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INTISARI

Antioksidan merupakan substansi yang dapat memberikan perlindungan dari
kerusakan akibat radikal bebas. Buah Parijoto memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid yang berpotensi sebagai aktivitas
antioksidan. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antioksidan pada ekstrak metanol, fraksi metanol, fraksi n-heksan dan isolat
metanol buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume).

Penelitian ini dilakukan dengan rancangan post test only control group
design. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazin), terdiri dari 7 kelompok, yaitu kelompok |
(ekstrak metanol), kelompok 11 (fraksi metanol), kelompok 111 (fraksi n-heksan),
kelompok 1V (isolat metanol atas), kelompok VI (isolat metanol bawah),
kelompok VI (kontrol positif), dan kelompok VII (kontrol negatif. Analisis
menggunakan analisis Kruskal Wallis dan dilanjutkan Mann-Whitney.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara masing-
masing kelompok. Nilai ICso kelompok ekstrak metanol, fraksi metanol, fraksi n-
heksan, isolat metanol atas dan isolat metanol bawah secara berturut-turut sebesar
43,58 pg/ml, 40,64 pg/ml, 329,44 pg/ml, 60,42 pg/ml, dan 50,12 pg/ml,
dibandingkan dengan vitamin C sebagai kontrol positif sebesar 23,32 pg/ml.
Penelitian ini memperlihatkan bahwa buah Parijoto (Medinillah speciosa Blume)
berpotensi memiliki potensi sebagai antioksidan alami.

Kata kunci : Medinilla speciosa Blume, Antioksidan, DPPH, ICso,

XVi



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Dunia kesehatan, radikal bebas dikaitkan dengan penyakit degeneratif
seperti patogenesis diabetes, kerusakan hati, nefrotoksisitas, inflamasi,
kanker, dan penuaan dini (Onkar et al., 2012). Berdasarkan data WHO
tahun 2008, angka kematian di Asia Tenggara sekitar 55% atau 7,9 juta
disebabkan oleh penyakit degenaratif (Ningsih et al., 2016). Terdapat bukti
bahwva stroke dikaitkan dengan radikal bebas yang timbul dari sumber seperti
xantin oksidase, siklooksigenase, sel inflamasi dan mitokondria (Claude &
Piantadosi, 2008). Di negara-negara Barat, stroke adalah penyebab utama
kematian. Stroke iskemik sekitar 75% dari semua kasus sementara stroke
hemoragik hampir 15% dari semua stroke (Mariani et al., 2005). Oleh karena
itu, dibutuhkan antioksidan untuk menghambat radikal bebas.

Antioksidan merupakan suatu substansi yang pada konsentrasi kecil
secara signifikan mampu mencegah penyakit yang ditimbulkan oleh radikal
bebas (Isnindar et al., 2011). Beberapa antioksidan dapat diperoleh dari
produk alamiah, seperti dari rempah-rempah, herbal, sayuran dan buah.
Sebagian besar antioksidan diproduksi secara sintetik, seperti BHA (butylated
hydroxyanisole), BHT (butylated hydroxytoulena) dan TBHQ (tertiary
butylated hydroquine). Akan tetapi, penggunaan jangka panjang antioksidan

sintetik memiliki efek toksik dibandingkan dengan antioksidan alami. Seperti



alergi, asma, radang hidung, sakit kepala, sampai terjadinya penurunan
kesadaran. Sehingga, peningkatan terhadap pencarian antioksidan alami untuk
menggantikan antioksidan sintetik dapat ditingkatkan, seperti memanfaatkan
tumbuhan (Race, 2009).

Menurut Nishanthini  (2012) menyatakan bahwa tumbuhan yang
mengandung senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid dan fenol
memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Nishanthini et al., 2012). Salah satu
spesies dari familli Melastomacceae adalah Medinilla speciosa Blume atau
buah Parijoto, merupakan jenis tanaman khas yang tumbuh di daerah Colo,
Kudus Jawa Tengah (Wibowo et al., 2012). Ekstrak dan fraksi metanol buah
Parijoto terdapat flavonoid, saponin, tanin, glikosida (Wachidah et al., 2013).
Ekstrak n-heksan buah Parijoto mengandung terpenoid (Niswah, 2014).
Sedangkan fraksi n-heksan buah Parijoto terbukti memiliki senyawa
antosianin (Legawati et al., 2020). Pada pengujian aktivitas antioksidan
ekstrak kasar buah parijoto memiliki nilai 1Csp 30,51 pg/ml, pada fraksi
metanol buah parijoto nilai 1Csg 46,65 pg/ml, sedangkan nilai 1Csg pada fraksi
n-heksan buah Parijoto 292,44 ug/mil (Wachidah, 2013).

Aktivitas antioksidan dapat diuji menggunakan metode DPPH. Metode
ini memiliki kelebihan cepat, spesifitasnya tinggi dan cocok untuk
mengevaluasi aktivitas penangkapan radikal dari antioksidan non-enzimatik
(F. Setiawan et al., 2018). Berdasarkan hasil penelusuran pustaka, telah
dilakukan ekstraksi dan fraksinasi buah parijoto sebagai antioksidan

menggunakan metode DPPH. Oleh karena itu, dilakukan proses isolasi buah



Parijoto karena diduga terdapat senyawa yang berpotensi memiliki aktivitas
antioksidan. Tujuan dilakukanya isolasi adalah untuk memperoleh senyawa
murni isolat dari suatu fraksi aktif (Wati et al., 2017). Sehingga bisa sebagai
pengembangan terhadap penemuan obat baru yang berpotensi sebagai obat
(Djadjanegara & Wahyudi, 2010).
1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka dapat dibuat rumusan masalah
penelitian sebagai berikut :
1. Apakah ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa
Blume) memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan metode DPPH?
2. Berapakah kadar % inhibisi dan nilai ICso dari ekstrak, fraksi dan isolat

buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum dari penelitian ini- adalah untuk mengetahui
ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)

yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan metode DPPH.

1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar
% inhibisi dan nilai ICso pada ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto

(Medinilla speciosa Blume) menggunakan spektrofotometri Uv-Vis.



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
terkait aktivitas ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto (Medinilla

speciosa Blume) sebagai antioksidan dengan metode DPPH.

1.4.2 Manfaat Praktis
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan penelitian uji in vitro
untuk menggali terkait potensi dari pengaruh pemberian ekstrak, fraksi
dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume) dengan konsentrasi
1000 ppm terhadap aktivitasnya sebagai antioksidan dengan metode

DPPH.
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2.1 Kajian Teori

2.1.1 Tanaman Buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)

Gambar buah Parijoto tersaji pada Gambar 2.1 berikut :

Gambar 2. 1. Buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Parijoto

Klasifikasi tanaman Medinilla speciosa Blume adalah sebagai

berikut:
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida

SubClassis - Rosidae

Ordo : Myrtales
Familia : Melastomaceae
Genus : Medinilla



Species : Medinilla speciosa (Reinw. Ex Bl.) BI.
Vern. Name : Parijoto
2.1.3 Khasiat

Ekstrak etanolik buah parijoto juga terbukti mampu menurunkan
kadar glukosa darah dan meningkatkan aktivitas seksual pada tikus
jantan model DM Kronik (Wijayanti & Lestari, 2018) Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Wachidah et al., (2013) fraksi etil asetat
buah parijoto (M. speciosa) mengandung senyawa aktif sebagai
antioksidan dengan nilai 1Csq terbaik 20,34 pg/ml, yang mana artinya
kandungan antioksidannya sangat kuat.

2.1.4 Morfologi Tanaman Parijoto

Tanaman Parijoto termasuk spesies dari famili Melastomataceae.
Parijoto merupakan tanaman perdu yang memiliki tinggi sekitar 1-2 m,
batang bulat, kulit tua terdapat lapisan gabus, kasar, bergerigi, dan putih
kecoklatan. Tanaman Parijoto memiliki ‘tangkai pendek, bulat, lunak
dan warna ungu kemerahan. Bentuk helai lonjong, dimana ujung
pangkal daun berbentuk runcing, tepi rata memiliki panjang sekitar 10-
20 cm, lebar 5-15 cm, jenis daun tunggal berwarna hijau, dan memiliki
permukaan bawah kasar, warna hijau kelabu, berbunga majemuk,
termasuk bunga sempurna yang memiliki kelopak 5 helai dimana
jumlah benang sari 2 kali lipat lebih banyak dari jumlah mahkota.
Kepala sari kuncup dan membengkok, warna merah keunguan. Kepala

putik bulat, ungu, bentuk kuku, panjang sekitar 5-8 mm, tanaman



Parijoto memiliki buah berbentuk bulat, berwarna merah muda sampai
merah keungunan dimana biji berbentuk bulat, kecil, jumlah banyak,
warna putih. Akar tanaman Parijoto berwarna putih dan termasuk
kedalam jenis monokotil, karena memiliki akar yang berserabut
(Niswah, 2014).

2.1.5 Kandungan Kimia

Hasil penelitian yang dilakukan Wijayanti & Lestari, (2018)
menunjukkan bahwa Tumbuhan dengan famili Melastomataceae
memiliki - senyawa metabolit sekunder yang berperan sebagai
antioksidan seperti Melastoma malabathrium. Buah Parijoto memiliki
senyawa metabolit sekunder seperti saponin, kardenolin, flavonoid, dan
tannin. Senyawa saponin dan flavonoid memiliki aktivitas antioksidan
(Indrisari, et all., 2013).

Beberapa senyawa antioksidan yang dikandung buah parijoto
antara lain antosianin, fenol, flavonoid, dan tannin (Wachidah, 2013).
Hal ini terbukti dengan hasil penelitian yang dilakukan Niswah (2014)
menyatakan ekstrak n-heksan buah parijoto mengandung senyawa
terpenoid (Niswah, 2014). Sedangkan hasil penelitian oleh Legawati
(2020) menunjukkan bahwa fraksi n-heksan buah parijoto mengandung
senyawa antosianin (Legawati et al., 2020). Sementara itu, pada fraksi
metanol buah parijoto terbukti mengandung senyawa flavonoid, tanin,
saponin, dan glikosida (Wachidah, 2013). Senyawa antioksidan

memberikan kontribusi yang penting bagi kesehatan tubuh, terutama



untuk mencegah dan mengatasi penyakit degenerative (Hasbullah et al.,
2020).
2.2 Ekstraksi
2.2.1 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya
menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut
dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah dilakukan ekstraksi,
maka suatu pelarut dapat dipisahkan dari sampel dengan metode
penyaringan. Pada ekstrak awal untuk mengisolasi senyawa tunggal
melalui teknik pemisahan tunggal sulit dilakukan. Hal ini dikarenakan
ekstrak awal sulit dipisahkan sehingga ekstrak awal perlu dipisahkan ke

dalam fraksi yang memiliki polaritas yang sama (Mukhriani, 2014).

2.2.2 Maserasi

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak
digunakan. Metode ini dilakukan dengan cara mencampurkan serbuk
tanaman yang akan digunakan dengan pelarut yang sesuai kedalam
suatu wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi
dihentikan apabila tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman, kemudian pelarut
dapat dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Keuntungan dari
metode ini adalah sederhana, mudah dilakukan dan menghindari

rusaknya senyawa yang bersifat termolabil. Disisi lain metode ini juga



memiliki kekurangan seperti membutuhkan waktu yang cukup lama
dalam pengerjaannya, menggunakan lebih banyak pelarut dan besar
kemungkinan beberapa senyawa hilang (Mukhriani, 2014).

