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ABSTRAK

Rafi, Dwain Safira. 2022. ldentifikasi dan Uji Aktivitas Antioksidan Hasil
Ekstraksi Sonikasi Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau (Vigna radiate
L.).
Pembimbing I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Pembimbing II: Rif’atul Mahmudah,
M.Si

Kata Kunci: Vigna radiate L., Fitokimia, UV-Vis, FTIR, Antioksidan

Kulit ari taoge (Vigna radiate L.) merupakan limbah padat dari produksi taoge
kacang hijau yang berpotensi sebagai antioksidan karena mengandung senyawa metabolit
sekunder yang beragam. Senyawa metabolit sekunder tersebut diantaranya flavonoid,
saponin, steroid dan tanin. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui senyawa
metabolit sekunder yang terkandung pada kulit ari taoge dan biji kacang hijau, serta untuk
mengetahui nilai aktivitas antioksidan ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau.

Kulit ari taoge dan biji kacang hijau diekstraksi dengan metode ultrasonik
menggunakan pelarut etanol 96%. Kemudian dihidrolisis menggunakan HCI 2N. Masing-
masing ekstrak diidentifikasi senyawa aktifnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis,
FT-IR dan uji fitokimia. Uji aktivitas antioksidan kulit ari taoge kacang hijau dan biji
kacang hijau menggunakan metode DPPH.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa nilai aktivitas antioksidan (ICso) ekstrak
etanol kulit ari taoge sebelum dan setelah hidrolisis masing-masing 79,31 ppm dan 60,98
ppm, ekstrak biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis masing-masing 69,07 dan
50,11 ppm. Hasil uji fitokimia ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau menunjukkan
adanya senyawa flavonoid, saponin, tanin, steroid, dan triterpenoid. Identifikasi
menggunakan FT-IR menunjukkan adanya gugus fungsi O-H stretch, C-H, C=C, C=0 dan
C-O, identifikasi UV-Vis menunjukkan adanya transisi n—n" dan n—m".
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ABSTRACT

Rafi, Dwain Safira. 2022. ldentification and Antioxidant Activity Test of Sonicated
Extraction of Mung Bean (Vigna radiate L.) Coat Sprouts and Seeds.
Supervisor I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Supervisor II: Rif’atul Mahmudah, M.Si

Keyword: Vigna radiate L., Phytochemical, UV-Vis, FT-IR, Antioxidant

Mung bean sprouts coat (Vigna radiate L.) is a solid waste from the production of
mung bean sprouts which has the potential to be an antioxidant because it contains various
secondary metabolite compounds. These secondary metabolite compounds include
flavonoids, saponins, steroids and tannins. The purpose of this study was to determine the
secondary metabolite compounds contained in mung bean sprouts coat and mung bean
seeds, as well as to determine the value of the antioxidant activity of mung bean sprouts
coat and mung bean seeds.

Mung bean sprouts coat and mung bean seeds were extracted by ultrasonic method
using a 96% ethanol solvent. Then it was hydrolyzed using HCI 2N. Each extract identified
its active compound using a UV-Vis spectrophotometer, FT-IR and phytochemicals test.
The antioxidant activit test using the DPPH method.

The results of this study showed that the value of antioxidant activity (ICso) of
mung bean sprouts coat extract before and after hydrolysis was 79,31 ppm and 60,98 ppm,
mung bean seed extract before and after hydrolysis was 69,07 and 50,11 ppm. The
phytochemical test results of mung bean sprouts coat extract and mung bean seeds showed
the presence of flavonoid compounds, saponins, tannins, steroids, and triterpenoids.
Identification using FT-IR indicates the presence of O-H stretch, C-H, C=C, C=0 and C-O
functional groups, UV-Vis identification indicates the presence of transitions n=—=n" and
n—m
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kulit ari taoge (Vigna radiate L.) merupakan limbah padat dari produksi
taoge kacang hijau. Bentuk dari limbah ini berupa padatan berwarna hijau, berair
dan sangat tipis sehingga tidak memiliki nilai ekonomis yang tinggi. Banyaknya
kelimpahan limbah ini sangat disayangkan jika tidak dimanfaatkan dengan baik,
karena di dalamnya terkandung senyawa metabolit sekunder dan protein 8,73%
lebih tinggi dari pada protein taoge kacang hijau yaitu 2,9%, sehingga ia dapat
lebih bermanfaat keberadaannya. Guo dkk. (2012) mengatakan bahwa taoge
kacang hijau mengandung senyawa fenolik sebesar 966 mg/100 g, senyawa
flavonoid 1319 mg/100 g, senyawa Kuersetin sebesar 10,98 mg/100 g dengan total
aktivitas antioksidan taoge kacang hijau sebesar 2657 pmol dari vitamin C/100 g.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam QS Asy Syuara: 7:

S5 O e e S W Dy

“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”

Ayat tersebut menjelaskan bahwasannya Allah SWT telah menciptakan
beraneka macam tumbuh-tumbuhan yang dapat dikonsumsi oleh seluruh makhluk
hidup terutama manusia. Mengacu pada tafsir al-Mishbah, tumbuh-tumbuhan yang
baik dapat ditafsirkan sebagai tumbuhan yang subur dan bermanfaat (Shihab,
2006). Tumbuhan bermanfaat dapat pula diartikan sebagai tumbuhan yang ber-

khasiat untuk mencegah maupun mengobati suatu penyakit. Beberapa tumbuhan
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yang bermanfaat bagi makhluk hidup khususnya manusia adalah kulit ari taoge dan
biji kacang hijau yang bisa dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan. Pemanfaatan
kulit ari taoge sebagai zat antioksidan dapat diaplikasikan sebagai tepung
pencampur makanan dan pengaplikasian biji kacang hijau sebagai zat antioksidan
berbagai macam olahan makanan.

Biji kacang hijau (Vigna radiate L.) merupakan bahan dasar pembuatan
taoge yang mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid, tanin,
saponin, dan kuersetin yang berpotensi sebagai antioksidan yang mampu
menangkal radikal bebas di dalam tubuh (Hudha & Widyaningsih, 2015). Aktivitas
antioksidan kulit ari taoge dapat diuji menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-
2-picrylhidrazyl) karena metode ini cukup sederhana, mudah dikerjakan dan tidak
membutuhkan banyak waktu (Aprilianty, 2013). Berdasarkan penelitian uji
aktivitas antioksidan terhadap asam askorbat, asam galat dan kuersetin yang telah
dilakukan oleh Maesaroh dkk. (2018), menyebutkan bahwa metode uji aktivitas
antioksidan menggunakan metode DPPH terbukti paling efektif dan efisien
dibandingkan dengan metode FRAP dan FIC dengan nilai 1Cso berturut-turut 1,27;
2,44; dan 2,77 mg/L untuk AG (Asam Galat), kuersetin dan AA (Asam Askorbat).

Identifikasi senyawa kimia yang terkandung dalam kulit ari taoge dan biji
kacang hijau tergantung pada metode ekstraksi yang dilakukan. Penelitian oleh
Jovica Moniharapon dkk. (2016) mengenai ekstraksi etanol 95% taoge kacang
hijau menggunakan metode maserasi menghasilkan rendemen 3,82%. Penelitian
yang telah dilakukan oleh Zhou dkk. (2017) mengenai uji aktivitas antioksidan
taoge kacang hijau dengan variasi metode ekstraksi menggunakan pelarut etanol
yang menghasilkan nilai aktivitas antioksidan berturut-turut pada ekstraksi

ultrasonik, maserasi dan soxhlet yaitu 178,28 = 7,39 umol/g; 158,66 + 4,73
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pmol/g; 138,42 + 3,63 pmol/g. Berdasarkan kedua penelitian tersebut
memperlihatkan bahwa ekstraksi menggunakan metode sonikasi lebih efektif dan
efisien dibandingkan menggunakan metode lainnya.

Kacang hijau (Vigna radiate L.) sebagai bahan dasar pembuatan taoge
kacang hijau mengandung senyawa metabolit sekunder yang beragam. Johnson
dkk. (2020), mengatakan bahwa kacang hijau mengandung senyawa metabolit
sekunder flavonoid, tanin, triterpenoid, dan saponin yang berfungsi sebagai
antioksidan. Senyawa metabolit sekunder dari senyawa organik umumnya
berbentuk glikosida yang terdiri dari aglikon dan glikon yang dihubungkan dengan
ikatan glikosida. Proses pemutusan ikatan glikosida menjadi glikon dan aglikon
dengan penambahan katalis asam disebut hidrolisis (Fasya dkk., 2016).

Berdasarkan uraian di atas, dapat disimpulkan bahwa kulit ari taoge dan biji
kacang hijau berpotensi sebagai antioksidan alami sehingga penelitian ini perlu
dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan senyawa fitokimia yang
terkandung di dalamnya. Tahapan penelitian ini meliputi ekstraksi kulit ari taoge
dan biji kacang hijau menggunakan metode sonikasi dengan pelarut etanol 96%,
dilanjutkan dengan proses hidrolisis dengan katalis HCI 2N. Hasil hidrolisis akan
diidentifikasi kandungan senyawa aktifnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dan FT-IR, dilanjutkan dengan uji fitokimia dan uji aktivitas antioksidan

menggunakan metode DPPH.



1.2 Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini diantaranya sebagai berikut:

1.

Bagaimana hasil identifikasi ekstrak etanol kulit ari taoge dan biji kacang
hijau (Vigna radiate L.) menggunakan uji fitokimia, spektrofotometer UV-
Vis, dan FT-IR.

Bagaimana perbedaan aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit ari taoge dan
biji kacang hijau (Vigna radiate L.) sebelum dan setelah hidrolisis

menggunakan metode DPPH?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan pada penelitian ini diantaranya sebagai berikut:

1.

Untuk mengetahui hasil identifikasi ekstrak etanol kulit ari taoge dan biji
kacang hijau (Vigna radiate L.) menggunakan uji fitokimia, spektrofotometer
UV-Vis, dan FT-IR.

Untuk mengetahui perbedaan aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit ari

taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.) menggunakan metode DPPH.

1.4 Batasan Masalah

Adapun batasan masalah pada penelitian ini diantaranya:

1.

