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ABSTRAK

Putri, Ivvani Aulia. 2023. Pengaruh Metode Ekstraksi Ultrasonik dan Kombinasi
Microwave-Ultrasonik Terhadap Kadar Total Fenol dan Aktivitas
Antioksidan Teh Hitam. Skripsi. Program Studi Kimia Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Eny Yulianti, M.Si; Pembimbing I1: Nur Aini, M.Si

Kata kunci: ultrasonik, microwave, senyawa fenolik, antioksidan, teh hitam

Teh (Camellia sinensis) merupakan salah satu minuman yang sering
dikonsumsi oleh masyarakat di seluruh dunia. Teh dapat dimanfaatkan sebagai obat
herbal karena memiliki kandungan senyawa aktif berupa polifenol yang berpotensi
sebagai antioksidan sehingga dapat menjaga tubuh dari serangan radikal bebas.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penggunaan metode
ekstraksi terhadap kadar total fenol dan aktivitas antioksidan teh hitam.

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder pada teh hitam dilakukan
menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik
dengan pelarut air. Residu daun teh hasil ekstraksi dilakukan uji swelling sedangkan
filtrat dilakukan uji kuantitatif dengan menentukan kadar total fenol menggunakan
metode Folin-Ciocalteu dan aktivitas antioksidan metode DPPH kemudian diukur
serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Uji kualitatif meliputi uji
fitokimia serta karakterisasi UV-Vis dan FTIR.
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ABSTRACT

Putri, Ivvani Aulia. 2023. Effect of Ultrasonic and Combination Microwave-
Ultrasonic Extraction Methods on Total Phenolic Content and Antioxidant
Activity of Black Tea. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Science
and Technology, State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim
Malang. Supervisor I: Eny Yulianti, M.Si; Supervisor I1: Nur Aini, M.Si

Keywords: ultrasonic, microwave, phenolic compounds, antioxidant, black tea

Tea (Camellia sinensis) is one of the drinks that are often consumed by
people around the world. Tea can be used as herbal medicine because it contains
active compounds in the form of polyphenols which have the potential as
antioxidants so that they can protect the body from free radical attacks. The purpose
of this study was to determine the effect of using the extraction method on the total
phenol content and antioxidant activity of commercial black tea.

Extraction of secondary metabolites in black tea was carried out using
ultrasonic extraction methods and combined microwave-ultrasonic with water as a
solvent. The tea leaf residue extracted was subjected to a swelling test while the
filtrate was carried out with a qualitative test for characterization using FTIR, UV-
Vis spectrophotometer and phytochemical tests with reagents. Quantitative test was
carried out by determining the total phenol content using the Folin-Ciocalteu
method and the antioxidant activity of the DPPH method was measured using a
UV-Vis spectrophotometer.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Teh (Camellia sinensis) merupakan tanaman hasil perkebunan yang
umumnya dikonsumsi sebagai minuman sehari-hari. Bahkan teh berada di posisi
kedua sebagai minuman yang banyak dikonsumsi oleh masayarakat di seluruh
dunia. Menurut Ariandi et al. (2019), pada tahun 2015 Indonesia adalah produsen
teh terbesar keenam di dunia dengan rata-rata ekspor mencapai 4,59%. Teh
memiliki banyak manfaat untuk kesehatan seperti menurunkan kadar kolesterol
darah, mencegah tekanan darah tinggi, serta menurunkan risiko terjadinya penyakit
kardiovaskuler sehingga berpotensi sebagai obat atau sediaan herbal dan dapat
dijadikan alternatif untuk mencegah berbagai macam penyakit. Pada dasarnya,
setiap penyakit telah Allah SWT. sediakan pula obat untuk menyembuhkannya.

Dalam hadits riwayat Muslim nomor 2204, Rasulullah saw. bersabda:

(s olg)) Jorgze bl O3 Ty el elgs Cpnol 136 el ols IS

Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Jika obat itu mengenai penyakit maka ia
akan sembuh dengan izin Allah azza wa jalla”. (HR. Muslim)

Thibbun Nabawi: Maksud dari hadits ini adalah jika seseorang diberi obat
sesuai dengan penyakit yang dideritanya dan waktunya sesuai dengan yang
ditentukan oleh Allah SWT., orang sakit tersebut akan sembuh dengan seizin Allah
SWT.

Ungkapan Rasulullah, “Setiap penyakit ada obatnya” memberikan penguatan
serta dorongan untuk tidak hanya mencari obat dari suatu penyakit tetapi juga

menyelidikinya. Hadist ini memberikan petunjuk tentang adanya obat bagi setiap



2
penyakit salah satunya melalui perantara teh yang dapat dimanfaatkan untuk obat
atau sediaan herbal guna mencegah berbagai macam penyakit degeneratif seperti
jantung, diabetes, hipertensi, dan lain-lain. Dengan demikian, diperlukan ikhtiar
atau usaha salah satunya melalui penelitian sehingga dapat diketahui khasiat dan

efektivitasnya. Allah SWT. berfirman:
£F7 8 I e B TS 25V B

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang baik? .
(Q.S. Asy-Syu’ara: 7)

Tafsir Qurthubi: Allah memperingatkan akan keagungan dan kekuasaan-Nya,
bahwa jika mereka melihat dengan hati dan mata mereka niscaya mereka
mengetahui bahwa Allah adalah yang berhak untuk disembah, karena Maha Kuasa

atas segala sesuatu. Az-Zauj adalah warna. Demikian yang dikatakan oleh Al Farra.

Lafal <5 artinya baik dan mulia. Adapun asal kata al karam dalam bahasa Arab

adalah al fadhl (keutamaan). Nakhlah kariimah artinya kurma kurma yang unggul
dan banyak buahnya. Rujulun kariimun artinya mulia, unggul, dan suka
memaafkan. Nabatat al ardhu dan anbatat artinya sama yaitu menumbuhkan, dan

ini telah dijelaskan dalam surah Al Bagarah.

Tumbuh-tumbuhan itu mulia dengan segala kehidupan yang ada di dalamnya
yang bersumber dari Allah SWT. Tumbuhan yang baik dapat diartikan sebagai
tumbuhan yang dapat bermanfaat baik bagi manusia maupun makhluk hidup
lainnya. Ayat ini mengisyaratkan untuk kita sebagai umat manusia memperhatikan
segala yang telah Allah ciptakan di bumi ini salah satunya tumbuhan. Tumbuhan
diciptakan oleh Allah SWT. untuk dapat diambil manfaatnya. Seperti halnya
tanaman teh yang memiliki banyak manfaat karena mengandung banyak senyawa

aktif yang berpotensi sebagai antioksidan sehingga diharapkan manusia dapat
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memperhatikan dan meneliti apa saja manfaat yang terkandung pada tanaman-

tanaman ini.

Selain kaya akan manfaat, teh juga memiliki banyak varian seperti teh putih
(white tea), teh oolong (oolong tea), teh hitam (black tea), teh hijau (green tea),dan
sebagainya. Diantara jenis teh ini, teh hitam merupakan teh yang paling banyak
diproduksi di dunia yaitu sebesar 78% diikuti teh hijau, teh oolong, dan teh putih.
Proses pengolahan teh hitam melalui fermentasi sehingga menghasilkan banyak
senyawa aktif salah satunya theaflavin yang merupakan senyawa polifenol yang

berpotensi kuat sebagai antioksidan.

Pemisahan senyawa aktif dalam teh hitam dapat dilakukan dengan metode
green extraction untuk meminimalkan dampak terhadap lingkungan salah satunya
metode ultrasonik. Ekstraksi ultrasonik lebih disukai untuk mengekstrak produk
alami karena dapat meningkatkan laju perpindahan massa melalui gelombang
ultrasound. Teknologi inovatif seperti gabungan ekstraksi berbantuan ultrasound
dan gelombang mikro baru-baru ini dieksplorasi untuk mengekstrak beberapa
senyawa bioaktif dari mikroalga. Penelitian Garcia-Vaquero, et al. (2020)
menyatakan bahwa proses ekstraksi ultrasonik tunggal maupun digunakan secara
berurutan dengan metode ekstraksi lainnya telah menunjukkan keuntungan yang
menjanjikan untuk mengekstraksi senyawa antioksidan dari mikroalga.
Menggabungkan dua atau lebih teknik ekstraksi seperti ekstraksi gelombang mikro
dan ultrasound dapat mempercepat waktu pemrosesan dan lebih efisien daripada
ekstraksi tunggal. Metode kombinasi ini cukup menjanjikan karena dapat

meningkatkan laju ekstraksi, meminimalkan konsumsi energi dan pelarut, serta
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meningkatkan kualitas produk sehingga tergolong ramah lingkungan untuk

mengekstraksi produk alami (Chemat et al., 2017).

Penelitian terkait metode ekstraksi kombinasi microwave dan ultrasonik
secara berkelanjutan belum pernah diteliti pada teh hitam. Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian dengan membandingkan metode ekstraksi ultrasonik tunggal
dengan kombinasi microwave-ultrasonik untuk mengetahui efektivitas dan
efisiensi metode ekstraksi. Kedua metode ini dilakukan optimasi waktu ekstraksi
kemudian dianalisis secara kualitatif meliputi analisis daya mengembang
(swelling), uji fitokimia, serta karakterisasi sebagai data pendukung untuk

mengetahui perbedaan pengaruh kedua metode ekstraksi.