2.3 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan suatu proses yang dilakukan untuk memperoleh
senyawa yang pemisahannya lebih spesifik. Prinsip dari fraksinasi adalah
proses penarikan senyawa pada suatu ekstrak dengan menggunakan dua
macam pelarut yang tidak saling bercampur dan berdasarkakn perbedaan
bobot jenis antara dua fraksi. Pelarut yang umumnya digunakan untuk
fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan metano! (Irwan, 2017).

Menurut Suryanto (2009) menyatakan bahwa pemilihan metanol
sebagai pelarut dikarenakan metanol mampu memisahkan lebih banyak
jumlah metabolit sekunder untuk senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin,
dibandingkan dengan etanol. Selain itu metanol mempunyai titik didih yang
relatif rendah sehingga mudah diuapkan (Suryanto & Wehantouw, 2009).

Fraksinasi menggunakan n-heksana bertujuan untuk mengekstrak
lemak dan terpena. N-heksan merupakan pelarut yang bersifat non polar
sehingga dapat menarik senyawa yang bersifat non polar (Firdaus et al.,
2015), sedangkan untuk menarik senyawa yang bersifat semi polar digunakan
etil asetat, dan untuk menarik senyawa- senyawa yang bersifat polar
digunakan metanol. Berdasarkan proses ini dapat diketahui bahwa senyawa -

senyawa yang bersifat polar akan larut dalam pelarut yang bersifat polar
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sedangkan senyawa-senyawa yang bersifat non polar akan larut dalam pelarut
yang bersifat non polar (Sari, 1. 2012).
2.4 lIsolasi

Isolasi adalah cara pemisahan komponen-komponen kimia yang
terdapat dalam suatu bahan alam. Isolasi senyawa bahan alam terdiri dari
ekstraksi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi. Faktor yang perlu
diperhatikan sebelum melakukan isolasi adalah sifat dari senyawa target yang
ada dalam ekstrak awal atau dalam fraksi. Sifat umum molekul yang dapat
membantu proses isolasi yaitu kelarutan (hidrofilisitas atau hidrofobisitas),
sifat asam-basa, muatan, stabilitas, dan ukuran molekul. Sifat ekstrak juga
dapat membantu dalam pemilihan metode isolasi yang tepat. Kemudian untuk
menentukan senyawa yang terkandung dari hasil isolasi dilakukan dengan
menggunakan KLT multi eluen. Pada penelitian ini, isolat yang akan diteliti
aktivitasnya sebagai antioksidan adalah isolat dari fraksi teraktif (Mukhriani,
2014).
2.4.1 KLT Preparatif

KLT merupakan suatu teknik pemisahan dengan menggunakan

adsorben (fase stasioner) berupa lapisan tipis seragam yang disalutkan

pada permukaan bidang datar berupa lempeng kaca, plat alumunium,

atau plat plastik. Pengembangan kromatografi terjadi ketika fase gerak

tertapis melewati adsorben (Mukhriani, 2014).

Pada kromatografi, komponen-komponennya akan dipisahkan

antara dua buah fase yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam akan
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menahan komponen campuran sedangkan fase gerak akan melarutkan
zat komponen campuran. Komponen yang mudah tertahan pada fase
diam akan tertinggal. Sedangkan komponen yang mudah larut dalam
fase gerak akan bergerak lebih cepat (Atun, 2014).

Kromatografi lapis tipis preparatif dilakukan untuk mengisolasi
senyawa-senyawa tunggal yang ada pada fraksi aktif (Hidayati, 2012).
Pada KLTP fase diam berupa plat silica gel 60 Fzs4 dengan ukuran 20
cm x 20 cm. Fase diam berperan penting sebagai adsorben dalam
penyerapan pelarut. Sedangkan, fase gerak berupa pelarut yang
ditentukan dengan coba-coba berdasarkan dengan. polaritas pelarut.
Kemampuan ini disebut kekuatan elusi, dan urutan kekuatan elusi
beberapa pelarut yaitu air > metanol > etanol > aseton > etil asetat >
kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena > toluena >
karbon tetraklorida > heksan > petroleum eter (Atun, 2014). Selain itu,
dalam menentukan pemilihan pelarut sebagai fase gerak dapat pula
berdasarkan pustaka. Pelarut dibuat dengan perbandingan antara pelarut
polar, semi polar, dan non polar. Sehingga terjadi peningkatan polaritas.
Pelarut yang digunakan adalah metanol, etil asetat, dan n-heksan
(Syaima, 2015).

2.5 Antioksidan
Antioksidan merupakan suatu molekul yang mampu menghambat
proses oksidasi, dimana prosesnya dilakukan dengan cara mengikat radikal

bebas dan molekul yang sangat reaktif sehingga terjadinya kerusakan sel



12

dapat dihambat (Tirzitis & Bartosz, 2010). Secara umum antioksidan terbagi
menjadi dua yaitu, antioksidan enzimatis dan non enzimatis. Antioksidan
enzimatis antara lain superoksida dismutase (SOD), glutation peroksidase
(GPx), dan katalase, sedangkan antioksidan non-enzimatis antara lain vitamin
E, vitamin C, beta karoten yang diperoleh dari tanaman (Nisma et al., 2011).
Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan digolongkan menjadi
tiga kelompok, yaitu antioksidan primer, sekunder, dan tersier (Winarsi,
2011).
a. Antioksidan primer (Antioksidan Endogenus)

Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan primer jika dapat
memberikan atom hidrogen secara cepat kepada senyawa radikal,
kemudian radikal antioksidan yang terbentuk segera berubah menjadi
senyawa yang lebih stabil. Enzim superoksida dismutase (SOD),
katalase, dan glutation peroksidase menghambat pembentukan radikal
bebas dengan cara memutus reaksi berantai (polimerisasi), kemudian
mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil.

b. Antioksidan sekunder (Antioksidan Endogenus)

Antioksidan sekunder atau antioksidan non-enzimatis disebut
system pertahanan preventif. Dalam sistem pertahanan ini, terbentuknya
senyawa oksigen reaktif dihambat dengan cara pengkhelatan metal, atau
dirusak pembentukanya. Antioksidan sekunder dapat berupa komponen
non-nutrisi dan komponen nutrisi dari sayuran dan buah-buahan.

Senyawa antioksidan non-enzimatis bekerja dengan cara menangkap
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radikal bebas (free radical scavenger), kemudian mencegah reaktivitas
amplifikasinya.
. Antioksidan tersier

Kelompok antioksidan tersier meliputi sistem enzim DNA-repair
dan metionin sulfoksida reduktase. Enzim-enzim ini berfungsi dalam
perbaikan biomolekuler yang rusak akibat reaktivitas radikal bebas.
Kerusakan DNA yang terinduksi senyawa radikal bebas dicirikan oleh
rusaknya single dan double strand, baik gugus non-basa maupun basa
(Winarsi, 2011).

Vitamin C adalah salah satu senyawa kompleks yang terdapat
dalam buah dan sayuran yang memiliki sifat larut air. Menurut Tahir et
al., (2016). vitamin C merupakan suatu senyawa atau zat gizi yang
dibutuhkan oleh tubuh dengan prekusornya adalah karbohidrat. Vitamin
C dikenal juga dengan nama asam askorbat. Dalam tubuh manusia
senyawa Ini berfungsi sebagai katalis dalam reaksi kimia. Oleh karena
itu, jika jenis Katalis ini tidak terdapat dalam tubuh maka fungsi normal
tubuh akan terganggu (Pakaya, 2014).

Antioksidan alami dapat diperoleh dari makanan sehari-hari
seperti sayuran, buah-buahan, kacang-kacangan dan tanaman lainya
yang mengandung antioksidan bervitamin seperti vitamin C, A dan E.
Vitamin C memiliki sifat mudah larut dalam air dan mudah teroksidasi.
Asam askorbat atau vitamin C dalam buah-buahan dan sayuran akan

rusak atau berkurang akibat proses oksidasi berupa paparan udara,
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pemasakan dan pengirisan, serta penyimpanan yang tidak tepat. Salah
satu bentuk tindakan agar kandungan vitamin C pada sayuran dan buah-
buahan tetap terjaga yaitu proses pengemasan buah dan sayuran pada
suhu rendah (di lemari es). Menurut Aina & Suprayogi (2010) manfaat
vitamin C bagi tubuh yaitu sebagai antioksidan, sintesis kolagen, dan
anti kanker. Kebutuhan vitamin C oleh setiap tubuh berbeda, hal ini
tergantung pada usia, jenis kelamin, sifat metabolisme, dan penyakit
tertentu. Orang dewasa diajurkan konsumsi 100-150 mg, vitamin C
(Badriyah & Manggara, 2015).
2.6 Radikal Bebas
Radikal bebas merupakan suatu atom atau molekul yang pada orbital
terluarnya mengandung satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan.
Senyawa radikal bebas dapat timbul disebabkan oleh adanya proses kimia
kompleks didalam tubuh, hasil samping dari proses oksidasi atau pembakaran
sel yang berlangsung waktu bernafas, metabolisme sel, olahraga yang
berlebihan, peradangan atau ketika terpapar polusi lingkungan seperti asap
kendaraan bermotor, asap rokok, bahan pencemar dan radiasi matahari
(Rosahdi et al., 2013).
2.6.1 Sumber Radikal Bebas
Sumber radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh (endogen),
dapat pula berasal dari luar tubuh (eksogen). Secara endogen, sebagai
respon normal dari rantai peristiwa biokimia dalam tubuh, radikal bebas

yang terbentuk dan berpengaruh di dalam sel (intrasel) maupun



15

ekstrasel. Radikal endogen terbentuk sebagai sisa proses metabolisme

(proses pembakaran) protein, karbohidrat, dan lemak pada mitokondria,

proses inflamasi atau peradangan, reaksi antara besi logam transisi

dalam tubuh, fagosit, xantin oksidase, peroksisom, maupun pada
kondisi iskemia. Secara endogen, radikal bebas dapat timbul melalui
beberapa mekanisme yaitu : oto-oksidasi, aktivitas oksidasi (misalnya:
siklooksigenase, lipoksigenase, dehidrogenase dan peroksidase), sistem

transpor electron (Sayuti, 2015).

2.7 Uji  Aktivitas Antioksidan ~menggunakan DPPH (1,1-Diphenyl-2
Pikrilhidrazil).

Pengujian aktivitas antioksidan sampel uji secara in-vitro dapat
dilakukan dengan berbagai macam metode, meliputi : = ORAC method
(Oxygen Radical Absorbance Capacity method), TRAP method (total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter method). TEAC method (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity method), PRSC method (Peroxyl Radical
Scavenging Capacity method), DPPH (2,2-diphenylpicrylhydrazyl), TOSC
method (Total Oxyradical Scavenging Capacity method), FRAP method
(Ferric Reducing / Antioxidant Power method), dan pada penelitian ini yang
digunakan adalah metode DPPH (Hidayah et al., 2018). Uji DPPH merupakan
uji aktivitas penangkapan radikal hidroksil yang dilakukan secara in vitro.
Pengujian dengan cara ini dilakukan dengan cara mengukur penangkapan
radikal sintetik dalam pelarut organik polar seperti etanol pada suhu kamar.