Sampel yang digunakan adalah kulit ari taoge kacang hijau dari limbah
produksi taoge dan biji kacang hijau dari Kabupaten Jember.

Kulit ari taoge kacang hijau dan biji kacang hijau dikeringkan dengan oven
suhu 45°C.

Ekstraksi dilakukan dengan metode sonikasi selama 45 menit menggunakan

pelarut etanol p.a. 96%.



1.5

5
Uji fitokimia meliputi uji alkaloid, flavonoid, saponin, steroid atau
triterpenoid, dan tanin.
Identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.
Uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit ari taoge dan biji kacang hijau
(Vigna radiate L.) dilakukan dengan metode DPPH yaitu menghitung nilai

1Cso.

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang

perbandingan aktivitas antioksidan melalui metode DPPH, memberikan informasi

ilimiah perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder dan identifikasi

menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FT-IR ekstrak etanol kulit ari taoge

dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.).



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau
2.1.1 Morfologi Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau

Biji kacang hijau merupakan tanaman dikotil (memiliki dua keping biji)
yang termasuk dalam golongan Leguminoceae yang kaya akan zat gizi khususnya
protein. Biji kacang hijau berbentuk bulat kecil dengan bobot tiap butir 0,5-0,8 mg
(Rukmana, 1997). Selain itu, warna dari biji ini bervariasi diantaranya hijau kusam,
hijau mengkilap, kuning kecoklatan dan bagian dalamnya berwarna putih
kekuningan (Pratap & Kumar, 2011). Masayarakat banyak memanfaatkan biji
kacang hijau sebagai bubur, olahan kue dan pembuatan taoge. Adapaun klasifikasi

botani tanaman kacang hijau sebagai berikut (Tjirosoepomo, 1991):

Regnum : Plantae

Divisio : Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Leguminales
Family : Leguminosae
Genus : Vigna

Species : Vigna radiate L.

Taoge merupakan sebutan kecambah yang berasal dari kacang-kacangan
seperti kacang hijau atau kedelai. Pembuatan taoge menghasilkan limbah padat
berupa kulit ari taoge kacang hijau yang tidak banyak dimanfaatkan karena
dianggap tidak memiliki kandungan gizi lengkap. Pemanfaatannya hanya sebatas
sebagai pakan ternak, sedangkan limbah ini juga berpotensi menjadi olahan limbah

yang bernilai tinggi seperti tepung campuran olahan makanan.



2.1.2 Kandungan Kimia Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau
Penelitian yang telah dilakukan olen Guo dkk. (2012) mengatakan bahwa
taoge kacang hijau mengandung senyawa flavonoid 1319 mg/100 g, senyawa
kuersetin sebesar 10,98 mg/100 g dan total aktivitas antioksidan taoge kacang hijau
sebesar 2657 pmol dari vitamin C/100 g. Taoge mengandung zat antioksidan lebih
tinggi setelah melalui proses perkecambahan. Selain itu, taoge proteinnya
meningkat karena pada proses perkecambahan terjadi hidrolisis protein yang
menyebabkan meningkatnya kadar asam amino dalam taoge (Astawan, 2009).
([USDA], 2018) menyatakan bahwa 100 g kacang hijau mengandung vitamin
A sebesar 2 mg; vitamin-B 10,14 mg; vitamin-B2 0,18 mg; vitamin-B3 1,2 mg;
vitamin-B6 0,13 mg; asam folat 70 pg; dan vitamin C 16,0 mg. Selain itu, kacang
hijau mengandung senyawa metabolit sekunder diantaranya, flavonoid, tannin,
triterpenoid, dan saponin yang berfungsi sebagai antioksidan (Zhou dkk., 2017).
Penelitian oleh Johnson dkk. (2020) mengenai sifat antioksidan dan komposisi
makromolekul kacang hijau menunjukkan bahwa jumlah total antioksidan berkisar
170 — 570 mg/100 g, senyawa fenolik berkisar 130 — 240 mg/100 g dan antosianin

berkisar 10 — 40 mg/100 g.

2.2 Ekstraksi Sonikasi Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau

Senyawa metabolit sekunder dari tanaman bisa diketahui melalui proses
ekstraksi. Efektivitas dan efisiensi hasil ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau
bergantung pada metode ekstraksi yang digunakan. Penelitian ini menggunakan
ekstraksi sonikasi yaitu proses pemecahan dinding sel senyawa organik dari
tanaman dengan getaran ultrasonik yang memiliki frekuensi di atas pendengaran

manusia (>20 kHz) (Mason, 1990). Getaran akan memberikan pengadukan yang
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intensif sehingga meningkatkan osmosis antara bahan dan pelarut. Mekanisme
tersebut terjadi karena getaran mampu mengubah struktur fisik dan kimiawi dari
suatu tanaman sehingga memudahkan komponen yang diekstrak untuk masuk ke
pelarut (Li dkk, 2004).

Penelitian yang telah dilakukan Widiastuti (2021) mengenai pengaruh
metode ekstraksi isoflavon terhadap kacang hijau menunjukkan hasil pada ekstraksi
sonikasi dengan pelarut etanol, suhu 70°C selama 46 menit menghasilkan jumlah
isoflavon 178,28 ug/g, sedangkan ekstraksi kacang hijau dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol, suhu 25°C selama 24 jam menghasilkan jumlah
isoflavon 158,66 pg/g. Penelitian yang dilakukan Rostagno dkk. (2007)
menyebutkan bahwa ekstraksi kedelai metode ultrasonik dengan pelarut etanol
50% dalam waktu 20 menit dengan suhu 60°C menunjukkan jumlah isoflavon yang
tinggi yaitu 5374 pg/g.

Pelarut etanol 96% mampu melarutkan senyawa yang bersifat polar termasuk
senyawa metabolit sekunder (Adithya Koirewoa & Indayany Wiyono, 2012).
Etanol sebagai pelarut memiliki kelebihan diantaranya adalah tidak beracun, netral,
absorbsinya baik, tidak memerlukan suhu yang tinggi, dan zat pengotornya sedikit
(terbatas). Penelitian yang telah dilakukan Wulaisfan dkk. (2017) menyebutkan
bahwa ekstraksi taoge metode perkolasi menggunakan pelarut etanol 70%
menghasilkan aktivitas antioksidan sebesar 1,05 mg/ml. Sedangkan penelitian yang
dilakukan Larasati dkk. (2021) mengenai pengaruh jenis pelarut terhadap ekstraksi
taoge kacang hijau yang menunjukkan rendemen terbesar sampai terkecil yaitu dari
dari pelarut etanol, etil asetat dan n-heksana adalah 11,4%, 3,8% dan 0,95%.

Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan rasio bahan : pelarut adalah

1:30 karena tingginya rasio akan menciptakan gradien konsentrasi yang tinggi
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antara pelarut dan bahan sehingga akan meningkatkan konsentrasi ekstrak.
Digunakan waktu ekstraksi selama 45 menit karena di waktu tersebut terjadi
oksidasi sehingga akan meningkatkan efisiensi ekstraksi senyawa metabolit
sekunder sampel. Ekstraksi ini menggunakan pelarut etanol 96% untuk

mendapatkan hasil ekstraksi yang optimal.

2.3 Hidrolisis
Kulit ari taoge kacang hijau dan biji kacang hijau merupakan tanaman yang
memiliki ikatan glikosida antara metabolit sekunder (aglikon) dengan komponen
gula (glikon) (Mardiyah dkk., 2014), sehingga perlu dilakukan hidrolisis untuk
memutus ikatan glikosida menjadi aglikon dan glikon. Penelitian Auliawan (2014)
menyebutkan bahwa proses hidrolisis sangat berpengaruh terhadap kadar fenolat
bahan alam dimana kadar fenolat total sebelum dihidrolisis sebesar 156,56 mg/g
dan setelah dihidrolisis memiliki kadar fenolat sebesar 180,18/g. Selain itu,
penelitian yang dilakukan oleh Nurisyah dkk. (2019) mengenai pengaruh hidrolisis
terhadap uji aktivitas antioksidan taoge kedelai hitam yang menghasilkan nilai ICso
dengan hidrolisis 179,204 ppm lebih besar dibandingkan nilai ICso tanpa hidrolisis
yaitu 341,88 ppm. Berdasarkan beberapa penelitian di atas, pada penelitian ini
digunakan tahap hidrolisis sebelum menguji aktivitas antioksidan untuk mendapat
hasil yang lebih besar.
Hasil ekstraksi ultrasonik dilakukan proses hidrolisis dengan menggunakan
katalis asam yakni HCI 2 N (Setiyawan, dkk, 2015). Penelitian Kriswiyanti (2012)
menyebutkan bahwa proses hidrolisis menggunakan katalis asam HCI dan H2SO4
dengan konsentrasi 1 N, 1,5 N, 2 N, 2,5 N, dan 3 N dengan waktu 2 jam diperoleh

hasil hidrolisis terbesar pada konsentrasi 2 N dengan berat masing-masing sebesar
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9 g dan 9,2 g sehingga dapat disimpulkan bahwa konsentrasi katalis asam yang
optimum adalah 2 N dan menghasilkan kadar glukosa tertinggi adalah HCI.
Adapun reaksi pemutusan O-glikosida dari senyawa metabolit sekunder dengan

HCI, dapat dilihat di gambar berikut:

H

H
HO "o
H OH H H
HO—H HCl1 HO °©
o + H,0 —_— _ OH
o~ = Metabolit Sekunder 2 o] M
H H
HO

H

HO

Gambar 2.3 Dugaan reaksi hidrolisis ikatan O-glikosida (Mardiyah dkk., 2014)

2.4 Ildentifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometri UV-Vis adalah suatu metode analisis berdasarkan interaksi
antara radiasi elektromagnetik ultra violet (200-400 nm) dan sinar tampak (400-800
nm) dengan menggunakan instrumen spektrofotometer. ldentifikasi dilakukan
dengan perubahan panjang gelombang yang menyebabkan elektron tereksitasi ke
orbital yang lebih tinggi. Spektrum khas Flavonoid terdiri dari dua spektrum,
rentang 240 — 285 nm pada pita | dan 300 — 550 nm pada pita Il (Markham, 1998).
Alkaloid yaitu rentang 270 — 285 nm (Pramita dkk., 2013), saponin mempunyai
serapan khas pada rentang 210 — 215 nm(Maria dkk., 2011). Tanin dapat
diindikasikan pada panjang gelombang 280,5 nm (Rosyda, 2009). Spektrum steroid
atau triterpenoid pada panjang gelombang 202 nm (Jayanti dkk., 2012).
Zheng dkk. (2020) dalam penelitiannya mengenai fisikokimia dan
antioksidan terhadap protein kacang hijau yang menghasilkan adanya serapan pita

pada panjang gelombang 210 — 280 nm yang menunjukkan adanya gugus
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flavonoid. Asih dkk. (2009) dalam penelitian identifikasi senyawa isoflavon kacang
kedelai mengatakan spektrum UV-Vis menghasilkan 2 pita serapan, yaitu pita Il
terletak pada panjang gelombang 312,9 nm dan pita | terletak pada panjang
gelombang 268,2 nm. Dari spektrum yang diperoleh diduga isolat ini mengandung
senyawa flavon atau isoflavon, karena kedua senyawa tersebut memberikan
rentang serapan pada pita Il 310 nm — 350 nm (flavon) dan pita | 250 nm — 280 nm

(isoflavon).

