana mengandung flavonoid, tanin, steroid,
dan triterpenoid. ldentifikasi menggunakan Spektrofotometer UV-Vis menunjukkan
adanya transisi T — ©* (C=C tidak terkonjugasi), m —» 7* (C=C terkonjugasi), dan n—» *
(C=0). Hasil identifikasi menggunakan Spektrofotometer FTIR menunjukkan adanya
serapan gugus fungsi —-OH, C=C aromatik, C=0, —-CHs;, —CH_, dan C-O.
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ABSTRACT

Mahmudah. 2022. Antioxidant Activity Test And Identification Of Secondary
Metabolite Compounds Of Ethyl Acetate And n-Hexane Fraction Result
On Hydrolysis Of Kersen Leaves Ethanol Extract (Muntingia calabura
L.). Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology,
Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang. Supervisor I: A.
Ghanaim Fasya, M.Si; Supervisor Il: Dr. M. Mukhlis Fakhruddin, M.Si.

Keywords: Kersen (Muntingia calabura L.), Ultrasonic Extraction waterbath, Secondary
Metabolites, Antioxidants, UV-Vis, FTIR.

Kersen (Muntingia calabura L.) is a plant that is widespread in Indonesia and can
be used as herbal medicine. Kersen leaves contain active compounds that have the potential
as antioxidants, antimicrobials, antidiabetics, and other pharmacological activities. This
study aims to determine the antioxidant activity of the ethyl acetate and n-hexane fractions
of kersen leaves, as well as to determine the results of the identification of secondary
metabolites of the ethyl acetate and n-hexane fractions of kersen leaves by phytochemical
tests and UV-Vis spectrophotometer and FTIR.

Secondary metabolite compounds were obtained by ultrasonic extraction using
ethanol p.a as a solvent. The concentrated ethanol extract obtained was hydrolyzed with 2
N HCI and neutralized using sodium bicarbonate, then partitioned with two variations of
solvents, namely ethyl acetate and n-hexane. The extracts and fractions obtained were
tested for phytochemical and antioxidant activity tests using the DPPH method, then
identified secondary metabolites contained by UV-Vis Spectrophotometer and FTIR.

The results of this study showed that the antioxidant activity values (ICsg) of the
ethanol extract, ethyl acetate fraction, and n-hexane fraction were 12.75; 9.61; 9.82 ppm
and a consecutive AAI score of 6,20; 8,22; 8,05. The results of the phytochemical test of
the ethanol extract showed the presence of flavonoid compounds, saponins, tannins,
steroids, and triterpenoids. The ethyl acetate fraction contains flavonoids, saponins,
tannins, and triterpenoids, while the n-hexane fraction contains flavonoids, tannins,
steroids, and triterpenoids. Identification using UV-Vis Spectrophotometer shows the
transitions t—7* (unconjugated C=C), n—n* (conjugated C=C), and n—n* (C=0). The
results of identification using the FTIR Spectrophotometer showed the absorption of
functional groups —OH, C=C aromatic, C=0, —CHj3, —CH, and C-0.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Muntingia calabura L. merupakan pohon yang selalu hijau terus-menerus,
berbunga, berbuah sepanjang tahun, dan mudah untuk ditemukan. Kersen
(Muntingia calabura L.) banyak dijumpai di daerah tropis, antara lain, Indonesia,
Philipina dan Meksiko (Korompis et al., 2020). Sejak dahulu, kersen digunakan
sebagai obat tradisional untuk menurunkan panas, menghilangkan sakit kepala, dan
flu (Siddiqua et al., 2010). Keberadaan tanaman kersen yang melimpah tersebut,
berpotensi dalam penyediaan kebutuhan sumber daya manusia yaitu sebagai bahan
baku dalam pembuatan obat-obatan. Dalam Q.S. Asy Syu’ara ayat 7 Allah Swt.
berfirman;
D A5 I o e Wl 8 231 s

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan) yang
baik?”.

Kata “ila” yang terdapat dalam awal surah Asy Syu’ara ayat 7 “awalam yara
ila al-ardh” yang berarti mengajak kepada manusia untuk berfikir dalam hal ciptaan
Allah Swt. yang ada di bumi, diantaranya hamparan tanah yang luas membentang
dengan keanekaragaman tumbuhannya (Shihab, 2002). Ayat tersebut,
memerintahkan kepada manusia untuk mengamati serta mempelajari ciptaan-Nya
yang ada di bumi, baik hewan, tumbuhan bahkan sesamanya di langit maupun di
bumi, karena dalam penciptaan segala sesuatu tersebut dapat dimanfaatkan. Semua
yang Allah Swt. ciptakan memiliki manfaat bahkan ada beberapa diantaranya yang

belum pernah diketahui manfaatnya oleh manusia. Ayat tersebut menunjukkan pula
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diantaranya penciptaan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik, dan pada
penciptaannya Allah Swt. menunjukkan tanda dari kebesaran-Nya. Seperti hal-nya
tanaman kersen yang memiliki banyak manfaat terutama dalam bidang obat-obatan.

Berbagai penelitian menyebutkan bahwa daun kersen memiliki banyak
khasiat dan manfaat. Aktifitas farmakologis yang terkandung dalam daun kersen
diantaranya ialah sebagai antiseptik (llkafah, 2018), antimikroba (Arum et al.,
2012), antitumor, antidiabetes (Siddiqua et al., 2010), serta sebagai antioksidan
alami (Winahyu et al., 2018). Identifikasi aktivitas antioksidan dari daun kersen
diawali dengan ekstraksi ultrasonik.

Metode ekstraksi ultrasonik direkomendasikan sebagai salah satu teknik
ekstraksi konvensional karena biayanya murah, sederhana dan efisien (Bimakr et
al., 2013). Menurut ince et al. (2013), rendemen yang diperoleh dari ekstraksi
menggunakan ultrasonik lebih besar dibandingkan metode maserasi serta waktu
yang dibutuhkan juga lebih singkat. Penelitian Nofita et al. (2021) membandingkan
hasil ekstraksi ultrasonik dengan waktu 20 menit dan ekstraksi maserasi dengan
waktu 3x24 jam pada sampel daun jambu biji Australia, dan diperoleh hasil
rendemen yang lebih tinggi pada ekstraksi ultrasonik yaitu 30,67 % dibandingkan
hasil rendemen dari teknik maserasi sebanyak 18,67 %. Khowas (2021) melakukan
ekstraksi daun beluntas (Pluchea indica L.) menggunakan metode ultrasonik
dengan variasi pelarut yaitu etanol, etil asetat, dan n-heksana selama waktu 20
menit pada frekuensi 42 KHz menghasilkan rendemen sebesar 15,3 % pada ekstrak
etanol, 2,4 % pada ekstrak etil asetat, dan ekstrak n-heksana diperoleh rendemen
sebesar 2,1 %. Sekarsari et al. (2019) juga telah melakukan ekstraksi daun jambu

biji menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dengan variasi waktu ekstraksi 10,
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20, dan 30 menit, lalu diperoleh hasil rendemen berturut-turut yaitu 12,86 %; 16,26
%; 13,54 % yang menyatakan bahwa pada waktu 20 menit merupakan waktu
terbaik dengan hasil rendemen yang paling tinggi. Dalam penelitian ini, ekstraksi
ultrasonik daun kersen menggunakan pelarut etanol. Etanol digunakan sebagai
pelarut karena bersifat universal, dan mudah didapatkan, selain itu etanol
merupakan pelarut polar yang mudah menguap sehingga baik untuk digunakan
sebagai pelarut ekstrak.

Metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak etanol dari hasil ektraksi
ultrasonik masih berbentuk glikosida sehingga diperlukan hidrolisis untuk memutus
ikatan glikosida menjadi senyawa glikon dan aglikon. Pemutusan ikatan dengan
cara hidrolisis dapat dilakukan menggunakan asam klorida 2 N. Cara tersebut
didukung oleh penelitian Artati et al. (2012) yang melakukan hidrolisis pelepah
pisang dengan membandingkan asam klorida (HCI) dan asam sulfat (H2SO4) pada
variasi konsentrasi 1 N, 1,5 N, 2 N, 2,5 N, dan 3 N, hasil optimum diperoleh pada
variasi asam klorida dengan konsentrasi 2 N dalam memperoleh kadar glukosa
tertinggi. Hidrolisat yang dihasilkan berupa metabolit sekunder yang telah terputus
dengan gugus gulanya. Metabolit sekunder memiliki kepolaran yang berbeda-beda,
sehingga diperlukan pemisahan untuk lebih menspesifikkan metabolit sekunder
yang diperoleh. Pemisahan tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan metode
partisi (ekstraksi cair-cair).

Metode partisi merupakan pemisahan berdasarkan kepolarannya. Pelarut
yang digunakan dalam proses partisi adalah etil asetat dan n-heksana. Pemilihan
pelarut etil asetat dan n-heksana sebagai fraksi agar diperoleh senyawa aktif yang

lebih spesifik berdasarkan kepolaran pelarut. Pelarut etil asetat merupakan salah
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satu pelarut organik yang bersifat semi polar dan senyawa aktif antioksidan seperti
senyawa fenolik cenderung larut pada pelarut semi polar. Pelarut n-heksana
merupakan pelarut yang bersifat non polar yang mana senyawa aktif antioksidan
seperti steroid yang bersifat non polar akan cenderung larut pada pelarut n-heksana.

Beberapa penelitian telah melakukan proses partisi ekstrak daun kersen
menggunakan pelarut etil asetat dan n-heksana. Puspita dan Wulandari (2017)
melakukan uji aktivitas antioksidan dari ekstrak daun kersen menggunakan pelarut
etanol dengan variasi fraksi etil asetat, n-heksana, dan air, menunjukkan bahwa
fraksi etil asetat memiliki aktivitas antioksidan paling tinggi dengan nilai ICso 79,37
ppm, sedangkan fraksi n-heksana memiliki nilai ICso sebesar 101,36 ppm yang
tergolong memiliki aktivitas antioksidan sedang, dan untuk fraksi air sebesar 1Cso
129,85 ppm. Kurnia (2018) juga melakukan uji aktivitas antioksidan dengan fraski
n-heksana, etil asetat, air pada ekstrak etanol daun kersen dan menghasilkan nilai
ICso berturut-turut sebesar 101,355 ppm, 126,465 ppm, dan 129,854 ppm.

Aktivitas antioksidan daun kersen dapat diketahui dengan cara pengujian
menggunakan metode radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH). Metode
DPPH merupakan metode pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak
membutuhkan banyak reagen (Putranti, 2013). Kuntorini et al. (2013) melakukan
penelitian mengenai uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH pada
ekstrak metanol daun kersen muda dan daun kersen tua dengan pembanding vitamin
C menyatakan bahwa nilai 1Cso 21,786 ppm untuk daun kersen muda, dan 18,214
ppm untuk daun kersen tua.

Daun kersen dapat berpotensi sebagai antioksidan dikarenakan adanya

senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya. Senyawa metabolit
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sekunder adalah senyawa organik yang disintesis oleh tumbuhan dan merupakan
sumber senyawa obat. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu
tumbuhan dapat diidentifikasi melalui uji fitokimia. Uji fitokimia dilakukan dengan
menambahkan reagen sesuai dengan senyawa yang akan dideteksi. Senyawa
metabolit sekunder dapat ditemukan dalam tumbuhan kersen dengan kandungan
tertinggi meliputi komponen aktif flavonoid, saponin, dan tannin (Hasanah et al.,
2016). Uji fitokimia dari daun kersen mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid,
alkaloid, saponin, dan steroid (Arum et al., 2012). Menurut penelitian Fariestha et
al. (2018) skrining fitokimia pada daun kersen, menunjukkan adanya metabolit
sekunder positif flavonoid, saponin, tanin, alkaloid dan triterpenoid. Daun kersen
kaya akan kandungan senyawa flavonoid yaitu, flavon, flavonon, flavan, dan
biflavan (Krishnaveni dan Dhanalakshmi, 2014). Adanya kandungan senyawa
metabolit sekunder tersebut menjadikan daun kersen memiliki aktivitas
antioksidan.

Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, hasil penelitian sebelumnya
mengenai daun kersen (Muntingia calabura L.) menunjukkan bahwa daun kersen
memiliki potensi antioksidan alami. Identifikasi aktivitas antioksidan dan
kandungan senyawa metabolit sekunder dari daun kersen (Muntingia calabura L.),
dilakukan menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol p.a,
dilanjutkan proses hidrolisis dengan asam klorida 2 N, dan partisi menggunakan
pelarut etil asetat dan n-heksana. Berikutnya dilakukan pengujian aktivitas
antioksidan fraksi etil asetat dan fraksi n-heksana daun kersen (Muntingia calabura
L.) menggunakan metode DPPH, dan uji fitokimia untuk mengetahui senyawa

metabolit sekunder yang terkandung dalam daun kersen, kemudian identifikasi
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senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan instrumen Spektrofotometer
UV-Vis serta Fourier-transform Infrared (FTIR).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang terdapat dalam penelitian ini ialah sebagai berikut:

1. Bagaimana aktivitas antioksidan fraksi etil asetat dan n-heksana daun kersen
(Muntingia calabura) dengan metode DPPH?

2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder fraksi etil asetat
dan n-heksana daun kersen (Muntingia calabura) dengan uji fitokimia dan
Spektrofotometer UV-Vis, FTIR?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini dilakukan berdasarkan tujuan sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan fraksi etil asetat dan n-heksana
daun kersen (Muntingia calabura).

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder fraksi etil
asetat dan n-heksana daun kersen (Muntingia calabura) dengan uji fitokimia
dan Spektrofotometer UV-Vis, FTIR.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah yang terdapat pada penelitian ini antara lain:

1. Sampel yang digunakan ialah tanaman kersen (Muntingia calabura) pada
bagian daun nomor 3 dari pucuk hingga nomor 8 yang diambil dari daerah
Malang.

2. Pelarut yang digunakan untuk memperoleh ekstrak kasar daun kersen
(Muntingia calabura) dengan metode ekstraksi ultrasonik waterbath ialah

etanol p.a dengan lama waktu ekstraksi 20 menit dan frekuensi 42 KHz.
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3. Hidrolisis ekstrak etanol daun kersen menggunakan asam Kklorida (HCI) 2 N
dan dilanjutkan dengan partisi menggunakan pelarut etil asetat dan n-
heksana.
4. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH.
5. ldentifikasi senyawa metabolit sekunder dengan uji fitokimia dan
Spektrofotometer UV-Vis, FTIR.
1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini ialah diharapkan dapat memberikan informasi
ilmiah kepada masyarakat terhadap pemanfaatan daun kersen (Muntingia calabura
L) sebagai antioksidan alami yang dapat digunakan sebagai obat-obatan serta
mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder dari daun kersen, sehingga
dapat mempermudah pengkajian lebih lanjut tentang aktivitas dan pemanfaatan

senyawa antioksidan dalam bidang kesehatan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Morfologi dan Taksonomi Tanaman Kersen

Tanaman Kersen merupakan tanaman buah tropis yang mudah dijumpai di
pinggir jalan. Nama tanaman ini beragam di beberapa daerah, antara lain kerukup
siam (Malaysia), jamaican cherry (Inggris), talok (Jawa), ceri (Kalimantan) dan
lain-lain (llkafah, 2018). Tanaman ini merupakan pohon hijau yang tingginya
mencapai 3 — 12 m. Bagian daun berbentuk lonjong bulat, menuju puncak semakin
tajam, tepinya bergigi kecil dengan panjang 4 — 15 cm dan lebar 1 — 6 cm. Bagian
bunga berukuran kecil yaitu terdiri dari kelopak dan jumlahnya sekitar 5 pasang.
Bagian bunga terdiri dari banyak benang sari yang menyebar dan kepala sari yang
berwarna kuning. Sedangkan bagian buah berbentuk bulat kecil berwarna hijau
hingga merah pucat dan tersebar banyak pada pohon (Putri dan Fatmawati, 2019).
Disebutkan oleh Sari (2012), tanaman kersen memiliki kedudukan taksonomi

sebagai berikut,

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Anak divisi  : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Anak kelas  : Dialypetalae

Bangsa : Malvales/Columniferae
Famili : Muntingiaceace

Genus : Muntingia

Spesies : Muntingia calabura L.
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2.2 Manfaat dan Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Daun Kersen

Salah satu tanaman yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai
obat tradisional adalah daun Kersen (Muntingia calabura L.). Kersen telah lama
digunakan masyarakat untuk berbagai tujuan pengobatan seperti obat batuk, sakit
kuning, dan asam urat (Isnarianti et al., 2013). Secara ilmiah daun kersen terbukti
memiliki efek farmakologi antiulcer (Ibrahim et al., 2012), aktivitas antipiretik dan
anti-inflamasi (Widjaya et al., 2019). Uji fitokimia pada beberapa penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak daun kersen positif mengandung senyawa metabolit
sekunder seperti flavonoid, saponin (Prayitno dan Rahim, 2020), triterpenoid, tanin
(Kuntorini, 2013), alkaloid (Hadi dan Permatasari, 2019), steroid, kuinon (Sari et
al., 2020), fenol (Sami et al., 2017). Flavonoid dalam daun kersen memiliki potensi
sebagai hepatoprotektor, analgestik, antikanker antiplatelet dan antioksidan
(Puspitasari dan Prayogo, 2016).
2.3 Ekstraksi Daun Kersen Menggunakan Metode Ultrasonik

Metode ekstraksi ultrasonik adalah metode ekstraksi yang menggunakan
gelombang ultrasonik dengan frekuensi >16 KHz (Andriani et al., 2019). Menurut
Sekarsari et al. (2019) metode ekstraksi dengan gelombang ultrasonik lebih aman,
lebih singkat, dan meningkatkan jumlah rendemen kasar serta dapat menurunkan
suhu operasi pada ekstrak yang tidak tahan panas (Handayani et al., 2016). Faktor
yang dapat mempengaruhi laju ekstraksi serta kualitas senyawa bioaktif yang
diperoleh diantaranya ialah suhu dan waktu ekstraksi, jenis dan konsentrasi pelarut,
rasio bahan : pelarut, serta ukuran partikel (Chew et al., 2011). Jenis pelarut penting
dalam mempengaruhi efisiensi ekstraksi dikarenakan polaritas komponen

antioksidan yang berbeda (Widarta dan Arnata, 2017).
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Ardianti dan Kusnadi (2014) melakukan ekstraksi daun berenuk
menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dengan variasi rasio bahan : pelarut yaitu
1:9; 1:10; 1:11 serta variasi waktu yaitu 10, 20, dan 30 menit dan diperoleh
perlakuan terbaik pada rasio bahan : pelarut 1:10 serta lama ekstraksi 20 menit
dengan rendemen 26.24 % dan total fenol sebesar 825.40 ug/g. Penelitian Andriani
et al. (2019) terhadap daun belimbing wuluh juga menyebutkan bahwa perlakuan
terbaik dari variasi waktu 10, 20, 30 menit menggunakan metode ekstraksi
ultrasonik dengan rasio bahan : pelarut (1:10) yaitu pada waktu 20 menit dengan
rendemen ekstrak sebesar 15,49 % dan nilai 1Cso 25,74 mg/L.