Radikal sintetik yang digunakan adalah DPPH (1,1-diphenyl-2-
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picrylhydrazin). Senyawa DPPH sebagai penghasil dari radikal hidroksil
dapat diredam oleh antioksidan dari bahan uji. Jika semua elektron pada
radikal bebas DPPH menjadi berpasangan, maka warna larutan berubah dari
ungu tua menjadi kuning terang dan absorbansi pada panjang gelombang 517
nm akan hilang (Rohman et al., 2010).

Metode DPPH dipilih pada pengujian aktivitas antioksidan karena
memiliki prosedur yang mudah dan cepat untuk mengevaluasi aktivitas
penangkapan radikal dari antioksidan non-enzimatik. Prinsip kerja metode
DPPH adalah adanya atom hidrogen dari senyawa antioksidan yang berikatan
dengan elektron bebas pada senyawa radikal sehingga menyebabkan
perubahan dari radikal bebas menjadi senyawa non-radikal. Hal ini ditandai
dengan perubahan warna dari ungu menjadi kuning yang menandakan bahwa
senyawa radikal bebas telah tereduksi oleh adanya antioksidan (F. Setiawan et
al., 2018). DPPH biasa dilakukan untuk menguji aktivitas antoksidan dari
sayuran, tanaman, buah, dan makanan yang menggunakan pelarut organik
alkoholik seperti etanol, metanol, dan air. Metode ini dilaksanakan pada
temperature yang tidak tinggi sehingga cocok untuk sampel yang tidak tahan

dengan panas (Singh, 2011).

2.8 Hubungan antara Ekstrak, Fraksi dan Isolat Parijoto dengan Aktivitas
Antioksidan
Berdasarkan penelitian dari Wijayanti dan Lestari (2020) kandungan
dalam buah Parijoto terdapat senyawa saponin, kardenolin, flavonoid, dan

tannin. Sedangkan menurut Wachidah (2013) senyawa antioksidan yang
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dikandung buah parijoto antara lain antosianin, fenol, flavonoid, dan tannin
(Wachidah, 2013). Selain itu, dinyatakan bahwa senyawa saponin dan
flavonoid memiliki aktivitas antioksidan (Indrisari, dkk, 2013).

Pada ekstrak n-heksan buah parijoto mengandung senyawa terpenoid
(Niswah, 2014). Fraksi n-heksan buah parijoto mengandung senyawa
antosianin dengan kadar 22,15 ppm dan nilai aktivitas antioksidan sebanyak
73,54% (Legawati et al., 2020). Sementara itu, pada fraksi metanol buah
parijoto terbukti mengandung senyawa flavonoid, tannin, saponin, dan
glikosida dan nilai rata-rata 1Csp sebanyak 46,65 pg/ml (Wachidah, 2013).
Pada penelitian Pujiastuti (2019) menjelaskan bahwa ekstrak etanol buah
parijoto dengan konsentrasi 1000 ppm yang dilakukan pengenceran dengan
lima konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan ppm, masing-masing memiliki kefektifan
sebagai antioksidan, hal ini dilihat dari hasil nilai % inhibisi 30,88; 56,75;
74,13; 78,76; dan 76,83. Nilai rata-rata 1Cso 33,75 ppm. Oleh karena itu, buah
parijoto memiliki kandungan - senyawa metabolit sekunder yang terbukti

berperan sebagai antioksidan (Pujiastuti & Saputri, 2019).
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2.9 Kerangka Teori

Buah Parijoto (Medinilla
speciosa Blume)
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Ekstrak buah Parijoto
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Fraksi buah Parijoto
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Isolat buah Parijoto
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Senyawa metabolit sekunder
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Mendonor elektron pada senyawa
yang bersifat oksidan, mencegah
pembentukan radikal bebas

v

Aktivitas antioksidan [—»| Metode DPPH, untuk
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penghambatan radikal
bebas

Gambar 2. 2. Kerangka Teori

2.10 Kerangka Konsep

Ekstrak, Fraksi_ _dan Isolat Aktivitas sebagai
buah Parijoto antioksidan

Gambar 2. 3. Kerangka Konsep
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2.11 Hipotesis
Ekstrak, fraksi dan Isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)

memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan metode DPPH.
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METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian eksperimental laboratorium menggunakan desain post-test
only control group design.
3.2 Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1 Variabel

3.2.1.1 Variabel bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak, fraksi
dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume) dengan
konsentrasi 1000 ppm.

3.2.1.2 Variabel terikat
Variabel tergantung dalam penelitian adalah aktivitas
sebagai antioksidan.
3.2.2 Definisi Operasional
3.2.2.1 Ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa
Blume)

Ekstrak, fraksi dan Isolat buah parijoto yang digunakan
dalam penelitian ini berasal dari daerah Kudus, Jawa Tengah.
Pembuatan ekstrak buah Parijoto menggunakan metode
maserasi dengan pelarut metanol 1:10. Fraksinasi dilakukan

dengan menambahkan pelarut metanol dan n-heksan pada

20
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ekstrak Parijoto masing-masing sebanyak 100 mL kedalam
corong pisah, dikocok sampai terbentuk dua lapisan atas dan
bawah. Lapisan dipisahkan dengan cara membuka kran corong
pisah untuk mengambil lapisan metanol, lapisan atas yang
tertinggal dicorong pisah ditambahkan pelarut n-heksan yang
baru dengan perbandingan yang sama yaitu 100 mL. Partisi
dilakukan dengan cara yang sama hingga pelarut n-heksan
terlihat bening. Setelah didapatkan dua fraksi yaitu fraksi
metanol dan n-heksan, uapkan diatas waterbath suhu 50°C
sampal diperoleh fraksi kental. Selanjutnya proses isolasi
dilakukan dengan KLT preparatif menggunakan fase diam plat
silica gel 60 F2s4 dengan ukuran 20 cm X 20 cm. Plat KLT
diaktivasi dengan cara dipanaskan pada suhu 105°C selama 30
menit. Kemudian, penotolan fraksi metanol dan n-heksan
dengan cara menimbang masing-masing sebanyak 0,5 g, dan
dilarutkan menggunakan kloroform : metanol (1:1). Selanjutnya
fraksi dapat ditotolkan pada plat dengan jarak 1 cm dari garis
antar spot. Plat dapat dielusi menggunakan pelarut n-heksan :
etil asetat (5:1). Plat disemprot dengan serium sulfat untuk
memudahkan pembacaan noda. Hasil elusi dapat dilihat di
speketrofotometri UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366
nm akan terbentuk berupa pita dimana masing-masing diukur

nilai Rf. Selanjutnya dapat dilakukan pengerokan pada pita-pita
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yang terbentuk dan dilakukan penyaringan dengan sintered glass
untuk mengendapkan fase diamnya, supernatan diambil sebagai
isolat.  Kemudian, dilakukan uji kemurnian dengan KLT
menggunakan beberapa macam pelarut yang berbeda.

Skala : Rasio

3.2.2.2 Aktivitas antioksidan diukur dengan nilai % inhibisi dan IC50

Aktivitas antioksidan merupakan kemampuan suatu
senyawa yang menghambat reaksi oksidasi yang dapat
dinyatakan dengan % inhibisi persentase kemampuan sampel
dalam menangkap radikal DPPH yang diukur menggunakan alat
spektrofotometri. Metode yang dapat digunakan untuk uji
aktiviitas antioksidan adalah metode DPPH diukur serapan pada
panjang gelombang maksimum. Pengujian dilakukan dengan
mengunakan ekstrak, fraksi dan isolat konsentrasi 1000 ppm
dilakukan pengenceran menjadi larutan dengan lima konsentrasi
20, 40, 60, 80 dan 100 ppm.

Nilai 1Cso yaitu konsentrasi sampel yang dapat meredam
radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai ICsp digunakan untuk
menentukan daya antioksidan yang dihitung menggunakan
rumus persamaan regresi.

Skala : Rasio
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3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah ekstrak, fraksi dan isolat buah
Parijoto yang telah dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm.
3.3.2 Sampel Penelitian
Sampel dalam penelitian ini adalah ekstrak, fraksi dan isolat buah
Parijoto dalam konsentrasi 1000 ppm yang dibuat lima seri konsentrasi
20, 40, 60, 80 dan 100 ppm.

3.4 Instrumen dan Bahan Penelitian

3.4.1 Instrumen Penelitian
Instrumen atau alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi
spektrofotometri Uv-Vis, sintered glass, waterbath, rotary evaporator,
timbangan elektrik gram dan milligram (osuka), alat-alat gelas (Pyrex),
cawan, mikropipet, oven (memmert), Vortex mixer. Chamber, dan alat
penyemprot KLT.
3.4.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi buah Parijoto
yang diperoleh dari kudus, metanol, n-heksan, aquadest, etil asetat,
kloroform, serium, asam sulfat pekat, silica, serbuk DPPH, serbuk Mg,
kuersetin, HCI pekat, NaOH, H,SO4 FeCls asam asetat glacial, dan

vitamin C.
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3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Metanol Buah Parijoto
Pembuatan Ekstrak metanol Buah Parijoto (EMBP) diawali
dengan proses ekstraksi menggunakan metode maserasi, yaitu buah
parijoto yang sudah dikeringkan berwarna ungu usia 3 bulan sebanyak 5
kg, kemudian disortir basah untuk memisahkan buah Parijoto dari
kotoran atau bahan asing, dicuci menggunakan air mengalir hingga
bersih, ditiriskan dan dikeringkan dengan diangin-anginkan hingga
bebas dari sisa air (Rosahdi et al.,, 2013). Buah parijoto yang telah
dikeringkan dapat diblender. Proses ekstraksi dapat dilakukan dengan
metode maserasi menggunakan pelarut metanol perbandingan (1:10)
selama 3x24 jam. Selanjutnya, maserat yang terbentuk diuapkan
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50°C dimana dari hasil
penelitian yang dilakukan oleh Yulianingtyas & Kusmartono (2016)
menyatakan bahwa kandungan senyawa terekstrak meningkat 45% saat
suhu dinaikkan dari 30-70°C. Sementara itu, menurut penelitian yang
berbeda menyatakan bahwa metanol akan menguap pada suhu 64,5°C
(Mariana et al., 2018).
3.5.2 Skrining Fitokimia Ekstrak Buah Parijoto

3.5.2.1 Identifikasi flavonoid
Identifikasi flavonoid dilakukan dengan melarutkan
ekstrak buah Parijoto dalam metanol panas dan menambahkan

0,1 gr serbuk Mg dan 5 tetes HCI pekat. Hasil identifikasi
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flavonoid menunjukkan warna jingga yang berarti positif adanya

flavonoid (Setyowati & Nisa, 2014)

3.5.2.2 ldentifikasi saponin

Sebanyak 1 ml ekstrak kental buah Parijoto dimasukkan
ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 10 ml air panas
dan dididihkan selama 5 menit. Setelah itu, disaring dan filtratnya
digunakan sebagai larutan uji. Filtrat dimasukkan ke dalam
tabung reaksi tertutup kemudian dikocok selama + 10 detik dan
dibiarkan selama 10 menit lalu ditambahkan 1 ml HCL 2M.
Adanya saponin - ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang

stabil (Nugrahani et al., 2016).

3.5.2.3 Identifikasi tanin
Ekstrak ditetesi dengan laurtan NaOH. Pembentukan
warna kuning intens, yang kemudian memudar saat perubahan

larutan asam, menunjukkan adanya tanin (Tiwari et al., 2011).