1.2. Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini:

1.  Bagaimana pengaruh metode ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-
ultrasonik terhadap kadar total fenol dan aktivitas antioksidan teh hitam

dengan optimasi waktu ekstraksi?

2. Bagaimana daya mengembang (swelling) residu teh hitam menggunakan

ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik?

3. Bagaimana hasil karakterisasi UV-Vis dan FTIR pada teh hitam

menggunakan ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik?



1.3. Tujuan Penelitian

1.4.

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu:

Untuk mengetahui pengaruh metode ekstraksi ultrasonik dan kombinasi
microwave-ultrasonik terhadap kadar total fenol dan aktivitas antioksidan teh

hitam dengan optimasi waktu ekstraksi.

Untuk mengetahui daya mengembang (swelling) residu teh hitam

menggunakan ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik.

Untuk mengetahui hasil karakterisasi UV-Vis dan FTIR pada teh hitam

menggunakan ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik.

Batasan Masalah

Sampel yang digunakan adalah teh hitam.

Ekstraksi menggunakan metode ultrasonik dan kombinasi microwave-

ultrasonik secara berkelanjutan dengan optimasi waktu ekstraksi.

Analisis daya mengembang (swelling) secara gravimetri.

Metode penentuan kadar total fenol menggunakan metode Folin-Ciocalteu

Metode pengukuran aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH.

Uji fitokimia meliputi uji flavonoid, alkaloid, steroid/triterpenoid, tanin dan

saponin.

Karakterisasi menggunakan UV-Vis dan FITR.



1.5. Manfaat Penelitian

Penelitian ini memberikan informasi tentang kandungan senyawa aktif dalam
teh hitam salah satunya senyawa fenolik yang merupakan kandungan terbesar
dalam teh dan berpotensi sebagai antioksidan guna mencegah penyakit degeneratif.
Hasil penelitian ini juga memberikan informasi terkait pengaruh perbedaan metode
ekstraksi terhadap kadar total fenol dan aktivitas antioksidan teh hitam sehingga
dapat diketahui metode ekstraksi manakah yang lebih efisien untuk

memaksimalkan potensi teh hitam khususnya sebagai sediaan herbal.
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2.1. Teh (Camellia sinensis)

Camellia sinensis atau yang dikenal sebagai teh merupakan salah satu
tanaman yang sering dikonsumsi sebagai minuman sejak dahulu kala. Tanaman teh
tumbuh subur pada daerah dengan kondisi lembab, beriklim hangat dengan curah
hujan yang tinggi. Oleh karena itu, tanaman ini tumbuh subur di beberapa wilayah
Indonesia khususnya wilayah pegunungan dengan suhu berkisar 13°C - 25°C (Haq
et al., 2016). Teh memiliki banyak khasiat sehingga banyak dibudidayakan dan
diolah sebagai bahan baku industri salah satunya sebagai minuman. Pembuatan teh
melalui proses pengolahan dengan tingkat oksidasi yang berbeda sehingga
menghasilkan jenis teh dengan cita rasa dan aroma yang beraneka macam.

Sebagaimana firman Allah SWT. dalam Q.S. Taha ayat 53:
w oz o1 ~ <o ﬂfé'/ 7.0 146 Jas /é-e}/’//ﬁ Zo,. - oJ 1 - 0 4
2a eigl & BBt JEY e JIE O 1 380 S 10 (51 ST e (e )

Artinya: “(Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, dan
menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan yang menurunkan air
(hujan) dari langit. Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air hujan itu)
berjenis-jenis aneka macam tumbuh-tumbuhan.”

Tafsir Jalalain: Dia (yang telah menjadikan bagi kalian) di antara sekian
banyak makhluk-Nya (bumi sebagai hamparan) tempat berpijak (dan Dia
memudahkan) mempermudah (bagi kalian di bumi itu jalan-jalan) tempat-tempat
untuk berjalan (dan Dia menurunkan dari langit air hujan) yakni merupakan hujan.
Allah berfirman menggambarkan apa yang telah disebutkan-Nya itu sebagai nikmat
dari-Nya, kepada Nabi Musa dan dianggap sebagai khithab untuk penduduk Mekah.

(Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis) bermacam-macam



b,

(tumbuh-tumbuhan yang beraneka ragam). Lafal %% ini menjadi kata sifat daripada
lafal \%5}, maksudnya, yang berbeda-beda warna dan rasa serta lain-lainnya. Kata

L;M adalah bentuk jamak dari lafal Syatiitun, wazannya sama dengan lafal Mardhaa

sebagai jamak dari lafal Mariidhun. la berasal dari kata kerja Syatta artinya

Tafarraqga atau berbeda-beda.

Allah SWT. menjadikan bumi sebagai buaian bagi manusia agar menjadi
tempat berjalan, berkebun dan membangun kehidupan. Kemudian Allah turunkan
air dari langit sehingga dengan air ini muncullah tumbuh-tumbuhan untuk makanan
manusia dan hewan ternak. Allah SWT. telah berkehendak agar tumbuh-tumbuhan
ini memiliki berbagai macam jenis sebagaimana makhluk hidup lainnya dengan
berbagai rasa, aroma, warna, bentuk, dan manfaat. Hal ini sama halnya dengan
tanaman teh yang juga memiliki berbagai macam jenis dengan rasa, aroma, warna

dan khasiat yang berbeda-beda pula.

Berdasarkan proses pengolahannya, teh dibedakan menjadi 4 macam, yaitu:

teh putih, teh hijau, teh oolong dan teh hitam.

1. Teh putih menggunakan bahan baku yang digunakan berasal dari daun teh
pilihan yang mengalami proses pelayuan dan pengeringan sangat singkat
tanpa melalui proses fermentasi (Lelita et al., 2018).

2. Teh hijau mengalami proses aktivasi enzim polifenol oksidase pada pucuk
daunnya untuk mencegah oksidasi enzimatik pada katekin dengan bantuan
mesin pelayuan berupa steamer. Setelah itu, daun teh digulung lalu

dikeringkan hingga diperoleh kadar air tertentu (Rohdiana, 2015).
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3. Teh oolong diproduksi melalui proses fermentasi sebagian dimana daun teh
melalui proses pemanasan setelah penggulungan daun lalu dikeringkan untuk

menghentikan proses fermentasi (Lelita et al., 2018).

4.  Teh hitam diproduksi melalui proses fermentasi atau oksidasi enzimatik pada
katekin daun teh. Produk utama dari proses oksidasi enzimatik ekstrak teh

hitam adalah teaflavin dan tearubigin (Lelita et al., 2018).

2.1.1. Klasifikasi dan Morfologi Teh
Menurut Khurshid et al. (2016) klasifikasi tanaman teh (Camellia sinensis)
terdiri dari:

Kingdom : Plantae
Sub-kingdom : Tracheobionta

Super-divisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub-kelas : Dilleniidae

Ordo : Theales

Famili : Theaceae

Genus : Camellia L.
Spesies : Camellia sinensis

Gambar 2.1 Daun teh (Wulandari, 2021)
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Tanaman teh memiliki daun tunggal, berbentuk langset dengan tulang daun
menyirip dan berujung lancip. Daun teh memiliki panjang 4-15 cm dan lebar 2-5
cm yang tumbuh secara berselang-seling. Daun teh muda berwarna hijau muda dan
lebar sedangkan daun tua akan berwarna lebih gelap dan lebih halus. Bagian tepi
daun memiliki tekstur kasar dan bergerigi dengan tangkai daun yang lebar dan rata

(Herlina & Wardani, 2019).

2.1.2. Kandungan Senyawa Aktif Daun Teh

Tumbuhan sebagai makhluk hidup mengalami proses reaksi kimia yang
disebut dengan proses metabolisme. Proses ini akan menghasilkan senyawa aktif
dalam bentuk metabolit primer dan metabolit sekunder. Penelitian Musdalifah
(2016) melaporkan beberapa komponen yang terdapat pada 100 g daun teh
sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Kandungan Senyawa Aktif dalam 100 g Daun Teh

Komponen Jumlah
Karbohidrat 4%
Pektin 6%
Protein 20%
Vitamin E 25-70 mg
Katekin 63-270 mg
Tanin 9-20%
Kafein 2,5-4,5%
Vitamin K 200-500 Ul/g
Polifenol 25%

Sumber: Musdalifah (2016)

Teh mengandung senyawa metabolit sekunder berupa senyawa polifenol.
Senyawa polifenol inilah yang memiliki banyak khasiat sebagai antioksidan,
antihipertensi, antikarsinogenik, antimutagenik, dan hipoksolesteromik (Yuslianti,
2018). Adapun golongan terbesar dari senyawa polifenol dalam daun teh yaitu

flavonoid. Beberapa penelitian menyatakan bahwa flavonoid dapat menurunkan
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resiko terjadinya aterosklerosis pada penyakit jantung serta menurunkan

hiperlipidemia (Astawan & Kasih, 2008).