2.5 ldentifikasi dengan FTIR

Spektrofotometer inframerah (infrared/IR) merupakan analisis senyawa
organik dan anorganik yang didasarkan pada interaksi antara gelombang
elektromagnetik infra merah (IR) dengan materi. Analisis ini digunakan untuk
mendeteksi gugus fungsi, mengidentifikasi dan menganalisis senyawa campuran
organik maupun anorganik (Underwood, 1986). Setiap gugus fungsi akan
memberikan infromasi yang tetap, informasi inilah yang digunakan untuk
menganalisis secara kualitatif pada zat tersebut (Harvey, 2000).

Moghadam dkk. (2021) dalam penelitian mengenai antioksidan kacang hijau
menunjukkan bahwa pada bilangan gelombang 1040 cm™ diduga serapan gugus
hidroksil gliserol. Pita serapan pada bilangan gelombang 1632 cm™ dan 1538 cm™
diduga gugus amida I (C=0) dan amida Il (regangan C-N dan vibrasi tekuk N-H),
namun diantara keduanya terdapat serapan tajam pada 1632 cm™ yang diduga
serapan milik antosianin. Hal ini diperkuat karena bertambahnya konsentrasi
antosianin hingga pada serapan 3273 cm™,

Asih (2009) dalam penelitian identifikasi senyawa isoflavon kacang kedelai

mengatakan pada data spektrum inframerah, terlihat bahwa pola spektrum senyawa
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yang diperoleh menunjukkan serapan tajam namun intensitasnya lemah pada
daerah bilangan gelombang 3011,0 cm™, yang diduga adalah serapan C-H
aromatik. Pita serapan pada daerah bilangan gelombang 2926,8 cm™ dan 2855,1
cm? diduga adalah C-H alifatik. Hal ini diperkuat oleh adanya serapan pada
bilangan gelombang 1378,4 cm™ yang menunjukkan C-H alifatik. Pita serapan
pada daerah bilangan gelombang 1711,7 cm™ adalah ciri khas adanya C=O.
Serapan pada daerah bilangan gelombang 1285,4 cm™ menunjukkan adanya C-O,
Sedangkan pita serapan pada bilangan gelombang 939,0 cm™ menunjukkan adanya
ikatan C-O. Pada spektrum inframerah tidak terdapat gugus OH. Hal ini
diakibatkan terjadi adanya ikatan hidrogen antar gugus OH yang mengambil posisi
berdekatan (posisi orto). Sehingga dari data spektrum inframerah, menunjukkan
bahwa isolat mempunyai gugus fungsi C-H aromatik, C-H alifatik, C=0, C=C

aromatik, dan C-O.

2.6 Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan suatu uji kualitatif yang dilakukan untuk
menentukan kandungan senyawa metabolit sekunder di dalam sampel. Selain
mendeteksi komponen bioaktif pada metabolit sekunder, uji fitokimia juga dapat
mendeteksi komponen bioaktif pada metabolit primer yang memberikan aktivitas

biologis fungsional seperti protein dan peptida (Kannan, dkk., 2009).

2.6.1 Uji Alkaloid
Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang banyak ditemukan di
alam dan hampir tersebar luas pada semua jenis tumbuhan. Ciri khas senyawa

alkaloid yaitu mengandung paling sedikit 1 atom N yang bersifat basa dan pada
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umumnya merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Kristianti, 2008). Mekanisme
alkaloid sebagai antioksidan adalah dengan cara mendonorkan atom H pada radikal
bebas. Mekanisme tersebut menunjukkan bahwa alkaloid bekerja sebagai
antioksidan primer (Kurniati, 2013). Struktur alkaloid ditampilkan pada Gambar

2.6.

3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
Gambar 2.6 Struktur Senyawa Alkaloid (Robinson, 1991)

Pengujian alkaloid dilakukan dengan menggunakan beberapa pereaksi,
diantaranya adalah pereaksi Mayer (kalium tetraiodomerkurat) dan Dragendroff
(Robinson, 1991). Kedua pereaksi tersebut memberikan warna berturut-turut coklat
dan jingga. Alkaloid biasanya dikelompokkan berdasarkan bentuk cincin
heterosklik nitrogen yang terdapat di dalamnya, sebagai contoh pirolidin, piperidin,
quinolin, isoquinolin dan indol.

Pereaksi Dragendroff digunakan untuk mendeteksi adanya alkaloid
dikarenakan pereaksi ini mengandung bismut yang merupakan logam berat atom
tinggi (Sirait, 2007). Senyawa alkaloid tersusun dari atom nitrogen dan PEB
(Pasangan Elektron Bebas) yang dapat digunakan untuk membentuk ikatan kovalen
koordinat dengan ion logam, sehingga membentuk senyawa kompleks dengan
endapan yang terbentuk yaitu kalium alkaloid (Marliana dkk., 2005). Hasil positif

alkaloid pereaksi Dragendroff ditandai dengan terbentuknya endapan coklat muda
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sampai kuning (Lutfillah, 2008). Sedangkan hasil positif alkaloid reagen Mayer

membentuk endapan jingga (Suxena dkk., 2012).

2.6.2 Uji Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu metabolit sekunder yang sangat efektif
digunakan sebagai antioksidan yang disintesis dari asam piruvat melalui
metabolisme asam amino (Bhat dkk., 2009). Golongan flavonoid dapat
digambarkan sebagai deretan senyawa Ces-C3-Cs yang artinya kerangka karbonnya
terdiri atas dua gugus Cs (cincin benzen tersubstitusi) disambungkan oleh rantai
alifatik tiga-karbon. Pengelompokan flavonoid dibedakan berdasarkan cincin
heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksil yang tersebar menurut pola
yang berlainan pada rantai Cs. Sesuai struktur kimianya yang termasuk flavonoid
yaitu flavonol, flavon, flavanon, katekin, antosianidin dan kalkon (Robinson,

1995).

Gambar 2.7 Struktur Senyawa Flavonoid (Robinson, 1991)

Uji fitokimia flavonoid dapat dilakukan dengan metode Wilstater yaitu

dengan penambahan HCI pekat dan serbuk Mg. Flavonoid akan menghasilkan
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senyawa kompleks yang berwarna merah atau jingga ketika direduksi dengan
logam Mg dan HCI pekat. Moniharapon (2016) mengenai uji fitokimia terhadap
taoge kacang hijau menunjukkan adanya senyawa flavonoid dengan perubahan

warna jingga ketika direduksi dengan logam Mg dan HCI pekat.

2.6.3 Uji Steroid dan Triterpenoid

Steroid adalah senyawa turunan (Derivat) lemak yang tidak terhidrolisis,
misalnya kolesterol, ergosterol, dan estrogen. Secara sederhana steroid dapat
diartikan sebagai kelas senyawa organik bahan alam yang kerangka strukturnya
terdiri dari siklopentana perhidrofenantren yang biasanya larut dalam pelarut
kurang polar (Rizal, 2011). Steroid diuji menggunakan pelarut Lieberman-Burchad
yang secara umum digunakan mengidentifikasi adanya triterpenoid pada suatu
sampel. Hasil uji positif steroid ditunjukkan dengan perubahan warna ekstrak
menjadi kebiru-biruan setelah ditambahkan dietil eter, asam asetat pekat dan H2SO4

pekat.

Gambar 2.8 Struktur dasar senyawa steroid (Robinson, 1991)
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Gambar 2.9 Dugaan reaksi senyawa triterpenoid dengan Liebermann-Burchard

Triterpenoid adalah suatu senyawa yang tersusun atas isopropana
CH»=C(CHs)-CH=CH2> dan kerangka karbonnya dibangun oleh penyambungan dua
atau lebih satuan Cs. Secara umum senyawa ini larut dalam lemak dan terdapat
dalam sitoplasma sel tumbuhan. Pereksi Lieberman-Burchad secara umum
digunakan untuk mengidentifikasi adanya triterpenoid pada suatu sampel. Hasil
positif triterpenoid ditunjukkan dengan perubahan warna larutan menjadi ungu
(Wafa, 2012). Moniharapon (2016) mengenai uji fitokimia terhadap taoge kacang
hijau menunjukkan adanya senyawa triterpenoid dengan perubahan warna larutan

menjadi ungu.

2.6.4 Uji Saponin

Saponin terdiri dari sapogenin yaitu bagian yang bebas dari glikosida atau
disebut aglikon. Senyawa ini membentuk hidroperoksida yang berfungsi sebagai
antioksidan sekunder sehingga mampu menghambat pembentukan lipid peroksida.