3.5.2.4 ldentifikasi terpenoid
Pada sejumlah 0,5 gram masing — masing ekstrak ditambah
2 mL kloroform, kemudian ditambahkan 3 mL H>SOs untuk
membentuk lapisan. Terbentuknya warna coklat kemerahan pada
permukaan menunjukkan adanya terpenoid (Nugrahani et al.,

2016).
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3.5.2.5 Identifikasi glikosida
Sejumlah 0,5 g ekstrak yang diencerkan dengan 5 mL air
ditambah dengan asam asetat glasial yang berisi satu tetes larutan
FeCls. Kemudian ditambah dengan 1 mL asam sulfat.
Terbentuknya cincin coklat pada permukaan mengindikasikan

adanya gula deoksi kardeolida (Tiwari et al., 2011).

3.5.3 Fraksinasi

Dilakukan partisi pada ekstrak menggunakan pelarut metanol dan
n-heksan. Sejumlah 10 g ekstrak dilakukan pelarutan dengan cara
tambahkan 100 ml metanol hingga ekstrak dapat dituangkan kedalam
corong pisah. Kemudian tambahkan n-heksan sebanyak 100 ml
kedalam corong pisah dan dikocok selama 5 menit sambil sesekali kran
pada corong pisah dibuka agar gas yang terbentuk dapat dikeluarkan.
Larutan yang terbentuk didiamkan selama beberapa menit hingga
bidang batas antara lapisan metanol dan lapisan n-heksan dapat terlihat.
Pada bagian atas adalah lapisan n-heksan bersifat non polar sedangkan
pada bagian bawah adalah lapisan metanol. Kedua lapisan tersebut
dapat dipisahkan dengan cara kran pada corong pisah dibuka perlahan
untuk mengambil lapisan metanol, pada lapisan atas yang tertinggal
didalam corong pisah diambahkan pelarut n-heksan yang baru dengan
nilai perbandingan yang sama dengan sebelumnya. Lakukan partisi
dengan cara yang sama hingga pelarut n-heksan terlihat bening

(Wijayanti & Lestari, 2018).
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3.5.4 Determinasi Tanaman
Determinasi tanaman dilakukan dengan cara mengamati
morfologi tanaman melalui kunci determinasi yang berisi ciri-ciri khas
takson tumbuhan. Identifikasi dan determinasi ini dilakukan di
Laboratorium Biologi FMIPA Universitas Negeri Semarang.
3.5.5 Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak, Fraksi Buah Parijoto
3.5.5.1 Penentuan panjang gelombang
Penentuan panjang gelombang maksimal menggunakan
salah satu seri kadar baku quersetin yaitu 1 mg/ml. Larutan uji
dibiarkan selama waktu yang sesuali dengan operating time
setelah dilakukan = penambahan aquadest sampai 10 mL,
selanjutnya diukur pada panjang gelombang 500 - 600 nm (John

etal., 2014).

3.5.5.2 Penentuan operating time
Baku quersetin dengan konsentrasi 1 mg/ml yaitu dengan
melarutkan 10 mg quersetin dengan penambahan aquadest sampai
10 mL kemudian pengulangan dilakukan pada menit ke- 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 dan 60 menit dengan panjang

gelombang maksimum (John et al., 2014).

3.5.5.3 Pembuatan kurva baku kuersetin
Baku kuersetin ditimbang 10 mg yang kemudian
dilarutkan dengan aquadest sampai 10 mL sehingga didapat

konsentrasi baku induk 1000 ppm. Deret baku dibuat dengan
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cara mengencerkan baku induk sehingga diperoleh konsentrasi
100 ppm (1 mL), 80 ppm (0,8 mL), 60 ppm (0,6 mL), 40 ppm
(0,4 mL) dan 20 ppm (0,2 mL) yang masing-masing dimasukkan
ke dalam labu takar 10 mL, selanjutnya tambah 0,3 mL NaNO,
5%, dibiarkan selama 5 menit, kemudian ditambahkan 0,3 mL
AICl; 10%, setelah didiamkan 5 menit, ditambah 2 mL NaOH
1M dan aquadest sampai volume 10 mL. Deret baku didiamkan
sesuai waktu operating time dan diukur pada panjang

gelombang maksimal (John et al., 2014).

3.5.5.4 Penentuan kadar flavonoid total dalam ekstrak metanol buah

parijoto

3.5.6 Isolasi

EMBP dengan masing—masing penyari dilarutkan
aquadest, kemudian dipipet sebesar 1 mL, kemudian
dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL dan ditambah pelarut
add 10 mL. Perlakuan selanjutnya sama seperti perlakuan pada
baku quersetin. Kandungan flavonoid total dinyatakan sebagai
mg equivalen kuersetin dalam setiap gram ekstrak (John et al.,

2014).

Pembuatan isolat buah Parijoto dengan metode KLT preparatif

menggunakan fase diam plat slika gel 60 F2ss dengan ukuran 20 cm X

20 cm, plat KLT dapat diaktifasi terlebih dahulu dengan cara

dipanaskan ke dalam oven suhu 105°C selama 30 menit. Fase gerak
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yang n-heksan dan etil asetat perbandingan 5:1. Elusi dapat dihentikan
setelah fase gerak bergerak sampai pada garis batas. Hasil elusi akan
membentuk pita pada masing-masing nilai Rf nya. Sebelum melakukan
pembacaan dibawah sinar UV panjang gelombang 254 nm dan 366 nm,
dilakukan penyemprotan dengan serium sulfat untuk memudahkan
pembacaan noda. Isolat yang diperoleh dari hasil KLT preparatif
diambil dengan cara mengerok pita-pita pada plat silica gel yang telah
terbentuk kemudian serbuk yang diperoleh disaring dengan cara
dilarutkan dengan menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat,
kemudian diletakan diatas waterbath suhu 50°C.
3.5.7 Uji Kemurnian lIsolat

Uji kemurnian isolat dapat dilakukan dengan berbagai macam
metode, seperti metode KLT dua dimensi, KLT multi eluen, uji titik
leleh (Kosman & Tappang, 2012). Pada penelitian ini menggunakan
metode KLT multi eluen. Tujuan dari melakukan uji kemurnian isolat
adalah untuk memperoleh isolat yang murni dan mengindikasikan
bahwa dalam isolat tersebut terbukti hanya ada satu senyawa tunggal.

(Juliana et al., 2010).

3.5.8 Uji Aktivitas Antioksidan

3.5.8.1 Pembuatan larutan vitamin C sebagai kontrol positif
Ditimbang 10 mg vitamin C kemudian di tambahkan
metanol p.a ke dalam labu 10 ml sampai tanda batas, sehingga

akan diperoleh nilai konsentrasi larutan 1000 ppm. Lakukan
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pengenceran dari larutan vitamin C menjadi larutan dengan
konsentrasi 5, 10, 15, 20, 25, dan 30 ppm, dengan cara memipet
larutan induk masing-masing 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125 dan
0,15 ml menggunakan mikropipet, dimasukkan ke dalam labu

ukur 5 ml, tambahkan metanol p.a sampai tanda batas.

3.5.8.2 Pembuatan larutan DPPH 0,1 mM
DPPH ditimbang sebanyak 9,8 mg dilarutkan dalam labu
ukur 250 ml add metanol p.a. sampai tanda batas. Sehingga
diperoleh konsentrasi DPPH 0,1 mM. Selanjutnya labu ukur

dilapisi dengan alumunium foil agar terhindar dari cahaya.

3.5.8.3 Penentuan panjang gelombang maksimum DPPH
Larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 2 ml, dimasukkan ke
dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan dengan larutan
metanol p.a. 2 ml, dan divortex hingga homogen, lalu dituang ke
dalam Kkuvet, diukur pada panjang gelombang 400-600 nm

dengan menggunakan spektrofotometer uv-vis (Cahyani, 2017).

3.5.8.4 Pembuatan operating time larutan DPPH
Penentuan operating time larutan DPPH 0,1 mM
dilakukan dengan cara mereaksikan 50 pl baku pembanding
vitamin C ditambah 4,0 mL larutan DPPH 0,1 mM,
dihomogenkan dengan cara divortex selama 1 menit dan diukur

absorbansinya pada menit ke 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
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50, 55, dan 60 pada A maksimal yang sudah diperoleh

(Widyowati et al., 2014).

3.5.8.5 Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak, Fraksi dan Isolat

Sampel yang digunakan adalah ekstrak, fraksi dan isolat
buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume). Ekstrak, fraksi dan
isolat masing-masing ditimbang sebanyak 10 mg, kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan diencerkan dengan
menggunakan metanol, kemudian di gojok agar homogen,
sehingga didapatkan konsentrasi 1000 ppm sebagai larutan
induk.. Selanjutnya, buat larutan seri tiap sampel dibuat dalam
konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100 ppm, dengan cara memipet
larutan induk masing-masing - 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 05 ml
dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mi, tambahkan metanol p.a
sampal tanda batas. Kemudian, sampel pada masing-masing
konsentrasi diambil 1 ml dan ditambahkan larutan DPPH 0,1
mM sebanyak 3 ml, divortex selama 20 detik kemudian
diinkubasi selama 30 menit dan dilakukan replikasi pembacaan

spektrofotometri sebanyak 3 kali.

3.5.8.6 Penentuan Aktivitas Antioksidan (ICso Sampel)
Sampel diukur absorbansinya pada A maks 517 nm
(Islahana, 2017; Kholisah, 2017) Kemudian absorbansi dari
sampel larutan DPPH 0,1 mM dibandingkan dengan kontrol.

Blanko yang digunakan metanol p.a. Absorbansi adalah
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perbandingan intensitas sinar yang diserap dengan intensitas
sinar datang. Nilai absorbansi ini akan bergantung pada kadar
zat yang terkandung di dalamnya, semakin banyak kadar zat
yang terkandung dalam suatu sampel maka semakin banyak
molekul yang akan menyerap cahaya pada panjang gelombang
tertentu sehingga nilai absorbansi semakin besar atau dengan
kata lain nilai absorbansi akan berbanding lurus dengan
konsentrasi zat yang terkandung didalam suatu sampel

(Neldawati & Gusnedi, 2013).

Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam % inhibisi yang

ditentuan melalui persamaan :

abs sampel

% Inhibisi = (1 )x 100%

abs kontrol

Penentuan . persamaan regresi linear, konsentrasi sampel
sebagali sumbu X dan % inhibisi sebagai sumbu y. Nilai 1Cso
diperoleh dari perhitungan pada saat % inhibisi sebesar 50% dari
persamaan

y =a+bx.

3.6 Tempat dan Waktu Penelitian

3.6.1 Tempat
Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi FK

Unissula, Laboratorium Biologi UNNES.



3.6.2 Waktu

Tabel 3. 1. Waktu Penelitian
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No

Jenis Kegiatan

Waktu

5
2021

1. | Pembuatan proposal

2. | Penyiapan sampel

3. | Pembuatan simplisia,
ekstraksi & fraksinasi

4. | Skrining fitokimia,
penetapan kadar
flavonoid, uji aktivitas
antioksidan ekstrak &
fraksi

5. | Isolasi, uji kemurnian &
uji aktivitas antioksidan
isolat

6. | Analisis Data

Penyusunan naskah akhir

3.7 Analisis Data

Data hasil dari penentuan uji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH

dianalisis dengan analisis statistik. Data dari tiap seri konsentrasi dan kontrol

diuji normalitasnya menggunakan Shapiro-Wilk dan uji homogenitasnya

menggunakan Levene Test. Setelah dilakukan analisis, diperoleh hasil yang

tidak terdistribusi normal, dan tidak homogen. Sehingga dilakukan uji non

parametrik yaitu kruskal wallis, dan dilanjutkan dengan menggunakan Mann

Whitney.