Penelitian Hadiyanto dan Suttrisnorhadi (2016) melakukan ekstraksi
ultrasonik terhadap senyawa fikosianin dari mikroalga Spirulina platensis dengan
variasi frekuensi 28, 35, dan 42 KHz kemudian diperoleh kondisi optimum yaitu
pada frekuensi 42 KHz dengan rendemen maksimum 15,7 % dan ECso sebesar
85,78 mg/mL. Pada penelitian Hadiyanto et al. (2016) juga menyebutkan bahwa
kondisi optimal ekstraksi fikosianin dari mikroalga Spirulina platensis dengan
metode ultrasonik tercapai pada frekuensi 42 KHz dengan waktu 20 menit yang
menghasilkan rendemen fikosianin 15,66% dan aktivitas antioksidan (ECso)
sebesar 88,61 mg/mL.

2.4 Hidrolisis Glikosida Daun Kersen

Hidrolisis adalah suatu proses antara reaktan dengan air agar suatu senyawa
pecah atau terurai (Artati et al., 2012). Senyawa yang berbentuk glikosida tersebut
terdiri dari glikon (bagian gula) dan aglikon (metabolit sekunder) yang
dihubungkan dengan ikatan glikosida. Pembebasan aglikon ini dapat dilakukan

dengan cara hidrolisis asam atau basa (lrianti et al., 2016). Hidrolisis asam
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dilakukan dengan penambahan katalis asam seperti HCI, H2SO4, hingga HNO3
untuk mempercepat reaksi pemutusan ikatan glikosida (Fasya et al., 2016).

Andriani et al. (2015) melakukan hidrolisis dengan HCI 2 N pada sampel
alga merah untuk memisahkan antara senyawa glikon dan aglikon pada senyawa
glikosida. Reaksi pemutusan ikatan O-glikosida dari senyawa metabolit sekunder

dinyatakan pada Gambar 2.2.

H H H H
HO, H HO. H
OH HCI OH
H
© o— 0\ + H0 === HO o OH + HO
H metabolit sekunder H
H H
OH OH

Gambar 2. 2 Reaksi hidrolisis glikosida (Baderos, 2017)

metabolit sekunder

Reaksi hidrolisis bersifat reversibel, sehingga diperlukan penetralan dengan
NaHCOs3 yang berfungsi untuk menghentikan reaksi tersebut. Apabila reaksi tidak
dihentikan dengan cepat maka ikatan glikosida antara glikon dan aglikon yang
terurai dalam proses hidrolisis dapat terbentuk kembali (Fasya et al., 2016). Reaksi

penetralan pembentukan garam dinyatakan pada Gambar 2.3.

HCI + NaHCO3 = NaCl + CO; + H.0
Gambar 2. 3 Reaksi asam klorida dengan basa natrium bikarbonat (Baderos,

2017)

Pembebaskan aglikon dari bentuk glikosida diharapkan dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan. Wang et al. (2002) pada Anoectochilus
formosanus Hayata (Orchidaceae) menyatakan bahwa prosedur hidrolisis asam
dapat secara signifikan meningkatkan aktivitas antioksidan ekstrak yang diuji.
Penelitian Irianti et al. (2015) melakukan hidrolisis asam pada fraksi air daun

mengkudu. Perlakuan hidrolisis asam pada fraksi air daun mengkudu dapat
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meningkatkan aktivitas penangkapan radikal DPPH yang ditunjukkan pada nilai
ICso dari fraksi air dan fraksi air terhidrolisis 1 jam sebesar 98,68 ppm dan 36,27
ppm. Irianti et al. (2016) juga membuktikan bahwa perlakuan hidrolisis asam
terhadap fraksi air dari ekstrak etanolik buah talok dapat meningkatkan
penangkapan radikal DPPH yang ditunjukkan pada nilai 1Cso dari fraksi air ekstrak
etanolik buah talok sebesar 175,75 ppm dan setelah di hidrolisis asam menjadi
20,55 ppm.

2.5 Ekstraksi Cair-Cair Komponen Bioaktif Daun Kersen

Ekstraksi cair-cair merupakan proses pemisahan fasa cair yang
memanfaatkan perbedaan kelarutan zat terlarut yang akan dipisahkan antara larutan
asal dan pelarut pengekstrak (solvent) (Mirwan, 2013). Prinsip metode ekstraksi
cair-cair (partisi) ialah pemisahan suatu zat yang didasarkan pada perbedaan
distribusi antara dua fase yang tidak saling bercampur dengan tingkat kepolaran
yang berbeda sehingga dapat terpisah secara pengocokan yang ditandai dengan
terbentuknya dua lapisan yang tidak saling campur (Khopkar, 2008). Kelebihan dari
metode partisi (ekstraksi cair-cair) adalah dapat memperoleh komponen bioaktif
yang lebih spesifik dengan waktu uji yang relatif cepat (Lailah, 2014).
2.6 Senyawa Antioksidan Beserta Sumber Perolehannya

Antioksidan adalah senyawa pemberi elektron (elektron donor) atau
reduktan. Senyawa antioksidan memiliki berat molekul Kkecil, tetapi mampu
menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi dengan cara mencegah
terbentuknya radikal (Winarsi, 2007). Antioksidan dapat diproduksi secara endogen
(oleh tubuh) atau eksogen (luar tubuh). Berdasarkan sumber perolehannya,

antioksidan terbagi menjadi antioksidan sintetik (diperoleh dari hasil sintesis reaksi
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kimia) dan antioksidan alami (diperoleh dari bahan alami). Antioksidan alami lebih
aman serta lebih mudah diserap oleh tubuh daripada antioksidan yang diperoleh
secara sintetik (Madhavi et al., 1996). Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai
antioksidan alami ialah kersen.

2.7 Pengaruh Radikal Bebas Terhadap Metabolisme Tubuh

Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang mengandung satu atau
lebih elektron tidak berpasangan dan mampu berdiri sendiri. Jumlah elektron yang
ganjil pada radikal bebas membuatnya tidak stabil, berumur pendek dan sangat
reaktif. Reaktivitasnya yang tinggi mengakibatkan molekul radikal bebas
cenderung menarik elektron dari senyawa lain untuk mencapai stabilitas, sehingga
molekul yang diserang kehilangan elektronnya dan kemudian menjadi radikal bebas
baru. Hal tersebut menyebabkan terjadinya reaksi berantai yang akhirnya merusak
sel hidup (Phaniendra et al., 2015). Radikal bebas dapat dihasilkan oleh radiasi sinar
ultraviolet (UV), asap rokok dan pengaruh lingkungan lainnya (Imrawati et al.,
2017). Radikal bebas menghasilkan stres oksidatif, sehingga menyebabkan potensi
kerusakan pada biomolekul yaitu lipid, protein dan DNA yang mengakibatkan
berbagai penyakit seperti kanker, diabetes mellitus, penyakit neurodegeneratif,
artritis reumatoid, katarak, penyakit kardiovaskular, penyakit pernapasan serta
proses penuaan dini (Phaniendra et al., 2015).
2.8 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan
salah satunya dengan menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil
(DPPH). Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen

tidak stabil dan berwarna ungu gelap. Pengukuran antioksidan dengan metode
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DPPH adalah metode pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat, hanya
memerlukan sedikit sampel, dan tidak membutuhkan banyak reagen (Sayuti dan
Yenrina, 2015).

Larutan DPPH pada metode ini berperan sebagai radikal bebas yang akan
bereaksi dengan senyawa antioksidan. DPPH (ungu) tersebut akan tereduksi
sehingga DPPH berubah menjadi 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-
radikal (kuning) dan menghasilkan radikal antioksidan. Perubahan warna ungu
menjadi  kuning dapat diamati dan diukur absorbansi menggunakan
Spektrofotometer (Sayuti dan Yenrina, 2015). Reaksi reduksi DPPH ditunjukkan

pada Gambar 2.4.

SUSeUe

S

NO2

DPPH (ungu) DPPH-H (kuning)
Gambar 2. 4 Reaksi radikal DPPH dengan antioksidan (Prakash et al., 2001)

Mekanisme aktivitas antioksidan asam askorbat dengan DPPH ditunjukkan

pada Gambar 2.5.

ON OH O,N OH
. HO, o0 H HO. 00
N—N NO,  + —_— N—N NO,  +
C( o O ‘

DPPH L-asam askorbat DPPH-H Radikal L-asam askorbat

@ oN CL o

. HO. o_ o H Ho\/j\io_fo

N—N NO,  + N—N NO,  +

S SRS G ac S
DPPH Radikal L-asam askorbat DPPH-H Radikal L-asam askorbil

CL O,N, OH @ O:N

Ej ON o — 0 (j ON °
DPPH-H Radikal L-asam askorbil DPPH-H Dehidro L-asam askorbil

Gambar 2. 5 Reaksi asam askorbat dengan DPPH (Sayuti dan Yenrina, 2015)
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Asam askorbat mampu mereduksi radikal bebas DPPH dengan
mendonorkan 1 atom hidrogen sehingga menghasilkan produk radikal L-asam
askorbat. Radikal L-asam askorbat akan segera berubah menjadi radikal L-asam
askorbil dan dehidro L-asam askorbil. Radikal-radikal yang terbentuk bersifat stabil
dengan cara beresonansi (Nishizawa, 2005). Asam akorbat mempunyai nama lain
yaitu vitamin C yang merupakan vitamin yang paling umum digunakan sebagai
antioksidan. Vitamin C umumnya juga digunakan sebagai pembanding dalam uji
antioksidan karena memiliki potensi antioksidan sangat kuat. Vitamin C merupakan
antioksidan alami dan tersedia dibeberapa sumber makanan. Asupan harian vitamin
C yang direkomendasikan untuk wanita dewasa adalah 75 mg dan untuk pria
dewasa adalah 90 mg (Wibawa et al., 2020).

Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan persen
(%) aktivitas antioksidan. Suatu bahan dapat dikatakan aktif sebagai antioksidan
bila presentase aktivitas antioksidan lebih atau sama dengan 50 % (Parwata, et al.,
2009). Uji aktivitas antioksidan secara kuantitatif dengan metode DPPH dinyatakan
dalam nilai ICso (Inhibition Concentration). Menurut Handayani et al. (2008),
besarnya aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai ICsp, yaitu konsentrasi larutan
sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas DPPH. Semakin
kecil nilai ICsp maka semakin tinggi aktivitas antioksidan suatu sampel. Parameter
lain yang digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan adalah menggunakan
nilai AAI (Antioxidant Activity Index). Tingkat keefektifan antioksidan berdasarkan

uji DPPH pada nilai ICso dan AAI ditunjukkan pada Tabel 2.1.
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Tabel 2. 1 Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH (Nurdianti dan
Tuslinah, 2017; Riskianto et al., 2021).

Intensitas Antioksidan Nilai 1Cso Nilai AAI
Sangat kuat <50 ppm >2

Kuat 50-100 ppm 1-2
Sedang 100-150 ppm 0,5-1
Lemah 150-200 ppm <05
Sangat lemah > 200 ppm -

2.9 Uji Fitokimia Senyawa Metabolit Sekunder

Uji fitokimia adalah metode pengujian awal yang dilakukan melalui analisis
kualitatif untuk menentukan kandungan senyawa aktif (senyawa metabolit
sekunder) yang terkandung dalam tanaman sehingga dapat digunakan sebagai obat
dalam penyembuhan berbagai penyakit (Saragih dan Arsita, 2019). Umumnya
senyawa metabolit sekunder pada tanaman berfungsi untuk mempertahankan diri
atau untuk mempertahankan eksistensinya di lingkungan tempatnya berada.
Senyawa metabolit sekunder yang umum terdapat pada tanaman adalah alkaloid,
flavanoid, steroid, saponin, terpenoid dan tannin (Harborne, 1987).
2.9.1 Uji Alkaloid Daun Kersen

Alkaloid merupakan metabolit sekunder yang mempunyai susunan basa
nitrogen, yaitu satu atau dua atom nitrogen (Hadi dan Permatasari, 2019). Penelitian
Puspita dan Wulandari (2017) menyebutkan bahwa ekstrak daun kersen positif
mengandung senyawa alkaloid melalui uji fitokimia. Hasil positif alkaloid pada uji
Dragendorff ditandai dengan terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning.
Sedangkan hasil positif alkaloid pada uji Mayer ditandai dengan terbentuknya
endapan putih (Marliana et al., 2005). Struktur senyawa alkaloid ditunjukkan pada

Gambar 2.6.
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H
Gambar 2. 6 Contoh struktur alkaloid (Heliawati, 2018).

Adapun reaksi dugaan yang terjadi pada uji alkaloid dengan reagen

Dragendorff ditunjukkan pada Gambar 2.7.

Bi (NO3)3 + 3KI — Bilz + 3KNO3
Coklat
Bils + KI — K [Bil4]

Kalium tetraiodobismutat

@fj @ij

+ K[Bila] —> + [Bils]~
P =
N N Oranye

+

K
Alkaloid Kalium-Alkaloid endapan

Gambar 2. 7 Reaksi uji Dragendorff (Marliana et al., 2005)

Adapun reaksi dugaan yang terjadi pada uji alkaloid dengan reagen Meyer

ditunjukkan pada Gambar 2.8.

HgCl + 2KI —» Hgh + 2KCI

Hgl + 2KI — K> [Hgl]

Kalium tetraiodomerkurat (II)

\ \
+ Ko[Hgl] —> + K[Hgl]”
7 7
N N
K+

Alkaloid Kalium-Alkaloid endapan  Putih

Gambar 2. 8 Reaksi uji Mayer (Marliana et al., 2005)

2.9.2 Uji Flavonoid Daun Kersen
Flavonoid merupakan turunan fenol yang dicirikan oleh kerangka 15 karbon
dimana dua cincin benzena (Ce) terikat pada suatu rantai propan (Csz) (Heliawati,

2018). Ghozaly dan Herdiyamti (2020) melakukan uji fitokimia terhadap ekstrak
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etanol daun kersen dan menunjukkan adanya kandungan flavonoid dalam daun
kersen. Kandungan senyawa flavonoid pada suatu sampel dapat diuji dengan
metode Wilstater vyaitu suatu metode pengujian flavonoid dengan cara
menambahkan HCI pekat dan logam Mg. Suatu bahan dinyatakan positif
mengandung flavonoid ketika berubah warna menjadi kuning atau merah setelah
ditambahkan pereaksi (HCI, Mg, amil alkohol) (Sanjayasari dan Pliliang, 2011).

Struktur senyawa flavonoid ditunjukkan pada Gambar 2.9.

Gambar 2. 9 Contoh struktur flavonoid (Heliawati, 2018)

Reaksi dugaan antara flavonoid dengan logam Mg dan HCI pekat

ditunjukkan pada Gambar 2.10.

+ MgCl,

Flavanol Garam Flavilium (Kuning)
Gambar 2. 10 Reaksi dugaan flavonoid dengan logam Mg dan HCI pekat
(Septyaningsih, 2010)

2.9.3 Uji Saponin Daun Kersen
Senyawa saponin merupakan jenis glikosida yang mengandung molekul
gula dengan dua jenis aglikon yaitu steroid (C27) dan triterpenoid (Cso) (Darma dan

Marpaung, 2020). Kuntorini et al. (2013) melakukan uji fitokimia terhadap daun

kersen dan menyatakan bahwa daun kersen secara kualitatif mengandung senyawa
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saponin. Uji saponin dilakukan dengan metode Forth yaitu dengan menambahkan
aquades pada sampel lalu dikocok selama 30 detik. Terbentuknya busa yang mantap
(tidak hilang selama 30 detik) menunjukkan adanya saponin (Marliana et al., 2005).

Struktur senyawa saponin ditunjukkan pada Gambar 2.11.

COOH

HO
glyeyrrhetinic acid

Gambar 2. 11 Struktur senyawa saponin (Illing et al., 2017)

Reaksi yang terjadi saat uji saponin ditunjukkan pada Gambar 2.12.

HaC__CHs
oH
o
H,0 OH
OH + HO OH
HCl
Ho” o
HaC” CHs oH

Saponin Aglikon Glikon

Gambar 2. 12 Reaksi HldroI|S|s Saponin dalam Air (Nugrahani et al., 2016)

2.9.4 Uji Steroid Daun Kersen

Steroid merupakan terpenoid lipid dengan kerangka dasar 17 atom C yang
tersusun dari 4 buah gabungan cincin, tiga diantaranya yaitu sikloheksana dan satu
siklopentana (Dang et al., 2018). Uji fitokimia ekstrak etanol daun kersen yang
dilakukan oleh Imrawati et al. (2017) positif mengandung senyawa steroid. Hasil
uji positif steroid ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau biru dengan
pereaksi Lieberman-Burchard. Struktur senyawa steroid ditunjukkan pada Gambar

2.13.
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R, R

Gambar 2. 13 Contoh struktur steroid (Masrihanah, 2020).