2.2. Ekstraksi Daun Teh
2.2.1. Metode Ultrasonik

Metode ekstraksi ultrasonik adalah ekstraksi yang melibatkan transmisi
energi dengan gelombang ultrasound menggunakan cairan sebagai media
propagasi. Metode ini lebih disukai untuk ekstraksi produk alami hal ini karena
dapat meningkatkan laju perpindahan massa yang disebabkan oleh kavitasi yang
dihasilkan material. Selain itu, proses ekstraksi lebih singkat karena kelarutan analit
dalam media ekstraksi semakin meningkat sehingga meningkatkan efisiensi

ekstraksi (Prasetyaningrum et al., 2022).

=g
| m
“‘ﬂ'
Gambar 2.2 Skema alat ultrasonik waterbath (Junaidi et al., 2020)

Proses ekstraksi secara ultrasonik diawali dengan merendam sampel dalam
pelarut yang sesuai kemudian dikenai gelombang ultrasonik. Gelombang ultrasonik
ini yang akan memecah dinding sel dan mengeluarkan komponen senyawa aktif
dalam sel kemudian bercampur dengan pelarut. Gelombang ini juga memperbesar
pori-pori pada dinding sel tanaman sehingga meningkatkan proses difusi dan
perpindahan massa (Yingngam et al., 2014). Selain meningkatkan hasil ekstraksi,

metode ini juga dapat meningkatkan kualitas makanan dengan meminimalkan

waktu proses, energi dan meningkatkan umur penyimpanan.
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2.2.2. Kombinasi Metode Microwave dan Ultrasonik

Kombinasi metode ekstraksi microwave dan ultrasonik secara berkelanjutan
dilakukan dengan menggunakan ekstraksi berbantuan gelombang mikro sebagai
perlakuan awal dilanjutkan dengan ultrasonik. Pada perlakuan awal, efek
gelombang mikro dalam microwave akan menyebabkan uap air menguap dengan
cepat dan menghasilkan tekanan yang besar. Tekanan ini mengakibatkan ekspansi
dan pecahnya sel sehingga dapat membebaskan senyawa aktif ke dalam pelarut (Yu
et al., 2017). Iradiasi simultan dengan energi ultrasound dan gelombang mikro
dapat dilakukan untuk mempercepat proses ekstraksi dan mempercepat pelepasan
target dari matriks. Kombinasi kedua ekstraksi ini dapat dianggap sebagai salah satu
strategi yang paling efektif untuk mengekstrak bahan kimia bioaktif dari tanaman

seperti bunga, buah, daun, kulit kayu, biji dan polong (Prasetyaningrum et al., 2022)

Ekstraksi gelombang mikro dan ultrasonik secara berkelanjutan
menggabungkan keuntungan dari dua jenis metode ekstraksi, seperti konsumsi
pelarut yang rendah, konsumsi energi rendah, meminimalkan preparasi sampel,
serta meningkatkan efisiensi ekstraksi dengan waktu operasi yang relatif singkat
(Wang et al., 2017). Kombinasi metode ini juga relatif lebih murah jika
dibandingkan dengan teknologi ekstraksi terbaru seperti ekstraksi cairan
superkritis, ekstraksi dengan bantuan enzim, dan ekstraksi cairan bertekanan tinggi.
Selain itu, kombinasi microwave-ultrasonik dapat memberikan energi aktivitas
tinggi yang diperlukan untuk proses ekstraksi guna mencegah degradasi senyawa

bioaktif dalam ekstrak (Prasetyaningrum et al., 2022).
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2.3. Penetapan Kadar Total Fenol

Senyawa fenol merupakan golongan senyawa terbesar yang berpotensi
sebagai antioksidan alami dan dapat dijumpai pada hampir seluruh bagian tanaman.
Secara strutural, senyawa ini tersusun dari cincin aromatik dengan gugus hidroksil
sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 2.9. Potensi antioksidan dalam senyawa
fenolik disebabkan karena adanya gugus hidroksil yang menempel pada cincin
aromatik menyebabkan senyawa fenolik dapat menyumbangkan atom hidrogennya
untuk bereaksi dengan radikal bebas sehingga dapat menetralisir radikal bebas yang
merusak jaringan dan sel tubuh (Ardila, 2020). Semakin besar kadar total fenol
maka semakin banyak gugus hidroksil sehingga semakin banyak pula atom

hidrogen yang bereaksi dengan radikal bebas.

OH

Gambar 2.3 Struktur Fenol (Cahyani, 2015)

Paramita dkk (2020) menyatakan bahwa teh memiliki kandungan senyawa
fenolik yang cukup besar yaitu 5-27% sedangkan pada daun teh segar sebesar 36%.
Penentuan kadar suatu senyawa fenolik pada suatu sampel dapat diukur secara
kolorimetri menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Pengukuran ini didasarkan pada
reaksi oksidasi-reduksi antara senyawa fenolik dengan reagen Folin-Ciocalteu
membentuk kompleks berwarna biru yang kemudian diukur serapannya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kadar total fenol yang diukur akan setara
dengan massa ekuivalen asam galat atau GAE (Gallic acid equivalent). Penetapan

kadar total fenol pada teh menggunakan ekstraksi ultrasonik telah dilakukan oleh
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Wibisono & Kunarto (2021) dengan variasi lama penyeduhan diperoleh kadar total

fenol tertinggi pada 6 menit yaitu sebesar 4,71 mgGAE/qg.

2.4. Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Antioksidan merupakan zat yang berperan penting bagi tubuh. Secara alami,
antioksidan dalam tubuh mampu mereduksi radikal bebas dengan cara menetralisir,
mencegah dan menghilangkan kerusakan oksidatif molekul target melalui
penangkapan radikal bebas dari molekul target (Prochazkova et al., 2011). Salah
satu metode yang dapat digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan yaitu
metode DPPH. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) adalah radikal bebas
berbentuk serbuk kristal berwarna gelap. Metode DPPH paling umum digunakan
untuk menguji aktivtas antioksidan dari suatu antioksidan alami karena memiliki

beberapa kelebihan, yaitu sensitif, cepat, serta bersifat stabil (Gaji¢ et al., 2020).

O.N N—N

Gambar 2.4 Struktur DPPH (Gaji¢ et al., 2020)

DPPH memiliki elektron tidak berpasangan sehingga ketika direaksikan
dengan suatu zat antioksidan akan menerima elektron atau radikal hidrogen
membentuk senyawa non radikal yang lebih stabil. Indikator terjadinya interaksi ini
ditandai dengan memudarnya warna ungu DPPH yang kemudian diukur serapannya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil pengujian metode DPPH dapat
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diinterpretasikan sebagai nilai 1Csq (inhibition concentration) yang menyatakan
banyaknya konsentrasi larutan ekstrak yang menyebabkan hilangnya 50% aktivitas
DPPH. Semakin kecil nilai 1Cso maka semakin besar aktivitas antioksidannya.
Penelitian Ardila (2020) telah melakukan pengujian antioksidan daun teh
menggunakan metode ekstraksi maserasi menunjukkan bahwa antioksidan teh
tergolong kategori sangat kuat dengan nilai 1Cso sebesar 4,90 pg/mL. Penggolongan

nilai 1Cso dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Aktivitas Antioksidan Berdasarkan Nilai 1Cso

Nilai 1Cso Keterangan

<50 ppm Sangat kuat
50-100 ppm Kuat
100-150 ppm Sedang
150-200 ppm Lemah

>200 ppm Sangat lemah

Sumber: Molyneux (2004)

2.5. Analisis Daya Mengembang (Swelling)

Uji swelling merupakan analisis terhadap kemampuan sampel dalam
menyerap air yang ditandai dengan pembengkakan matriks atau mengembangnya
sampel ketika ditempatkan pada larutan hipotonik. Pengujian ini didasarkan pada
kemampuan suatu cairan melewati membran dari suatu sampel selama proses
ekstraksi. Hasil pengujian ini dinyatakan sebagai banyaknya air yang terserap atau
rasio swelling yang dihitung secara gravimetri dengan cara menimbang berat
sampel sebelum dan sesudah ekstraksi (Munawwaroh, 2019). Penelitian Hu, et al.
(2016) melaporkan bahwa hasil swelling daun teh menunjukkan partikel teh hampir
tidak mengembang dalam pelarut etanol absolut (13,42%) dan cenderung lebih

mudah mengembang dalam air dengan rasio swelling sebesar 203,51%. Hal ini
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sebanding dengan hasil ekstraksi dimana rendemen katekin dan kafein meningkat

secara signifikan seiring dengan peningkatan jumlah air untuk pra-swelling.