3.8 Alur Penelitian

Buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)

-
Determinasi tanaman Parijoto
Ekstrak dibuat I !
zgozgegtorazlo Ekstrak metanol Buah Pariioto |—
’100’ m : v Uji Skrining
PP | Uii Antioksidan Metode DPPH Fitokimia
- I
Pembacaan dengan s Ld - Penetapan
Spektrofotometer Frasiao. an n- Kadar
UV-Vis heksan Buah Parijoto Flavonoid
7 v
Fraksi dibuat [ Yii Antioksidan Metode DPPH
konsentrasi v
20, 40, 60, 80, Fraksi paling aktif
100 ppm v
Isolasi Buah Parijoto dengan KLTP
L 4
Isolat Buah Parijoto | Uji Kemurnian
v

Uji Antioksidan

Isolat dibuat = |« Metode DPPH

konsentrasi I
20, 40, 60, 80, 9 g
100 ppm Pembacaan dengan

Spektrofotometer | Analisis Data
Uv-Vis

Tabel 3. 2. Alur Penelitian
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Juli 2021 — September 2021 di
Laboratorium Terpadu prodi Farmasi Fakultas Kedokteran UNISSULA dan
Semarang, Laboratorium Biologi UNNES Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto (Medinilla speciosa
Blume) yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan metode DPPH.
Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap, yaitu determinasi tanaman
buah Parijoto, ekstraksi, uji skrining fitokimia ekstrak, uji aktivitas
antioksidan - ekstrak, fraksinasi, uji skrining fitokimia fraksi, uji aktivitas
antioksidan fraksi, isolasi fraksi aktif, uji kemurnian isolat, uji aktivitas
antioksidan isolat, dan tahap analisis data.

4.1.1. Determinasi Tanaman Parijoto (Medinilla speciosa Blume)
Determinasi tanaman Parijoto (Medinilla speciosa Blume)
dilakukan di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Negeri Semarang. Hasil determinasi tanaman

diperoleh sebagai berikut, tertuang pada Lampiran 2.

Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida
Sub Classis : Rosidae
Ordo : Myrtales

Familia : Melastomaceae



4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.
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Genus : Medinilla

Species : Medinilla speciosa (Reinw, ex BI.) BI.
Syn : Medinilla verrucosa (Bl.) BI.

Vern. Name : Parijoto

Hasil determinasi tersebut menunjukkan bahwa tanaman
Parijoto yang digunakan dalam penelitian ini merupakan spesies
Medinilla speciosa (Reinw, ex Bl.) Bl. Dengan sinonim Medinilla
verrucosa (Bl.) BI.

Rendemen Tanaman Buah Parijoto

Ekstrak kental buah Parijoto diperoleh sebesar 375,28 g dari 5
kg buah Parijoto. Nilai rendemen ekstrak metanol buah Parijoto yang
diperoleh adalah sebesar 7,5056 %, sedangkan untuk fraksi n-heksan
dan fraksi metanol dari 100 g masing — masing menghasilkan nilai
rendemen sebesar 1,0115% dan 2,243% (Lampiran 5).

Pemeriksaan Kadar Air

Pemeriksaan kadar air dilakukan dengan menggunakan alat
moisturizer test. Kadar air ekstrak buah Parijoto yang dihasilkan
sebesar 8%, sedangkan untuk fraksi n-heksan dan fraksi metanol
masing-masing sebesar 5,47% dan 5,99% (Lampiran 6).

Skrining Fitokimia
Skrinning fitokimia yang dilakukan menggunakan analisa

kualitatif metode tabung dengan cara mengamati perubahan warna.
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Hasil skrinning fitokimia ekstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi
metanol buah Parijoto tersaji pada Tabel 4.1 (Lampiran 6).

Tabel 4. 1 Skrinning Fitokimia Ekstrak Metanol, Fraksi n-heksan dan
Fraksi Metanol Buah Parijoto

Parameter Ekstrak Fraksi n- Fraksi Parameter uji
Uji Metanol heksan metanol Positif jika-
Flavonoid ++ B +++ Kuning, jingga,
merah
Saponin ++ B ++ Terbentuk busa
Tanin + _ + Kuning intensif
Glikosida + - + Terbentuk cincin
coklat
Terpenoid + + _ Terbentuk warna

coklat, kemerahan

Keterangan :
+++ . Memberikan reaksi banyak
++ : Memberikan reaksi sedang
+ : Memberikan reaksi sedikit

- : Memberikan reaksi negatif
4.1.5. Penetapan Kadar Senyawa Flavonoid Total Ekstrak Metanol,
Fraksi n-heksan dan Fraksi Metanol Buah Parijoto (Medinilla
speciosa Blume)

Pengukuran kadar senyawa flavonoid ekstrak metanol, fraksi
n-heksan dan fraksi metanol buah Parijoto dilakukan dengan metode
spektrofotometri Uv-vis menggunakan standar kuersetin. Hasil kadar
senyawa flavonoid ekstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi
metanol buah parijoto tersaji pada Tabel 4.2 (Lampiran 7).

Tabel 4. 2. Kadar Senyawa Flavonoid Total Ekstrak Metanol,
Fraksi n-heksan dan Fraksi Metanol Buah Parijoto

Sampel Kadar flavonoid
total
Ekstrak Metanol 0,052 mg/g QE
Fraksi n-heksan 0,0134 mg/g QE




4.1.6.
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Fraksi metanol 0,0188 mg/g QE

Hasil Uji Aktvitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan pada ekstrak metanol,
fraksi n-heksan dan fraksi metanol buah parijoto untuk mengetahui
fraksi paling aktif, sebelum dilakukan proses isolasi. Uji aktivitas
antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dan aktivitas
antioksidan dinyatakan dengan nilai 1Cso. Kontrol positif yang
digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin C. Hasil aktivitas
antioksidan dari vitamin C tersaji pada tabel 4.3, dan gambar kurva
aktivitas antioksidan pada vitamin C tersaji pada gambar 4.2. Hasil
aktivitas antioksidan dari sampel ekstrak metanol, fraksi metanol dan
fraksi n-heksan buah Parijoto tersaji pada tabel 4.4, dan gambar

kurva aktivitas antioksidan pada sampel tersaji pada gambar 4.3.

Sampel Konsentrasi Rerata Rerata % ICso
(ppm) (X) Absorbansi Inhibisi (y) (ng/ml)
5 0,7032 7,9581
10 0,6256 18,1152
o 15 0,5388 29,4633 23,32
Vitamin C 20 0,4466 41,5576
25 0,3522 53,8743
30 0,2551 66,5968

Aktivitas antioksidan dari vitamin C



Absorbansi kontrol negatif = 0,7640

70
60
50
40
30
20
10

% Inhibisi

Sampel Vitamin C

10

15 20
Konsentrasi (ppm)

39

y =2,3582x - 5,0003
R?=0,9986

25 30 35

Gambar 4. 1. Kurva Aktivitas Antioksidan Vitamin C

Tabel 4. 4. Aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol, fraksi metanol dan
fraksi n-heksan

Sampel  Konsentrasi Rerata Rerata %  Persamaan 1Csg
(ug/ml) Absorbansi  Inhibisi Regresi (pug/ml)
20 0,5167 32,3647
Ekstrak 40 0.3906 48,3508 vy =0,7305x
Metanol 60 0.3004 60,6806 + 18,164 43,58
80 0.1684 77,9581 . r=0,9977
100 0.0717 90,6097
20 0,4913 35,6937
Fraksi 40 0.3885 49,1492  y=0,743x
Metanol 60 0.2838 62,8664 +19,799 40,64
80 0.1589 79,2277  r=0,9981
100 0.0385 94,9520
20 0.6455 15,5061
Fraksi 40 0,6306 17,4564 y=0,1122x
N- 60 0,6131 19,7426  + 13,036 329,44
Heksan 80 0.6009 21,3438 r=0,9848
100 0.5747 24,7775
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Gambar 4. 2. Kurva Aktivitas Antioksidan Ekstrak metanol, fraksi metanol,

dan fraksi n-heksan
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Gambar 4.3. Nilai ICs dari Ekstrak metanol, Fraksi metanol, Fraksi n-heksan, dan
Vitamin C

Dari data pada tabel 4.3, dan tabel 4.4, dibuat grafik hubungan antara

konsentrasi sampel serta pembanding vitamin C dengan persentase aktivitas

antioksidan (Gambar 4.2 dan 4.3). Dari Gambar 4.2 dan 4.3 dapat diketahui

bahwa seiring dengan kenaikan konsentrasi sampel yang digunakan maka

aktivitas antioksidan juga semakin besar.
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4.1.7. Proses Isolasi Fraksi Teraktif

Setelah dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap sampel
ekstrak metanol, fraksi metanol, dan fraksi n-heksan diperoleh hasil
fraksi teraktif terdapat pada fraksi metanol, sehingga proses isolasi
dilanjutkan pada fraksi metanol buah Parijoto. Hasil isolasi buah
Parijoto menunjukkan nilai Rf 0,87 pada noda atas dan nilai Rf 0,50
pada noda bawah. Kemudian pada hasil KLT buah Parijoto dengan
eluen n-heksan dan etil asetat (5:1) terdapat dua noda, hal ini
mengindikasikan bahwa pada fraksi metanol terdapat dua senyawa
yang bisa diisolasi dari fraksi metanol, sebagaimana tersaji pada

gambar 4.5.

(@)

(b)

Gambar 4.4. Hasil KLT Fraksi Metanol Buah Parijoto Noda Atas (a)
dan Noda Bawah (b) dengan Eluen n-Heksan dan Etil Asetat (5:1). (1) UV 254 nm,
(2) UV 366 nm, (3) Setelah disemprot cerium sulfat dan dipanaskan

4.1.8. Hasil Uji Kemurnian Isolat

Uji kemurnian senyawa isolat dilakukan dengan

menggunakan metode KLT multi eluen seperti yang tersaji pada
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gambar 4.5. Pada hasil uji kemurnian, diperoleh isolat mengandung
satu senyawa ditunjukkan dengan adanya satu bercak tunggal pada

plat KLT berikut:

Gambar 4.5. Hasil Uji Kemurnian Kromatografi Lapis Tipis

Multi Eluen pada Isolat Metanol Atas (MA) dan Isolat Metanol
Bawah (MB)

(1) Eluen n-heksan: etil asetat (5:1) Rf 0,50
(2) Eluen toluena : etil asetat (1:1) Rf 0,75
(3) Eluen kloroform : etil asetat (1:1) Rf 0,87
(4) Eluen n-heksan : etil asetat (5:1) Rf 0,50
(5) Eluen kloroform : etil asetat (2:1) Rf 0,87
(6) Eluen toluena : etil asetat (4:2) Rf 0,68

4.1.9. Hasil Aktivitas Antioksidan Isolat dari Fraksi Metanol Buah
Parijoto

Setelah dilakukan isolasi dari fraksi metanol diperoleh dua

isolat yaitu isolat metanol atas (MA) dan isolat metanol bawah

(MB). Kedua isolat tersebut dilakukan uji aktivitas antioksidan untuk

menentukan isolat paling aktif sebagai antioksidan. Hasil uji

aktivitas antioksidan metanol tersaji pada tabel 4.6, serta gambar
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kurva aktivitas antioksidan isolat metanol atas dan bawah tersaji

pada gambar 4.6.