Adapun reaksi dugaan uji steroid ditunjukkan pada Gambar 2.14.

|
HOAc / H:SO4
HO

Fukosterol

Fukostaheksena
HOO,S Asam sulfonat

Gambar 2. 14 Reaksi dugaan uji steroid dengan reagen Lieberman-Burchard
(Burke et al., 1974)

2.9.5 Uji Tanin Daun Kersen

Tanin merupakan senyawa metabolit sekunder yang secara umum terdiri
dari dua jenis yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis (Fathurrahman dan
Musfiroh, 2018). Hasil uji fitokimia daun kersen oleh Nawir et al. (2021)
menyatakan bahwa ekstrak daun kersen mengandung senyawa tanin. Uji tanin dapat
dilakukan dengan metode penambahan 1 hingga 2 tetes larutan FeClz 1% pada
ekstrak dalam tabung respon. Golongan tanin terhidrolisis akan menghasilkan
warna biru kehitaman dan tanin terkondensasi akan menghasilkan warna hijau
kehitaman (Sangi et al., 2008). Struktur senyawa tanin ditunjukkan pada Gambar

2.15.
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Gambar 2. 15 Contoh struktur tanin terkondensasi (Hidayah, 2016)

Reaksi yang terjadi antara tanin dan FeClz ditunjukkan pada Gambar 2.16.

HO
Hijau kehitaman

+ 3¢ + 6H

Gambar 2. 16 Reaksi dugaan Tanin dengan FeCls (Sa’adah, 2010)

2.9.6 Uji Triterpenoid Daun Kersen

Triterpenoid adalah senyawa turunan terpenoid yang dibangun oleh enam

Gambar 2.17.

satuan Cs dan diturunkan dari hidrokarbon Cszo asiklik, yaitu skualena (Balafif et
al., 2013). Penelitian Prayitno dan Rahim (2020) menyebutkan bahwa daun kersen
mengandung senyawa triterpenoid yang dapat bersifat sebagai antioksidan. Uji
triterpenoid dapat dilakukan dengan menggunakan metode Lieberman — Burchard
dan terbentuknya warna merah ungu kecoklatan menunjukkan kandungan

triterpenoid (Balafif et al., 2013). Struktur senyawa terpenoid ditunjukkan pada

Gambar 2. 17 Struktur kimia triterpenoid (Harborne, 1987)
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Reaksi dugaan uji triterpenoid ditunjukkan pada Gambar 2.18.
jseE SV¥es
HO -HOACc )]\O

H*)
-HOAc
i lAdlsl elektrofilik

SISO

[H]

[ ]f

Cincin kecoklatan

Gambar 2. 18 Reaksi dugaan uji triterpenoid (Si’adi, 2012)

2.10 Identifikasi Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat yang dapat digunakan untuk
menentukan absorbansi (daya penyerap) sebuah larutan terhadap sinar yang
mempunyai warna tertentu. Prinsip Spektrofotometer UV-Vis adalah adanya
transisi elektronik suatu molekul yang disebabkan oleh peristiwa absorbsi energi
berupa radiasi elektromagnetik pada frekuensi yang sesuai oleh molekul tersebut.
Arbsorbsi radiasi oleh sampel diukur oleh detektor pada berbagai panjang
gelombang dan diinformasikan ke perekam sehingga menghasilkan spektrum yang
berguna untuk identifikasi adanya gugus kromofor (Hendayana, 2006). Arum et al.
(2012) menganalisis senyawa flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol daun

kersen (Muntingia calabura) dan diperoleh hasil spektra pada Gambar 2.19.
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Gambar 2. 19 Hasil spektra UV-Vis ekstrak etanol daun kersen (Arum et al. 2012)

Berdasarkan gambar hasil spektra UV-Vis tersebut menunjukkan satu
puncak pada panjang gelombang 259,5 nm. Sehingga diduga bahwa senyawa
flavonoid yang terdapat dalam ekstrak etanol daun kersen termasuk golongan
auron, flavonol, dan flavon (Markham, 1988). Spektrum khas flavonoid terdiri atas
dua spektrum yaitu pada rentang 240-285 nm (pita 1I) dan 300-550 nm (pita 1)
(Markham, 1988). Saponin memiliki serapan khas pada rentang 210-215 nm (Tsani,
2020). Serapan pada panjang gelombang maksimum 269 nm dan 302 nm
mengindikasikan senyawa alkaloid (Khairuddin, 2018), sedangkan tanin pada Amax
346,5 nm (Sari et al., 2015), steroid pada Amax 203,9 nm dan 276 nm (Fasya et al.,
2019), dan triterpenoid pada Amax 245 nm (Farikhah et al., 2020).

2.11 ldentifikasi Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer FTIR

Spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infra Red) ialah suatu
instrumen spektroskopi yang digunakan untuk mengetahui gugus-gugus fungsi dari
suatu senyawa dengan memanfaatkan serapan radiasi inframerah. Gugus fungsi
pada Spektrofotometer FTIR memiliki satuan bilangan gelombang (cm™). Rentang
bilangan gelombangnya yaitu antara 4000 cm™ — 400 cm™. Fariestha et al. (2018)
menganalisis senyawa metabolit sekunder ekstrak daun kersen dan dihasilkan

spektra FTIR yang ditunjukkan pada Gambar 2.20.
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Gambar 2. 20 Hasil spektra FTIR ekstrak daun kersen (Fariestha et al., 2018).

Analisis FTIR ekstrak daun kersen diperoleh adanya puncak pada bilangan
gelombang 3412 cm™ yang merupakan bagian dari kelompok -OH. Kelompok ini
berasal dari kelompok senyawa fenol (Harborne, 1987). Serapan gugus C-H pada
bilangan gelombang 2927 cm™. Serapan C=0 pada 1704 cm™, serapan gugus C=C
pada bilangan gelombang 1620 cm™, serapan gugus fungsi stretched C-C pada 1451
cm? dan serapan gugus fungsi C-OH cyclic pada bilangan gelombang 1042 cm™.
Maharani et al. (2016), menggambarkan bahwa senyawa dengan kelompok
fungsional -OH, C-H, C=C dan C-OH siklik adalah senyawa fenolik. Oleh karena
itu, dapat dicurigai bahwa senyawa fenol terkandung dalam ekstrak daun kersen.

Penelitian Khairuddin et al. (2018) menyebutkan serapan khas dari senyawa
alkaloid mengandung beberapa gugus fungsi seperti N-H bending atau tekukan
pada daerah 3000-3750 cm™, gugus C-N (1020-1250 cmY), vibrasi tekukan C-H
aromatik (650-1000 cm?), dan gugus C=0 pada daerah bilangan gelombang 1725-
2700 cm™. Sedangkan serapan khas flavonoid diantaranya adalah vibrasi ulur —-OH
pada bilangan gelombang 3483,44-3221,12 cm, vibrasi tekuk C-O alkohol

(1114,86-1006,84 cm™), ulur C-H aromatik (3176,76 cm™), serapan dari regangan
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cincin C=C aromatik (1658,78 cm™) sebagai gugus kromofor yang khas dari
flavonoid dalam sistem ikatan terkonjugasi, vibrasi pada 590,22-424,34 cm™ (C=C
aromatik), vibrasi CH alifatik stretching (2951,09-2829,57 cm™) untuk gugus metil
CHs dan metilena CH,, vibrasi pada 1448,54-1411,89 cm™ (CH alifatik), serta
gugus C=0 pada daerah bilangan gelombang 1658,78 cm™ (Dewi et al., 2017).

Saponin memiliki serapan khas pada gugus O—H (3800-2700 cm™), gugus
C-H (3000-2850 cm™), gugus C=0 (1850-1600 cm™), gugus C=C (1900-1500
cm™), gugus C-O (1300-800 cm™Y) (Lubis, 2017). Tanin memiliki serapan khas pada
daerah bilangan gelombang 3800-2700 cm™ (O-H), C- H alifatik (2889,37 cm™),
C=0 ester (1743,65 cm™), C=C aromatik (1516,05 cm™), C-O-H (1363,67 cm™),
dan C-O-C eter (1215,15 cm™) (Sari et al., 2015). Steroid memiliki serapan khas
pada gugus fungsi O-H (3460,150 cm™), geminal dimetil (1460 cm™ dan 1383,5
cm?), C=0 (1731 cm?), C=C (1650 cm™), C-OH sekunder (1123,154 cm™), pita
serapan 2958,771 cm™ (CHg stretching), serta —CHx— asiklik (2927 dan 2840 cm™)
(Fasya et al., 2019). Sedangkan triterpenoid memiliki serapan khas pada gugus
fungsi OH pada daerah 3350-3230 cm™, C=0 (1870-1550 cm™), C-O (1300-1000
cm), C=C (1566-1653 cm™), CH alifatik (3000-2800 cm™), gem dimetil (1395-
1365 cm™) (Farikhah et al., 2020).

2.12 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Perspektif Islam

Allah Swt. telah menciptakan beraneka ragam tanaman dengan segala
macam jenis dan bentuknya. Salah satu ciptaan Allah Swt. yang menakjubkan yaitu
tanaman kersen. Bentuk, warna, dan rasa yang dimiliki tanaman kersen
membuktikan betapa agung ciptaan Allah Swt. Sebagaimana firman Allah Swt.

dalam Q.S. Lugman ayat 10 yang berbunyi;
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang sebagaimana kamu melihatnya, dan
Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi agar ia (bumi) tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembangbiakkan segala macam jenis makhluk

bergerak yang bernyawa di bumi. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.”.

Berdasarkan tafsir al-Mishbah, kata “kariim” yang terdapat dalam ayat di
atas berarti tumbuhan yang baik (bermanfaat) yang tumbuh subur dan
menghasilkan apa yang diharapkan penanamanya (Shihab, 2002). Firman Allah
Swt. di atas menjelaskan bahwa Allah Swt. menciptakan bermacam-macam
tumbuhan baik untuk makhluk-Nya yaitu tumbuhan yang bermanfaat. Salah satu
manfaat tumbuhan ialah digunakan sebagai obat seperti halnya tanaman kersen.

Tanaman kersen memiliki berbagai keunikan serta manfaat yang beragam.
Kersen merupakan salah satu pohon yang hijau terus menerus, berbunga dan
berbuah sepanjang waktu, tidak mengenal musim. Hal tersebut dikarenakan kersen
mempunyai kemampuan beradaptasi yang baik. Daunnya dapat digunakan sebagai
sumber antioksidan yang sangat bermanfaat untuk menjaga daya tahan tubuh dan
mencegah kanker. Pohon kersen merupakan salah satu tumbuhan yang melimpah
di alam, sehingga sangat mudah ditemukan di sekitar kita. Selain itu, daun kersen
juga memiliki potensi antioksidan yang sangat kuat. Daunnya yang rindang dan
dapat beregenerasi menjadi salah satu alasan dipilihnya daun kersen pada penelitian
ini. Daun kersen sejak dahulu juga telah digunakan sebagai obat tradisional seperti
mengobati asam urat, dan mengatasi masalah pencernaan. Daun kersen yang telah
gugur dan berjatuhan pun juga masih memiliki manfaat sebagai pupuk kompos

untuk menyuburkan tanah, sehingga dapat berguna bagi kehidupan selanjutnya.
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Allah Swt. telah menciptakan bumi ini beserta isinya dengan berbagai
kemanfaatan dan kenikmatan untuk makhluk yang hidup didalamnya, terutama bagi
manusia sehingga sudah sepatutnya untuk menghargai apa yang telah Allah Swit.
ciptakan. Namun kebanyakan dari manusia beranggapan bahwa keanekaragaman
alam di bumi ini merupakan sebuah harta yang melimpah dan disediakan khusus
untuk memenuhi kebutuhan manusia saja. Oleh karenanya pengambilan sumber
daya alam ini dilakukan terus-menurus tanpa memikirkan akibat kerusakan yang
terjadi setelahnya. Peristiwa ini seperti yang telah diterangkan oleh Allah Swt.

dalam firman-Nya Q.S. Ar-Rum ayat 41,
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Artinya: “Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian
dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar)”.

Agama islam mengajarkan kita sebagai manusia untuk peduli dengan alam.
Allah Swt. menegaskan bahwa manusia telah dipilih sebagai khalifah di muka bumi
ini dengan mengemban tugas yaitu senantiasa menjaga, melestarikan dan
mengelola alam ini agar kelangsungan hidup berikutnya tetap terjaga. Sesuai

dengan yang terkandung dalam Q.S. Al-Bagarah ayat 30;
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Artinya:  “Ingatlah  ketika Tuhanmu berfirman kepada para Malaikat:
"Sesungguhnya Aku hendak menjadikan seorang khalifah di muka bumi." mereka
berkata: "Mengapa Engkau hendak menjadikan (khalifah) di bumi itu orang yang
akan membuat kerusakan padanya dan menumpahkan darah, padahal Kami
senantiasa bertasbih dengan memuji Engkau dan mensucikan Engkau?" Tuhan
berfirman: "Sesungguhnya Aku mengetahui apa yang tidak kamu ketahui™.
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Hubungan kita terhadap selain Allah SWT, terutama hubungan kita terhadap
lingkungan, dapat menjadi cerminan bagaimana tingkat ketakwaan kita kepada
Allah SWT dengan menjalankan tugas kekhalifahan kita. Tumbuh-tumbuhan di
alam sudah sepatutnya kita jaga kelestariannya. Islam sangat menghargai tumbuhan
dan menjaga tumbuhan tersebut agar tetap berada pada tempatnya, sehingga kita
dapat memahami kehendak Allah di alam ini. Firman Allah SWT dalam Q.S. Yasiin

ayat 36;
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Artinya: “Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan

semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka maupun
dari apa yang tidak mereka ketahui".

Hubungan manusia terhadap lingkungan dapat harmonis apabila dijaga
keseimbangannya karena setiap bagian di lingkungan berpasangan. Pasangan tidak
saja mengenai manusia yang berpasang-pasangan namun juga tanaman, ternak, dan
fenomena alam yang diciptakan oleh Allah SWT. Pasangan siang adalah malam,
pasangan manis adalah pahit, demikian juga pasangan sakit dengan obat.
Keseimbangan antara satu dengan yang lain perlu dijaga agar lingkungan ini tetap
bisa menjalankan fungsinya.

Tanaman kersen merupakan tanaman yang memiliki banyak kemanfaatan,
salah satunya adalah pemanfaatan daun kersen sebagai obat seperti antioksidan.
Agama islam memberikan ajaran untuk selalu menjaga atau memelihara kesehatan
tubuh. Pemanfaatan daun kersen dalam dunia kesehatan merupakan tindakan yang
dibenarkan dan diperlukan dalam kehidupan, sebagai bentuk dari rasa syukur dan
tanggung jawab kepada Allah Swt. yang telah memberikan segala kenikmatan dan

kasih sayangnya kepada makhluknya terutama manusia.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilakukan pada bulan April — Juni 2022 di Laboratorium
Kimia Organik, Laboratorium Instrumentasi UV-Vis dan FTIR Jurusan Kimia,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas
seperti gelas ukur, tabung reaksi, Erlenmeyer, pipet ukur, pipet tetes, corong gelas,
labu ukur, batang pengaduk, corong pisah dan beaker glass. Alat lain yang
digunakan seperti neraca analitik, kertas saring, ultrasonik waterbath frekuensi 42
KHz, ayakan 90 mesh, seperangkat alat rotary evaporator, Spektrofotometer UV-
Vis, instrumen FTIR merk varian tipe FT 1000.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun kersen segar
(Muntingia calabura L.) dari kota Malang Jawa Timur, etanol p.a, HCI 2 N, etil
asetat, n-heksana, gas N, aquades, FeCls 1 %, logam Mg, HCI pekat (37 %), reagen
Dragendroff, reagen Mayer, kloroform, asam asetat anhidrat, H>SO4 pekat, pereaksi
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), asam askorbat (vitamin C), KBr.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian ekperimental di laboratorium yang
bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder serta aktivitas
antioksidan dari daun kersen (Muntingia calabura L.). Penelitian ini menggunakan

metode ekstraksi ultrasonik yang dilanjutkan dengan hidrolisis partisi untuk
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memperoleh fraksi daun kersen, serta pengujian aktivitas antioksidan dengan
menggunakan metode DPPH. Proses penelitian diawali dengan preparasi sampel
yaitu daun kersen. Daun kersen dihaluskan dan diayak menggunakan ayakan 90
mesh hingga berupa serbuk. Sampel yang telah dipreparasi lalu diektraksi dengan
metode ekstraksi ultrasonik waterbath menggunakan pelarut etanol p.a dengan
perbandingan bahan : pelarut ialah 1:10 (b/v) selama 20 menit dan frekuensi 42
KHz, kemudian dihidrolisis dengan HCI 2 N, dan dilanjutkan partisi secara
bertingkat menggunakan pelarut non polar n-heksana dan semipolar yaitu etil asetat
dengan metode ekstraksi cair cair. Hasil partisi berikutnya diuji aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH dan pembanding asam askorbat (vitamin C) serta
identifikasi fitokimia menggunakan reagen. Konsentrasi sampel untuk uji DPPH
yaitu 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm. Penentuan aktivitas antioksidan
berdasarkan nilai 1Cso dan AAI. Selanjutnya dilakukan identifikasi gugus fungsi
senyawa metabolit sekunder dengan Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

3.4 Tahapan Penelitian
1. Preparasi sampel
2. Analisis kadar air secara termogravimetri
3. Ekstraksi daun kersen dengan metode ekstraksi ultrasonik waterbath
4. Hidrolisis dan pratisi ekstrak etanol daun kersen (Muntingia calabura L.)
5. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH
6. Uji fitokimia
7. ldentifikasi senyawa metabolit sekunder dengan Spektrofotometer UV-Vis

8. Identifikasi senyawa metabolit sekunder dengan Spektrofotometer FTIR
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3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel Daun Kersen

Daun Kersen (Muntingia calabura L) segar sebanyak 1,5 Kg dibersihkan
dari kotoran yang menempel, kemudian dicuci dengan air sampai bersih.
Selanjutnya dikeringkan di udara terbuka dengan cara diangin-anginkan. Daun
Kersen yang telah kering dihaluskan di Materia Medika Batu dan diayak dengan
ukuran 90 mesh sehingga diperoleh serbuk yang siap untuk digunakan
(Masrihanah, 2020).