2.6. ldentifikasi Senyawa Metabolit Sekunder

Daun teh umumnya terdapat kandungan senyawa aktif berupa metabolit
sekunder antara lain: flavonoid, saponin, fenol, alkaloid, tanin, steroid dan
triterpenoid (Geoffrey et al., 2014). Identifikasi metabolit sekunder dapat dilakukan
secara kualitatif melalui uji fitokimia menggunakan reagen yang dapat memberikan
perubahan warna yang berbeda untuk setiap senyawa metabolit sekunder (Salimi,
2021). Uji fitokimia akan memberikan hasil positif yang menandakan adanya

senyawa aktif ditandai dengan perubahan warna pada saat direaksikan.

a) Flavonoid

Flavonoid adalah golongan senyawa fenol terbesar yang tersusun dari dua
gugus cincin benzena tersubstitusi dan 15 atom C yang dihubungkan oleh rantai
propana. Flavonoid dapat ditemukan pada bagian tanaman mulai akar, daun, bunga,
batang, buah dan biji. Beberapa aktivitas farmakologis dari senyawa flavonoid

diantaranya sebagai antioksidan, antitumor dan antimikrobial (Raharjo, 2013).

b)  Alkaloid

Alkaloid merupakan metabolit sekunder yang mengandung atom nitrogen
dasar. Alkaloid tersebar luas di alam dan terdapat pada berbagai bagian tanaman.
Alkaloid memiliki beberapa aktivitas farmakologis seperti antibakteri, antijamur,

antiinflamasi, antidiabetes, analgesik, dan antikanker (Kabera et al., 2014).
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c)  Steroid dan Triterpenoid

Steroid adalah senyawa turunan lipid yang memiliki inti dengan 4 cincin.
Secara struktural, steroid dan triterpenoid saling berkaitan namun beberapa jalur
khusus dalam biosintetisnya akan menghasilkan struktur tertentu. Beberapa
aktivitas farmakologis yaitu sebagai antifungus, antibakteri, insektisida dan

antivirus (Radam & Purnamasari, 2016).
d) Tanin

Tanin adalah golongan senyawa fenolik yang mudah larut dalam air. Tanin
memiliki kerangka cincin aromatik dan gugus hidroksil yang tersusun dari berbagai
kelompok oligomer dan polimer. Tanin memiliki beberapa aktivitas farmakologis

yaitu sebagai antidiare dan antiinflamasi (Kabera et al., 2014).
e)  Saponin

Saponin merupakan glikosida kompleks yang memiliki struktur aglikon
berupa steroid atau triterpenoid. Saponin tersebar luas pada tumbuhan yang
memiliki berbagai sifat fisikokimia dan biologis . Senyawa saponin dapat berfungsi

sebagai antimikroba, antioksidan dan insektisida (Kabera et al., 2014).
2.7. Fourier Transfrom Infrared Spectoscopy (FTIR)

FTIR adalah instrumen yang digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi
dengan cara mengukur interaksi molekul dan radiasi elektromagnetik pada rentang
bilangan gelombang 10-14000 cm™. Spektra IR terbagi menjadi 3 daerah utama
antara lain: daerah IR dekat (4000-14000 cm™), IR tengah (400-4000 cm™), serta

IR jauh (<400 cm™). Prinsip kerja spektroskopi inframerah didasarkan pada
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interaksi radiasi IR dengan sampel dimana sinar akan difokuskan pada sampel oleh
interferometer kemudian ditransmisikan dan dideteksi oleh detektor. Gugus fungsi
dalam suatu molekul cenderung menyerap radiasi inframerah pada rentang bilangan
gelombang yang sama dan puncak spektra diperoleh dari penyerapan perubahan

energi vibrasi ikatan di wilayah IR (Davis & Mauer, 2010).
2.8. Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang berfungsi untuk
mengukur energi cahaya dalam rentang ultraviolet (200-400 nm) dan visible (400-
800 nm). Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis didasarkan pada pengukuran
panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet dan sinar tampak yang diserap
sampel sebagai fungsi panjang gelombang. Ketika sinar UV-Vis melewati sampel
maka sebagian cahaya tersebut diserap dan sebagian lain dipantulkan. Cahaya yang
diserap ini menyebabkan elektron berpindah dari keadaan dasar ke keadaan
tereksitasi dalam gugus fungsi yang disebut kromofor. Eksitasi elektron dicatat
dalam bentuk spektrum yang dinyatakan sebagai panjang gelombang dan
asborbansi kemudian dibaca oleh detektor dan dikonversi menjadi angka digital

(Pratiwi & Nandiyanto, 2022)



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari - Mei 2023 bertempat di
Laboratorium Kimia Fisik Riset Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: beaker glass, gelas
ukur, pipet tetes, erlenmeyer, corong gelas, botol vial, ultrasonic waterbath,
microwave, gelas arloji, spatula, batang pengaduk, neraca analitik, botol semprot,
bola hisap, vortex, pipet ukur 1 mL, pipet ukur 5 mL, mikropipet, labu ukur 5 mL,
labu ukur 10 mL, labu ukur 20 mL, pemanas air, tabung reaksi tutup, serta rak
tabung reaksi.

3.3.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: teh hitam,
aquades, kertas saring, serbuk DPPH, etanol p.a, kalium bromida (KBr), serbuk Mg,
HCI pekat, aluminium foil, reagen Mayer, reagen Dragendorff, kloroform, asam
sulfat pekat, HCI 1%, FeCls 1%, asam asetat anhidrat, asam askorbat, reagen Folin-

Ciocalteu, Na2CQOg, serta asam galat.

3.3. Tahapan Penelitian
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Tahapan-tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi:

1.  Optimasi waktu ekstraksi metode ultrasonik dan kombinasi microwave-
ultrasonik.

2. Analisis daya mengembang (swelling) secara gravimetri.

3. Penentuan kadar total fenol metode Folin-ciocalteu.

4.  Pengukuran aktivitas antioksidan metode DPPH.

5. Uji fitokimia menggunakan reagen.

6.  ldentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

7. Analisis data secara statistik.

3.4. CaraKerja
3.4.1. Ekstraksi Daun Teh
3.4.1.1. Metode Ultrasonik

teh hitam dilarutkan dalam air. Selanjutnya, dilakukan optimasi waktu
ekstraksi menggunakan Ultrasonic Waterbath dengan variasi waktu. Hasil
ekstraksi kemudian disaring dan difiltrasi menggunakan kertas saring. Filtrat yang
dihasilkan dikeringkan menggunakan freeze dryer. Ekstrak kasar kemudian

ditimbang dan dihitung rendemennya menggunakan rumus (Bakht et al., 2019):

berat ekstrak
Rendemen ekstrak = x 100%
berat sampel teh

3.4.1.2. Metode Kombinasi Microwave-Ultrasonik

Metode kombinasi microwave-ultrasonik secara berkelanjutan dilakukan
dengan cara ekstraksi dengan microwave sebagai perlakuan awal kemudian
dilanjutkan dengan ultrasonik. Daun teh dilarutkan air. Selanjutnya, dilakukan

optimasi waktu ekstraksi menggunakan microwave dengan variasi waktu. Ekstraksi
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dilanjutkan dengan menggunakan Ultrasonic Waterbath pada kondisi waktu
optimal. Hasil ekstraksi kemudian disaring dan difiltrasi menggunakan kertas
saring. Filtrat yang dihasilkan dikeringkan menggunakan freeze dryer. Ekstrak
kasar kemudian ditimbang dan dihitung rendemennya menggunakan rumus (Bakht

etal., 2019):

berat ekstrak
Rendemen ekstrak = x 100%
berat awal sampel

3.4.2. Uji Swelling

Pengujian daya mengembang (swelling) pada teh hitam dilakukan secara
gravimetri dengan cara ditimbang berat awat sampel sebelum ekstraksi kemudian
direndam dalam pelarut air dan diekstraksi menggunakan metode ultrasonik dan
kombinasi microwave-ultrasonik. Residu hasil ekstraksi dipisahkan dengan filtrat
lalu ditimbang beratnya. Rasio swelling (%) ditentukan menggunakan rumus

berikut (Hu et al., 2016):

berat akhir—berat awal

Rasio swelling = orat awal x 100%

3.4.3. Penentuan Kadar Total Fenol Metode Folin-Ciocalteu
3.4.3.1. Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum

Panjang gelombang maksimum ditentukan dengan cara dibuat larutan asam
galat konsentrasi 12 ppm kemudian ditambah 2,5 reagen Folin-Ciocalteu 10% dan
2 mL larutan Na,COs 10%. Larutan diinkubasi selama 30 menit lalu diukur

absorbansinya pada panjang gelombang 600-800 nm (Yadav & Agarwala, 2011).

3.4.3.2. Pengukuran Larutan Standar Asam Galat
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Larutan standar asam galat 100 ppm dibuat dengan cara dilarutkan 1 mg asam
galat dalam 10 mL air mendidih kemudian dibuat variasi konsentrasi 2, 4, 8, 12, 16
dan 20 ppm. Sebanyak 1 mL larutan standar asam galat ditambah 2,5 mL reagen
Folin-Ciocalteu 10% dan 2 mL larutan Na2COs 10%. Larutan diinkubasi selama 30
menit. Absorbansi larutan standar asam galat diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (Yadav &
Agarwala, 2011).
3.4.3.3. Penentuan Kadar Total Fenol Sampel
Sebanyak 1 mg ekstrak sampel dilarutkan dalam 10 mL air mendidih
(konsentrasi 100 ppm) kemudian dimasukkan 1 mL ke dalam tabung reaksi tutup
lalu ditambah 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10% dan 2 mL larutan Na,CO3 10%.
Larutan diinkubasi selama 30 menit. Absorbansi sampel diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (Yadav &
Agarwala, 2011). Kadar total fenol dapat diketahui dengan cara membuat kurva
kalibrasi larutan standar asam galat sehingga diperoleh persamaan regresi linier y =

ax + b. Penentuan kadar total fenol dapat dihitung menggunakan rumus berikut:

x = L= b
2 C.wv
Kadar total fenol (mgGAE/g) = ;
Keterangan :
X = konsentrasi asam galat a = slope
y = absorbansi sampel b = intercept
C = konsentrasi asam galat (nilai x, mg/mL) m = berat ekstrak (g)

v = volume ekstrak yang digunakan (mL)