Saponin merupakan senyawa aktif yang permukaannya dapat menimbulkan busa
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jika dikocok dengan air. Hasil busa pada saponin memiliki gugus polar dan non
polar yang akan membentuk misel. Misel yang terbentuk menyebabkan gugus polar
akan menghadap ke luar dan gugus non polar menghadap ke dalam dan keadaan
inilah yang tampak seperti busa. Moniharapon (2016) mengenai uji fitokimia
terhadap taoge kacang hijau menunjukkan adanya senyawa saponin dengan adanya

lapisan busa di atas larutan.

glikon

CH
CHy >

Gambar 2.10 Struktur Saponin (Robinson, 1991)

2.6.5 Uji Tanin

Tanin merupakan senyawa metabolit sekunder golongan fenolik yang
mengandung cincin aromatik dan gugus hidroksil (-OH) (Mustikasari dan Ariyanti,
2008). Jika bereaksi dengan protein membentuk kopolimer tidak larut dalam air.
Uji tanin dilakukan dengan cara melarutkan sampel ke dalam etanol sampai sampel
terendam semuanya. Kemudian ditambahkan 2-3 tetes pereaksi FeCls 1%. Hasil
positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau (Sangi

dkk., 2008).
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Gambar 2.11 Struktur Senyawa Tanin (Robinson, 1995)

2.7 Antioksidan dan Uji Aktivitasnya Menggunakan Metode DPPH

Tanaman sangat berpotensi sebagai antioksidan karena di dalamnya
terkandung senyawa metabolit sekunder yang beragam. Antioksidan terbagi
menjadi dua yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Tanaman termasuk
antioksidan alami banyak diminati dibandingkan antioksidan sintetis seperti
Butylated Hidroxyanisol (BHA), Butylated Hidroxytovene (BHT), propil gallat,
etoksiquin, dan tert-butil hidrokuinon (TBHQ) karena antioksidan sintetis
menyebabkan karsinogenesis (Rohman, 2005). Senyawa metabolit sekunder yang
terdapat pada kulit ari taoge kacang hijau dan biji kacang hijau adalah flavonoid,
tanin, triterpenoid, dan saponin yang berfungsi sebagai antioksidan alami serta
memiliki niai 1Cso 95,08 ppm.

Adapun penelitian yang telah dilakukan (Zhou dkk., 2017) menunjukkan
bahwa ekstraksi kacang hijau dengan metode sonikasi menghasilkan jumlah
isoflavon sebesar 178,28 pg/g menggunakan pelarut etanol 35%, daya 500 watt,
suhu 70°C selama 46 menit. Selain itu, penelitian yang dilakukan Jovica
Moniharapon dkk. (2016) menunjukkan bahwa hasil ekstraksi taoge kacang hijau
metode maserasi dengan pelarut etanol 95% menghasilkan senyawa flavonoid,

saponin, triterpenoid, dan aktivitas antioksidan nilai 1Cso sebesar 143,67 ppm.
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Aktivitas antioksidan dapat diukur dengan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) yaitu metode uji aktivitas antioksidan yang berperan sebagai
radikal bebas yang akan bereaksi dengan senyawa antioksidan di dalam tanaman,
sehingga DPPH akan menjadi senyawa non-radikal (DPPHH) (Prakash dkk, 2001).
Hal tersebut ditandai dengan adanya perubahan warna larutan dari warna ungu tua
menjadi warna merah muda atau kuning. Metode ini menggunakan prinsip
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 515-517 nm dengan parameter
nilai antioksidan berupa nilai ICso. ICsp yaitu besarnya konsentrasi suatu senyawa
yang mampu menghambat radikal bebas sebanyak 50%. Rentang nilai ICso terbagi
menjadi lima tingkatan yaitu I1Cso 151-200 ppm tergolong lemah, ICso 100-150
ppm tergolong sedang, 1Csop 50-100 ppm tergolong kuat dan ICso <50 ppm
tergolong sangat kuat (Blois, 2005).

Penelitian yang telah dilakukan oleh Wulaisfan dkk. (2017) mengenai uji
aktivitas antioksidan ekstrak etanol taoge kacang hijau menggunakan metode
DPPH menghasilkan nilai 1Cso 1,05 mg/ml. Selain itu, penelitian Nurisyah dkk.
(2019) menyebutkan aktivitas antioksidan ekstrak etil asetat taoge kedelai hitam
dengan metode DPPH menghasilkan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso
179,204 ppm. Berdasarkan beberapa uraian penelitian terdahulu, pada penelitian ini
dipilih menggunakan metode DPPH untuk menguji aktivitas antioksidan karena
menunjukkan hasil yang efektif dan mudah didapat.

Adapaun reaksi antara DPPH dan antioksidan ditunjukkan pada gambar

berikut:
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O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Gambar 2.12 Reaksi antara antioksidan dengan molekul DPPH (Prakash, 2001)

2.8 Manfaat Tumbuhan dalam Perspektif Islam
Tumbuhan merupakan salah satu makhluk hidup yang diciptakan oleh Allah
SWT dan mengandung banyak manfaat di dalamnya. Sebagaimana firman Allah

SWT dalam QS Al-An’am ayat 99 sebagai berikut:

R G e g2 paas L 50 ok 0l o WG G sl G BT Gl 5
Bt g i 0I5 03830 ST e i 1 053 sl 1 31 g

S5kats o3 o 2805 1 & ey HT TS o F ) el

“Dan Dialah yang menurunkan air dari langit, lalu kami tumbuhkan dengan air itu
segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu
tanaman yang menghijau, Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir
yang banyak, dan dari mayang kurma, mengurai tangkai-tangkai yang menjulai,
dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang
serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya pada waktu berbuah, dan
menjadi masak. Sungguh, pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan
Allah) bagi orang-orang yang beriman.

Quraish Shihab berpendapat bahwa ayat ini berisi tentang kekuasaan Allah

yang telah menurunkan air kemudian menumbuhkan bermacam tumbuhan dari air
tersebut. Allah juga yang memberi warna hijau pada tumbuhan sehingga

menghijau, tangkai kurma, buah zaitun dan delima yang serupa tapi tak sama.
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Maha Besar Allah atas semua yang telah diciptakan-Nya dan dari fenomena di atas
terdapat tuntutan bagi orang-orang yang beriman untuk berfikir (Shihab, 2006).

Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang bermanfaat untuk makhluk
hidup lainnya. Tumbuhan terdiri dari akar, batang, pohon dan daun yang memiliki
fungsi dan peranan masing-masing. Bagian-bagian tumbuhan tersebut saling
bekerjasama untuk kelangsungan hidupnya seperti respirasi, bergerak, reproduksi
dan membuat makanan. Tumbuhan memiliki Kklorofil yang digunakan untuk
fotosintensis, yaitu cara tumbuhan menghasilkan makanan. Hasil fotosintesis
berupa energi dan oksigen yang berfungsi bagi kelangsungan hidup manusia untuk
respirasi. Selain untuk kelangsungan hidup manusia, adanya oksigen hasil
fotosintesis oleh tumbuhan juga berguna untuk respirasi hewan. Tumbuhan
mengandung banyak nutrisi dan vitamin yang sangat baik jika dikonsumsi oleh
makhluk hidup lainnya khususnya manusia. Oleh karena itu, adanya tumbuhan
seperti biji kacang hijau jika dimanfaatkan dengan baik akan memberikan
keuntungan bagi manusia berupa kesehatan.

Pemanfaatan biji kacang hijau sangatlah beragam diantaranya sebagai
bahan pangan, pakan ternak, dan obat. Sebagai bahan pangan, biji kacang hijau
digunakan untuk bubur, kue dan sayur (taoge) (Cahyo, 2007). Hal tersebut karena
di dalamnya terkandung karbohidrat 62,90 gr, protein 20,00 gr, lemak 1,20 gr,
vitamin A 157,00 SI, vitamin B1 0,64 gr, vitamin C 6,00 gr, mineral Ca, P, Fe serta
mengandung 345 gr kalori (Rukmana, 1997). Selain itu kacang hijau juga
mengandung senyawa fenolik yang berperan dalam proses fisiologi dan metabolik
pada manusia. Biji kacang hijau juga berpotensi sebagai antioksidan karena

mengandung senyawa metabolit sekunder diantaranya flavonoid, tanin, triterpenoid
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dan saponin. Antioksidan adalah senyawa yang dapat menunda atau mencegah

terjadinya radikal bebas dalah oksidasi lipid (Ahmad dkk., 2012).



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Juni — Agustus 2022 di Laboratorium
Kimia Organik dan Instrumen Program Studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas
seperti spatula, pipet tetes, pipet ukur, tabung reaksi, erlenmeyer, bola hisap, labu
ukur, gelas kimia, botol vial, neraca analitik, labu takar, corong Buchner, rotary
evaporator, vortex, dan ultrasonik frekuensi 42 kHz. Identifikasi senyawa
metabolit sekunder menggunakan spektrofotometer FT-IR (Merk Varian 1000 FT-

IR Scimitar Series) dan spektrofotometer UV-Vis (Varian Carry 50).

3.2.2 Bahan

Bahan yang akan diuji pada penelitian ini yaitu kulit ari taoge kacang hijau
dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.). Pelarut yang digunakan yaitu etanol p.a
96%. Bahan lainnya yaitu aquades, natrium bikarbonat (NaHCO3), HCI 2 N untuk
hidrolisis dan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) untuk uji aktivitas antioksidan.
Selain itu uji fitokimia digunakan reagen Libermann Burchard (kloroform, asam
sulfat pekat dan asam asetat anhidrat), reagen Dragendroff, reagen Meyer, HCI

37%, serbuk magnesium, metanol 50% dan FeCls 1%.
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3.3 Rancangan Penelitian

Bagian yang digunakan sebagai sampel adalah kulit ari taoge kacang hijau
yang diperoleh dari produksi taoge dan biji kacang hijau yang dibeli dari pedagang.
Langkah pertama yang dilakukan yaitu dicuci terlebih dahulu, kemudian
dikeringkan di dalam oven. Langkah selanjutnya disortasi kering dan dihaluskan
dengan grinder di Materia Medika Batu. Masing-masing sampel diekstraksi
terlebih dahulu menggunakan metode ultrasonik. Pelarut yang digunakan saat
ekstraksi yaitu etanol 96%, kemudian dilakukan hidrolisis.

Hasil dari hidrolisis dilanjutkan uji identifikasi menggunakan instrumen
spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 200 — 800 nm dan
FTIR pada bilangan gelombang 4000 — 450 cm™. Selanjutnya, ekstrak kulit ari
taoge kacang hijau dan ekstrak biji kacang hijau hasil hidrolisis diuji fitokimia
yang terdiri dari uji alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid /steroid dan tanin.
Dilanjutkan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH yaitu mengukur
panjang gelombang maksimumnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan

panjang gelombang maksimum.