3.5.2 Analisis Kadar Air secara Termogravimetri (Andriani et al., 2015)

Sampel yang telah dipreparasi dilakukan penentuan kadar air pada sampel.
Cawan porselen dipanaskan dahulu dalam oven pada suhu 105°C sekitar 15 menit
untuk menghilangkan kadar airnya, kemudian disimpan dalam desikator selama 10
menit. Selanjutnya, cawan ditimbang dan ditentukan beratnya. Perlakuan tersebut
dilakukan hingga diperoleh berat cawan yang konstan. Daun kersen kering
sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam cawan dan dikeringkan dalam oven pada
suhu 105°C selama £15 menit dan disimpan dalam desikator sekitar £10 menit serta
ditimbang. Perlakuan ini diulangi sampai beratnya konstan. Kadar air dalam daun

kersen dihitung menggunakan Persamaan 3.1.

. _ (b=0) 0
Kadar air = o) X 1000 .. (3.2)

Dimana a adalah berat konstan cawan kosong, b adalah berat cawan+sampel
sebelum dikeringkan, dan c adalah berat konstan cawan+sampel setelah

dikeringkan.
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3.5.3 Ekstraksi Daun Kersen dengan Metode Ultrasonik

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder daun kersen dilakukan dengan cara
ekstraksi ultrasonik menggunakan pelarut etanol p.a. Serbuk daun kersen ditimbang
sebanyak 30 gram dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan
pelarut etanol sebanyak 300 mL dengan rasio bahan : pelarut 1:10 (Ardianti dan
Kusnadi, 2014). Selanjutnya dilakukan ekstraksi ultrasonik dengan frekuensi 42
KHz selama 20 menit pada suhu kamar. Ekstrak etanol disaring menggunakan
corong buchner menghasilkan filtrat dan residu. Filtrat ditampung pada erlenmeyer,
kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator. Ekstrak pekat yang diperoleh
diuapkan pelarutnya dengan gas N> (Masrihanah, 2020). Ekstrak yang dihasilkan

kemudian ditimbang dan dihitung rendemennya menggunakan Persamaan 3.2.

0% Rendemen = o2 et o g 00 rererereereresesereseseseessesssesessseseseser e (3.2)

berat sampel

3.5.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Etanol Daun Kersen

Ekstrak pekat etanol daun kersen sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam
beaker glass, kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 10 mL asam klorida
(HCI) 2 N ke dalam ekstrak pekat dengan perbandingan 1:2. Hidrolisis dilakukan
selama 1 jam menggunakan magnetik stirer pada suhu kamar. Hidrolisat yang
diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCOz) sampai pH-nya
netral (Furqoni, 2021).

Hidrolisat yang diperoleh dipartisi dengan pelarut n-heksana dan etil asetat.
Ekstrak hasil hidrolisis dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambahkan pelarut
n-heksana sebanyak 25 mL. Selanjutnya dilakukan pengocokan selama 15 menit,

lalu didiamkan beberapa saat hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan organik dan
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lapisan air. Masing-masing lapisan yang terbentuk kemudian dipisahkan. Lapisan
organik fraksi n-heksana yang diperoleh ditampung dalam beaker glass dan
lapisan air yang diperoleh dipartisi kembali dengan pelarut n-heksana. Perlakuan
tersebut diulangi sebanyak tiga kali. Lapisan organik yang diperoleh dikumpulkan
dan dipekatkan dengan rotary evaporator vaccum hingga diperoleh fraksi pekat n-
heksana. Berikutnya dilakukan hal yang sama untuk pelarut etil asetat. Fraksi pekat
etil asetat dan n-heksana yang diperoleh dikeringkan dengan dialiri gas N2 sehingga
diperoleh fraksi kering. Masing-masing fraksi kering ditimbang dan dihitung
rendemennya menggunakan persamaan 3.2. (Wati, 2020).

3.5.5 Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Daun Kersen
3.5.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Larutan DPPH 0,2 mM 6 mL dimasukkan ke dalam kuvet, didiamkan + 10
menit pada suhu 37°C, kemudian ditentukan Amax larutan menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis dan dicatat Amax hasil pengukuran yang didapat untuk
digunakan pada tahap selanjutnya (Masrihanah, 2020).
3.5.5.2 Pengukuran Absorbansi Larutan Kontrol

Pelarut etanol dipipet sebanyak 3 mL dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, kemudian ditambahkan larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL, lalu ditutup
dengan aluminium foil, setelah itu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit.
Larutan yang diperoleh dipipet dalam kuvet hingga penuh dan diukur
absorbansinya dengan Spektrofotometer UV-Vis pada Amaks Yang telah didapatkan
pada tahap sebelumnya (Tsani, 2020).
3.5.5.3 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Sampel dari masing-masing fraksi dan ekstrak etanol dilarutkan dalam

etanol p.a dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm. Tabung reaksi disiapkan
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untuk masing-masing konsentrasi, dipipet masing-masing ekstrak/fraksi sebanyak
3 mL dan dimasukkan kedalam tabung reaksi, setelah itu ditambahkan DPPH 0,2
mM sebanyak 1 mL. Perbandingan larutan DPPH 0,2 mM dan ekstrak/fraksi yang
dilarutkan adalah 1:3. Setelah itu diinkubasi dengan suhu 37 °C selama 30 menit.
Larutan dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang maksimum. Dilakukan perlakuan yang sama untuk pengukuran
aktivitas antioksidan larutan pembanding asam askorbat (vitamin C) dengan variasi
konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 ppm (Tsani, 2020).

Data absorbansi yang diperoleh dari setiap konsentrasi fraksi/ekstrak daun
kersen, dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh
dari persamaan 3.3 (Molyneux, 2004). Selanjutnya dilakukan perhitungan nilai 1Cso
menggunakan persamaan regresi non linier dari hubungan % aktivitas antioksidan
dengan log konsentrasi ekstrak/fraksi daun kersen dan diolah menggunakan

program “Graphad Prism5 Software”.

(A blanko—Asampel) X

% Aktivitas antioksidan = A blanko

3.5.6 Uji Fitokimia Daun Kersen
3.5.6.1 ldentifikasi Alkaloid Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

Ekstrak/Fraksi masing-masing sebanyak 1 mg dimasukkan kedalam
tabung reaksi. Lalu ditambahkan 0,5 mL HCI 2 % kemudian larutan yang diperoleh
dibagi ke dalam 2 tabung reaksi. Tabung | ditambahkan 3 tetes reagen dragendroff
dan tabung Il ditambahkan reagen mayer sebanyak 3 tetes (Rahmah, 2018). Pada
tabung I akan memberikan hasil positif jika terbentuk endapan jingga dan tabung II

terbentuk endapan putih (Puspitasari dan Wulandari, 2017).
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3.5.6.2 Identifikasi Flavonoid Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

Ekstrak/Fraksi masing-masing sebanyak +1 mg dimasukkan kedalam
tabung reaksi, kemudian ditambahkan 3 mL metanol 50 %, lalu dikocok. Langkah
selanjutnya yaitu dipanaskan tabung reaksi dan dikocok kembali, kemudian
disaring. Filtrat yang diperoleh kemudian ditambah Mg 0,1 gram dan 2 tetes HCI 2
M (Rahmah, 2018). Uji positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah,
kuning atau jingga (Imrawati et al., 2017).
3.5.6.3 Identifikasi Saponin Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

Ekstrak/Fraksi masing-masing sebanyak *1 mg dimasukkan kedalam
tabung reaksi dan ditambahkan dengan 10 mL aquades lalu dikocok kuat selama
+10 menit. Selanjutnya ditambahkan 2-3 tetes HCI 1 N (Wulandari, 2015). Adanya
busa yang terbentuk dan dapat bertahan selama 10 menit dengan ketinggian 1-3 cm
menunjukkan adanya senyawa saponin (Rahmah, 2018).
3.5.6.4 Identifikasi Steroid dan Triterpenoid Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

Ekstrak/Fraksi masing-masing sebanyak 1 mg dimasukkan kedalam
tabung reaksi, kemudian dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL asam
asetat anhidrat. Selanjutnya, ditambahkan 1-2 mL H>SO4 pekat melalui dinding
tabung. Terbentuknya cincin kecoklatan atau keunguan menunjukkan adanya
senyawa triterpenoid, sedangkan hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa
steroid (Rahmah, 2018).
3.5.6.5 Identifikasi Tanin Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

Ekstrak/Fraksi masing-masing sebanyak +1 mg dimasukkan kedalam

tabung reaksi. Setelah itu ditambahkan 2-3 tetes FeCl; 1 % (Rahmah, 2018).
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Terbentuknya warna hijau kehitaman menunjukkan positif tannin (Fariestha et al.,
2018).
3.5.7 ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer
UV-Vis
Ekstrak/Fraksi masing-masing dilarutkan berdasarkan pelarutnya dengan
konsentrasi 50 ppm sebanyak 5 mL. Kemudian dimasukkan ke dalam kuvet dan
dianalisis dengan Spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 200
— 800 nm untuk mengetahui panjang gelombang maksimum yang diserap oleh
sampel (Tsani, 2020).
3.5.8 ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer
FTIR
Ekstrak/Fraksi masing-masing diidentifikasi menggunakan FTIR merk
varian tipe FT 1000. Sebanyak 1 mg fraksi digerus dengan 100 mg KBr (Potassium
Bromide) secara homogen menggunakan mortar batu agata lalu dipres dengan
tekanan 80 torr selama 10 menit hingga diperoleh pellet KBr yang transparan.
Kemudian dianalisis pada bilangan gelombang 4000-400 cm™ untuk menentukan
gugus fungsi ekstrak daun kersen (Fariestha et al., 2018; Wati, 2020).

3.5.9 Analisis Data
3.5.9.1 Persen Aktivitas Antioksidan

Metode analisis data yang digunakan adalah dengan menginterpretasikan
data yang berupa bentuk gambar, tabel dan grafik. Data analisis yang diperoleh ini
berupa absorbansi-absorbansi dari kontrol, sampel dan pembanding asam askorbat
pada konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm. Setelah diperoleh data persen (%)
aktivitas antioksidan pada masing-masing konsentrasi sampel dan pembanding,

selanjutnya dihitung nilai ICso dan AALI. Perhitungan nilai 1Cso diperoleh dari nilai
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konsentrasi dan persen antioksidan yang dianalisis menggunakan persamaan regresi
non linier dengan program “Graphad Prism5 Software”. Sedangkan penentuan nilai

AAI dihitung menggunakan rumus dari persamaan 3.4.

. _ Konsentrasi DPPH (ppm)
Nilai AAI = [Co Sampel (ppmy__©*** "5 " 3.4)

3.5.9.2 Identifikasi senyawa metabolit sekunder

Identifikasi golongan senyawa metabolit sekunder ekstrak/fraksi daun
kersen (Muntingia calabura L.) dilakukan secara kualitatif melalui uji reagen atau
uji fitokimia. Kemudian diidentifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis untuk
mengetahui serapan panjang gelombang maksimum serta Spektrofotometer FTIR
untuk mengetahui gugus fungsi dari senyawa metabolit sekunder yang terkandung

dalam ekstrak/fraksi daun kersen (Muntingia calabura L.).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel Daun Kersen

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini ialah daun kersen (Muntingia
calabura) yang diperoleh dari daerah Lowokwaru, Malang. Preparasi sampel daun
kersen diawali dengan proses pencucian yang bertujuan untuk menghilangkan
pengotor yang melekat pada sampel daun kersen. Proses pengeringan yang
selanjutnya dilakukan bertujuan untuk mengurangi kadar air pada sampel sehingga
dapat dilakukan penyimpanan sampel dalam jangka waktu yang lama serta
menghambat pertumbuhan mikroba. Langkah terakhir yaitu proses penghalusan
yang bertujuan untuk memperluas permukaan sampel sehingga mempermudah
proses ekstraksi, serta diayak dengan ukuran 90 mesh untuk menyamaratakan
ukuran sampel. Semakin kecil ukuran sampel maka luas permukaan sampel juga
semakin besar sehingga kontak sampel dengan pelarut semakin maksimal, oleh
karenanya proses ekstraksi dapat berjalan lebih cepat. Daun kersen yang telah
dipreparasi, diperoleh serbuk halus berwarna hijau tua sebanyak 630 g dari 1,5 Kg
sampel basah yang digunakan.
4.2 Penentuan Kadar Air Serbuk Halus Daun Kersen Hasil Preparasi

Penentuan kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air pada
sampel. Hal tersebut penting untuk mengetahui kualitas serta ketahanan sampel
terhadap kemungkinan terjadinya kontaminasi selama penyimpanan. Kadar air
yang terlalu tinggi (>10%) dapat menyebabkan tumbuhnya mikroba yang akan
menurunkan stabilitas ekstrak (Saifuddin et al., 2011). Pengoven sampel dilakukan

pada suhu 105 °C bertujuan untuk memaksimalkan penguapan air yang terkandung

38



39
dalam daun kersen. Setelah dilakukan pengovenan sampel menjadi lebih kering
serta terjadi perubahan pada berat cawan dan sampel, hal tersebut dikarenakan air
yang terkandung dalam daun kersen telah menguap sehingga berat cawan dan
sampel menjadi berkurang. Hasil dari penentuan kadar air serbuk halus daun kersen
ialah 6,73% (Lampiran 4.2). Hal tersebut menunjukkan bahwa kadar air pada
serbuk halus daun kersen telah memenuhi standar Depkes RI (1994) yang

menyatakan bahwa batas maksimum kadar air yang ditentukan ialah sebesar 10%.

Gambar 4. 1 a. Sebelum dioven, b. Sesudah dioven

4.3 Ekstraksi Daun Kersen Menggunakan Metode Ultrasonik

Ekstraksi ultrasonik daun kersen dilakukan menggunakan pelarut etanol
yang bersifat polar. Umumnya senyawa metabolit sekunder ditemukan masih
bersifat polar karena berikatan dengan gugus gula membentuk glikosida yang
menyebabkan senyawa metabolit sekunder tersebut mudah larut dalam pelarut
polar. Etanol dapat melarutkan senyawa metabolit sekunder karena mampu
mendegradasi dinding sel sehingga senyawa metabolit sekunder lebih mudah keluar
dari sel tanaman (Suhendra et al., 2019). Etanol dapat merusak struktur fisik
membran sel (Goldstein, 1986). Perendaman sel dalam etanol mengakibatkan

membran sel akan mengalami permeabel dan memungkinkan terjadinya pemecahan
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dinding sel, sehingga komponen bioaktif dalam sel tersebut dapat keluar dan
bercampur dengan pelarut etanol.

Ekstrak pekat daun kersen yang dihasilkan pada penelitian ini sebanyak
5,879 gram dengan rendemen sebesar 19,6% (Lampiran 4.3) dan berwarna hijau
kehitaman. Rendemen dengan waktu 20 menit yang dihasilkan tersebut lebih tinggi
dibandingkan dengan menggunakan metode ekstraksi maserasi selama 72 jam yang
dilakukan oleh Ghozaly dan Herdiyamti (2020) dengan perolehan rendemen ekstrak
etanol daun kersen sebesar 13,72%. Hal tersebut disebabkan oleh adanya getaran
ultrasonik yang terjadi selama proses sonikasi. Mawarda et al. (2020) menyebutkan
bahwa getaran ultrasonik dapat meningkatkan perpindahan massa sel dan penetrasi
pelarut dalam matriks ekstrak. Efek kavitasi yang ditimbulkan dari gelombang
ultrasonik menyebabkan pecahnya dinding sel pada matriks ekstrak, sehingga akan
meningkatkan kontak pelarut dengan bahan yang diekstrak dan senyawa bioaktif

yang terkandung dapat keluar dengan maksimal.

Gambar 4. 2 Ekstrak etanol pekat daun kersen

4.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Daun Kersen
Proses hidrolisis dilakukan menggunakan katalis asam berupa asam klorida
(HCI) untuk mempercepat reaksi. Hidrolisis asam pada ekstrak etanol daun kersen

penting dilakukan untuk memutus ikatan glikosida antara senyawa metabolit
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sekunder dengan gugus glikosidanya. Dugaan reaksi pemutusan glikosida dari
senyawa metabolit sekunder ditunjukkan pada Gambar 2.2. Selama proses
hidrolisis berlangsung, proton H* dari asam klorida akan berikatan dengan atom O-
glikosida yang terikat pada senyawa metabolit sekunder sehingga gugus glikosida
tersebut akan terputus dari senyawa metabolit sekundernya, oleh karenanya
senyawa glikon (gula) dan aglikon (metabolit sekunder) dapat terpisah. Pengadukan
yang dilakukan bertujuan agar ekstrak pekat dapat bercampur secara merata dengan
HCI sehingga dapat memaksimalkan pemutusan ikatan glikosida. Reaksi hidrolisis
selanjutnya harus dihentikan karena bersifat reversible (bolak-balik).
Pemberhentian tersebut dilakukan dengan menambahkan NaHCO3 hingga pH
netral agar ikatan glikosida antara aglikon dengan glikon tidak terbentuk kembali
karena asam klorida akan berikatan dengan NaHCOs membentuk garam NaCl yang
bersifat netral dan H>O. Penambahan NaHCOs; pada sampel akan terbentuk
gelembung-gelembung busa CO> hasil dari reaksi antara HCI dengan NaHCOs
(Fasya et al., 2016).