3.4.4. Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

3.4.4.1. Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum
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Sebanyak 1 mL larutan DPPH 0,2 mM dimasukkan ke dalam tabung reaksi
lalu ditambah 3 mL etanol p.a. dan ditutup. Larutan divortex selama 2 menit dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Setelah itu, diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400-800 nm
hingga diperoleh panjang gelombang maksimum.
3.4.4.2. Pengukuran Aktivitas Antioksidan
a)  Pengukuran serapan larutan kontrol

Sebanyak 1 mL larutan DPPH 0,2 mM dimasukkan ke dalam tabung reaksi
lalu ditambah 3 mL etanol p.a. dan ditutup. Larutan divortex selama 2 menit dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Absorbansi kontrol diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang
telah diketahui.
b)  Pengukuran serapan larutan sampel

Sebanyak 1 mg ekstrak teh hitam dilarutkan dalam 10 mL air mendidih
(konsentrasi 100 ppm). Kemudian dibuat variasi konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm.
Masing-masing larutan dipipet sebanyak 3 mL ke dalam tabung reaksi tutup dan
ditambah 1 mL larutan DPPH 0,2 mM. Larutan divortex dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 30 menit. Absorbansi masing-masing sampel diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Aktivitas

antioksidan dapat diketahui menggunakan rumus berikut (El-Fadl et al., 2020).

absorbansi kontrol—absorbansi sampel

% Aktivitas antioksidan = x 100%

absorbansi kontrol
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c) Pengukuran serapan larutan standar asam askorbat
Sebanyak 1 mg asam askorbat dilarutkan dalam 10 mL air mendidih
(konsentrasi 100 ppm). Kemudian dibuat variasi konsentrasi 0,2; 0,5; 1, 2, dan 4
ppm. Masing-masing larutan dipipet sebanyak 3 mL ke dalam tabung reaksi tutup
dan ditambah 1 mL larutan DPPH 0,2 mM. Larutan divortex kembali dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Absorbansi larutan standar asam
askorbat diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang

maksimum (El-Fadl et al., 2020).

3.4.5. Uji Fitokimia Menggunakan Reagen

Ekstrak kasar dilarutkan dalam pelarut yang sesuai kemudian dilakukan
analisis secara kualitatif sesuai perlakuan standar (Yadav & Agarwala, 2011).
3.4.5.1. Uji Flavonoid

Ekstrak air dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian ditambah 50 mg
serbuk Mg dan 0,1 mL HCI pekat lalu diamati perubahan warna yang terjadi.
Adanya flavonoid ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi merah (Yadav
& Agarwala, 2011).

3.4.5.2. Uji Alkaloid

Ekstrak air dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah 5 mL HCI 1%.
Larutan disaring dan dibagi menjadi 2 tabung reaksi berbeda. Pada tabung |
ditambahkan 2-3 tetes reagen Mayer dan tabung reaksi Il ditambahkan 2-3 tetes
reagen Dragendroff. Adanya alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan putih
pada reagen Mayer dan endapan merah kecoklatan pada reagen Dragendorff

(Geoffrey et al., 2014).
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3.4.5.3. Uji Steroid/Triterpenoid

Ekstrak air dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, ditambah 0,5
mL kloroform, 0,5 mL asam asetat anhidrat dan 1-2 mL asam sulfat pekat lalu
diamati perubahan warna yang terjadi. Adanya steroid ditandai dengan perubahan
warna hijau kebiruan sedangkan triterpenoid ditandai dengan warna merah violet
(Yadav & Agarwala, 2011).
3.4.5.4. Uji Tanin

Ekstrak air dilarutkan dalam 1 mL air kemudian ditambah 2-3 tetes FeClz 1%
dan diamati perubahan warna yang terjadi. Adanya tanin galat ditandai dengan
perubahan warna hijau atau biru kehitaman (Yadav & Agarwala, 2011).
3.4.5.5. Uji Saponin

Ekstrak air dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu ditambah 5 mL air panas.
Larutan dikocok kuat-kuat selama 1 menit dan diamati busa yang terbentuk.
Adanya saponin ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil (Yadav &
Agarwala, 2011).

3.4.6. Karakterisasi UV-Vis dan FTIR
3.4.6.1. Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis

Sebanyak 1 mg ekstrak kasar dalam 20 mL air mendidih kemudian dianalisis
menggunakan spektrofototemeter UV-Vis pada panjang gelombang 200-400 nm
untuk daerah UV dan 400-800 nm untuk daerah visible (Aboulwafa et al., 2018).
3.4.6.2. Identifikasi FTIR

Ekstrak kasar dibuat pellet dengan cara dihaluskan terlebih dahulu
menggunakan mortar agate kemudian dicampur dengan kalium bromida (KBr)
hingga homogen. Analisis spektra FTIR sampel pada bilangan gelombang 4000-

400 cm™ (Aboulwafa et al., 2018).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Ekstraksi Teh Hitam

Proses ekstraksi teh hitam (Camellia sinensis L.) dilakukan dengan 2 metode,
yaitu ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik. Ekstraksi ultrasonik
dilakukan dengan bantuan gelombang ultrasound sedangkan ekstraksi kombinasi
microwave-ultrasonik melibatkan gelombang mikro sebagai perlakuan awal
kemudian dilanjutkan dengan bantuan gelombang ultrasound yang dapat
mempercepat proses ekstraksi dan mempercepat pelepasan target dari matriks

(Prasetyaningrum et al., 2022).

Gambar 4.1. Sampel teh hitam

Variasi waktu ekstraksi metode ultrasonik Masing-masing sampel ditentukan
kadar total fenol dan uji aktivitas antioksidan terlebih dahulu untuk mengetahui
kondisi optimalnya. Setelah itu, dilakukan ekstraksi kombinasi microwave-
ultrasonik dengan variasi waktu microwave kemudian dimasukkan dalam
ultrasonic waterbath pada kondisi waktu optimal sebanyak tiga kali pengulangan.
Filtrat yang dihasilkan kemudian dipisahkan antara pelarut dengan zat yang
diekstrak dengan cara freeze drying sehingga diperoleh serbuk kering. Serbuk

kering inilah yang kemudian dihitung rendemennya.
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Data diatas menunjukkan bahwa kenaikan rendemen pada metode ekstraksi
ultrasonik berbanding lurus dengan rasio swelling atau kemampuan mengembang
sampel. Hal ini dikarenakan selama proses ekstraksi, terjadi proses rusaknya
dinding sel yang mengakibatkan pelarut masuk ke dalam sel sehingga sampel akan
mengembang kemudian pecah dan mengeluarkan senyawa aktif yang terkandung
didalamnya. Semakin besar nilai rasio swelling maka semakin besar pula
kemampuan sampel untuk menyerap air. Adapun peningkatan rendemen
disebabkan semakin lama waktu ekstraksi maka akan memberikan kerusakan pada
dinding sel semakin besar sehingga pelarut dapat membilasi seluruh isi sel dan
kelarutan bahan akan terus meningkat seiring bertambahnya waktu ekstraksi hingga
timbulnya kejenuhan pada pelarut (Sah, 2016). Namun, rendemen hasil ekstraksi
yang tinggi belum tentu berkorelasi positif terhadap komponen senyawa aktif yang
diinginkan karena pada rendemen tersebut dapat saja memiliki kandungan
metabolit primer (polisakarida, protein, lipid) yang besar dan menurunkan

presentase komponen metabolit sekunder (Simic et al., 2016).

4.2. Penetapan Kadar Total Fenol

Penetapan kadar total fenol pada ekstrak teh hitam dilakukan menggunakan
metode Folin-Ciocalteu dengan cara mengukur absorbansi sampel menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Larutan standar yang digunakan yaitu asam galat dengan
variasi konsentrasi 2, 4, 8, 12, 16, dan 20 ppm sehingga diperoleh kurva kalibrasi

sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.2. Kurva kalibrasi asam galat

Gambar 4.2. menunjukkan kadar total fenol menghasilkan persamaan regresi
dengan nilai R? =0,998. Nilai R atau koefisien korelasi ini menunjukkan hubungan
linier antara konsentrasi asam galat (sumbu x) dengan nilai absorbansi (sumbu y)
dimana jika nilai koefisien korelasi antara >0,75-0,99 maka dapat dikategorikan
berkorelasi sangat kuat (\VVerdiana, et al., 2018). Kadar total fenol yang diukur akan

setara dengan massa ekuivalen asam galat atau GAE (Gallic acid equivalent).

Hal ini dikarenakan adanya penambahan gelombang mikro yang memberikan
efek pemanasan internal dalam sel dan meningkatkan suhu ekstraksi. Suhu yang
tinggi mampu melepaskan senyawa fenol dari dinding sel disebabkan oleh rusaknya
unsur-unsur sel menyebabkan semakin banyak senyawa fenol yang terekstrak

(Soehendro et al., 2015).

Kadar total fenol pada ekstrak akan meningkat seiring dengan meningkatnya
waktu ekstraksi. Peningkatan total fenol akibat lama waktu ekstraksi dapat merusak
dinding sel untuk mengeluarkan fenol dari jaringan tanaman. Hal ini menyebabkan
senyawa fenolik dari sel yang berbeda mengalami lisis sehingga konsentrasinya
dapat meningkat (Mahardani & Yuanita, 2021). Pada umumnya kelarutan senyawa

aktif akan menghasilkan ekstrak yang optimum dengan meningkatknya suhu dan
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waktu ekstraksi yang digunakan. Semakin lama waktu ekstraksi menyebabkan suhu
semakin tinggi, demikian pula kelarutan senyawa fenol dalam pelarut juga semakin

besar.