3.4 Tahapan Penelitian
Tahapan pada penelitian ini, yaitu:
1. Preparasi sampel kulit ari taoge kacang hijau dan biji kacang hijau (Vigna
radiate L.)
2. Ekstraksi gelombang ultrasonik kulit ari taoge dan biji kacang hijau dengan
pelarut etanol 96%

3. Hidrolisis



25
4. Uji fitokimia senyawa aktif kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna
radiate L.)
5. Identifikasi menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR
6. Uji aktivitas antioksidan sampel menggunakan metode DPPH,;

7. Analisa Data

3.5 CaraKerja
3.5.1 Preparasi sampel kulit air taoge dan biji kacang hijau

Bagian kacang hijau yang digunakan ialah biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dan kulit ari taoge. Masing- masing sampel disortasi basah dan dicuci dengan
air mengalir. Kulit ari dan biji kacang hijau dikeringkan dengan oven pada suhu
45°C. Selanjutnya sampel disortasi atau pemisahan kering untuk memisahkan
sampel yang rusak (terlalu kering) akibat pengeringan. Setelah disortasi, sampel
dihaluskan dengan Grinder serta diayak (ukuran 80 mesh) kemudian diekstraksi

dengan pelarut.

3.5.2 Ekstraksi gelombang ultrasonik kulit ari taoge dan biji kacang hijau
dengan pelarut etanol (Masrihanah, 2020)

Sebanyak 30 g serbuk kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.), masing-masing dimasukkan ke dalam Erlenmeyer, ditambah pelarut etanol
sebanyak 300 mL yaitu perbandingan bahan dan pelarut (1:10). Kemudian masing-
masing sampel dimasukkan ke dalam ekstraksi ultrasonik dengan frekuensi 42 kHz
selama 45 menit dengan suhu 60°C. Selanjutnya disaring hasil ekstraksi ultrasonik
menggunakan corong Buchner. Filtrat yang didapat adalah ekstrak kasar kulit ari

taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.).
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Dilanjutkan dengan pengentalan filtrat menggunakan rotary vacuum
evaporator dengan tekanan 700 mbar, temperatur 45°C dan putaran 55 rpm.
Ekstrak pekat yang diperolen diuapkan dengan dioven. Ekstrak pekat yang

diperoleh ditimbang dan dihitung rendemennya dengan persamaan berikut:

Berat ekstrak
Rendemen = ———— x 100%
Berat sampel

3.5.3 Hidrolisis (Auliawan & Cahyono, 2014)

Pada saat hidrolisis diambil masing-masing 1 g ekstrak kasar kulit ari taoge
dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.), dimasukkan ke dalam beaker glass.
Kemudian ditambahkan asam klorida (HCI) 2 N sebanyak 2 mL ke dalam masing-
masing ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.). Hidrolisis
dilakukan selama 1 jam menggunakan magnetik stirrer hot plate pada suhu ruang.
Kemudian dinetralkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) sampai pH netral.

Didapatkan ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau hasil hidrolisis.

3.5.4 Ildentifikasi Dengan Spektrofotometer UV-Vis (Nandasari, 2020)
Masing-masing hasil ekstrak kasar dan hidrolisis etanol kulit ari taoge dan

biji kacang hijau (Vigna radiate L.) diencerkan 50 ppm sebanyak 5 mL. Kemudian

dimasukkan ke dalam kuvet. Identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis

pada rentang panjang gelombang 200-800 nm.

3.5.5 Identifikasi Menggunakan FT-IR (Auliawan & Cahyono, 2014)
Masing-masing hasil ekstrak kasar dan hidrolisis etanol kulit ari taoge dan

biji kacang hijau (Vigna radiate L.) diambil sepucuk spatula. Kemudian
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ditambahkan serbuk KBr dan digerus di mortar agatte hingga halus dan tercampur.
Dibuat pelet kemudian diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FT-IR pada

rentang bilangan gelombang 4000-450 cm™.

3.5.6 Uji Fitokimia (Maulana, 2018)

Uji fitokimia dilakukan pada hasil ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang
hijau (Vigna radiate L.) sebelum dan setelah hidrolisis. Hal tersebut bertujuan
untuk mengetahui kandungan senyawa aktif dalam ekstrak kulit ari taoge dan biji
kacang hijau (Vigna radiate L.). Uji fitokimia yang dilakukan meliputi uji alkaloid,

flavonoid, triterpenoid/steroid, tanin dan saponin.

3.5.6.1 Uji Alkaloid

Sebanyak 0,1 g ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 0,5 ml HCI 2%
kemudian disaring dan masing-masing sampel dibagi dalam dua tabung. Tabung 1
ditambahkan 3 tetes reagen Dragendroff, tabung 2 ditambahkan 3 tetes reagen
Mayer. Hasil positif alkaloid apabila terbentuk endapan jingga pada tabung 1 dan

endapan putih atau kekuningan pada tabung 2.

3.5.6.2 Uji Flavonoid

Sebanyak 0,1 g ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu dilarutkan ke dalam 1-3 mL metanol
50% panas, ditambahkan 0,1 g serbuk magnesium dan 2 tetes HCI pekat.
Kemudian campuran dikocok. Terbentuknya warna jingga menunjukkan adanya

flavonoid.
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3.5.6.3 Uji Saponin

Sebanyak 0,1 g ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan air (1:1). Kemudian
campuran dikocok kuat-kuat selama 10 menit, apabila menimbulkan busa selama
proses pengocokan maka ditambahkan HCI 1 N. Terbentuknya busa yang stabil

menunjukkan adanya saponin.

3.5.6.4 Uji Steroid/Triterpenoid

Sebanyak 0,1 g ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 0,5 mL kloroform
dan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Masing-masing campuran larutan tersebut
ditambahkan 1-2 mL H2SOs pekat melalui dinding tabung reaksi. Hasil positif
triterpenoid jika terbentuk cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan dua

pelarut, sedangkan adanya warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid.

3.5.6.5 Uji Tanin

Sebanyak 0,1 g ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate
L.) dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCls
1%. Apabila larutan menghasilkan warna hijau kehitaman atau biru tua, maka

ekstrak tersebut mengandung tanin.

3.5.7 Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

Pengukuran aktivitas antioksidan diawali dengan membuat absorbansi

kontrol. Larutan DPPH 0,2 mM dipipet 1,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung
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reaksi, ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 4,5 mL, kemudian tutup dengan
alumunium foil, setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Larutan
yang diperoleh dimasukkan dalam kuvet dan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada Amaks yang telah didapatkan pada tahap sebelumnya.

Kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.) dilarutkan dalam
etanol 96% dengan konsentrasi 5, 10, 15, dan 25 ppm. Selanjutnya dimasukkan
masing-masing ekstrak sampel sebanyak 4,5 mL ke dalam tabunng reaksi, setelah
itu ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH 0,2
mM dan ekstrak yang dilarutkan adalah 1:3). Setelah itu diinkubasi dengan suhu
37°C selama 30 menit. Larutan dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur
absorbansinya pada Amaks yang telah diketahui pada tahap sebelumnya. Data
absorbansi yang diperoleh dari masing-masing konsentrasi kulit ari taoge kacang
hijau dan biji kacang hijau dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya. Nilai

tersebut dari persamaan berikut:

A0 — A1

% Aktivitas antioksidan = x 100%

3.5.8 Pemisahan Senyawa Aktif Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
Analitik

Identifikasi dengan KLTA digunakan plat silika GF2s4 dengan ukuran 2x10
cm. ekstrak sampel ditotolkan sebanyak 15 totolan pada pada jarak + 1 cm dari tepi
bawah plat menggunakan pipa kapiler kemudian dikeringkan. Fase gerak yang
digunakan dimasukkan ke dalam chamber lalu ditutup rapat dan dilakukan
penjenuhan selama 60 menit. Eluen yang sudah jenuh dicek dengan membasahi

tisu pada uap eluen. Ekstrak yang ditotolkan pada plat dielusi dengan fase gerak
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yang telah disiapkan. Setelah gerakan fase gerak sampai pada garis batas, elusi
dihentikan. Noda-noda pada permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada

panjang gelombang 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing hasil nodanya.

3.5.9 Analisa Data

Data aktivitas antioksidan diperolen dari analisa menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan
menghitung % inhibisi. Nilai konsentrasi sampel ekstrak dan persen inhibisinya
diplot masing-masing pada sumbu Xx dan y pada persamaan regresi linier.
Persamaan regresi linier yang diperoleh dalam bentuk persamaan y=a+tbx,
digunakan untuk mencari nilai 1Cso (inhibitor concentration 50%) dari masing-
masing sampel dengan menyatakan nilai y sebesar 50 dan nilai x adalah ICsp.
Untuk membandingkan data perbedaan hasil uji aktivitas antioksidan digunakan

softwere SPSS dengan analisis data One-Way ANOVA.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate L.) yang digunakan pada
penelitian ini diperoleh dari Kecamatan Gumukmas, Kabupaten Jember. Sampel
tersebut dipreparasi yang diawali dengan pencucian. Sampel yang telah dicuci
kemudian dikeringkan dengan oven dan didapatkan sampel kering dengan kadar air
pada kulit ari taoge 4,2% dan biji kacang hijau 4,5%.

Diperoleh hasil preparasi kulit ari taoge dan biji kacang hijau berupa serbuk
dengan berat masing-masing sampel 1,12 Kg dan 1,9 Kg dari 2 Kg sampel basah.
Hasil dari kedua sampel tersebut berupa serbuk warna hijau dari kulit ari taoge, dan
serbuk kuning dari biji kacang hijau. Adapun bentuk serbuk yang dihasilkan, kulit
ari taoge menghasilkan serbuk berupa butiran tajam dan biji kacang hijau
menghasilkan butiran halus seperti tepung. Perbedaan bentuk serbuk dari kedua
sampel diduga karena adanya perbedaan jumlah karbohidrat yang terkandung di
dalamnya. Jumlah karbohidrat biji kacang hijau 15x lipat (61,0 g/100 g (Dahiya
dkk., 2015)) dibandingkan jumlah karbohidrat kulit ari taoge (4,3 g/100 g (Ebert
dkk., 2017)). Dahiya dkk. (2015) melaporkan bahwa karbohidrat yang terkandung
dalam biji kacang hijau yaitu karbohidrat terlarut seperti monosakarida (maltosa,
glukosa, fruktosa), oligosakarida (raffinosa, stachyosa, verbascosa), dan komponen
pati. Karbohidrat tersebut turut berperan dalam aktivitas antioksidan, semakin
tinggi kadar karbohidrat dalam sampel maka semakin tinggi aktivitas

antioksidannya. Hal ini diduga karena besarnya jumlah gugus gula (glikon) akan
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mempengaruhi pada jumlah senyawa metabolit (aglikon) yang akan diikat

(Juwitaningtyas & Nurul Khairi, 2018).