Hasil hidrolisis yang diperoleh berupa senyawa metabolit sekunder yang
telah terpisah dari gugus gulanya. Oleh karenanya dilakukan pemisahan lebih lanjut
dengan proses partisi secara bertingkat menggunakan pelarut n-heksana yang
bersifat non-polar dengan nilai indeks polaritas 0,1 dan etil asetat yang bersifat semi
polar dengan indeks polaritas 4,4 (Sumarawati, 2018). Proses partisi tersebut
bertujuan untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang lebih spesifik
berdasarkan kepolarannya. Proses partisi akan menghasilkan dua lapisan yang tidak
saling bercampur yaitu fase organik pada lapisan atas, dan fase air pada lapisan

bawah.
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Terbentuknya dua lapisan dikarenakan terdapat perbedaan massa jenis
antara keduanya. Pelarut n-heksana memiliki densitas yang lebih rendah daripada
air yaitu sebesar 0,6174 g/mL, sedangkan air memiliki densitas sebesar 0,99704
g/mL. Sehingga pelarut n-heksana menghasilkan lapisan atas yang berwarna hijau
kehitaman dan lapisan bawah merupakan fase air. Begitupun dengan pelarut etil
asetat memiliki densitas sebesar 0,89445 g/mL yang lebih kecil dari air (Anjaswati
et al., 2021), sehingga pelarut etil asetat menghasilkan lapisan atas yang berwarna
coklat kehitaman. Hasil pemekatan dari proses partisi bertingkat pada fraksi n-
heksana maupun fraksi pekat etil asetat memiliki warna yang sama dengan lapisan
yang terbentuk. Rendemen hasil partisi ekstrak etanol daun kersen ditampilkan pada

Tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Rendemen hasil partisi

Pelarut ~ Warna Fraksi Pekat Berat Fraksi Pekat (g) Rendemen (%)

n-Heksana Hijau Kehitaman 1,6398 32,796
Etil Asetat Coklat Kehitaman 0,3902 7,804

Hasil rendemen yang tertera pada Tabel 4.1. dapat diketahui bahwa nilai
rendemen fraksi n-heksana lebih tinggi daripada fraksi etil asetat. Hal ini
menunjukkan bahwa komponen penyusun ekstrak daun kersen lebih banyak yang
bersifat non polar. Berdasarkan hasil partisi yang diperoleh terdapat kemungkinan
bahwa adanya senyawa-senyawa non polar seperti steroid, triterpenoid, dan klorofil
yang lebih banyak terdistribusi pada fraksi n-heksana, sehingga menyebabkan
warna hasil fraksi n-heksana lebih hijau pekat daripada fraksi etil asetat. Pada
Gambar 4.5. spektra UV-Vis fraksi n-heksana juga menunjukkan adanya serapan

klorofil pada daerah panjang gelombang 669 nm. Sedangkan senyawa yang bersifat
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polar seperti flavonoid, saponin, dan tanin dimungkinkan lebih terdistribusi pada
fraksi etil asetat. Hal ini menunjukkan bahwa partisi secara bertingkat mampu
memisahkan lebih spesifik senyawa metabolit sekunder berdasarkan tingkat

kepolarannya.

Gambar 4. 3 Hasil hidrolisis partisi daun kersen
a. Fraksi n-heksana b. Fraksi etil asetat

4.5 Uji Aktivitas Antioksidan Daun Kersen
4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Pengujian aktivitas antioksidan daun kersen diawali dengan penentuan
panjang gelombang maksimum larutan DPPH yang bertujuan untuk mengetahui
panjang gelombang yang memiliki serapan tertinggi. Pengukuran sampel dilakukan
pada panjang gelombang maksimum untuk mengoptimalkan kepekaan DPPH dan
meminimalisir kesalahan (Fasya et al., 2016). Hal ini dikarenakan pada panjang
gelombang maksimum perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi
memiliki nilai paling besar.

Hasil yang diperoleh dari penentuan panjang gelombang maksimum larutan
DPPH 0,2 mM ialah sebesar 517 nm. Hal ini disebabkan, reagen DPPH memiliki
warna komplementer ungu dan memberikan absorbansi maksimum pada panjang
gelombang maksimum 515 — 520 nm (Prakash, 2001). Hasil spektrum UV-Vis

larutan DPPH 0,2 mM dapat dilihat pada Gambar 4.4.



44

1.0+

0.8
17.0,07%

Ab 0.6

S 0.4
0.2+

0.0

T 1 1 1
400 500 600 700 800
Panjang Gelombang (nm)

Gambar 4. 4 Panjang gelombang maksimum DPPH

4.5.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Sampel

Pengujian aktivitas antioksidan pada sampel ekstrak dan fraksi daun kersen,
ketika direaksikan dengan DPPH terjadi perubahan warna dari ungu menjadi ungu
muda atau kuning. Hal tersebut disebabkan oleh adanya donor atom H pada DPPH
sehingga membentuk 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH-H) (Hasan et al.,
2022). Penginkubasian yang dilakukan selama 30 menit bertujuan untuk
mengoptimalkan aktivitas DPPH agar bereaksi dengan sampel yang diuji. Hasil
pengukuran aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-
heksana daun kersen ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Hasil pada Tabel 4.2 menunjukkan bahwa persen aktivitas antioksidan
mengalami kenaikan seiring dengan naiknya konsentrasi sampel. Konsentrasi
sampel yang semakin tinggi maka senyawa aktif yang memberikan atom H pada
radikal DPPH akan semakin banyak dan akan menghasilkan senyawa DPPH-H
yang stabil (Rahayu et al., 2010). Hasil pengukuran nilai 1Csop menunjukkan bahwa
ekstrak etanol, dan fraksi etil asetat, n-heksana daun kersen memiliki nilai 1Cso < 50
ppm yang berarti potensi antioksidannya sangat kuat. Nilai AAI dari ketiga sampel

tersebut juga memiliki nilai > 2 yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi etil
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asetat, dan fraksi n-heksana memiliki potensi aktivitas antioksidan yang sangat

kuat.

Tabel 4. 2 Data hasil % aktivitas antioksidan, nilai 1Cso, dan nilai AAI

No. Sampel % Aktivitas Antioksidan Nilai ICso  Nilai AAI
1. Ekstrak etanol
5 ppm 33,58072279
10 ppm 43,18057317
15 ppm 53,09779456 12,75ppm 6,20
20 ppm 57,76636667
25 ppm 65,26474131
2. Fraksi etil asetat
5 ppm 37,78759077
10 ppm 47,23117679
15 Egm 57,81512756 96lppm 822
20 ppm 66,12349485
25 ppm 78,51614842
3. Fraksin-heksana
5 ppm 34,12201188
10 ppm 42,24052053
15 ppm 64,1771193 9,82 ppm 8,05
20 ppm 74,33329795
25 ppm 81,18293897
4. Asam askorbat
2 ppm 33,50466281
4 ppm 67,35393199
6 ppm 75,78696985 289ppm 27,34
8 ppm 78,9239672
10 ppm 81,48554593

Berdasarkan hasil uji aktivitas antioksidan yang telah dilakukan dapat

diketahui bahwa fraksi etil asetat dan n-heksana memiliki nilai aktivitas antioksidan

yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol. Hal tersebut dikarenakan efek dari

proses hidrolisis-partisi yang menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang lebih

spesifik dan lebih murni karena telah terputus dari gugus glikosidanya sehingga

senyawa radikal bebas DPPH dapat terhambat lebih optimal. Golongan senyawa

yang diduga sangat berpotensi memberikan aktivitas antioksidan ialah flavonoid
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dan tanin karena kedua senyawa tersebut merupakan golongan fenolik. Senyawa
fenolik memiliki gugus hidroksi yang terikat pada cincin aromatis sehingga mudah
teroksidasi dengan menyumbangkan atom hidrogen pada radikal bebas.
Kemampuannya membentuk radikal fenoksi yang stabil pada reaksi oksidasi
menyebabkan senyawa fenolik sangat berpotensi sebagai antioksidan (Dhurhania

dan Novianto, 2018). Berikut dugaan reaksi senyawa flavonoid dengan DPPH.

Flavonoid (Stabil)

Gambar 4. 5 Dugaan mekanisme reaksi senyawa flavonoid dengan DPPH

Perbedaan nilai 1Cso pada fraksi etil asetat dan n-heksana disebabkan adanya
perbedaan distribusi golongan senyawa metabolit sekunder yang bersifat sebagai
antioksidan berdasarkan kepolarannya seperti yang ditunjukkan dari hasil uji
fitokimia pada Tabel 4.3. Aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat lebih kuat
daripada fraksi n-heksana. Hal tersebut dapat diduga bahwa adanya kandungan
senyawa flavonoid, saponin, dan tanin dalam fraksi etil asetat dapat meningkatkan
potensi aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat tersebut. Senyawa saponin juga
mampu meredam superoksida melalui pembentukan intermediet hidroperoksida
sehingga memecah kerusakan biomolekular oleh radikal bebas (Syarif et al., 2015).
Sedangkan hasil dari aktivitas antioksidan ekstrak etanol lebih lemah daripada

fraksi daun kersen. Hal tersebut dimungkinkan karena banyaknya senyawa
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campuran yang terkandung pada ekstrak etanol. Senyawa campuran tersebut dapat
menimbulkan efek antagonis yang bisa menurunkan aktivitas antioksidan (Sonam
dan Guleria, 2017). Selain itu, pada ekstrak etanol senyawa metabolit sekunder
yang terkandung masih berikatan dengan gugus glikosida yang mana glikosida
tersebut kurang efektif sebagai antioksidan.

Pembanding asam askorbat pada penelitian ini menunjukkan adanya
aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Puspitasari (2015) mengungkapkan aktivitas
antioksidan asam askorbat tinggi dikarenakan asam askorbat adalah senyawa murni
dengan kemampuan mendonorkan atom H yang lebih besar, sedangkan ekstrak dan
fraksi daun kersen terdiri dari berbagai macam senyawa kimia yang saling
berinteraksi dan menimbulkan aktivitas tertentu sehingga terdapat perbedaan
kemampuan aktivitas antioksidan yang diperoleh.

4.6 Uji Fitokimia Daun Kersen

Identifikasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-heksana daun kersen (Muntingia calabura)
dilakukan secara kualitatif dengan uji fitokimia. Hasil pengamatan uji fitokimia

ekstrak dan fraksi daun kersen ditunjukkan pada Tabel 4.3.

Tabel 4. 3 Hasil uji fitokimia daun kersen (Muntingia calabura)

Golongan Senyawa Ekstrak Fraksi Fraksi

Metabolit Sekunder Etanol Etil Asetat n-Heksana
Alkaloid

- Mayer - - -
- Dragendroff - - -
Flavonoid + + +
Saponin + + -
Tanin + + +
Steroid + - +
Triterpenoid + + +

Keterangan: + = positif mengandung senyawa, - = negatif mengandung senyawa
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4.6.1 Uji Flavonoid Daun Kersen

Uji kualitatif flavonoid daun kersen dilakukan dengan menambahkan
metanol 50% panas untuk melarutkan sampel, lalu ditambahkan serbuk logam Mg
serta HCI pekat yang berfungsi untuk menghidrolisis flavonoid menjadi
aglikonnya, sehingga menghasilkan senyawa kompleks garam flavilium yang
berwarna merah, kuning, atau jingga. Dugaan reaksi antara senyawa flavonoid
dengan logam Mg dan HCI ditunjukkan pada Gambar 2. 10. Hasil uji positif
flavonoid pada sampel ditunjukkan dengan terbentuknya warna kuning pada
ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi n-heksana. Senyawa flavonoid
merupakan senyawa polar yang mudah larut pada pelarut polar. Namun beberapa
senyawa flavonoid ada yang bersifat non polar seperti flavanon, flavon, isoflavon,
dan flavanol yang cenderung lebih mudah larut dalam pelarut non polar sehingga
dapat larut pula pada etil asetat dan n-heksana (Hendryani et al., 2015).
4.6.2 Uji Saponin Daun Kersen

Uji saponin daun kersen dengan penambahan HCI membuat busa yang
terbentuk menjadi lebih stabil. Timbulnya busa ini dikarenakan senyawa saponin
mengandung senyawa dengan dua sifat berlawanan pada strukturnya. Ketika
dilakukan pengocokan, gugus hidrofil akan berikatan dengan air sedangkan gugus
hidrofob akan berikatan dengan udara sehingga membentuk busa. Adanya glikosida
yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya juga menyebabkan
timbulnya busa dalam air (Nugrahani et al., 2016). Reaksi yang terjadi pada uji
fitokimia saponin ditunjukkan oleh Gambar 2.12.

Hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi etil asetat positif

mengandung saponin dengan adanya busa yang stabil dan tidak hilang, sedangkan
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fraksi n-heksana tidak terbentuk busa. Hasil tersebut diperkuat oleh Puspita dan
Wulandari (2017) yang menyatakan bahwa pelarut n-heksana daun kersen tidak
mengandung saponin. Hal ini diduga karena senyawa saponin memiliki komponen
ikatan glikosida yang membuat senyawa ini bersifat polar (Harborne, 1987),
sehingga cenderung tertarik oleh pelarut yang bersifat semi polar dan polar.
4.6.3 Uji Tanin Daun Kersen

Uji senyawa tanin dilakukan dengan menggunakan FeClz untuk menentukan
apakah sampel mengandung gugus fenol. Hasil uji fitokimia yang ditunjukkan pada
Tabel 4.3. menunjukkan bahwa ekstrak maupun fraksi daun kersen positif
mengandung senyawa tanin. Hasil uji positif tersebut menunjukkan adanya
senyawa fenol dan dimungkinkan salah satunya adalah tanin karena tanin
merupakan senyawa polifenol. Terbentuknya warna hijau kehitaman dikarenakan
tanin membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe* (Ergina et al., 2014). Reaksi
dugaan yang terjadi antara senyawa tanin dengan FeCls ditunjukkan pada Gambar
2.16.
4.6.4 Uji Steroid dan Triterpenoid Daun Kersen

Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan
fraksi n-heksana daun kersen mengandung golongan senyawa triterpenoid. Hasil
positif triterpenoid ditandai dengan terbentuknya cincin kecoklatan pada perbatasan
dua pelarut. Perubahan warna ini terjadi karena adanya reaksi oksidasi pada
golongan senyawa terpenoid melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi
yang menghasilkan gugus kromofor. Hal ini disebabkan oleh adanya reaksi
kondensasi atau pelepasan H.O dan penggabungan dengan karbokation. Dugaan

reaksi triterpenoid ditunjukkan pada Gambar 2. 18.
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Uji senyawa steroid menunjukkan hasil positif pada ekstrak etanol dan
fraksi n-heksana daun kersen. Hal tersebut ditandai dengan adanya perubahan
warna larutan ekstrak/fraksi menjadi hijau. Penambahan kloroform berfungsi untuk
melarutkan senyawa steroid yang terkandung dalam sampel, sedangkan asam asetat
anhidrat untuk membentuk gugus asetil (Alfiyaturrohmah, 2013). Senyawa steroid
akan mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan membentuk garam
yang dapat menghasilkan warna biru hingga hijau (Mukhlisoh, 2010). Perubahan
warna ini disebabkan oleh reaksi oksidasi golongan steroid melalui pembentukan
ikatan rangkap terkonjugasi (Sriwahyuni, 2010). Dugaan reaksi steroid dengan
pereaksi Liebermann-Burchard ditunjukkan pada Gambar 2. 14.

Triterpenoid dan steroid cenderung bersifat non polar, sehingga kedua
golongan senyawa ini lebih banyak larut dalam pelarut non polar seperti n-heksana.
Fraksi etil asetat daun kersen positif mengandung triterpenoid karena pelarut ini
bersifat semi polar, namun kelarutannya lebih sedikit dibandingkan fraksi n-
heksana. Pada ekstrak etanol daun kersen juga positif mengandung golongan
triterpenoid dan steroid. Hal tersebut dikarenakan pada ekstrak etanol, senyawa
triterpenoid dan steroid masih terikat dengan gugus glikosidanya sehingga dapat
ikut terekstrak dalam etanol yang bersifat polar.

4.7 ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer UV-
Vis

Hasil identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis diperoleh data

serapan panjang gelombang pada ekstrak/fraksi daun kersen yang ditunjukkan pada

Gambar 4.6.
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Gambar 4. 6 Hasil UV-Vis ekstrak/fraksi daun kersen

Tabel 4. 4 Panjang gelombang maksimum hasil Spektra UV-Vis ekstrak etanol
(EE), fraksi etil asetat (FEA), dan fraksi n-heksana (FNH) daun kersen

Panjang Gelombang (hm)

Range Transisi Gugus Dugaan
EE FEA FNH Pustfka elektronik  fungsi senyawa*
526 429  410,1 300-5502 n—m* Cc=0 Flavonoid
254 248 271  240-285% T—1* C:.C . Flavonoid
terkonjugasi
212 2101 - <218  momr | CCEK o oionin
terkonjugasi
272,1 272 2939 250-350° n—m* C=0 Tanin
2051 - 2061 200-225¢ qomt . CCBK g
terkonjugasi
208 208 202 <2158  momt . CCEK - iemenoid
terkonjugasi

Ket:
a= (Markham, 1988), b= (Hartini dan Suyatno, 2016), c= (Sutrisno, 2007), d= (Dorfman, 1953).
*Dugaan senyawa berdasarkan hasil uji fitokimia

Berdasarkan hasil spektra pengukuran UV-Vis, dugaan senyawa flavonoid
pada ekstrak etanol, fraksi etil asetat, serta fraksi n-heksana ditunjukkan dengan
adanya serapan pada pita | dan pita 1l. Markham (1988) mengungkapkan bahwa

pada panjang gelombang 300 — 550 nm merupakan rentang serapan pita I. Pita |
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menunjukkan transisi n—n* akibat adanya transisi elektron yang tidak berikatan ke
orbital anti ikatan oleh suatu gugus C=0O (Sastrohamidjojo, 2001). Sedangkan
serapan pita Il terdapat pada panjang gelombang 245-285 nm yang menunjukkan
adanya senyawa flavonoid dengan ciri khas kromofor fenol (Markham, 1988). Pada
pita Il terjadi transisi =—7*. Harborne (1987) juga mengungkapkan bahwa pita 11
menunjukkan gugus utama berupa flavon atau flavonol-3-OH tersubstitusi yang
disebabkan oleh adanya kromofor C=0O dan C=C dari gugus aromatik yang
terkonjugasi, sehingga hal tersebut menjadikan adanya transisi n—»n* dan n—n*.