4.3. Uji Aktivitas Antioksidan

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang mampu menghambat radikal
bebas. Aktivitas antioksidan ini dapat diukur menggunakan metode DPPH dimana
sampel dan asam askorbat sebagai pembanding dengan variasi konsentrasi 0,2; 0,5;
1, 2, dan 4 ppm direaksikan dengan radikal bebas DPPH kemudian diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Senyawa antioksidan akan
bereaksi dengan radikal bebas DPPH atau diphenylpicryhydrazil membentuk
diphenylpicrylhydrazine yang bersifat non-radikal. Hasil dari pengujian metode ini
diinterpretasikan sebagai nilai ICso yang diperoleh melalui persamaan regresi linier

y = ax + b (Lampiran 4.4).

(CeHs)2N (CeHs)N
™~ N: ™~ NH
NO, NO, NO, NO,
//\
+ H—A — + A
NO, NO,
(DPPH - ungu) (DPPH tereduksi - kuning)

Gambar 4.3. Reaksi DPPH dengan antioksidan (Musdalifah, 2016)

Nilai 1Cso yang semakin kecil menunjukkan aktivitas antioksidan pada
bahan yang diuji semakin besar. Penurunan nilai 1Cso disebabkan adanya proses
donor elektron antara antioksidan dan elektron radikal bebas DPPH. Hasil ini

berbanding lurus dengan kadar total fenol yang dihasilkan. Semakin besar kadar
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total fenol maka aktivitas antioksidannya semakin besar karena adanya ketersediaan
senyawa fenolik atau dengan pembentukan senyawa baru dengan sifat antioksidan
yang terbentuk selama proses pemanasan (Demak et al., 2017). Menurut Fauzi et
al., (2016) kandungan senyawa polifenol dalam daun teh dapat menghambat
terjadinya dampak reaksi yang ditimbulkan oleh proses autooksidasi. Senyawa
fenolik mengandung gugus hidroksil yang memiliki kemampuan untuk
menyumbangkan atom hidrogen sehingga radikal bebas DPPH dapat tereduksi
menjadi bentuk yang lebih stabil. Semakin banyak gugus hidroksil maka semakin
banyak atom hidrogen yang dapat bereaksi dengan radikal bebas DPPH sehingga
akan semakin besar aktivitas antioksidannya (Hasan et al., 2022). Namun demikian,
ketika kondisi ekstraksi telah mencapai kondisi optimum, maka aktivitas
antioksidan akan menurun seiring dengan penurunan senyawa yang bersifat
antioksidan sehingga mengakibatkan kenaikan nilai 1Csp. Kenaikan nilai 1Cso ini
dapat disebabkan karena berkurangnya senyawa yang dapat berperan sebagai
antioksidan karena pengaruh suhu tinggi. Menurut Komala & Husni (2021)
penggunaan ekstraksi dengan suhu yang terlalu tinggi dapat berpengaruh pada
kerusakan senyawa bioaktif seperti senyawa fenolik yang mengalami proses
oksidasi pada suhu tinggi sehingga dapat menurunkan aktivitas penghambatan

radikal bebas.

Menurut Molyneux (2004) klasifikasi antioksidan dibagi menjadi 5, yaitu <50
ppm (sangat kuat), 50-100 ppm (kuat), 100-150 ppm (sedang), 150-200 ppm
(lemah) dan >200 ppm (sangat lemah). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak teh
hitam baik menggunakan metode ekstraksi ultrasonik maupun kombinasi

microwave-ultrasonik tergolong kategori antioksidan sangat kuat. Nilai 1Cs yang
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diperoleh pada kondisi optimal masing-masing ekstraksi kemudian dibandingkan
dengan asam askorbat (vitamin C) sebagai kontrol positif untuk mengetahui
seberapa besar aktivitas antioksidan sampel jika dibandingkan dengan senyawa

antioksidan murni.

Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan masing-masing metode
ekstraksi memiliki kemampuan menghambat aktivitas radikal bebas tidak lebih baik
dari asam askorbat. Namun demikian, hasil kedua metode ekstraksi menunjukkan
konsentrasi tersebut tergolong kategori sangat kuat untuk menghambat radikal
bebas. Asam askorbat merupakan senyawa antioksidan alami yang tergolong

antioksidan sekunder sehingga aktivitasnya tidak akan dipengaruhi senyawa lain.

4.4. Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan skrining awal yang bertujuan untuk mengetahui
kandungan senyawa aktif yang terdapat pada sampel teh hitam yang didasarkan
pada pengujian warna atau busa setelah penambahan suatu pereaksi (Kristanti et
al., 2008). Pengujian ini dilakukan pada ekstrak dengan kondisi optimal yaitu
metode ultrasonik pada waktu 45 menit sedangkan kombinasi microwave-
ultrasonik pada waktu microwave 4 menit dan ultrasonik 45 menit. Kandungan
senyawa fitokimia dalam ekstrak teh hitam metode ekstraksi ultrasonik dan

kombinasi microwave-ultrasonik

Kandungan senyawa fitokimia teh hitam pada ekstraksi ultrasonik
menunjukkan hasil (+) pada senyawa flavonoid, steroid, tanin dan saponin.
Sementara itu, pada ekstraksi kombinasi microwave-ultrasonik beberapa senyawa

yang bereaksi positif yaitu flavonoid, triterpenoid, tanin dan saponin. Hasil
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pengujian fitokimia pada kedua metode ekstraksi menunjukkan tidak mengandung
senyawa alkaloid yang ditandai dengan tidak terbentuknya endapan pada saat
ditambahkan pereaksi Mayer dan Dragendorff. Hasil ini sesuai dengan penelitian
Nazliniwaty, et al. (2018) yang menyatakan bahwa teh (Camellia sinensis L.

Kuntze) mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin, dan steroid/triterpenoid.

Menurut Nuryani, et al. (2018) pemilihan pelarut dan metode ekstraksi akan
mempengaruhi hasil kandungan senyawa metabolit sekunder yang dapat terekstrak.
Suhu dan tekanan yang berbeda diantara kedua metode ekstraksi ini dapat
menyebabkan beberapa senyawa aktif mengalami oksidasi sehingga
mengakibatkan perubahan struktur. Sebagian besar terpenoid mudah menguap
dengan adanya uap air panas. Penambahan ekstraksi microwave sebagai perlakuan
awal mampu meningkatkan konstanta dielektrik pelarut sehingga pemanasan yang
dihasilkan semakin cepat. Pada pemanasan, kebanyakan terpenoid menghasilkan

isoprene sebagai salah satu produknya (Julianto, 2019).

4.5. Karakterisasi UV-Vis dan FTIR
4.5.1. Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis

Ekstrak teh hitam masing-masing metode diidentifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui panjang gelombang maksimalnya
pada rentang 200 — 800 nm. Beberapa gugus kromofor menunjukkan panjang
gelombang maksimum yang dapat dipakai sebagai petunjuk untuk identifikasi suatu

gugus fungsi secara kasar.
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Ekstrak teh hitam metode kombinasi microwave-ultrasonik pada waktu
optimal menunjukkan puncak spektra yang relatif sama dengan ekstrak metode
ultrasonik pada waktu optimal. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan ekstraksi
menggunakan microwave sebagai perlakuan awal dikombinasikan dengan metode
ultrasonik tidak menghilangkan senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak

metode ultrasonik.

4.5.2. ldentifikasi FTIR

Ekstrak teh hitam dari metode ekstraksi ultrasonik dan kombinasi microwave-
ultrasonik juga dilakukan identifikasi menggunakan FTIR untuk memperkuat
dugaan gugus fungsinya. Analisis ini akan menghasilkan spektrum berupa pita
serapan yang khas pada berbagai bilangan gelombang tertentu pada sampel yang

diukur.

Ekstraksi metode ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik pada waktu
optimal masing-masing metode ekstraksi memiliki puncak yang relatif sama. Hal
ini menunjukkan bahwa penambahan ekstraksi menggunakan microwave sebagai
perlakuan awal dikombinasikan dengan metode ultrasonik tidak menghilangkan
senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak metode ultrasonik.

Adanya gugus metil (CH3) memberikan kontribusi untuk menarik senyawa-
senyawa nonpolar seperti terpenoid, asam-asam lemak, steroid, dan beberapa
senyawa kumarin. Sementara itu, gugus OH berperan dalam menarik senyawa-
senyawa yang memiliki kepolaran tinggi seperti flavonoid, saponin, polifenol, dan

beberapa alkaloid (Sukandar et al., 2019).