4.2 Ekstraksi Ultrasonik Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau (Vigna
radiate L.)

Kulit ari taoge dan biji kacang hijau (Vigna radiate I.) yang telah berbentuk
serbuk kemudian diekstraksi menggunakan ekstraksi ultrasonik. Saat proses
ekstraksi menggunakan etanol terjadi pemecahan dinding sel menggunakan
gelombang ultrasonik dan diperoleh esktrak kulit ari taoge berwarna hijau tua pekat
dan ekstrak biji kacang hijau berwarna kuning kehijauan. Diperoleh hasil ekstrak
kulit ari taoge dan biji kacang hijau yang memiliki perbedaan warna. Kulit ari
taoge menghasilkan warna ekstrak hijau tua pekat sedangkan biji kacang hijau
menghasilkan warna ekstrak kuning kehijauan. Perbedaan warna dari kedua ekstrak
tersebut diduga karena adanya perbedaan jumlah klorofil dalam kulit ari taoge dan
biji kacang hijau. Huang dkk. (2022), menginformasikan bahwa jumlah klorofil
kulit ari kacang hijau 10x lipat (7,37 mg/100 g) dibandingkan jumlah klorofil biji
kacang hijau (0,70 mg/100 g).

Hasil ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau juga berbeda dari segi
kekentalannya. Ekstrak kulit ari taoge lebih cair daripada ekstrak biji kacang hijau.
Hal ini diduga karena adanya perbedaan jumlah serat kasar yang terkandung
didalamnya. Penelitian Ebert dkk. (2017), berhasil mengekstrak kulit ari kacang
hijau dan menghasilkan serat kasar sebanyak 1,9 g/100 g sedangkan biji kacang
hijau memiliki serat kasar sebanyak 4,57 g/100 g (Dahiya dkk., 2015). Adapun
serat pada ekstrak taoge dan biji kacang hijau merupakan serat yang terdiri dari

jenis karbohidrat tak larut (selulosa) dan non-karbohidrat (lignin). Kedua serat
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tersebut turut berpengaruh pada aktivitas antioksidan karena adanya serat dari jenis
karbohidrat dapat meningkatkan aktivitas antioksidan, sedangkan serat dari non-
karbohidrat dapat mengganggu aktivitas antioksidan (Afifi dkk., 2017; Nintami &

Rustanti, 2012)

4.3 Hidrolisis

Ekstrak kasar kulit ari taoge dan biji kacang hijau dihidrolisis untuk memutus
ikatan glikosida yang terkandung di dalamnya, sehingga diperoleh senyawa aglikon
dan glikon. Sampel dihidrolisis menggunakan katalis asam dan diperoleh aglikon
yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder.
Diperoleh hasil yang menunjukkan ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau
memiliki perbedaan warna. Perbedaan warna yang dihasilkan dipengaruhi oleh
kandungan klorofil pada kulit ari taoge dan biji kacang hijau. Hasil hidrolisis kulit
ari taoge berwarna hijau pekat sedangkan hasil hidrolisis biji kacang hijau
berwarna kuning. Perbedaan lain dari hasil hidrolisis kulit ari taoge dan biji kacang
hijau yaitu pada kulit ari taoge tidak menghasilkan partikel yang tidak larut
sedangkan pada hasil hidrolisis biji kacang hijau menghasilkan partikel pipih yang
mengapung. Perbedaan hasil hidrolisis tersebut diduga karena adanya perbedaan
kadar lemak pada kedua sampel.

Penelitian oleh (Dahiya dkk., 2015) mengenai biji kacang hijau melaporkan
bahwa kadar lemak yang terkandung di dalamnya sebanyak 6x lipat (1,22 g/100 g)
daripada kadar lemak taoge kacang hijau (0,2 g/100 g) (Ebert dkk., 2017). Zhang
dkk. (2012), menginformasikan bahwa asam lemak yang terkandung dalam
kacang-kacangan adalah asam palmitat dan asam lenoleat. Penelitian yang telah

dilakukan (Dahiya dkk., 2015)melaporkan bahwa kacang hijau mengandung
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beberapa asam lemak, diantaranya asam palmitat, stearat, oleat, linoleat, linolenat,
arakidat, behenat, laurat, dan miristat. Asam linoleat mendominasi kadar asam
lemak dalam kacang hijau dengan presentase sebanyak 33,1% dari kadar lemak

total pada biji kacang hijau.

4.4 Uji Fitokimia

Ekstrak kasar kulit ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan setelah
hidrolisis dilanjutkan uji fitokimia, diantaranya uji alkaloid, uji flavonoid, uji
saponin, uji tanin dan uji steroid/triterpenoid. Saat proses uji fitokimia terjadi
beberapa reaksi antara senyawa metabolit sekunder dengan reagennya dan
menimbulkan perubahan warna. Diperoleh hasil positif uji flavonoid ekstrak kulit
ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis. Masing-masing
ekstrak berwarna hijau berubah menjadi jingga tua pada kulit ari taoge sebelum
hidrolisis, jingga muda pada ekstrak kulit ari taoge setelah hidrolisis, kuning pada
ekstrak biji kacang hijau sebelum hidrolisis dan kuning kecoklatan pada biji kacang
hijau setelah hidrolisis. Adanya perubahan warna ekstrak setelah ditambahkan
reagen Walster diduga karena hasil dari reaksi serbuk Mg dan HCI yang mereduksi
inti benzopyrone dalam flavonoid sehingga membentuk garam flavilium yang
berwarna kuning, jingga hingga merah (Yety Lindawati & Solikhah, 2018). Warna
kuning kecoklatan hingga jingga pada sampel menunjukkan adanya dugaan
senyawa golongan flavon (Mulyani, 2011). Dugaan tersebut berdasarkan penelitian
Supasatyankul dkk. (2022) dan Tang dkk. (2014) menginformasikan bahwa
senyawa golongan flavonoid yang terdapat pada biji kacang hijau dan kulit arinya

merupakan senyawa viteksin dan isoviteksin dari golongan flavon.
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Uji saponin memberikan hasil positif pada ekstrak kulit ari taoge dan biji
kacang hijau sebelum hidrolisis. Hasil positif ditandai dengan terbentuk buih busa
pada permukaan larutan (Puspa dkk., 2017). Sedangkan uji saponin ekstrak kulit ari
taoge dan biji kacang hijau sesudah hidrolisis menunjukkan hasil negatif. Adanya
hasil negatif pada hasil hidrolisis sampel diduga karena adanya gugus -OH yang
tidak terbentuk saat proses hidrolisis, sehingga senyawa metabolit sekunder
(aglikon) tidak terdeteksi. Berdasarkan hasil positif uji saponin pada ekstrak kasar
kulit ari taoge dan biji kacang hijau merujuk pada penelitian Wailer dkk. (1990)
yang menginformasikan bahwa saponin pada ekstrak etanol kacang hijau yaitu
soyasaponin I,  soyasaponin Ill, 3-O-[B-D-galactopyranosyl-(1—2)-p-D-
glucuronopyranosyl] sophradiol.

Hasil positif uji tanin ditunjukkan pada ekstrak kulit ari taoge dan biji
kacang hijau setelah hidrolisis, yaitu berupa perubahan warna hijau pada ekstrak
menjadi warna hijau kehitaman. Terbentuknya warna hijau kehitaman diduga
karena terbentuknya kompleks Fe®* setelah bereaksinya FeCls dengan senyawa
tanin pada sampel. Dugaan adanya golongan senyawa pada biji kacang hijau yaitu
golongan senyawa asam fenolik diantaranya asam genistik, asam sinamid dan asam
p-hydroxybenzoic (Tang dkk., 2014).

Hasil positif uji triterpenoid ditunjukkan pada ekstrak kulit ari taoge dan biji
kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis berupa cincin berwarna coklat yang
didasarkan atas kemampuan senyawa triterpenoid membentuk warna oleh H>SO4
dalam asam asetat anhidrat. Uji steroid ekstrak kulit ari taoge sebelum dan setelah
hidrolisis menunjukkan hasil positif dengan adanya larutan hijau kebiruan di atas
cincin berwarna coklat. Sedangkan ekstrak biji kacang hijau sebelum hidrolisis

menunjukkan hasil negatif uji steroid dan hasil positif uji steroid pada ekstrak biji
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kacang hijau setelah hidrolisis. Hasil positif uji steroid ekstrak biji kacang hijau
diduga karena gugus -OH pada aglikon telah terbentuk, sedangkan gugus -OH
aglikon pada ekstrak biji kacang hijau sebelum hidrolisis belum terbentuk karena
masih berikatan dengan gugus gula (glikon). Adanya senyawa steroid dan
triterpenoid pada kulit ari taoge dan biji kacang hijau diperkuat dengan penelitian
(Jovica Moniharapon dkk., 2016) dan (Qodariyah, 2019) yang menginformasikan
bahwa taoge dan biji kacang hijau mengandung senyawa triterpenoid yang
ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna ekstrak menjadi cincin coklat
kehitaman dan larutan biru kehijauan. Hal ini didukung adanya hasil penelitian
oleh Ganesan & Xu (2018) yang menyatakan bahwa biji dan taoge kacang hijau
mengandung senyawa steroid dan triterpenoid berupa senyawa betulin,

stigmasterol, campesterol, dan B-sitosterol.