Tabel 4.6. Aktivitas antioksidan dari Isolat Metanol Atas dan

Bawah
Sampel  Konsent Rerata Rerata  Persama 1Cso
rasi Absorban % an (Mg/m
(ug/ml) Si Inhibisi  Regresi 1)
Isolat 20 05705 253272 y=
Metanol 40 0.4877 36,1562 0,623x +
Atas 60 0.3884 49,1623 12,355 60,42
80 0.2702 64,6335 r=0,994
100 0.2033 73,3813
Isolat 20 05316 30,4188 y=
Metanol 40 0.4567 ~ 40,2181 0,735x +
Bawah 60 0.3393 55,5890 13,157 50,12
80 0,2133 72,0768 r=
100 0.0917 87,9930 0,9924
100
80 1
- "‘/.
5 60 /
=
$ 40 | ::
20 jy &
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Gambar 4. 6. Kurva Aktivitas Antioksidan Isolat Metanol Atas dan Isolat Metanol,

Bawah
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4.1.10. Analisis Statistik Uji Aktivitas Antioksidan

Hasil penelitian ini dilakukan uji analisis statistik, data yang
diperoleh diuji normalitas menggunakan Saphiro Wilk dan diuji
homogenitasnya menggunakan Levene Test. Nilai P pada uji

normalitas tersaji pada tabel 4.7.

Tabel 4.7. Nilai p pada Uji Normalitas

Uji Shapiro-Wilk

Kelompok Nilai p Keterangan

| 0,229 Distribusi normal

] 0,307 Distribusi normal

1 0,094 Distribusi normal

1C50 AV 0,144 Distribusi normal
V 0,019 Distribusi tidak normal
VI 0,000 Distribusi tidak normal

VII 1,000 Distribusi normal

Keterangan

I

I
il
v
\%
Vi
Vil

= Ekstrak Metanol

= Fraksi Metanol

= Fraksi n-Heksan

= Isolat Metanol Atas

= |solat Metanol Bawah

= Kontrol Positif Vitamin C
= Kontrol Negatif DPPH

Dari tabel diatas dapat dilthat bahwa tidak semua kelompok
memiliki distribusi data yang normal (p<0,05), kemudian dilakukan
uji homogenitas. Hasil uji homogenistas dapat dilihat pada
(Lampiran 10). Hasil uji homogenitas menggunakan uji Levene-Test
menunjukkan hasil data yang tidak homogen (p<0,05), sehingga
syarat uji parametrik One Way Anova tidak terpenuhi, maka
dilakukan uji Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis diperoleh

hasil secara keseluruhan dengan nilai p = 0,003 atau (p<0,05) pada
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Lampiran 10, hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada
nilai 1Cso ekstrak metanol, fraksi metanol, fraksi n-heksan, isolat
metanol atas, dan isolat metanol bawah buah Parijoto terhadap nilai
ICso sebagai parameter aktivitas antioksidan yang berbeda
signifikan. Berdasarkan hasil tersebut, maka dilakukan analisa
selanjutnya yakni analisa Mann-Whitney untuk mengetahui ada atau
tidaknya perbedaan antar kelompok. Nilai p pada uji Mann-Whitney
ICso tersaji pada tabel 4.8. berikut :

Tabel 4.8. Nilai p Pada Uji Mann -Whitney

- Kelompok sig.1C50 sig
d Kelompok | dan Vs, 0,050% 4 Signifikan
Kelompdk 11 dan VII 0,050* ~ Signifikan
Kelompok 111 dan VI 0,050 Signifikan
Kelompok IV dan VII 0,050* ol & Signifikan
Kelompok Vdan VIl 0,050% Signifikan
Kelombok VI dan VII 0,046* Signifikan
“Kelompok IdanVl  0,046% ~ Signifikan
AIZeIompok 11 dan VI 0,046* Signifikan
T(elompok 111 dan VI 0,046* Signifikan
Kelompok iVdanVl — 0,046* " Signifikan
Kelompok V dan VI e 0,046* Signifikan
Kelompok I dan 11 0,050* Signifikan
~ Kelompok I dan 111 ~ 0,050* Signifikan
Kelompok | dan 1V 0,050* Signifikan
Kelompok | dan V 0,050* Signifikan
Kelompok 11 dan 111 0,050* Signifikan
Kelompok 11 dan IV 0,050* Signifikan
Kelompok Il dan V 0,050* Signifikan
Kelompok 111 dan IV 0,050* Signifikan
Kelompok 111 dan V 0,050* Signifikan
Kelompok 1V dan V 0,050* Signifikan
Keterangan:

*= terdapat perbedaan signifikan, nilai p <0,05
| = Ekstrak Metanol
I1= Fraksi Metanol



111 = Fraksi n-Heksan

IV = Isolat Metanol Atas

V = Isolat Metanol Bawah

VI = Kontrol Positif Vitamin C
VII = Kontrol Negatif DPPH
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4.2. Pembahasan

4.2.1.

4.2.2.

Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan untuk mengetahui dan
memastikan kembali hasil taksonomi serta spesies tanaman yang
akan digunakan dalam penelitian, sehingga diharapkan dapat
menghindari terjadinya kesalahan dalam pengumpulan data,
dikarenakan variasi tanaman dapat memberikan hasil yang berbeda.
Tanaman Parijoto yang digunakan untuk determinasi didapatkan dari
desa Colo, Kecamatan Ndawe, Kabupaten Kudus. Determinasi
tanaman dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA Universitas
Negeri Semarang. Hasil determinasi menunjukkan bahwa benar
tanaman Parijoto berasal dari famili Melastomaceae dengan spesies
Medinilla speciosa (Reinw. ex Bl.) Bl. dengan sinonim Medinilla
verrucosa (Bl.) BI.
Ekstraksi Buah Parijoto

Ekstraksi dilakukan menggunakan buah Parijoto yang sudah

matang yakni berwarna keunguan dan berusia 3-4 bulan. Semakin
tua umur tanaman maka akan semakin berkumpulnya senyawa
bioaktif yang ada dalam tanaman tersebut (Bahriul et al., 2014).
Buah Parijoto disortir dengan cara diambil buah yang memiliki
warna merah keunguan. Buah Parijoto yang telah disortir kemudian
dicuci bersih hingga terpisah dengan kotoran — kotoran yang

menempel pada buah ataupun benda asing lainnya dan dikeringkan
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pada oven suhu 50°C, hal ini bertujuan untuk mengurangi jumlah
kotoran dan mikroba yang ada pada tanaman. Suhu pengeringan
tergantung pada jenis bahan yang dikeringkan. Semakin panas suhu
pengeringan dapat mempengaruhi hasil. Untuk uji aktivitas
antioksidan tidak boleh mendapat suhu tinggi dalam pengeringan,
karena akan mempengaruhi hasil uji (Prasetyo & Inoriah, 2013).
Selanjutnya, buah Parijoto sebanyak 250 g diekstraksi menggunakan
pelarut metanol 250 mL dengan perbandingan (1:10) dan
dimasukkan dalam wadah selama (3x24 jam) (Soemari et al., 2016).
Waktu optimal dilakukanya ekstraksi metode maserasi pada 48 jam.
Hal ini terbukti dari hasil penelitian bahwa jumlah senyawa
metabolit yang terekstrak oleh pelarut lebih banyak dibandingkan
dibawah ataupun diatas waktu optimal 48 jam (Yulianingtyas &
Kusmartono, 2016). Pada proses ekstraksi, penggunaan pelarut
metanol dipilih karena metanol dapat merusak dinding sel pada
sampel sehingga senyawa yang mempunyai sifat polar ataupun non
polar akan terlarut dalam metanol, sementara itu metode maserasi
dipilih bertujuan untuk menarik senyawa yang diinginkan dari suatu
bahan melalui perendaman dalam suatu pelarut organik selama
beberapa waktu pada suhu kamar (lbrahim & Sitorus, 2013).
Menurut Koirewoa (2012) ekstraksi dilakukan tanpa proses
pemanasan dengan tujuan agar senyawa-senyawa dapat tersari

dengan sempurna karena terhindar dari terjadinya dekomposisi.



49

Proses perendaman sampel sangat menguntungkan dalam isolasi
senyawa bahan alam, karena akan terjadi pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar
sel, sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan
terlarut dalam pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan sempurna
karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan (Koirewoa et
al., 2012). Buah Parijoto sebelum dimaserasi harus dihaluskan
terlebih dahulu agar luas permukaannya lebih besar dan lebih banyak
bagian buah Parijoto yang berkontak dengan pelarut dan penyarian
lebih sempurna. Semakin lama waktu ekstraksi, kesempatan untuk
bersentuhan makin besar sehingga hasilnya juga bertambah sampai
titik jenuh farutan. Kontak antara sampel dan pelarut dapat
ditingkatkan apabila dibantu dengan pengocokan atau pengadukan
agar kontak antara sampel dan pelarut semakin sering terjadi,
sehingga proses ekstraksi-lebih sempurna (Koirewoa et al., 2012).
Pelarut metanol memiliki tingkat kepolaran yang tinggi sehingga
dapat menghasilkan senyawa fitokimia yang lebih banyak. Hal
tersebut dapat terjadi karena metanol memiliki gugus hidroksil
(polar) yang lebih kuat daripada gugus karbon (non polar)
(Wachidah, 2013). Selain itu, metanol merupakan pelarut yang
bersifat universal sehingga dapat menarik sebagian besar senyawa
yang bersifat polar dan non polar pada bahan (Salamah & Widyasari,

2015). Metanol adalah salah satu pelarut yang dapat mengekstraksi
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semua golongan flavonoid dan juga merupakan salah satu pelarut
yang lebih polar digunakan untuk mengekstraksi glikosida flavonoid
(Miryanti et al., 2011). Hasil filtrat berupa ekstrak encer dikentalkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 45°C. Hal ini dilakukan
untuk mengetahui jumlah senyawa yang terlarut dimana pelarut yang
digunakan akan menguap yang nantinya akan didapatkan ekstrak
(BPOM, 2000). Penguapan dengan menggunakan rotary evaporator
ini dilakukan karena tekanan yang diperoleh dari rotary evaporator
menyebabkan metanol dapat menguap dibawah titik didihnya
sehingga suhu yang digunakan tidak terlalu tinggi dan tidak merusak
ekstrak yang diperoleh. Ekstrak kering yang didapat kemudian
dilakukan uji- kadar air menggunakan moisturizer test. Penetapan
kadar air terhadap ekstrak dilakukan untuk memberi batasan minimal
terkait air yang terkandung dalam ekstrak sehingga jika semakin
tinggi kandungan kadar air maka semakin mudah untuk ditumbuhi
jamur maupun kapang yang dapat menyebabkan penurunan aktivitas
biologis terhadap ekstrak selama dalam penyimpanan (Salim et al.,
2016). Jika kadar air yang diperoleh pada ekstrak dibawah 10%,
maka proses pengeringan dapat dihentikan (Winangsih et al., 2013).
karena pertumbuhan microorganism dapat berkurang apabila ekstrak
mempunyai kadar air <10% (Prasetyo & Inoriah, 2013). Pada hasil
pengecekan kadar air terhadap ekstrak buah Parijoto menunjukkan

hasil sebesar 8%, sehingga dapat di simpulkan bahwa ekstrak buah
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Parijoto telah memenuhi nilai parameter kadar air ekstrak yakni

<10% (BPOM, 2014).