Hartini dan Suyatno (2016) menyebutkan adanya puncak serapan pada
panjang gelombang < 215 nm terjadi transisi elektronik n—=r* akibat gugus
kromofor dari suatu alkena (C=C) tidak terkonjugasi. Dugaan senyawa saponin
pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat didukung oleh penelitian Rachman et al.
(2015) yang menyatakan bahwa senyawa saponin memiliki puncak serapan pada
panjang gelombang 211 nm. Selain itu, dugaan senyawa tanin dengan serapan
panjang gelombang yang tertera pada Tabel 4.4. menunjukkan adanya transisi
n—m*. Serapan pada panjang gelombang 250 — 350 nm menunjukkan adanya
transisi elektron n—=n* yang diduga adanya ikatan C=0 (Sutrisno, 2007). Senyawa
tanin juga diduga mempunyai transisi t—n* yang mengidentifikasikan adanya
ikatan C=C terkonjugasi dan transisi yang berupa kromofor C=0. Serapan pada 210
— 285 nm menunjukkan adanya transisi elektron m—n* yang menandakan adanya
ikatan C=C terkonjugasi (Desiyanti et al., 2016). Hasil ini didukung oleh Sari et
al. (2015) yang menyatakan bahwa senyawa tanin memiliki puncak serapan pada
346,5 nm dan 347 nm yang mengindikasikan adanya ikatan C=C terkonjugasi dan

kromofor C=0.
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Serapan panjang gelombang ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi n-
heksana pada dugaan senyawa triterpenoid menunjukkan adanya transisi 7—m*.
Penelitian Latief et al. (2022) menyatakan bahwa daun jeruju menghasilkan serapan
pada panjang gelombang maksimum 208 nm yang menunjukkan adanya senyawa
triterpenoid dengan transisi n—7n* yang menandakan adanya ikatan C=C. Bialangi
et al. (2022) juga mengungkapkan bahwa isolat triterpenoid daun sambiloto
memiliki serapan panjang gelombang 202 nm. Sedangkan dugaan senyawa steroid
pada ekstrak etanol dan fraksi n-heksana menunjukkan adanya transisi =—n*. Hal
tersebut diperkuat oleh penelitian Wahdaniyah (2019) bahwa hasil isolat steroid
dari mikroalga Chlorella sp. didapatkan panjang gelombang maksimum 203 nm
dan 205 nm. Patra et al. (2010) juga mengungkapkan bahwa senyawa steroid dari
daun tumbuhan Hygrophila spinosa memiliki panjang gelombang maksimum 206
nm.

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada Muntingia calabura
khususnya flavonoid, beberapa diantaranya ialah genistein, kuersetin, mirisetin, dan
daidzein (Jisha et al., 2020; Zakaria et al., 2022; Zolkeflee et al., 2022). Senyawa-
senyawa tersebut memiliki potensi sebagai antioksidan. Bhusari et al. (2020)
menyatakan bahwa senyawa daidzein memiliki serapan pada panjang gelombang
248 nm, serapan tersebut memiliki kesamaan dengan serapan fraksi etil asetat daun
kersen yaitu pada 248 nm, sehingga terdapat kemungkinan bahwa diantara senyawa
flavonoid yang terkandung dalam fraksi etil asetat tersebut merupakan jenis
isoflavon yaitu daidzein. Senyawa daidzein memiliki potensi antioksidan yang
bersifat sedang dalam meredam radikal bebas DPPH dengan nilai 1Csg sebesar

110,25 ppm (Prahastuti et al., 2019). Serapan 254 nm pada ekstrak etanol juga
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memiliki kemiripan dengan serapan kuersetin pada 258 nm dan senyawa mirisetin
pada 257 nm (Catauro et al., 2015; Hwang dan Chung, 2018). Senyawa kuersetin
memiliki potensi antioksidan dengan nilai ICso 17,05 ppm yang tergolong sangat
kuat, sedangkan senyawa mirisetin memiliki nilai 1Cso 165,75 ppm dalam
menghambat radikal DPPH (Cahyono et al., 2020; Hwang dan Chung, 2018).
Spektra yang dihasilkan oleh fraksi n-heksana pada panjang gelombang 271 nm
memiliki kemiripan dengan serapan senyawa genistein yaitu pada panjang
gelombang 266 nm, senyawa tersebut dapat berpotensi sebagai antioksidan yang
tergolong sangat kuat dengan nilai 1Cso sebesar 43,17 ppm (Yunindarwati et al.,
2016; Geeta et al., 2019).

4.8 ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder dengan Spektrofotometer FTIR

Spektra hasil FTIR ekstrak dan fraksi daun kersen ditunjukkan pada Gambar
4.6. dan Tabel 4.5. Melalui spektra FTIR yang diperoleh, terdapat serapan-serapan
khas dari gugus fungsi senyawa metabolit sekunder seperti O-H, C=C aromatik,
C-H alifatik, C=0, dan gugus khas dari triterpenoid atau steroid yaitu geminal
dimetil. Hasil uji fitokimia pada ekstrak etanol, dan fraksi etil asetat serta n-heksana
daun kersen menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang tertera pada Tabel 4.3.
Adanya serapan gugus O-H, C-H, C=C, C=0, serta C-O yang terlihat pada Gambar
4.7 mengindikasikan senyawa flavonoid. Serapan tersebut juga memiliki kemiripan
dengan senyawa flavonoid golongan isoflavon yaitu genistein dan daidzein (Xiao
et al., 2020; Bhalla et al., 2019), serta golongan flavonol yaitu kuersetin dan
mirisetin (Catauro et al., 2015; Pop et al., 2016). Hal ini diperkuat oleh penelitian
Dwisakana dan Tukiran (2021) yang manyatakan bahwa adanya serapan gugus

hidroksil (-OH) pada bilangan gelombang 3401,03 cm™, C-H alifatik (2932,36 dan
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2857,14 cmt), C=0 (1732,72 cm™), C=C aromatik (1462,70 cm™), dan C-H

aromatik (877,20 cm™) merupakan ciri-ciri dari senyawa flavonoid.

- Fraksi n-heksana
- Fraksi etil asetat
— Ekstrak etanol
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Gambar 4. 7 Spektra hasil FTIR ekstrak dan fraksi daun kersen

Dugaan adanya senyawa saponin ditunjukkan dengan adanya serapan pada

gugus -OH, C-H, C=0, C=C, dan C-O. Serapan gugus fungsi tersebut memiliki

kemiripan dengan penelitian Rachman et al. (2015) yang mengungkapkan bahwa

senyawa saponin teridentifikasi mengandung gugus O-H (3443.40 cm™), C-H

(2922.59 cm™ dan 2853.37 cmt), C=0 (1737.44 cm™), dan C-O (1090.87 cm™).

Rawat dan Garg (2021) juga menyatakan bahwa adanya serapan -OH, C-H, dan



56

C=C merupakan ciri khas dari senyawa saponin. Sari et al. (2015) menyatakan hasil

isolasi senyawa tanin dari daun trembesi menghasilkan serapan dengan gugus-

gugus fungsi karakteristik yaitu gugus -OH (3234,62 cm™), C-H alifatik (2895,15

cm?), C=0 (1635,64 cm™?), C=C aromatik (1516,05 cm™), C-H bending (671,23

cmt), yang memperkuat dugaan tanin terhidrolisis.

Tabel 4. 5 Intrepretasi spektra FTIR ekstrak etanol (EE), fraksi etil asetat (FEA),
dan fraksi n-heksana (FNH) daun kersen

Bilangan Gelombang (cm™)

Jenis Vibrasi

EE FEA FNH Range Pustaka

3460,2 34711 3459,4 3550 — 3230° O-H (stretch)
2923,5 2955,4 2923,2 3000 — 2800°  -CHsstretch asym
2856,9 : 28548 2870 pg40r  Crizstretchsym

acyclic
1764,9 1735,9 1784,2 1850 — 15502 -C=0 stretch
1637,9 1643,8 1648,6 1690 — 1620° C=C (stretch)
15045  1506,7 15238 1625 14300 ~ CTCaromatic

bending
14624 14588 14639 1465 1440°  C.HpadaChis

(bending) asym
13800 13783 13786 139013700  C-HpadaCh
(bending) sym

1223,9 1226,7 12219 1260 — 11802 C-O (stretch sym)

Alkohol
1045,2 1033,8 1041,6 1124 — 1000° sekunder, C-O

stretch
- 2 1

821,7 767,7 850,6 900650 CH sp” bending

aromatic
769,6 694,4 7715 900 — 675% =C-H bending

Ket: a = (Socrates, 1994); b = (Shriner et al., 2004).

Penelitian Sholikhah (2016) pada isolasi senyawa steroid alga merah

menghasilkan serapan pada bilangan gelombang 3455,987 cm™ (-OH), 1260,224

cm! (alkohol sekunder), 1463,780 cm™ dan 1383,416 cm™ (gem dimetil), 1650,685

cm? (C=C), 1738,448 cm™ (C=0). Fasya et al. (2019) juga menyatakan bahwa

serapan khas dari senyawa triterpenoid dan steroid ialah gugus geminal dimetil pada

bilangan gelombang 1460 cm™ dan 1383,5 cm™. Dugaan senyawa triterpenoid
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ditunjukkan dengan adanya serapan pada gugus fungsi -OH, C-H, C=C, C=0, dan
C-O. Bialangi et al. (2022) pada isolat daun sambiloto mengungkapkan serapan
gugus fungsi O-H alkohol pada bilangan gelombang 3426,5 cm™, C-H alifatik pada
bilangan gelombang 2918,1 cm™ dan 1463,3 cm™, C=0 pada bilangan gelombang
1640,6 cm™, C=C pada bilangan gelombang 1559,2 cm™, C-H pada bilangan
gelombang 802,5 cm™ dan 886,4 cm™, dan C-O alkohol pada bilangan gelombang
1099,6 cm® menandakan bahwa isolat merupakan suatu senyawa golongan
triterpenoid.

4.9 Dialog Penelitian Daun Kersen dalam Perspektif Islam

Manusia merupakan makhluk yang diciptakan Allah Swt. dibumi ini dengan
keistimewaan berupa akal. Melalui akal tersebut manusia dapat berfikir, sehingga
manusia dapat mengembangkan segala sesuatu yang ada pada dirinya dan
lingkungan sekitarnya. Hal ini juga yang membuat manusia disebut sebagai
khalifatullah di bumi. Allah Swt. memerintahkan manusia khususnya umat islam
untuk menelaah kekuasaan dan ciptaannya baik yang berada di langit, di bumi,
maupun diantara langit dan bumi. Segala sesuatu yang telah diciptakan oleh Allah
Swt. memiliki hikmah dan tidak sia-sia. Hal ini diterangkan dalam firman Allah

Swt. QS. Ali ‘Imran ayat 190-191,

-

& o 7 3o o 123 aiw 35 L G2 5a" ~L a4 5/‘ 2. s 7 ’/. . &

AT g8 Gl @ AT 45 <a¥ gy T Cals Ty 3T et ls 3 &y
i 1in s Gy @38l cpadi gl 3 Oy sgs e 13585 U
ST C1de b Sl

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal (190).
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka (191)”.
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Ayat tersebut menjelaskan kepada manusia bahwa Allah Swt. menciptakan
apa yang ada di langit maupun di bumi dengan berbagai manfaat. Dalam hal ini
manusia juga diperintahkan untuk memahami serta memikirkan dan mempercayai
bahwa semua yang diciptakan oleh Allah Swt. tidak ada yang sia-sia. Oleh karena
itu, penelitian ini dilakukan dalam rangka menjalankan tugas manusia sebagai
khalifah di bumi ini yaitu melayani dan menyelesaikan masalah. Kersen merupakan
sebuah sebuah rizki yang telah Allah Swt. berikan kepada makhluknya, yang mana
tumbuhan tersebut sering dijumpai sebagai peneduh dengan daunnya yang memiliki
berbagai manfaat bagi kehidupan manusia seperti sebagai antioksidan. Daun kersen
mengandung banyak senyawa kimia yang berpotensi sebagai salah satu alternatif
obat-obatan herbal yang dapat mengatasi analgesik, batuk, mencegah kanker
maupun manfaat lainnya. Kita tidak akan mengetahui manfaat dari daun kersen
yang sangat banyak bagi kehidupan apabila manusia tidak mau mempelajari dan
melakukan penelitian terhadap salah satu ciptaan Allah Swt. tersebut. Hal tersebut
semakin memperjelas bahwa segala penyakit yang diturunkan oleh Allah Swt. pasti
ada obatnya.

Manusia harus bijaksana dalam mengelola alam yang telah diberikan oleh
Allah Swt., tidak hanya mengambil sumber daya alam tersebut untuk menuruti
keserakahan namun tidak memikirkan kelangsungan hidup berikutnya. Firman

Allah Swt. dalam surat al-An’am ayat 165;

/@/q é’ L‘~/ 05}/}9}‘ .~ 7 /“515}/. 5. L5 ',/"" /.I/. ,}/// .'14/ P
dle)d; \uggM%):ﬁdﬁMeﬂyjﬂ\u&&&:ﬁ\}iﬁ
S w0 @ w Ay A8 . “ e s .
0 w2y 98 )y Oldall

Artinya: “Dan Dialah yang menjadikan kamu sebagai khalifah-khalifah di bumi
dan Dia mengangkat (derajat) sebagian kamu di atas yang lain, untuk mengujimu
atas (karunia) yang diberikan-Nya kepadamu. Sesungguhnya Tuhanmu sangat
cepat memberi hukuman dan sungguh, Dia Maha Pengampun, Maha Penyayang”.
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Islam mengajarkan manusia sebagai khalifatullah di bumi ini untuk
senantiasa menjaga dan melestarikannya. Dalam pelaksaan pengujian daun kersen
sebagai antioksidan pun harus sesuai dengan sunnatullah, yang mana
pengolahannya tidak menimbulkan pencemaran lingkungan yang dapat merusak
alam. Limbah atau ampas yang dihasilkan dari proses ekstraksi dapat dimanfaatkan
kembali sebagai pakan ternak (Sasongko et al., 2016). Pelarut yang digunakan
dalam proses ekstraksi dan uji aktivitas antioksidan ialah etanol. Etanol tersebut
merupakan pelarut yang ramah lingkungan. Etanol umumnya juga digunakan
sebagai bahan pembuatan parfum, biofuel, dan produk kecantikan. Sehingga, selain
mengeksploitasi kemanfaatan yang telah disediakan oleh Allah Swt., manusia juga
harus senantiasa menjaga dan melestarikan alam beserta isinya sebagai bentuk
tanggung jawab umat manusia.

Hasil dari berbagai pengamatan dan pemikiran ialah pengetahuan. Uji
aktivitas antioksidan dan identifikasi senyawa metabolit sekunder pada daun kersen
merupakan salah satu dari berbagai pengetahuan yang telah ditemukan. Daun
kersen yang selama ini dianggap sebagai tanaman peneduh, ternyata memiliki
khasiat yang luar biasa, terbukti dari hasil penelitian ini yang menyatakan bahwa
daun kersen memiliki potensi antioksidan yang sangat kuat. Hal ini menunjukkan
kebenaran dari ayat-ayat al-Qur’an yang menjelaskan bahwa segala sesuatu yang
ada di dunia ini tidak ada yang sia-sia.

Penelitian ini mengajarkan bahwa semua hal diciptakan Allah Swt. dengan
manfaatnya masing-masing. Allah Swt. memiliki sifat Ar-Rahman dan Ar-Rahim
yang berarti maha pengasih lagi maha penyayang, seluruh potensi yang ada di

dalam dan permukaan bumi dihamparkan untuk diambil manfaatnya oleh manusia.
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Ar-Rahman menunjukkan curahan cinta yang Allah Swt. berikan kepada semua
makhluk di alam semesta, dan Ar-Rahim adalah belas kasih yang dianugerahkan
Allah Swt. kepada mereka yang beriman. Seperti hal nya Allah Swt, menciptakan
tumbuhan-tumbuhan yang baik dari bermacam-macam jenis kemudian dipilah dan
digunakan sebagai obat dari berbagai penyakit. Allah Swt. juga bersifat Al-Khaliq
yang telah menciptakan alam dengan sangat sempurna, sehingga manusia dapat
hidup didalamnya dengan nyaman. Allah Swt. memiliki sifat Al-Wakil yang berarti
maha memelihara dan mengurusi segala kebutuhan makhluknya, seperti halnya
Allah Swt. menciptakan pohon kersen yang bermanfaat sebagai antioksidan
sehingga dapat digunakan manusia untuk memenuhi kebutuhannya dalam
memelihara kesehatan tubuh.

Hikmah dari diciptakannya pohon kersen kita dapat memahami siklus alam,
yang mana Allah Swt. menciptakan pohon kersen tersebut untuk diambil
manfaatnya salah satunya sebagai antioksidan atau obat untuk menyembuhkan
penyakit. Namun kita sebagai manusia dalam memanfaatkan apa yang telah Allah
Swit. berikan juga harus menjaga serta melestarikannya sebagaimana tugas manusia
menjadi khalifatullah di bumi ini. Melihat tanda-tanda kebesaran Allah Swt.
tersebut, sudah sepatutnya kita harus selalu bersyukur, berfikir dan senantiasa

berdzikir kepada Allah Swt. dalam keadaan apapun.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat ditarik kesimpulkan bahwa:

1. Fraksi etil asetat, n-heksana dan ekstrak etanol daun kersen memiliki potensi
aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai ICsg secara berturut-turut sebesar
9,61; 9,82; 12,75 ppm, dan nilai AAI berturut-turut senilai 8,22; 8,05; 6,32.