45 Analisis Senyawa Aktif Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
Analitik

Analisis kualitatif KLTA senyawa aktif ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang
hijau dilakukan untuk menguatkan dugaan dari hasil uji fitokimia dan uji
karakterisasi menggunakan UV-Vis dan FTIR. Hasil uji kualitatif menggunakan
KLTA berupa bercak yang menjadi parameter adanya pemisahan. Adapun hasil
yang diperoleh bercak berpendar pada pengamatan di bawah sinar UV 254 dan UV3es
dengan nilai Rf pada ekstrak kulit ari taoge sebelum hidrolisis (Rf 0,5; 0,75; 0,825;
0,875; dan 0,9375) dan setelah hidrolisis (Rf 0,625; 0,725; dan 0,875). Sedangkan
bercak berpendar dengan nilai Rf pada ekstrak biji kacang hijau sebelum hidrolisis
(Rf 0,375; 0,5; 0,75; 0,875; dan 0,9375) dan setelah hidrolisis (Rf 0,75 dan 0,9375).

Berdasarkan hasil Rf yang diperoleh, ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau
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diduga mengandung senyawa flavonoid golongan isoflavon, flavon dan auron. Hal
tersebut mengacu pada penelitian sebelumnya Fakhrudin dkk. (2020) telah menguji
biji kacang hijau menggunakan KLT diperoleh nilai Rf 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; dan 0,75
menggunakan standar viteksin dengan nilai Rf 0,75. Adanya beberapa spot yang
hilang pada hasil KLTA ekstrak hidrolisis diduga karena adanya pemutusan ikatan

glikosida menjadi aglikon glikon, sehingga yang terdekteksi hanya aglikonnya saja.

4.6 ldentifikasi Spektrofotometer FT-IR
Identifikasi dengan FT-IR dilakukan untuk memperkuat hasil dari uji
fitokimia. Hasil dari karakterisasi menggunakan FT-IR diketahui melalui serapan
bilangan gelombang yang mengindikasikan adanya gugus fungsi tertentu pada
senyawa metabolit sekunder. Diperoleh hasil analisis spektra FTIR dari ekstrak
etanol kulit ari taoge sebelum dan sesudah hidrolisis terdapat adanya persamaan
serapan yang menunjukkan gugus fungsi diantaranya O-H stretch, C-H stertch, C-
H alkil, C-H bending, C=C terikat pada H dan C-O stretch. Terdapat juga gugus
C=C aromatik dan C=0 stretch yang mendukung adanya gugus flavon pada kedua
sampel tersebut. Gugus fungsi tersebut diduga sebagai senyawa viteksin golongan
flavon. Penelitian sebelumnya yaitu Li dkk. (2016) menguji flavonoid viteksin dan
isoviteksin dari kulit ari kacang hijau, dan melaporkan bahwa terdapat gugus fungsi
O-H stretching, CH> asimetrik, CH> simetrik, C=0 stretch, C=C stretch, C-H
asimetrik, C-H simetrik, C-O-C asimetrik, C-O-C simetrik dan C-O stretch (Mohd
dkk., 2014).
Ekstrak etanol biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis
menunjukkan gugus fungsi diantaranya O-H stretch dan gugus C=C aromatik.

Selain itu, ekstrak biji kacang hijau sebelum hidrolisis juga menunjukkan adanya
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gugus C-H stertch, C=C terikat pada H dan C-O stretch. Terdapat juga gugus C=0
stretch yang menunjukkan adanya gugus yang diduga sebagai gugus pada senyawa
viteksin golongan flavon. Biji kacang hijau dan kulit ari kacang hijau mengandung
viteksin dan isoviteksin (Tang dkk., 2014), di mana senyawa tersebut mempunyai
gugus fungsi aromatik (1600-1580 cm™), O=H stretch (3254 cm™), C-H asimterik
(2911 cm™), C-H simetrik (2874 cm™) dan CH stretching (1110 — 1095 cm™)
(Agrawal, 2016.). Berdasarkan hasil spektra FTIR terhadap kulit ari taoge dan biji
kacang hijau berupa gugus fungsi diperoleh dugaan adanya senyawa fenolik berupa
senyawa Viteksin, isoviteksin, daidzein, dan genistein (Ganesan & Xu, 2018; Mohd

dkk., 2014, Li dkk., 2016; Williams, 2014).

4.7 ldentifikasi Spektrofotometer UV-Vis

Sampel hasil ekstrak etanol kulit ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan
sesudah hidrolisis diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 200 — 800 nm. Uji identifikasi ini dilakukan untuk memperkuat
dugaan dari uji fitokimia dan uji karakterisasi menggunakan spektrofotometer FT-
IR. Diperoleh hasil spektra UV-Vis kulit ari taoge sebelum hidrolisis yang
mempunyai transisi t— n* dan n— z* yang diduga masing-masing transisi sebagai
senyawa steroid dan tanin. Sedangkan hasil spektra UV-Vis kulit ari taoge setelah
hidrolisis menunjukkan adanya transisi =— =n* dan n— =* yang diduga sebagai
senyawa steroid, saponin, flavonoid dan tanin. Begitupun pada ekstrak biji kacang
hijau sebelum hidrolisis menunjukkan hasil spektra UV-Vis berupa transisi n— 7"
dan n— =", yang diduga sebagai senyawa steroid, triterpenoid, saponin, flavonoid,
dan tanin. Sedangkan hasil spektra UV-Vis biji kacang hijau setelah hidrolisis

menunjukkan transisi =— n~ dan n— =", yang diduga sebagai senyawa steroid,
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triterpenoid, saponin, flavonoid dan tanin. Adanya dugaan flavonoid pada ekstrak
kulit ari taoge setelah hidrolisis dan biji kacang hijau didasari dengan adanya
serapan pada kedua pita, yaitu Pita | pada panjang gelombang 230 - 290 nm (Patle
dkk., 2020) dan Pita 1l pada panjang gelombang 300 — 370 nm (Mabasa dkk.,
2021). Hal tersebut juga didukung dengan adanya serapan flavonoid golongan
flavon yaitu senyawa viteksin pada kacang hijau panjang gelombang 269 nm
(Leenak & Annam, 2011). Begitupun dengan dugaan adanya senyawa saponin
pada ekstrak kulit ari taoge setelah hidrolisis dan ekstrak biji kacang hijau
didukung oleh adanya serapan pada panjang gelombang antara 210-220 nm (Singh
dkk., 2021). Dugaan adanya senyawa tanin pada kedua ekstrak didukung oleh
adanya penelitian Patle dkk. (2020) yang menyatakan bahwa tanin ada pada
serapan panjang gelombang 350 — 500 nm.

Berdasarkan hasil spektra UV-Vis dengan beberapa transisi elektron
diperoleh dugaan adanya senyawa flavonoid flavon dan isoflavon. Hasil tersebut
sejalan dengan hasil uji identifikasi FTIR dan uji fitokimia terhadap kulit ari taoge
dan biji kacang hijau. Hasil spektra FTIR dengan gugus fungsi, diperoleh dugaan
adanya senyawa fenolik berupa senyawa viteksin, isoviteksin, daidzein, dan
genistein (Ganesan & Xu, 2018; Mohd dkk., 2014; Li dkk., 2016; Williams, 2014).
Sedangkan hasil uji fitokimia yaitu positif uji flavonoid, uji saponin, uji tanin, uji

steroid dan uji triterpenoid.

4.8 Uji Aktivitas Antioksidan
4.8.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau

(Vigna radiate L.) diawali dengan pengukuran panjang gelombang maksimum
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DPPH. Hal tersebut dilakukan untuk mengetahui panjang gelombang yang
memiliki absorbansi tertinggi dan digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan
sampel. Diperoleh panjang gelombang maksimum DPPH 0,2 mM sebesar 514,1
nm. Hal ini sesuai dengan penelitian Miliauskas dkk (2004) yang menyatakan
bahwa absorbansi maksimum DPPH terletak antara panjang gelombang 510 — 520
nm. Perbedaan panjang gelombang terjadi karena adanya perbedaan penggunaan

pelarut dan alat deteksi pengukuran.

4.8.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Sampel

Pengukuran aktivitas antioksidan kulit ari taoge dan biji kacang hijau
(Vigna radiate L.) dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 514,1 nm. Diperoleh hasil uji aktivitas antioksidan berupa perubahan
warna larutan dari warna hijau menjadi jingga. Perubahan warna tersebut diduga
karena adanya donor proton H* dari sampel menuju DPPH sehingga membentuk
DPPH-H (Toripah dkk, 2014).

Diperoleh perbedaan hasil uji aktivitas antioksidan dari ekstrak kulit ari
taoge dan biji kacang hijau sebelum hidrolisis dan setelah hidrolisis. Ekstrak kulit
ari taoge dan biji kacang hijau setelah hidrolisis memiliki aktivitas antioksidan
yang lebih besar dibandingkan sebelum hidrolisis. Hal ini diduga karena adanya
ikatan glikosida pada ekstrak sebelum hidrolisis, sehingga aglikon dalam sampel
tidak dapat bereaksi secara baik dengan DPPH. Aktivittas antioksidan ekstrak
etanol kulit ari taoge sebelum dan setelah hidrolisis memiliki selisih nilai ICso
sebanyak 18,34 ppm. Sedangkan selisih hasil ekstrak etanol biji kacang hijau

sebelum dan setelah hidrolisis sebanyak 18,96 ppm. Nilai aktivitas antioksidan
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yang diperoleh dari kedua sampel dikategorikan sebagai antioksidan kuat karena
memiliki nilai 1Cso 51-100 ppm.