4.6. Pemanfaatan Teh Hitam dalam Perspektif Islam

Teh hitam merupakan salah satu jenis tumbuhan yang sering dikonsumsi

sebagai minuman dalam kehidupan sehari-hari. Teh hitam memiliki banyak
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manfaat karena mengandung senyawa aktif yang berpotensi sebagai antioksidan
yang berperan untuk menangkal radikal bebas dalam tubuh. Salah satu golongan
senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan yaitu fenol. Allah SWT. menciptakan
semua makhluk hidup yang ada di bumi dengan manfaat dan tujuan masing-masing
baik tumbuhan, hewan, manusia, dan sebagainya. Allah SWT. berfirman dalam

Q.S. Lugman ayat 10:

575 Es : ARG 0/‘ Ry s AT ..o/ ST AN [ -1z

B0 15 57 6B S35 M O (ool 23N 3 (A G5 s iy et Gl
r T T =

58 e 6B GG ST L

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 . (Q.S. Lugman: 10)

Tafsir al-Misbah: Firman-Nya: ((25;3 e jw) bighayri ‘amadin taraunahal
tanpa tiang yang kamu melihatnya dalam arti sebenarnya tiangnya ada tetapi kamu
tidak melihatnya dengan mata kepala. Tiang tersebut adalah daya-daya yang

diciptakan Allah, sehingga ini dapat meninggi dan tidak jatuh ke bumi. Tidak juga

planet-planet yang ada di alam raya ini saling bertabarakan. Kemudian Firman-Nya:

(L L s Lljjf’\j) wa anzalna min as-sama im a’an/ Kami turunkan air dari langit

menggunakan bentuk persona pertama (Kami), sedang redaksi sebelumnya yang

berbunyi: (%»‘,TS qu» Vit k—»—’j) wa batstsa fiha min kulli dabbah/ dan Dia

mengembangbiakkan di sana segala jenis binatang menggunakan persona ketiga

(Dia). Pengalihan bentuk ini, agaknya untuk menggarisbawahi pentingnya air

sebagai sumber hidup manusia. Kata ((;) karim digunakan untuk menyifati segala

sesuatu yang baik sesuai obyeknya. Rizgi yang karim adalah yang banyak, halal
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dan bermanfaat. Pasangan tumbuhan yang karim adalah yang tumbuh subur dan

menghasilkan apa yang diharapkan dari penanamannya.

Melalui ayat ini, Allah SWT. menjelaskan tentang kekuasaan-Nya yang
agung dalam menciptakan langit dan bumi beserta segala isinya. Begitu besarnya
kekuasaan Allah sehingga gunung-gunung dapat menancap dalam bumi dengan
kokoh. Dengan semua itu, diharapkan manusia dapat menyadari kuasa Allah.
Ketika Allah telah menetapkan bahwa Dia adalah Mahapencipta, maka Dia pun
mengingatkan bahwa Dia adalah Maha pemberi rizki dengan menciptakan dan
mengembangbiakkan segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik. Tumbuhan yang
baik ialah tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk hidup baik bagi hewan,
manusia, maupun makhluk hidup lainnya. Seperti halnya tanaman teh yang
memiliki banyak kandungan senyawa aktif dan berkhasiat bagi tubuh khususnya

sebagai antioksidan untuk mencegah berbagai macam penyakit degeneratif.

Allah SWT. menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi ini tidak dengan
sia-sia seperti halnya Allah menciptakan tanaman teh dengan berbagai manfaat dan
khasiat yang terkandung didalamnya. Allah SWT. berfirman dalam Q.S. An-Nahl

ayat 11:

o
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Artinya: “Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman;
zaitun, kurma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi
kaum yang memikirkan ”. (Q.S. An-Nahl: 11)

Tafsir al-Misbah: Ayat ini menyebut beberapa yang paling bermanfaat atau
populer dalam masyarakat Arab tempat di mana turunnya al-Qur’an, dengan
menyatakan bahwa Dia yakni Allah swt. menumbuhkan bagi kamu dengannya

yakni dengan air hujan itu tanaman-tanaman; dari yang paling cepat layu sampai
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dengan yang paling panjang usianya dan paling banyak manfaatnya. Dia
menumbuhkan zaitun, salah satu pohon yang paling panjang usianya, demikian juga
kurma, yang dapat dimakan mentah atau matang, mudah dipetik dan sangat bergizi
lagi berkalori tinggi, juga anggur yang dapat kamu jadikan makanan yang halal atau
minuman yang haram dan dari segala macam atau sebagian buah-buahan, selain
yang disebut itu. Sesungguhnya pada yang demikian yakni pada curahan hujan dan
akibat-akibatnya itu benar-benar ada tanda yang sangat jelas bahwa yang

mengatumya seperti itu adalah Maha Esa lagi Maha Kuasa.

Ayat ini menjelaskan tentang kenikmatan yang telah Allah berikan pada
makhluk hidup di bumi melalui air hujan yang mampu menumbuhkan tanam-
tanaman dan buah-buahan sebagai petunjuk atas kekuasaan Allah bagi kaum yang
memkirkan ciptaan-Nya lalu menjadikannya sebagai bukti kemahaagungan Allah
SWT. Sebagai makhluk yang berakal, manusia dikaruniai kemampuan untuk
berpikir tentang ciptaan-Nya dengan memanfaatkan segala yang telah Allah
karuniakan kepadanya di bumi. Salah satunya yaitu memanfaatkan teh hitam yang
mengandung banyak manfaat bagi tubuh. Teh hitam tidak hanya baik untuk
dikonsumsi tetapi juga dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai sediaan herbal
yang dapat dijadikan alternatif untuk mencegah berbagai macam penyakit. Oleh
karena itu, penting bagi kita untuk berpikir akan tanda-tanda kekuasan Allah dan
mengembangkan potensi yang dimiliki oleh alam melalui ilmu pengetahuan dan
sains sehingga dapat dimanfaatkan oleh generasi selanjutnya baik sebagai bahan

pangan maupun obat tradisional.



5.1.

5.2.

BAB V
PENUTUP

Kesimpulan
Ekstraksi teh hitam menggunakan metode kombinasi microwave-ultrasonik

dibanding ekstraksi metode ultrasonic.

Daya mengembang (swelling) residu teh hitam metode kombinasi
microwave-ultrasonik memiliki kemampuan menyerap air lebih besar

dibanding ekstraksi ultrasonik.

Hasil karakterisasi menggunakan UV-Vis dan FTIR ekstrak teh hitam metode
ultrasonik dan kombinasi microwave-ultrasonik pada waktu optimal
menunjukkan puncak spektrum UV-Vis dan FTIR yang relatif sama sehingga
penambahan ekstraksi microwave tidak menghilangkan kandungan senyawa

aktif yang terdapat pada ekstrak metode ultrasonik.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan membandingkan jenis pelarut,

rasio bahan:pelarut dan daya microwave terhadap kadar total fenol dan aktivitas

antioksidan sehingga dapat menambah informasi terkait kondisi optimal dari teh

hitam sebagai sediaan herbal. Selain itu, perlu dilakukan karakterisasi

menggunakan LC-MS untuk memberikan informasi terkait berat molekul, struktur,

identitas dan kuantitas komponen sampel tertentu.
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L.2.3 Penentuan Kadar Total Fenol Metode Folin-Ciocalteu

L.2.3.1 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum

Asam galat

- dibuat larutan asam galat konsentrasi 12 ppm

- dipipet 1 ml larutan standar asam galat ke dalam tabung reaksi tutup
- ditambah 2,5 ml reagen Folin-ciocalteu 10%

- ditambah 2 ml larutan Na,CO3 10%

- diinkubasi selama 30 menit

- diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600-800 nm

Hasil

L.2.3.2 Pengukuran Larutan Standar Asam Galat

Asam galat

- dibuat larutan asam galat konsentrasi 100 ppm

- dibuat variasi konsentrasi 2, 4, 8, 12, 16 dan 20 ppm

- dipipet 1 ml larutan standar asam galat ke dalam tabung reaksi tutup
- ditambah 2,5 ml reagen Folin-ciocalteu 10%

- ditambah 2 ml larutan Na.COz 10%

- diinkubasi selama 30 menit

- diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum

Hasil

L.2.3.3 Penentuan Kadar Total Fenol Sampel

Ekstrak kasar

- dibuat larutan sampel 100 ppm
- dipipet 1 ml larutan sampel ke dalam tabung reaksi tutup

- ditambah 2,5 ml reagen Folin-ciocalteu 10%




ditambah 2 ml larutan Na,COz 10%
diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar

diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum

Hasil

L.2.4 Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

L.2.4.1 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH

dimasukkan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM ke dalam tabung reaksi
ditambahkan 3 ml etanol p.a dan ditutup

divortex selama 2 menit

diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

dimasukkan ke dalam kuvet

diukur absorbansi pada panjang gelombang 400-800 nm

Hasil
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L.2.4.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

a). Pengukuran serapan larutan kontrol

Larutan DPPH

- dimasukkan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM ke dalam tabung reaksi
- ditambahkan 3 ml etanol p.a dan ditutup

- divortex selama 2 menit

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

- dimasukkan ke dalam kuvet

- diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum

Hasil

b). Pengukuran serapan larutan ekstrak

Ekstrak kasar

- dibuat larutan stok konsentrasi 100 ppm

- dibuat variasi konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm

- dipindah ke dalam botol vial

- dipipet 3 ml masing-masing larutan ke dalam tabung reaksi tutup
- dimasukkan ke dalam tabung reaksi tutup