2. Hasil identifikasi fitokimia fraksi etil asetat daun kersen mengandung senyawa
flavonoid, saponin, tanin, dan triterpenoid. Fraksi n-heksana mengandung
senyawa flavonoid, tanin, steroid, dan triterpenoid. Ekstrak etanol mengandung
senyawa flavonoid, saponin, tanin, steroid, dan triterpenoid. Hasil identifikasi
spektrofotometer UV-Vis menunjukkan adanya transisi m — 7* dan n— m*,
Hasil identifikasi menggunakan FTIR menunjukkan adanya serapan gugus
fungsi —OH, C=C, C=0, —CHj3, —CH2, dan C-O.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menguji toksisitas,
antibakteri atau aktivitas farmakologi lainnya dari fraksi daun kersen sehingga
dapat menambah informasi tentang kadar toksisitas dari daun kersen sebagai obat.

Serta pemisahan senyawa aktif fraksi etil asetat yang merupakan fraksi terbaik pada

aktivitas antioksidan daun kersen dengan metode Kromatografi Lapis Tipis

Preparatif (KLTP), kromatografi kolom, atau metode pemisahan lainnya, dan

diidentifikasi lebih lanjut menggunakan LC-MS/MS serta H-NMR.
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pelarut etanol p.a

Hidrolisis dengan HCI 2 N

Partisi dengan 2 macam pelarut

l

n-Heksana

|

\4

Analisis kadar air

Etil asetat

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

Uji Fitokimia

Identifikasi gugus fungsi senyawa aktif

dengan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR

v

Analisis data
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Lampiran 2. Diagram Alir

L2.1. Preparasi sampel

1,5 Kg daun kersen

- dicuci dengan air bersih

- dikeringkan dengan diangin-anginkan
- dihaluskan sampai berbentuk serbuk
- diayak dengan ayakan 90 mesh

Hasil

L2.2. Analisis kadar air secara termogravimetri

Serbuk daun kersen

- ditimbang sebanyak 5 gram

- dimasukkan ke dalam cawan yang telah diketahui berat konstannya
- dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C selama +15 menit

- disimpan dalam desikator sekitar £10 menit

- ditimbang

- diulangi sampai diperoleh berat cawan berisi sampel yang konstan

- dihitung kadar air

Hasil
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L2.3. Ekstraksi ultrasonik Muntingia calabura L.

30 gram serbuk daun kersen

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer

- ditambahkan pelarut etanol p.a sebanyak 300 mL

- diekstraksi dengan frekuensi 42 KHz selama 20 menit
pada suhu kamar

- disaring menggunakan corong buchner

l l

Filtrat Residu

- ditampung pada Erlenmeyer

- dipekatkan dengan rotary evaporator
- diuapkan pelarutnya dengan gas N2

- ditimbang ekstrak etanol daun kersen

- dihitung rendemen

Hasil




L2.4. Hidrolisis dan partisi ekstrak etanol Muntingia calabura L.

Ekstrak pekat etanol daun kersen

- dimasukkan ke dalam beaker glass sebanyak 5 gram
- ditambahkan 10 mL asam klorida (HCI) 2N dengan perbandingan 1:2

- distirrer selama 1 jam menggunakan magnetik stirer hot plate pada

suhu ruang

- ditambahkan natrium bikarbonat (NaHCOz3) sampai pH-nya netral

Hidrolisat

- dimasukkan ke dalam corong pisah

- ditambahkan pelarut n-heksana sebanyak 25 mL

- dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan, lapisan
organik dan lapisan air

- diambil lapisan organik

- dipartisi kembali lapisan air yang diperoleh dari pelarut n-heksana
hingga tiga kali pengulangan

- digabung lapisan organik yang diperoleh

l

Lapisan organik Lapisan air

- dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum

- dialiri gas N2

Fraksi n-heksana

- ditimbang

- dihitung rendemennya

Hasil

Ket: Diulangi langkah diatas untuk fraksi etil asetat

7
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L2.5. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH
L2.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Larutan DPPH 0,2 mM

- dipipet 6 mL ke dalam kuvet

- didiamkan = 10 menit pada suhu 37°C

- ditentukan Amax larutan menggunakan spektrofotometer UV-Vis

- dicatat Amax hasil pengukuran yang didapat untuk digunakan pada

tahap selanjutnya

Hasil

L2.5.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan pada Konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan
25 ppm

e Absorbansi Kontrol

Larutan DPPH 0,2 mM

- dipipet 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambahkan pelarut etanol sebanyak 3 mL

- ditutup dengan aluminium foil

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

- dipipet larutan dalam kuvet hingga penuh

- diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada Amaks

yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya

Hasil
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e Absorbansi Sampel

Larutan DPPH 0,2 mM

Hasil

- dibuat larutan dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm
- dimasukkan sebanyak 3 mL ke dalam tabung reaksi

- ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,2 mM

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

- dimasukkan ke dalam kuvet

- diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum
- dihitung nilai % inhibisi dengan data absorbansi

- dihitung nilai 1Cso menggunakan persamaan regresi

Ket: dilakukan perlakuan yang sama menggunakan sampel asam askorbat sebagai
pembanding dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 ppm.

L2.6 Uji fitokimia fraksi etil asetat dan fraksi n-heksana

L2.6.1. Identifikasi Alkaloid

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- ditambah 0,5 mL HCI 2 %

Tabung | Tabung 1l
- ditambahkan 3 tetes - ditambahkan 3 tetes
reagen dragendroff reagen meyer
Hasil Hasil




L2.6.1. Identifikasi Flavonoid

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dimasukkan dalam tabung reaksi

- dikocok
- dipanaskan
- dikocok kembali

- disaring

- ditambahkan 3 mL metanol 50 %

Fil

trat

- ditambah 0,1 g Mg
- ditambah 2 tetes HCI 2M

N

y

Hasil

L2.6.2. Identifikasi Saponin

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dimasukkan kedalam tabung reaksi
- ditambahkan dengan 10 ml aquades
- dikocok kuat selama +10 menit
- ditambahkan 2-3 tetes HCI 1N

Hasil

v

Residu
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L2.6.3. Identifikasi Steroid dan Triterpenoid

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dimasukkan kedalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL asam asetat anhidrat

- ditambahkan 1-2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung

Hasil

L2.6.4. Identifikasi Tanin

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dimasukkan kedalam tabung reaksi
- ditambahkan 2-3 tetes FeCl; 1 %

Hasil

L.2.7. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

- dilarutkan berdasarkan pelarutnya dengan konsentrasi 50 ppm

sebanyak 5 mL

- dimasukkan ke dalam kuvet

- dianalisis pada rentang panjang gelombang 200 — 800 nm

Hasil

L.2.7. Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Menggunakan
Spektrofotometer FTIR

Fraksi/Ekstrak Daun Kersen

-digerus 1 mg fraksi dengan 100 mg KBr secara homogen
menggunakan mortar batu agata

- dipres dengan tekanan 80 torr selama 10 menit

- dianalisis pada bilangan gelombang 4000 — 400 cm'*

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan
L3.1. Pembuatan reagen Mayer

Sebanyak 1,36 g HgCl. dilarutkan dalam 60 mL air suling. Pada bagian lain
dilarutkan pula 5 g KI dalam 10 mL air suling. Kedua larutan ini kemudian
dicampurkan dan diencerkan dengan air suling sampai 100 mL. Pereaksi ini disimpan

dalam botol yang berwarna coklat, agar tidak rusak karena cahaya.
L3.2. Pembuatan reagen Dagendorff

Sebanyak 8 g KI dilarutkan dalam 20 mL air suling, sedangkan pada bagian
lain 0,85 g bismut subnitrat dilarutkan dalam 10 mL asam asetat glasial dan 40 mL
air suling. Kedua larutan dicampurkan. Larutan ini disimpan dalam botol berwarna
coklat. Dalam penggunaannya satu larutan ini diencerkan dengan 2/3 bagian larutan

20 mL asam asetat glasial dalam 100 mL air suling.
L3.3. Pembuatan Larutan HCI 2 N

p HCI 37 % = 1,19 g/mL = 1190 g/L

BM HCI = 36,42 g/mol

n =1 (jumlah ion H*)

37g

Konsentrasi = 37 % =
100 glarutan

x 100 %

Mol HCI dalam konsentrasi 37 % = 8@mHCl ___ 378 _ 1 5159 mol
BM HCI 36,42 g/mol

Volume larutan HCI dalam larutan HCI 37 % = == —2°8 _ =84 0336 mL = 0,084 L
p 1,19 g/mL

Molaritas HCI 37% = MoL = 10159 mol _ 45 g4 mol/L

V()  0084L

Normalitas HCI 37 % = n x Molaritas HCl = 1 x 12,094 mol/L = 12,094 N
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Sehingga untuk membuat larutan 2 N sebanyak 100 mL dari larutan HCI

12,094 N menggunakan prinsip pengenceran sebagai berikut,
N1 X V1 =N2x V2

12,094 NxV: =2Nx 100 mL

V1 = 16,5mL

Larutan HCI 37 % diambil sebanyak 16,5 mL lalu dimasukkan ke dalam labu
ukur 100 mL, kemudian ditambahkan aquades hingga mencapai tanda batas dan

dihomogenkan.

L3.4. Pembuatan Larutan HCI 1N

N1 x V1 =Nz X V>
12,094 NxV: =1Nx10mL
V1 = 0,83 mL

Larutan HCI 37 % diambil sebanyak 0,83 mL lalu dimasukkan ke dalam labu
ukur 10 mL, kemudian ditambahkan aquades hingga mencapai tanda batas dan

dihomogenkan.

L3.5. Pembuatan Larutan NaHCOs Jenuh

Kelarutan NaHCO3 sebesar 9,99 g dalam 100 mL aquadest. Sehingga untuk
membuat larutan NaHCOs3 jenuh digunakan NaHCO3 dengan berat > 9,99 g (sampai
terdapat endapan padatan yang tidak larut). Lalu disaring larutan tersebut untuk

memisahkan residu dan filtrat sehingga didapatkan larutan NaHCO3 jenuh.
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L3.6. Pembuatan Larutan HCI 2 %

M1 x V1 =My x V2

37 % x V1 =2%x10mL

V1 =0,5mL

Cara pembuatannya ialah dipipet larutan HCI pekat 37 % sebanyak 0,5 mL,
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL yang berisi 5 mL aquades, lalu

ditambah aquades hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L3.7. Pembuatan Larutan HCI 2 M

M1 x V1 =My x V2

12,064 mol/L xV1 =2 mol/L x 100 mL

v, =29mb_g658mL

12,064

Cara pembuatannya yaitu dipipet larutan HCI pekat 37 % sebanyak 16,6 mL
menggunakan pipet ukur 100 mL. Kemudian larutan tersebut dimasukkan dalam labu
ukur 100 mL yang telah berisi £50 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades

sampali tanda batas dan dikocok hingga homogen.

L3.8. Pembuatan Larutan FeClz 1 %

BM FeClz 1 % = 162,2 g/mol

Massa FeCls =1 % x BM FeCls x V

22,4 x g =1%x 162,2 g/mol x 0,01 L

g =0,072g=72mg
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Jadi untuk membuat larutan FeCls 1 % diambil sebanyak 72 mg serbuk FeCls

dan dilarutkan hingga volume 10 mL.

L3.9. Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 20 mL etanol p.a

Mr DPPH = 394,33 g/mol

Mol DPPH =20 mL x 0,2 mM

=20 mL x 22 = 0,004 mmol
1000

mg DPPH = 0,004 mmol x Mr DPPH
= 0,004 mmol x 394,33 g/mol =1,57732 mg

Larutan DPPH 0,2 mM dibuat dengan menimbang DPPH sebanyak 1,58 mg
serbuk DPPH, kemudian dilarutkan dengan etanol hingga 20 mL didalam labu ukur
(Rahmawati et al., 2017), kemudian ditutup rapat labu dengan penutupnya, lalu

dihomogenkan sampai berwarna violet (Hasanah et al., 2016).

L3.10. Pembuatan Konsentrasi Larutan Ekstrak/Fraksi untuk Antioksidan

e Pembuatan Larutan Stok 1000 ppm Ekstrak/Fraksi Daun Kersen

ppm =mg/L
Larutan stok 1000 ppm = mg/L dalam 20 mL pelarut

1000 ppm =_——¢

T 20x1073L

mg =20mg
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Cara pembuatannya ialah ditimbang 20 mg ekstrak/fraksi daun kersen dan
dilarutkan berdasarkan pelarutnya sedikit demi sedikit ke dalam labu ukur 10 mL.

kemudian ditandabataskan dengan pelarutnya dan divortex.

e Pembuatan Larutan Ekstrak/Fraksi 5 ppm

Vi X M1 =V2x M2
V1 x 1000 ppm =10.103 L x 5 ppm
Vi _ 10.107°Lx5 ppm _ 0,00005 L = 50 pL

1000 ppm

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 50 pL dari larutan stok 1000 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 10 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.

e Pembuatan Larutan Ekstrak/Fraksi 10 ppm
Vi x M =V2Xx M
V1 x 1000 ppm =10.10° L x 10 ppm

_10.1073Lx 10 ppm

Vi
1000 ppm

=0,0001 L = 100 pL

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 100 uL dari larutan stok 1000 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 10 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.
e Pembuatan Larutan Ekstrak/Fraksi 15 ppm
V1 x M1 =V2X M2

V1 x 1000 ppm =10.10° L x 15 ppm
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_10.1073Lx 15 ppm
1000 ppm

=0,00015 L =150 pL

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 150 uL dari larutan stok 1000 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 10 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.
e Pembuatan Larutan Ekstrak/Fraksi 20 ppm
V1 X M1 =V2 X M2

V1 x 1000 ppm =10.103 L x 20 ppm

_10.1073Lx 20 ppm
1000 ppm

Vi =0,0002 L = 200 pL

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 200 uL dari larutan stok 1000
ppm kemudian dimasukkan dalam labu takar 10 mL, lalu ditandabataskan dengan

etanol dan dihomogenkan.
e Pembuatan Larutan Ekstrak/Fraksi 25 ppm
Vi x M1 =V2Xx M2

V1 x 1000 ppm =10.10° L x 25 ppm

_10.1073Lx 25 ppm

Vi
1000 ppm

=0,00025 L = 250 pL

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 250 pL dari larutan stok 1000 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 10 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.
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L3.10. Pembuatan Konsentrasi Larutan Asam Askorbat untuk Antioksidan

e Pembuatan Larutan Stok 20 ppm Asam Askorbat

ppm =mg/L

Larutan stok 20 ppm = mg/L dalam 50 mL pelarut

20 ppm = Sox107L
mg =1mg

Cara pembuatannya ialah ditimbang 1 mg ekstrak/fraksi daun kersen dan
dilarutkan berdasarkan pelarutnya sedikit demi sedikit ke dalam labu ukur 50 mL.

kemudian ditandabataskan dengan pelarutnya dan divortex.

e Pembuatan Larutan Asam Askorbat 2 ppm

V1 X M1 =V2Xx M2
V1 x 20 ppm =5.10° L x 2 ppm
Vi = S107LX2PPM _ 5 5505 | = 5 mL

20 ppm

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 0,5 mL dari larutan stok 20 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.

e Pembuatan Larutan Asam Askorbat 4 ppm

V1 X M1 =Va2Xx M2
V1 x 20 ppm =5.10° L x 4 ppm
V1 = S10TLX4PPM _ (01 | = 1 mL

20 ppm
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Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 1 mL dari larutan stok 20 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.

e Pembuatan Larutan Asam Askorbat 6 ppm

Vi1 X M1 =V2x M2
V1 x 20 ppm =5.10° L x 6 ppm
Vi = S10CLX6PPIM _ 0015 | = 1,5 mL

20 ppm

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 1,5 mL dari larutan stok 20 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.

e Pembuatan Larutan Asam Askorbat 8 ppm
V1 X M1 =V2x M2
V1 x 20 ppm =5.10° L x 8 ppm

_ 5.1073Lx 8 ppm

Vi
20 ppm

=0,002L=2mL

Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 2 mL dari larutan stok 20 ppm
kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomogenkan.
e Pembuatan Larutan Asam Askorbat 10 ppm
V1 X My =V2Xx M2

V1 x 20 ppm =5.10° L x 10 ppm



_ 5.1073Lx 10 ppm

20 ppm

=0,0025L=2,5mL
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Cara pembuatannya ialah dipipet sebanyak 2,5 mL dari larutan stok 20 ppm

kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL, lalu ditandabataskan dengan etanol

dan dihomo

genkan.

Lampiran 4. Data Pengamatan dan Perhitungan

L.4.1 Data

Penentuan Kadar Air

L.4.1.1 Data Berat Cawan Kosong

Tabel L.4.1 Data Berat Cawan Kosong

Ulangan Berat Cawan Kosong (g) Berat

Cawan | Sebelum di Oven P1 P2 P3 | Konstan
Cawan 1 39,6098 39,6023 | 39,6021 | 39,6021 | 39,6022
Cawan 2 51,9788 51,9685 | 51,9678 | 51,9678 | 51,9680
Cawan 3 43,2502 43,2413 | 43,2412 | 43,2413 | 43,2413

Keterangan : P = Pengulangan
Berat cawan kosong kemudian ditambahkan 5 g serbuk daun kersen dan
ditimbang Kembali hingga berat konstan pada data berat cawan + sampel

L.4.1.1 Data Berat Cawan + Sampel

Tabel L.4.2 Data Berat Cawan + Sampel

Ulangan Berat Cawan + Sampel (g) Berat

Cawan | Sebelum di Oven P1 P2 P3 | Konstan
Cawan 1 44,6080 44,2615 | 44,2653 | 44,2660 | 44,2643
Cawan 2 56,9713 56,6473 | 56,6407 | 56,6401 | 56,6427
Cawan 3 48,2441 47,9067 | 47,9085 | 47,9045 | 47,9066

Keterangan : P = Pengulangan

L.4.2 Perhitungan Kadar Air
L.4.2.1 Kadar Air pada Cawan 1

Kadar air =
Kadar air =
Kadar air =

berat cawan+sampel sebelum di oven )—(berat cawan+sampel sesudah dioven
( p )=( p ) X 100 %

(berat cawan+sampel sebelum dioven)—berat cawan kosong

44,6080 -44,2643 0
44,6080-39,6022 x 100 %

0,3437 —
I3437 X 100 % = 6,87%

L.4.2.1 Kadar Air pada Cawan 2

Kadar air =
Kadar air =
Kadar air =

berat cawan+sampel sebelum di oven )—(berat cawan+sampel sesudah dioven
( p )=( p ) X 100 %

(berat cawan+sampel sebelum dioven)—berat cawan kosong

13- 42
56,9713-56,6427 x 100 %

56,9713-51,9680

03286 v 100 % = 6,58%

5,0033
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L.4.2.1 Kadar Air pada Cawan 2

_ (berat cawan+sampel sebelum di oven )—(berat cawan+sampel sesudah dioven
r= ( p )=( p ) X 100 %

Kadar ai

(berat cawan+sampel sebelum dioven)—berat cawan kosong

- _ 48,2441-47,9066 0
Kadar air = 18244143 2413 100 %

- _ 03375 _
Kadar air = 50028 X 100 % = 6,75%

Kadar air rata-rata yang terkandung pada sampel kering daun kersen sebesar
6,73%.