Berdasarkan hasil perhitungan rendemen yang dilakukan dari
ekstrak kering buah Parijoto 375,28 g didapatkan hasil rendemen
sebesar 7,5056% sedangkan pada penelitian yang telah dilakukan
oleh Wachidah (2013) dengan ekstrak kasar buah Parijoto 64 ¢
dihasilkan rendemen sebesar 4,6%. Besar kecilnya nilai rendemen
menunjukkan keefektifan dari proses ekstraksi. Efektivitas proses
ekstraksi dipengaruhi oleh jenis pelarut yang digunakan sebagai
penyari, ukuran partikel simplisia, metode, lamanya proses ekstraksi
dan perbandingan jumlah simplisia terhadap jumlah pelarut yang
digunakan (Istiqomah, 2013).

Fraksinasi Buah Parijoto

Proses pembuatan fraksi dilakukan dengan metode fraksinasi
cair-cair menggunakan corong pisah, yaitu metode pemisahan
senyawa Yyang didasarkan pada distribusi zat terlarut dengan
perbandingan tertentu antara dua pelarut yang tidak saling
bercampur, dimana sebagian komponen akan larut dalam fase
pertama sedangkan sebagian larut dalam fase kedua (Hasanah,
2019). Alasan pemilihan metode ini karena pengerjaannya yang
relatif sederhana, memiliki selektifitas yang tinggi dalam proses
pemisahan senyawa berdasarkan tingkat kepolaranya dan

memungkinkan dua jenis pelarut yang tidak saling bercampur (Vifta
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& Advistasari, 2018). Fraksinasi dilakukan untuk memperoleh
senyawa yang pemisahannya lebih spesifik. Pelarut yang digunakan
untuk fraksinasi berdasarkan tingkat kepolaranya adalah n-heksan
dan metanol. N- heksan digunakan untuk menarik senyawa yang
bersifat non polar dan lemak, sedangkan metanol digunakan untuk
menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar. Berdasarkan proses
ini dapat diketahui bahwa senyawa- senyawa yang bersifat polar
akan larut dalam pelarut yang bersifat polar sedangkan senyawa-
senyawa yang bersifat non polar akan larut dalam pelarut yang
bersifat non polar (Irwan, 2017). Alasan melakukan fraksinasi buah
parijoto dengan pelarut metanol yang bersifat polar dan n-heksan
yang bersifat-non polar, dikarenakan Sedangkan fraksi n-heksan
buah Parijoto terbukti memiliki senyawa antosianin (Legawati et al.,
2020). Sedangkan fraksi metanol buah parijoto mengandung
senyawa flavonoid, saponin, tanin, dan glikosida yang berperan
dalam aktivitasnya sebagai antioksidan dengan nilai 1Cso 46,65
ug/ml, sedangkan nilai 1Csq pada fraksi n-heksan buah Parijoto
292,44 ng/ml (Wachidah, 2013).

Ekstrak yang telah diperoleh, selanjutnya dipartisi
menggunakan dua jenis pelarut yang berbeda seperti pelarut metanol
dan n-heksan. Sebanyak 10 g ekstrak dilarutkan dengan 100 mL
metanol hingga ekstrak dapat dituang kedalam corong pisah.

Ditambahkan sebanyak 100 mL n-heksan kedalam corong pisah
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kemudian dikocok selama 5 menit sambil sesekali membuka kran
pada corong pisah untuk mengeluarkan gas yang terbentuk.
Fraksinasi dilakukan hingga fraksi n-heksan berwarna bening
(hampir mendekati warna n-heksan semula) yang mengindikasikan
bahwa semua senyawa non polar yang terkandung di dalam ekstrak
metanol sudah tertarik ke fraksi n-heksan, seperti pada gambar 4.5

berikut :

n-heksan

Metanol

Gambar 4. 5. Fraksinasi metanol dan n-heksan buah
Parijoto

Fraksinasi dengan pelarut organik yang bersifat non polar
seperti n-heksan bertujuan untuk menyari kandungan senyawa-
senyawa Yyang bersifat non polar yang terdapat pada ekstrak,
sehingga diharapkan dapat menyederhanakan tahapan proses isolasi
selanjutnya. Partisi dilakukan dengan cara yang sama hingga pelarut
n-heksan terlihat lebih bening dari sebelumnya, untuk memastikan
bahwa lapisan n-heksan tidak tercampur dengan lapisan metanol
(Vifta & Advistasari, 2018). Hasil penelitian ini diperoleh fraksi
metanol sebanyak 44,86 g, sedangkan fraksi n-heksan sebanyak

20,23 g. Tahap berikutnya adalah dilakukan uji kadar air
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menggunakan moisturizer test. Hasil pengecekan kadar air pada
fraksi metanol sebesar 5,99%, sedangkan pada fraksi n-heksan
sebesar 5,47%. Hal ini membuktikan bahwa hasil kadar air fraksi
metanol dan fraksi n-heksan buah Parijoto memenuhi syarat nilai
parameter kadar air pada ekstrak yakni <10% (BPOM, 2014). Hasil
randemen dari fraksi metanol 44,86 g sebesar 44,86%. sedangkan
fraksi n-heksan 20,23 g diperoleh nilai rendemen sebesar 20,23%.
Perbedaan nilai rendemen fraksi metanol dengan rendemen fraksi n-
heksan menunjukkan adanya perbedaan komposisi fitokimia antara
yang dapat terlarut dalam pelarut metanol maupun n-heksan, hal ini
seperti prinsip like dissolves like dimana senyawa polar akan mudah
larut dalam pelarut polar, sedangkan senyawa non-polar akan mudah
larut dalam pelarut non-polar (Mariana et al., 2018).
Uji Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia pada ekstrak maupun fraksi buah
Parijoto dilakukan secara Kualitatif dengan menggunakan metode
tabung. Uji ini bertujuan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa
metabolit yang terdapat dalam ekstrak metanol maupun fraksi buah
Parijoto. Metode skrining fitokimia secara kualitatif dapat dilakukan
melalui penambahan suatu pereaksi tertentu kemudian dianalisis
terjadinya reaksi warna. Terdapat hal penting yang dapat
mempengaruhi proses dilakukanya uji skrining fitokimia, yaitu

pemilihan pelarut dan metode ekstraksi, dimana pelarut yang tidak
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sesuai memungkinkan senyawa target yang diinginkan tidak dapat
tertarik secara baik dan sempurna (Vifta & Advistasari, 2018).
Skrining fitokimia ekstrak maupun fraksi meliputi pemeriksaan
kandungan flavonoid, saponin, glikosida, tanin dan terpenoid. Hasil
uji skrining fitokimia yang dilakukan dengan metode tabung,
menggunakan parameter seperti yang tertera pada tabel 4.1, dimana
meliputi reaksi banyak yang artinya sampel menunjukkan memiliki
kandungan senyawa uji yang banyak, kemudian reaksi sedang yang
artinya sampel menunjukkan memiliki kandungan senyawa uji yang
yang sedang, sementara reaksi sedikit artinya sampel menunjukkan
memiliki kandungan senyawa uji yang hanya ada sedikit, sedangkan
hasil negatif pada uji skrining' menunjukkan sampel tidak
mengandung senyawa yang diujikan (Wachidah, 2013). Hasil uji
skrining fitokimia yang dihasilkan menunjukkan bahwa ekstrak
metanol buah Parijoto memiliki kandungan senyawa flavonoid,
saponin, tanin, glikosida dan terpenoid. Fraksi metanol positif
mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin dan glikosida tetapi
pada fraksi n-heksan hanya positif mengandung terpenoid, hal ini
dikarenakan senyawa-senyawa polar lebih banyak terpartisi kedalam
pelarut polar sehingga pada fraksi n-heksan tidak terdapat senyawa-
senyawa polar. Hasil skrining fitokimia yang dididapat sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Wachidah (2013). Hasil uji

skrining fitokimia senyawa flavonoid, ekstrak buah Parijoto dan
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fraksi metanol positif mengandung flavonoid. Hal ini dilihat dari
adanya tanda perubahan warna menjadi jingga pada sampel yang
telah diberikan pereaksi asam klorida dan magnesium. Hasil tersebut
sesuai dengan parameter uji flavonoid bahwa suatu sampel dapat
dikatakan positif mengandung senyawa flavonoid apabila terdapat
perubahan warna menjadi merah, kuning atau jingga (Fahrurroji &
Riza, 2020). Sampel yang mengandung saponin ditunjukkan dengan
adanya busa berwarna putih yang masih stabil setelah larutan
didiamkan beberapa menit. Hasil yang diperolen menunjukkan
bahwa ekstrak metanol dan fraksi metanol buah Parijoto positif
mengandung saponin dengan ditandai busa yang ditambahkan HCI
tidak menghilang setelah didiamkan beberapa menit. Hasil tersebut
sesuai dengan parameter uji bahwa adanya saponin ditunjukkan
dengan terbentuknya busa setinggi 1 - 10 cm, dengan selang waktu
+10 menit yang stabil (Sulistyarini et al., 2019). Identifikasi tanin
dilakukan dengan penambahan larutan NaOH. Adanya pembentukan
warna Kkuning intens pada ekstrak maupun fraksi metanol buah
Parijoto yang kemudian memudar saat perubahan larutan asam,
membuktikan adanya tanin (Tiwari et al., 2011). Identifikasi
senyawa glikosida diketahui dengan terbentuknya cincin coklat yang
mengindikasikan adanya gula deoksi kardeolida (Tiwari et al.,
2011). Fraksi n-heksan buah Parijoto positif mengandung terpenoid

yang ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi coklat
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kemerahan. Hasil tersebut sesuai dengan parameter uji apabila
terbentuknya warna coklat kemerahan pada permukaan
menunjukkan adanya terpenoid (Nugrahani et al., 2016).
Penetapan Kadar Flavonoid Total

Penetapan kadar flavonoid total menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis. Spektrofotometri UV-Vis merupakan alat
untuk mengukur transmitansi dan absorbansi suatu sampel sebagai
fungsi panjang gelombang. Absorbansi dan transmitansi dalam
spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan untuk analisis kualitatis
dan kuantitatif suatu zat kimia. Senyawa yang digunakan sebagai
standar adalah quersetin karena quersetin merupakan flavonoid
golongan flavonol yang mempunyai gugus keto pada atom C-4 serta
adanya gugus hidroksil pada atom C-3. Panjang gelombang
maksimum yang dihasilkan dari pengukuran kuersetin adalah 438
nm (Azizah & Salamah, 2013). Prinsip penetapan kadar flavonoid
adalah adanya reaksi antara flavonoid dengan AICI3 kompleks
berwarna kuning dan dengan adanya penambahan NaOH akan
terbentuk senyawa kompleks berwarna merah muda yang diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 510 nm (Nurmila et al.,
2019). Kurva kalibrasi diperoleh persamaan regresi linier yaitu y=
0,0916¢ + 0,0161 dengan nilai koefisien kolerasi (r) = 0,9833. Nilai r
yang mendekati 1 menunjukkan kurva kalibrasi linier dan terdapat

hubungan antara konsentrasi larutan kuersetin dengan nilai serapan.
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Kandungan flavonoid total dinyatakan dalam QE (Quersetin
Equivalent) yaitu jumlah kesetaraan miligram kuersetin dalam 1 g
sampel (Wachidah, 2013). Hasil pengukuran kadar flavonoid total
berbagai kelompok ekstrak metanol, fraksi n-heksan dan fraksi
metanol buah Parijoto dapat dilihat pada tabel 4.2, dimana hasil
kadar flavonoid total terbesar terdapat pada ekstrak metanol sebesar
0,052 mg/g QE, selanjutnya fraksi metanol sebesar 0,0188 mg/g QE,
diikuti pada fraksi n-heksan sebesar 0,0134 mg/g QE. Hal ini
menunjukkan bahwa flavonoid lebih teresktrak dari senyawa polar

ke non polar.