- ditambah 1 ml larutan DPPH 0,2 mM

- divortex selama 2 menit

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

- diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum

Hasil




¢). Pengukuran serapan larutan standar asam askorbat

Ekstrak kasar

- dibuat larutan stok konsentrasi 100 ppm

- dibuat variasi konsentrasi 0,2; 0,5; 1, 2 dan 4 ppm

- dipindah ke dalam botol vial

- dipipet 3 ml masing-masing larutan ke dalam tabung reaksi tutup
- ditambah 1 ml larutan DPPH 0,2 mM

- divortex selama 2 menit

- diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit

- diukur absorbansi pada panjang gelombang maksimum

Hasil

L.2.5 Uji Fitokimia Menggunakan Reagen

L.2.5.1 Uji Flavonoid

Ekstrak air

- dimasukkan sampel ke dalam tabung reaksi
- ditambah 50 mg serbuk Mg
- ditambah 0,1 ml HCI pekat

- diamati perubahan warna

Merah
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L.2.5.2 Uji Alkaloid

Ekstrak air

- dimasukkan sampel ke dalam tabung reaksi
- ditambahkan 5 ml HCI 1%
- disaring menggunakan kertas saring

- dibagi menjadi 2 larutan

Tabung | Tabung Il
- ditambah 2-3 tetes reagen mayer - ditambah 2-3 tetes
- diamati perubahan warna reagen dragendorff

) - diamati perubahan warna
Endapan putih atau krem

Endapan merah kecoklatan

L.2.5.3 Uji Steroid/ Triterpenoid

Ekstrak air

- dimasukkan sampel ke dalam tabung reaksi
- ditambah 0,5 ml asam asetat anhidrat

- ditambah 0,5 ml kloroform

- ditambah 1-2 ml asam sulfat pekat

- diamati perubahan warna

Hijau kebiruan Merah violet menunjukkan

menunjukkan adanya steroid adanya triterpenoid
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L.2.5.4 Uji Tanin

Ekstrak air

- dimasukkan sampel ke dalam tabung reaksi
- dilarutkan dalam 1 ml air
- ditambah 2-3 tetes FeCls 1%

- diamati perubahan warna

Hijau atau biru kehitaman

L.2.5.5 Uji Saponin

Ekstrak air

- dimasukkan sampel ke dalam tabung reaksi
- ditambahkan 5 ml air panas
- dikocok kuat-kuat selama 1 menit

- diamati busa pada larutan

Busa stabil

L.2.6 Karakterisasi UV-Vis dan FTIR

L.2.6.1. Identifikasi dengan UV-Vis

Ekstrak kasar

- ditimbang 1 mg sampel
- dilarutkan dalam 20 ml air mendidih
- dianalisis menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 200-

400 nm untuk daerah uv dan 400-800 nm untuk daerah visible

Hasil
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L.2.6.2. Identifikasi FTIR

Ekstrak kasar

dimasukkan sampel ke dalam mortar agate
- ditambah kalium bromida (kBr)

- digerus hingga homogen

- dibuat cetakan pellet

- dianalisis pada bilangan gelombang 4000-400 cm*

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan
L.3.1. Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM

DPPH 0,2 mM dibuat sebanyak 20 mL menggunakan pelarut etanol p.a.

Mr DPPH = 394,33 g/mol
MDPPH = massa (g) 1000
Mr V (mL)
0,0002M = massa (g) 1000
394,33 g/mol 20
massa = 20002 ¥39433 _ 0,001577 g atau 1,577 mg

50

L.3.2. Pembuatan Larutan Uji Kadar Total Fenol
L.3.2.1. Pembuatan Larutan Standar
A. Pembuatan Larutan Stok Asam Galat 100 ppm

Larutan stok asam galat 100 ppm dibuat sebanyak 10 mL menggunakan pelarut air

dihitung menggunakan rumus C :% .

massa
0,01L

100 ppm =

Massa = 100 ppmx 0,01 L = 1 mg

Jadi, untuk membuat larutan induk 100 ppm diperlukan sebanyak 1 mg asam
galat dalam 10 mL air mendidih.

B. Pembuatan Larutan Asam Galat 2 ppm

Mi1xVi = MaxV2
5mLx?2
v, = 2-X2PPmo_ 0.1mL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 2 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 0,1 mL.
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C. Pembuatan Larutan Asam Galat 4 ppm

MixVi = M2X V>
5 mL x 4
v = == "PPR - gomL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 4 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 0,2 mL.

D. Pembuatan Larutan Asam Galat 8 ppm

MixVi = M2XV>
5mLx8
vi = XZXEPPR o gamL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 8 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 0,4 mL.
E. Pembuatan Larutan Asam Galat 12 ppm

M1 X V1 M2 X V2

_ 5mLx12ppm

V1 = 0,6 mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 12 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 0,6 mL.
F. Pembuatan Larutan Asam Galat 16 ppm

M1 X V1 M2 X V2

_ 5mLx16 ppm

V1 = 0,8mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 16 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 0,8 mL.
G. Pembuatan Larutan Asam Galat 20 ppm

MixVi = M2xV>
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5mL x 20 ppm
Vi = DX PP - imL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan asam galat konsentrasi 20 ppm diperlukan

larutan induk asam galat 100 ppm sebanyak 1 mL.

L.3.2.2. Pembuatan Larutan Sampel

Larutan sampel dengan konsentrasi 100 ppm dibuat sebanyak 10 mL menggunakan

pelarut air dihitung menggunakan rumus C = % :

massa
0,01L

100 ppm =

Massa = 100 ppm x 0,01 L = 1 mg

Jadi, untuk membuat larutan sampel 100 ppm diperlukan sebanyak 1 mg

ekstrak sampel dalam 10 mL air mendidih.

L.3.3. Pembuatan Larutan Uji Antioksidan
L.3.3.1. Pembuatan Larutan Sampel
A. Pembuatan Larutan Stok Sampel 100 ppm

Larutan stok sampel 100 ppm dibuat sebanyak 10 mL menggunakan pelarut air

dihitung menggunakan rumus C :$ .

massa
0,01L

100 ppm =

Massa = 100 ppm x 0,01 L = 1 mg

Jadi, untuk membuat larutan induk 100 ppm diperlukan sebanyak 1 mg

ekstrak sampel dalam 10 mL air mendidih.
B. Pembuatan Larutan Sampel 2 ppm

MixVi = M2xV>
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_ 5mLx2ppm

V1 = 0,1mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan sampel konsentrasi 2 ppm diperlukan

larutan induk 100 ppm sebanyak 0,1 mL.
C. Pembuatan Larutan Sampel 4 ppm

MixVi = M2xV>

_ 5mLx4ppm

V1 = 0,2mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan sampel konsentrasi 4 ppm diperlukan

larutan induk 100 ppm sebanyak 0,2 mL.
D. Pembuatan Larutan Sampel 6 ppm

MixVi = M2xV>

5mLx 6 ppm
v, = X2 PPR - g3mL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan sampel konsentrasi 6 ppm diperlukan

larutan induk 100 ppm sebanyak 0,3 mL.
E. Pembuatan Larutan Sampel 8 ppm

MixVi = M2xV>

5mL x 8 ppm
v, = ZETPPR - g4mL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan sampel konsentrasi 8 ppm diperlukan

larutan induk 100 ppm sebanyak 0,4 mL.

F. Pembuatan Larutan Sampel 10 ppm

M1 x V1 M2 x V>

5mLx10 m
v, = 22X PPW o g5
100 ppm
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Jadi, untuk membuat 5 mL larutan sampel konsentrasi 10 ppm diperlukan

larutan induk 100 ppm sebanyak 0,5 mL.

L.3.3.2. Pembuatan Larutan Standar Asam Askorbat
A. Pembuatan Larutan Standar 100 ppm

Larutan standar asam askorbat 100 ppm dibuat sebanyak 10 mL menggunakan

pelarut air dihitung menggunakan rumus C :% .

massa
0,01L

100 ppm =

Massa = 100 ppmx 0,01 L = 1 mg

Jadi, untuk membuat larutan standar 100 ppm diperlukan sebanyak 1 mg asam
askorbat dalam 10 mL air mendidih.

B. Pembuatan Larutan Standar 0,2 ppm

Mi1xVi = MaxVz

_ 5mLx0,2 ppm

V1 = 0,01mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan standar konsentrasi 0,2 ppm diperlukan
larutan standar 100 ppm sebanyak 0,01 mL.

C. Pembuatan Larutan Standar 0,5 ppm

Mi1xVi = MaxV2

5mL x 0,5 ppm
v, = X2 PP - g 025 mL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan standar konsentrasi 0,5 ppm diperlukan

larutan standar 100 ppm sebanyak 0,0,25 mL.
D. Pembuatan Larutan Standar 1 ppm

MixVi = M2xV»
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_ 5mLx1ppm

V1 = 0,05 mL

100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan standar konsentrasi 1 ppm diperlukan

larutan standar 100 ppm sebanyak 0,05 mL.

E. Pembuatan Larutan Standar 2 ppm

MixVi = M2X V>
5mLx2
v, = XZXCPPR gL
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan standar konsentrasi 2 ppm diperlukan

larutan standar 100 ppm sebanyak 0,1 mL.

F. Pembuatan Larutan Standar 4 ppm

Mi1xVi = M2x V>
5 mL
v, = 2obx4pem _ o500
100 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL larutan standar konsentrasi 4 ppm diperlukan

larutan standar 100 ppm sebanyak 0,2 mL.