L.4.3 Perhitungan Rendemen
L.4.3.1 Ekstrak Etanol Daun Kersen

Tabel L.4.3 Data hasil rendemen ekstrak etanol daun kersen

Berat botol | Berat botol kosong
Berat sampel (g) kosong (q) + ekstrak (q) Berat ekstrak (g)
30 101,1798 107,0585 5,8787
Berat botol kosong =101,1798 g
Berat botol + sampel =107,0585 g
Berat sampel =30g

Rendemen — (berat gelas kosong+sampel )—(berat gelas kosong)xloo%

berat sampel
101,1798 -107
_ 101, 830 07,0585  100%

= 58787 v 100% = 19,6%

30

L.4.3.1 Hasil Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Daun Kersen

Tabel L.4.4 Data hasil rendemen ekstrak etanol daun kersen

Fraksi Berat Berat botol | Berat botol. kosong + | Berat fraksi
sampel (g) | kosong (Q) fraksi (g) (9)
Etil Asetat 5 95,6800 96,0702 0,3902
n-Heksana 5 85,8832 87,5230 1,6398

e Fraksi Etil Asetat Daun Kersen

Berat botol kosong =095,6800 g

Berat botol + sampel =96,0702 g

Berat sampel =5¢g

Rendemen — (berat gelas kosong+fraksi) —(berat gelas kosong)XlOO%

berat sampel

2—
— 96,0702-95,6800 x 100%

5
= 0'39502 X 100% = 7,804%
e Fraksi n-Heksana Daun Kersen

Berat botol kosong =85,8832 ¢
Berat botol + sampel =87,5230 g
Berat sampel =5¢g

— (berat gelas kosong+fraksi) —(berat gelas kosong)xloo%
berat sampel

Rendemen
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— 87,5230-85,8832 x 100%

= 16398 + 100% = 32,796%

5

L.4.3 Perhitungan Aktivitas Antioksidan
L.4.3.1 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Kersen

Tabel L4.5 Data absorbansi hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol
Pengulangan ke-1 Pengulangan ke-2 Pengulangan ke-3

C (ppm) Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel
5 0,5126 0,2433 0,5099 0,304 0,5482 0,5053
10 0,5103 0,2397 0,5092 0,2401 0,5493 0,4193
15 0,5094 0,1947 0,5095 0,1816 0,5501 0,3677
20 0,5097 0,1715 0,5098 0,1731 0,5506 0,3254
25 0,509 0,1552 0,5101 0,1387 0,5509 0,2563

Keterangan : C = Konsentrasi

Data absorbansi diatas adalah absorbansi dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan
ekstrak etanol daun kersen pada waktu uji yang berbeda. % Aktivitas antioksidan
merupakan rata-rata dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan.

Tabel L4.6 Data hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol

. Log % Aktivitas Antioksidan
Konsentras| Konsentrasi
(ppm) ) P1 P2 P3 Rata-rata
5 0,699 52,53609 40,38047 7,825611 33,58072279
10 1,000 53,02763 52,8476  23,66648 43,18057317
15 1,176 61,77856 64,35721 33,15761 53,09779456
20 1,301 66,35276  66,04551 40,90084 57,76636667
25 1,398 69,50884 72,80925 53,47613 65,26474131

Keterangan : P = Pengulangan

Nilai ICso dapat dihitung menggunakan “Graphad prism 8 software, Regression of
analyzing doseresponse data” dengan cara sebagai berikut,

Project!:Data 1 - GraphPad Prism 8.0.1 (244) - o EN

0.699 335807
1000  43.1806
1.176 53.0978
1.301 57.7664
1.398 65.2647

Family
Data1

4P &

5 i 2 [oatar v P~ Row CT, CokmX
O I 1 -~ |G — T oo
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Analyze - XY analyze - Nonlinier regression (curve fit) > Model - Dose
response — Inhibition = log(inhibitor) vs. response -- variable slope (four parameter)
—> ceklis Interpolate unkwons from standard curve. Confidence interval: none -
Ganti none menjadi 95% —-> Compare - Do the best fit value > select all >
Constrain = bottom - constan equal to: 0 - top = constan equal to: 100 > OK.

Sehingga diperoleh hasil seperti dibawah ini;

Can't calculate

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values

Bottom =0.000
Top =100.0
LogICso 1.105
HillSlope 0.8022
ICso 12.75
Span =100.0

95% CI (profile likelihood)
LoglCso

1.0371t0 1.170

0.5866 to
HillSlope 1.031
ICso 10.89 to 14.80

Goodness of Fit

Different curve for each data set
One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

Degrees of Freedom 3

R squared 0.9808

Sum of Squares 11.87

Sy.x 1.989

Constraints

Bottom Bottom =0

Top Top =100

One curve for all data sets

Best-fit values

Bottom =0.000

Top =100.0

LoglCso 1.105 1.105
HillSlope 0.8022 0.8022
ICso 12.75 12.75
Span =100.0

95% CI (profile likelihood)
LoglCso

1.0371t0 1.170

1.0371t0 1.170



HillSlope

ICs0

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogICso

HillSlope

Number of points

# of X values

# Y values analyzed

% Aktivitas antioksidan

Perhitungan Nilai AAI ekstrak etanol daun kersen

801

40-

20

0.5866 to
1.031
10.89 to 14.80

0.9808
11.87

Bottom =0
Top =100
LogICso is

shared

HillSlope is

shared

Ekstrak Etanol Daun Kersen

1,58 mg

Konsentrasi DPPH = ———=— =79 ppm
20x 0,001 L
AAl = Konsentrasi DPPH - 79 ppm — ’20
ICs5o 12,75 ppm

94

0.5866 to 1.031
10.89 to 14.80

3
0.9808
11.87
1.989
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L.4.3.2 Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Daun Kersen

Tabel L4.7 Data absorbansi hasil uji aktivitas antioksidan fraksi etil asetat
Pengulangan ke-1 Pengulangan ke-2 Pengulangan ke-3

C (ppm) Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel
5 0,4817 0,2676 0,4838 0,3127 0,5073 0,3371
10 0,4851 0,2439 0,4851 0,2656 0,5051 0,2691
15 0,486 0,2082 0,4836 0,2207 0,5037 0,1918
20 0,4846 0,1784 0,4851 0,1709 0,507 0,15
25 0,4843 0,1245 0,4813 0,1135 0,5019 0,0761

Keterangan : C = Konsentrasi

Data absorbansi diatas adalah absorbansi dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan
fraksi etil asetat daun kersen pada waktu uji yang berbeda. % Aktivitas antioksidan
merupakan rata-rata dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan.

Tabel L4.8 Data hasil uji aktivitas antioksidan fraksi etil asetat

. Log % Aktivitas Antioksidan
Konsentrasi Konsentrasi
(ppm) ) P1 P2 P3 Rata-rata
5 0,699 44,44675 35,36585 33,55017 37,78759077
10 1,000 49,72171 45,2484 46,72342 47,23117679
15 1,176 57,16049 54,36311 61,92178 57,81512756
20 1,301 63,18613 64,77015 70,4142  66,12349485
25 1,398 74,29279 76,41803 84,83762 78,51614842

Keterangan : P = Pengulangan

Nilai ICso dapat dihitung menggunakan “Graphad prism 8 software, Regression of
analyzing doseresponse data”. Sehingga diperoleh hasil seperti dibawah ini;

Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis Different curve for each data set
Alternative hypothesis One curve for all data sets
P value

Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model Different curve for each data set
F (DFn, DFd)

Different curve for each data set
Best-fit values

Bottom = 0.000
Top =100.0
LogIC50 0.9827
HillSlope 1.008
IC50 9.609
Span =100.0
95% CI (profile likelihood)

LogIC50 0.7456 to

1.119



HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R squared

Sum of Squares

Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LoglIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogIC50

HillSlope
Number of points

# of X values
# Y values analyzed

0.4577 to
1.657
5.56710 13.15

3
0.9227
78.12
5.103

Bottom =0
Top =100

=0.000
=100.0
0.9827
1.008
9.609
=100.0

0.7456 to
1.119

0.4577 to
1.657

5.567 to0 13.15

0.9227
78.12

Bottom =0
Top =100
LogIC50 is
shared
HillSlope is
shared

0.9827
1.008
9.609

0.7456 to 1.119

0.4577 to 1.657

5.567 to 13.15

3

0.9227

78.12
5.103
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Fraksi Etil Asetat Daun Kersen
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Perhitungan Nilai AAI fraksi etil asetat daun kersen

. 1,58 m
Konsentrasi DPPH = —=—£_ = 79 ppm
20x0,001L
AA| = Konsentrasi DPPH - 79 ppm - ,22
ICso 9,61 ppm

L.4.3.3 Aktivitas Antioksidan Fraksi n-Heksana Daun Kersen

Tabel L4.9 Data absorbansi hasil uji aktivitas antioksidan fraksi n-heksana
Pengulangan ke-1 Pengulangan ke-2 Pengulangan ke-3

C (ppm) Abs, Abs, Abs. Abs. Abs. Abs.
Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel
5 0,4372 0,2824 0,4341 0,2873 0,4351 0,2909
10 0,4384 0,2691 0,4362 0,2678 0,438 0,2212
15 0,4374 0,1422 0,4368 0,1606 0,4378 0,1672
20 0,4396 0,123 0,4385 0,1077 0,4391 0,1074
25 0,4382 0,094 0,4394 0,0744 0,4378 0,0791

Keterangan : C = Konsentrasi

Data absorbansi diatas adalah absorbansi dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan
fraksi n-heksana daun kersen pada waktu uji yang berbeda. % Aktivitas antioksidan
merupakan rata-rata dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan.

Tabel L4.10 Data hasil uji aktivitas antioksidan fraksi n-heksana

. Log % Aktivitas Antioksidan
Konsentras| Konsentrasi
(ppm) ) P1 P2 P3 Rata-rata
5 0,699 35,40714  33,81709 33,14181 34,12201188
10 1,000 38,6177  38,60614 49,49772 42,24052053
15 1,176 67,48971 63,2326  61,80905 64,1771193
20 1,301 72,02002 75,439 75,54088 74,33329795
25 1,398 78,54861 83,06782 81,93239 81,18293897

Keterangan : P = Pengulangan

Nilai 1Cso dapat dihitung menggunakan “Graphad prism 8 software, Regression of
analyzing doseresponse data”. Sehingga diperoleh hasil seperti dibawah ini;

Comparison of Fits Can't calculate



Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values

Bottom

Top

LoglIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LogIC50
HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R squared

Sum of Squares

Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LoglIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LogIC50
HillSlope
IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom

=0.000
=100.0
0.9920
1.356
9.816
=100.0

0.7827 to
1.122
0.6389 to
2.335
6.063 to
13.25

3
0.9308
114.5
6.177

Bottom =0
Top =100

=0.000
=100.0
0.9920
1.356
9.816
=100.0

0.7827 to
1.122
0.6389 to
2.335
6.063 to
13.25

Different curve for each data set

One curve for all data sets

Models have the same DF

Different curve for each data set

0.9920
1.356
9.816

0.7827 t0 1.122

0.6389 to 2.335

6.063 to 13.25

3
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R squared 0.9308 0.9308
Sum of Squares 114.5 114.5
Sy.x 6.177
Constraints
Bottom Bottom =0
Top Top =100
LogIC50 is
LogIC50 shared
HillSlope is
HillSlope shared
Number of points
# of X values 5
# Y values analyzed 5

Fraksi n-Heksana Daun Kersen
100+

c

3

‘5 80 [ 4

X

o

2 60~

©

8 40- b

= °

< i

< 20

S
0+ rrrrrrrr RERREREE DS BRRREE DS 1
0.0 0.5 1.0 1.5

log ppm

Perhitungan Nilai AAI fraksi n-heksana daun kersen

1,58 mg

Konsentrasi DPPH = ——
20x 0,001 L

=79 ppm

Konsentrasi DPPH 79 ppm
AAI = = P

= 8,05

ICso B 9,82 ppm B

L.4.3.4 Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat (Vitamin C)

Tabel L4.10 Data absorbansi hasil uji aktivitas antioksidan asam askorbat/vitamin ¢
Pengulangan ke-1 Pengulangan ke-2 Pengulangan ke-3
C (ppm) Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel
0,6561 0,4442 0,6594 0,4253 0,6578 0,4426
0,6578 0,2112 0,6584 0,2112 0,6586 0,2223
0,6561 0,156 0,6586 0,1517 0,6578 0,1699
0,6561 0,1432 0,6561 0,1508 0,6586 0,1213
10 0,6586 0,1259 0,6594 0,1189 0,6594 0,1213
Keterangan : C = Konsentrasi

oo N
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Data absorbansi diatas adalah absorbansi dari 3 pengulangan uji aktivitas antioksidan
vitamin C. % Aktivitas antioksidan merupakan rata-rata dari 3 pengulangan uji

aktivitas antioksidan.

Tabel L4.10 Data hasil uji aktivitas antioksidan asam askorbat (vitamin C)

. Log % Aktivitas Antioksidan
Konsentrasi Konsentrasi

(ppm) x) P1 P2 P3 Rata-rata
2 0.301 32,29691 35,50197 32,71511 33,50466281
4 0.602 67,89298 67,92224 66,24658 67,35393199
6 0.778 76,22314  76,96629 74,17148 75,78696985
8 0.903 78,17406 77,0157  81,58214  78,9239672
10 1,000 80,88369 81,96846 81,60449 81,48554593

Keterangan : P = Pengulangan

Nilai 1Cso dapat dihitung menggunakan “Graphad prism 8 software, Regression of
analyzing doseresponse data”. Sehingga diperoleh hasil seperti dibawah ini;

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values

Bottom

Top

LoglIC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets

Can't calculate
Different curve for each data set
One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

=0.000
=100.0
0.4604
1.438
2.887
=100.0

0.2779to
0.5718
0.8178 to
2.224

1.896 to 3.731

3
0.9532
72.56
4,918

Bottom =0
Top =100



Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50
HillSlope
IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LoglIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LoglIC50

HillSlope

Number of points

# of X values

# Y values analyzed

% Aktivitas antioksidan

=0.000
=100.0
0.4604
1.438
2.887
=100.0

0.2779 to
0.5718
0.8178 to
2.224

1.896 to 3.731

0.9532
72.56

Bottom =0
Top =100
LogIC50 is
shared
HillSlope is
shared

Asam Askorbat (Vitamin C)
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0.4604
1.438
2.887

0.277910 0.5718

0.8178 10 2.224
1.896 to 3.731

3
0.9532
72.56
4,918
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Perhitungan Nilai AAI asam askorbat (vitamin C)

. 1,58 m
Konsentrasi DPPH = —=—%_ = 79 ppm
20x 0,001 L
AA| = Konsentrasi DPPH - 79 ppm - 27,34
ICso 2,89 ppm

Lampiran 5. Data Hasil UV-Vis
L.5.1 Data UV-Vis Ekstrak Etanol Daun Kersen

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

L.5.2 Data UV-Vis Fraksi Etil Asetat Daun Kersen

I 1 1 1 1
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

L.5.3 Data UV-Vis Fraksi n-Heksana Daun Kersen

200 400 600
Wavelength (nm)
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L.6.1 Data FTIR Ekstrak Etanol Daun Kersen

Lampiran 6. Data Hasil FTIR
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L.6.3 Data FTIR Fraksi n-Heksana Daun Kersen
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian
L.7.1 Preparasi Sampel Daun Kersen

G S

Proses pemetikan Proses pencucian Proses pengeringan

Proses penyerbukan Serbuk kering daun kersen

L.7.2 Analisis Kadar Air Secara Termogravimetri

Pengovenan cawan kosong  Desikator cawan kosong Penimbangan cawan kosong
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Pengovenan cawan+sampel Desikator cawan+sampel
L.7.3 Ekstraksi Ultrasonik Daun Kersen

Proses pemekatan Ekstrak pekat etanol daun kersen

L.7.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Etanol Daun Kersen

Partisi n-heksana Partisi etil asetat Fraksi n-heksana dan etil asetat
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Proses pemekatan

L.7.5 Uji Fitokimia Daun Kersen

Fraksi pekat n-heksana

Fraksi pekat etil asetat

Fraksi Etil Asetat

Fraksi n-Heksana

Triterpenoid

Ekstrak Etanol

Alkaloid
- Mayer
- Dragendorff
Flavonoid

(+)
Saponin .

(+)
Steroid dan !

(+) steroid dan
triterpenoid

Tanin

*)

(+) triterpenoid

()

(+) steroid dan
triterpenoid

&

(+)
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L.7.6 Uji Aktivitas Antioksidan
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Ekstrak etanol + DPPH Fraksi etil asetat + DPPH
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Fraksi n-heksana + DPPH  Asam askorbat (Vitamin C) + DPPH