Aktivitas antioksidan setiap sampel juga dihitung menggunakan AAI untuk
mendukung adanya dugaan intensitas antioksidannya. Nilai AAI ekstrak kulit ari
taoge sebelum hidrolisis 0,990 yang dikategorikan memiliki potensi sebagai
antioksidan sedang karena memiliki nilai 0,5 < AAI < 1,0. Sedangkan nilai AAI
ekstrak kulit ari taoge setelah hidrolisis, ekstrak biji kacang hijau sebelum dan
setelah hidrolisis berturut-turut sebesar 1,287; 1,136 dan 1,566 yang diaktegorikan
memiliki potensi sebagai aktivitas antioksidan kuat karena memiliki nilai 1,0 <
AAlI<2,0

Hasil %aktivitas antioksidan tersebut sesuai dengan penelitian oleh Li dkk.
(2016) yang menginformasikan bahwa kulit ari kacang hijau memiliki aktivitas
antioksidan lebih kecil (39,000 £ 0,040 pg/mL) dibandingkan dengan aktivitas
antioksidan biji kacang hijau (2317,500 + 0,050 pg/mL). Penelitian yang telah
dilakukan oleh Tiwari dkk. (2017) menguji perbedaan aktivitas antioksidan kulit ari
dan biji kacang hijau menghasilkan aktivitas antioksidan kulit ari kacang hijau
lebih rendah (4.4%+0.98) daripada aktivitas antioksidan biji kacang hijau (7.6%
+0.35). Adanya perbedaan nilai aktivitas antioksidan dari kulit ari taoge dan biji
kacang hijau diduga karena adanya perbedaan jumlah senyawa metabolit sekunder
di dalamnya, yaitu pada biji kacang hijau terdapat senyawa flavonoid golongan
flavon, isoflavon, flavonol, dan flavanon(Tang dkk., 2014) yang memiliki aktivitas
antioksidan sebanyak (451,9 + 66,7 umol Vitamin C equiv/100 g DW) (Guo dkk.,
2012). Sedangkan senyawa metabolit sekunder pada kulit ari kacang hijau yaitu
senyawa flavonoid golongan flavon yang memiliki aktivitas antioksidan 178,28 +

7,39 mol Trolox/g DW (Zhou dkk., 2017). Setelah didapat kapasitas antioksidan,
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data tersebut dianalisis menggunakan One-Way ANOVA melalui program SPSS
untuk mengetahui homogenitas dan perbedaan aktivitas antioksidan antara ekstrak
kulit ari taoge dan biji kacang hijau.

Pembanding asam askorbat (Vitamin C) memiliki nilai 1Csp sebesar 2,853
ppm dan nilai AAI 28,815 yang menunjukkan adanya antioksidan yang sangat kuat
karena memiliki nilai 1Csp < 50 dan nilai AAl > 2,0. Puspita Sari (2015)
menyatakan bahwa penyebab tingginya aktivitas antioksidan asam askorbat karena
asam askorbat merupakan senyawa murni yang mampu mendonorkan protonnya
dengan baik, sedangkan ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau terdiri dari
berbagai senyawa kimia yang saling berinteraksi dan menimbulkan aktivitas
tertentu sehingga daya atau kemampuan aktivitas antioksidan yang ditimbulkan
berbeda-beda.

Hasil analisis One-Way ANOVA pada Lampiran 5 menunjukkan
homogenitas antara ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan
setelah hidrolisis memiliki nilai sig 0,769 dimana nilai sig > 0,05 yang berarti data
dari keempat sampel homogen. Tabel multiple comparisons pada uji Post Hoc
menunjukkan masing-masing sampel terhadap sampel lainnya memiliki nilai sig >
0,05 (Ho diterima) yang berarti aktivitas antioksidan antara ekstrak kulit ari taoge
dan biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis tidak memiliki perbedaan
secara signifikan. Hal ini terlihat pada masing- masing nilai I1Cso ekstrak kulit ari
taoge dan biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis memiliki selisinh 18,34

ppm dan 18,96 ppm.
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4.9 Pemanfaatan Kulit Ari Taoge dan Biji Kacang Hijau dalam Perspektif
Agama Islam

Kulit ari taoge dan biji kacang hijau termasuk dalam golongan sayur atau
biji-bijian yang mengandung nutrisi lengkap, termasuk mengandung senyawa
metabolit primer dan metabolit sekunder. Metabolit primer yang terkandung dalam
kulit ari taoge dan biji kacang hijau yaitu karbohidrat, protein, lemak, serat, vitamin
A, vitamin B1, dan vitamin C (Dahiya dkk., 2015; Ebert dkk., 2017). Selain itu,
kulit ari taoge dan biji kacang hijau mengandung senyawa metabolit sekunder yang
berperan sebagai antioksidan, diantaranya senyawa fenolik, flavonoid dan
steroid/triterpenoid. Senyawa flavonoid yang terkandung dalam biji kacang hijau
diantaranya daidzin, daidzein, viteksin, isoviteksin, genistin, kaempferol, dan
biochanin A (Tang dkk., 2014). Dengan mengonsumsi makanan yang kaya akan
nutrisi seperti biji kacang hijau merupakan ikhtiyar diri untuk menjaga kesehatan
melalui kebiasaan mengonsumsi makanan yang baik. Sebagaimana firman Allah

SWT dalam Surat An-Nahl ayat 13:

S35 38 &Y 25 o By el G o9 3 2805 U
“Dan (Dia juga mengendalikan) apa yang Dia ciptakan untukmu di bumi ini
dengan berbagai jenis dan macam warnanya. Sungguh, pada yang demikian itu
benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang mengambil
pelajaran”.

Kata “Mukhtalifan Alwaanuhu” menunjukkan bahwa Allah SWT.
menciptakan segala macam makhluk hidup dan tumbuhan yang beraneka ragam di
seluruh penjuru bumi (Al Mahali dan as Suyuthi, 2011), misalnya kulit ari taoge
dan biji kacang hijau. Allah SWT menciptakan kulit ari taoge sebagai limbah dari

produksi pembuatan taoge agar manusia berfikir dan mengambil pelajaran pada

tanda-tanda kekuasaan-Nya vyaitu diolah menjadi limbah yang bermanfaat.
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Begitupun dengan diciptakannya biji kacang hijau sebagai biji-bijian yang
dikonsumsi manusia yang memiliki manfaat dan merupakan makanan halal dan
baik, yaitu makanan sumber antioksidan untuk mencegah berbagai penyakit.
Berdasarkan hadits Nabi Muhammad SAW mengenai anjuran makan makanan

yang sehat dan baik, nabi bersabda:

ks ¥ ek @ B sl @i Lo ale o o d I 6 sk o e
e sy Ul o WS A L} O Gl o AT G Cadl A s B T
(365 U o g W 8T Gl Wl 6} J65 (o) rossd] {le it & )
b (b A ) 4k B il eadl il s A3 S5 f J6 Jrvy 5]
I Dsind BBl Gsis ¢ pi Al s H5hag s sl
“Dari Abu Hurairah ia berkata; Rasulullah SAW bersabda: ‘“Wahai sekalian
manusia, sesungguhnya Allah Maha Baik dan hanya menerima yang baik,
sesungguhnya Allah memerintahkan kaum mukminin seperti yang diperintahkan
kepada para rasul,” Dia berfirman: “Wahai para rasul, Makanlah dari yang baik-
baik dan berbuatlah kebaikan, sesungguhnya Aku mengetahui yang kalian
lakukan.” Dia juga berfirman, “Hai orang-orang beriman, makanlah yang baik-
baik dari rezeki yang Ku berikan padamu.” Lalu beliau menyebutkan tentang
orang yang memperlama perjalanannya, rambutnya acak-acak dan berdebu, ia
membentangkan tangannya ke langit sambil berdoa, “Ya Rabb, Ya Rabbi,”
sementara makanannya haram, minumannya haram, pakaiannya haram dan

diliputi dengan yang haram, lalu bagaimana akan dikabulkan doanya?” (HR. Ad-
Darimi) ”.

Hadits tersebut menjelaskan bahwa mengkonsumsi dan menggunakan
barang-barang yang baik dan halal adalah penyebab dikabulkannya keinginan-
keinginan kita dan diangkatnya amalan-amalan kita, sebab Allah SWT selamanya
tidak akan menyatukan yang baik dan yang buruk, walaupun kebanyakan manusia
lebih cenderung kepada yang buruk-buruk. Melalui hadits ini kita sebagai makhluk

Allah SWT dianjurkan membiasakan mengonsumsi makanan yang baik sebagai

ikhtiyar menjaga kesehatan.
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Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh hasil bahwa ekstrak
kulit ari taoge dan biji kacang hijau mengandung senyawa flavonoid, tanin, steroid
dan triterpenoid. Hal ini didukung dengan adanya data aktivitas antioksidan yang
diperoleh pada ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan setelah
hidrolisis sebanyak 79,31; 60,98; 69,07; dan 50,11 ppm. Intensitas aktivitas
antioksidan yang diperoleh berpotensi sebagai antioksidan kuat, yang berarti bahwa
kulit ari taoge dapat dimanfaatkan sebagai limbah yang bernilai ekonomis tinggi
dan biji kacang hijau sebagai olahan makanan sumber antioksidan. Adanya
beberapa kandungan senyawa metabolit primer dan metabolit sekunder dalam kulit
ari taoge, menjadikan limbah ini dimanfaatkan sebagai pakan ternak, pembuatan
sampo dan dijadikan tepung pencampur terpung terigu. Sedangkan biji kacang
hijau di beberapa negara Asia Timur dimanfaatkan sebagai olahan pangan seperti
bubur, sup, snack dan kue. Hal tersebut dikarenakan selain kaya akan nutrisi, biji

kacang hijau mudah diperoleh keberadaannya dan harganya yang terjangkau.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
1. Berdasarkan hasil uji fitokimia ekstrak etanol kulit ari taoge sebelum
hidrolisis diduga mengandung senyawa flavonoid, saponin, steroid dan
triterpenoid, sedangkan kulit ari taoge setelah hidrolisis diduga
mengandung senyawa flavonoid, tanin, steroid dan triterpenoid. Ekstrak biji
kacang hijau sebelum hidrolisis diduga mengandung senyawa flavonoid,
saponin dan teriterpenoid, sedangkan biji kacang hijau setelah hidrolisis
diduga mengandung senyawa flavonoid, tanin, steroid dan triterpenoid.
2. Ekstrak kulit ari taoge dan biji kacang hijau sebelum dan setelah hidrolisis
memiliki aktivitas antioksidan (ICso) berturut-turut sebesar 79,31 ppm;
60,98 ppm; 69,07 ppm; dan 50,11 ppm.
5.2 Saran
Penelitian ini diperlukan tindakan lanjut untuk melakukan identifikasi kulit
ari taoge dan biji kacang hijau menggunakan LC-MS/MS dan H-NMR. Perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menguji toksisitas dari kulit ari taoge dan

biji kacang hijau sehingga dapat menambah informasi tentang kadar toksisitas.
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