Isolasi Fraksi Teraktif

Fraksi aktif selanjutnya diisolasi menggunakan KLT preparatif.
Pada hasil penelitian diperoleh nilai 1Cso pada sampel uji yang
terendah adalah fraksi n-heksan yaitu sebesar 329,44 pg/ml, hasil
tersebut menggambarkan bahwa aktivitas antioksidan dari fraksi n-
heksan memasuki kategori sangat lemah dengan nilai 1Csp >200
pg/ml. Sedangkan nilai 1Cso pada fraksi metanol diperoleh sebesar
40.64 pg/ml, sehingga termasuk kedalam rentang kategori sangat
kuat dengan nilai ICso <50 pg/ml. Oleh karena itu, untuk proses
selanjutnya yaitu isolasi senyawa dilakukan pada fraksi metanol
yang merupakan fraksi paling aktif sebagai antioksidan. Isolasi
senyawa bertujuan untuk memisahkan serta memurnikan senyawa

target pada fraksi aktif berdasarkan profil kromatogram dan
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perbandingan eluen yang sesuai (Hidayati, 2012). Isolasi
menggunakan fase gerak eluen n-heksan : etil asetat (5:1) dimana n-
heksan digunakan sebagai eluen yang bersifat non polar dan etil
asetat digunakan sebagai eluen yang bersifat semi polar, sedangkan
fase diam menggunakan silika gel Fass yang bersifat polar, dibuat
dengan perbandingan antara komponen polar, semi polar, dan non
polar agar terjadi peningkatan polaritas (Syaima, 2015). Pemilihan
eluen yang digunakan berdasarkan kemampuan elusi, dan urutan
kekuatan elusi beberapa pelarut yaitu air > metanol > etanol > aseton
> etil asetat > kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena >
toluena > karhon tetraklorida > heksan > petroleum eter. Selain itu,
karena eluen tersebut memberikan gambaran pemisahan senyawa
kimia yang baik pada penelitian - penelitian-sebelumnya (Paturusi et
al., 2014). Sebelum melakukan isolasi dengan KLTP preparatif, plat
kaca diaktivasi terlebih dahulu pada oven suhu 105°C selama 30
menit dengan tujuan untuk menghilangkan kandungan air pada plat,
karena kandungan air yang terikat pada plat sangat berpengaruh
dalam menghambat terjadinya kesetimbangan dengan molekul-
molekul analit (Marhamabh et al., 2018). Selama proses aktivasi plat,
dilakukan penjenuhan chamber menggunakan fase gerak.
Penjenuhan chamber bertujuan untuk menyamaratakan tekanan uap
dari fase gerak yang digunakan sehingga pemisahan dapat berjalan

dengan baik (Dewi et al., 2018). Pada proses isolasi menggunakan
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KLT preparatif, diperoleh hasil berupa pita yang mengandung

senyawa, seperti pada gambar 4.6 berikut :

Gambar 4. 6. Hasil pita senyawa Rf Atas (A) dan Bawah
(B) pada Fraksi Metanol Buah Parijoto dari Hasil KLTP

Hasil KL.TP menunjukkan bahwa noda atas (A) memiliki nilai
Rf sebesar 0,87 sedangkan noda bawah (B) memiliki nilai Rf sebesar
0,50. Pita yang dihasilkan sedikit bergelombang. Hal ini mungkin
disebabkan oleh pengaruh fase gerak, ukuran sampel, sifat analit dan
adanya kontaminan (Dewi et al., 2018). Pada hasil noda Rf atas plat
KLTP bagian pinggir plat menunjukan adanya perbedaan warna noda
dengan Rf bawah. Hal ini kemungkinan disebabkan karena proses
pemanasan yang dilakukan kurang optimal, sehingga diperoleh
warna noda yang berbeda pada kedua Rf tersebut. Sebelum
melakukan pengerokan pita pada hasil isolasi, dilakukan
penyemprotan dengan serium sulfat yang berfungsi untuk membantu

menampakkan munculnya noda pada plat sehingga dapat



61

memudahkan pembacaan. Plat yang telah diberi serium sulfat akan
tampak noda berwarna kuning seperti yang tersaji pada gambar 4.7,
kemudian dilanjutkan dengan pembacaan dibawah sinar UV A 254
nm dan A 366 nm, untuk melihat dan memastikan bentuk noda pada
hasil isolasi sehingga dalam proses pengerokan isolat bisa
disesuaikan pada hasil pembacaan Uv seperti yang tersaji pada

gambar 4.8.

Gambar 4.7. Hasil Penyemprotan Serium Sulfat pada
Plat KLTP.

Gambar 4.8. Hasil Pembacaan Plat KLTP pada UV A
254 nm (a) dan A 366 nm (b).
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Setiap pita senyawa masing-masing dikerok dan hasil
kerokan dari pita dengan warna dan Rf yang berbeda dipisahkan
menjadi isolat metanol atas dan metanol bawah. Selanjutnya isolat
dipisahkan dengan cara dilarutkan menggunakan eluen yang sama
dengan uji sebelumnya. Cara ini berguna untuk memisahkan
campuran antara isolat dan silica, serta zat yang tidak diinginkan
sehingga diperoleh isolat yang terbebas dari campuran lain. Sebelum
semua isolat dianalisis lebih lanjut, terlebih dahulu diperiksa
kemurnianya untuk memastikan bahwa aktivitas antioksidan yang
diperoleh berasal dari senyawa yang terkandung dari isolat. KLT
multi eluen dipilih karena baik digunakan untuk sampel yang
memungkinkan pemisahan analit dengan berdasarkan tingkat
polaritas yang berbeda. Fungsi dari dilakukanya uji kemurnian isolat
dengan menggunakan fase gerak yang berbeda-beda yakni untuk
mengetahui tingkat kemurnian isolat pada beberapa pelarut
berdasarkan perbedaan kepolaritasanya. Tujuan menggunakan
pemilihan 3 eluen yang berbeda kepolaritasanya pada fase gerak uji
kemurnian (Fadillah et al., 2018). Campuran eluen n-heksan : etil
asetat (5:1) memiliki sifat kepolaran yang berbeda. N-heksan bersifat
non polar, sedangkan etil asetat bersifat semi polar. Hal ini dapat
dilihat dari nilai indeks polaritas n-heksan (0,1) dan etil asetat (4,4).
Sistem pemisahan yang terjadi pada campuran eluen n-heksan : etil

asetat (5:1) adalah fase diam berupa silica yang bersifat polar,
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sedangkan fase geraknya bersifat non polar. Senyawa dengan nilai
Rf yang rendah lebih terdistribusi pada fase diamnya yang polar,
sedangkan senyawa dengan nilai Rf yang tinggi lebih terdistribusi
pada fase geraknya yang non polar. Campuran eluen ini cenderung
bersifat non polar, karena perbandingan n-heksan yang lebih besar
dari etil asetat. Hasil uji kemurnian dengan campuran eluen n-heksan
. etil asetat (5:1) menunjukkan noda tunggal pada KLT. Sedangkan
campuran eluen toluene : etil asetat (1:1), dimana toluene bersifat
non polar dengan indeks polaritas (2,4) dan etil asetat bersifat semi
polar dengan indeks polaritas (4,4). Campuran eluen ini cenderung
bersifat kurang polar, karena perbandingan volume toluene dan etil
asetat yang setara. Sementara itu, penggunaan campuran eluen
kloroform : etil asetat (2:1) dimana kloroform bersifat non polar
dengan indeks polaritas (4,1) sedangkan etil asetat bersifat semi
polar dengan nilai indeks polaritasnya yang sebesar (4,4). Campuran
eluen ini cenderung bersifat non. Hal ini karena pelarut kloroform
memiliki perbandingan volume yang lebih besar dibanding pelarut
etil asetat. Kemudian pada (Rahmawati, 2015). Pada Hasil isolasi
dengan KLT-Preparatif diperoleh dua noda seperti yang tersaji pada
gambar 4.6. Hasil isolasi, diperoleh nilai Rf pada isolat metanol atas
sebesar 0,87, nilai Rf dari kedua isolat tersebut baik karena masuk
dalam rentang nilai Rf yang baik yaitu 0,2 — 0,8 (Ayu et al., 2020).

Setelah didapatkan dua noda, lalu dilanjutkan uji kemurnian isolat
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dengan identifikasi menggunakan KLT multi eluen untuk
mengetahui hasil apakah noda dari hasil KLT-Preparatif adalah noda
tunggal dan mengandung senyawa yang sama (Fadillah et al., 2018).
Bercak tunggal menandakan bahwa golongan senyawa dari isolat
yang diperoleh merupakan golongan komponen senyawa kimia yang
tunggal (Kosman & Tappang, 2012). Pada KLT multi eluen,
digunakan fase gerak n-heksan : etil asetat dengan perbandingan
(5:1). Hasil uji kemurnian seperti yang terlihat pada gambar 4.1
terbukti bahwa masing-masing isolat menghasilkan bercak tunggal.
Hasil penelitian menunjukkan nilai Rf yang berbeda pada masing-
masing plat seperti yang tersaji pada gambar 4.5. Hasil randemen
dari isolat metanol atas 0,25 g diperoleh nilai rendemen sebesar

0,625%, dan isolat metanol bawah 0,1416 g sebesar 0,354%,

Aktivitas Antioksidan Ekstrak Metanol, Fraksi Metanol, Fraksi
n-Heksan dan Isolat Metanol Buah Parijoto (Medinilla speciosa
Blume)

Uji aktivitas antioksidan pada penelitian ini dilakukan dengan
bioassay guided isolation. Bioassay guided isolation merupakan
isolasi melalui pendekatan fitokimia diawali dengan mengisolasi
senyawa bahan alam dengan metode tertentu. Penelitian ini dibagi
menjadi 7 kelompok dimana kelompok | merupakan kelompok
ekstrak metanol, kelompok Il yaitu kelompok fraksi metanol,

kelompok 111 yaitu kelompok fraksi n-heksan, kelompok 1V yaitu
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kelompok isolat metanol atas, kelompok V vyaitu kelompok isolat
metanol bawah, kelompok V1 yaitu kelompok kontrol positif vitamin
C, dan kelompok VII yaitu kelompok kontrol negatif DPPH. Uji
aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara kuantitatif menggunakan
metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazyl) dikarenakan metode
DPPH merupakan metode yang sederhana, cepat, dan mudah untuk
menentukan aktivitas antioksidan (F. Setiawan et al., 2018). Selain
itu, DPPH merupakan radikal yang lebih stabil (Faisal, 2019).
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan pada panjang gelombang
serapan maksimal yaitu panjang gelombang yang menunjukan nilai
absorbansi maksimal. Hasil penelitian menunjukan bahwa radikal
bebas DPPH stabil dengan absorbansi maksimum pada panjang
gelombang 517 nm dengan instrumen spektrofotometer UV-Vis
(Souhoka et al., 2019).

Sampel yang akan diuji aktivitas antioksidan terlebih dahulu
diinkubasi selama 30 menit karena selama jangka waktu tersebut
diperkirakan telah terjadi reaksi yang sempurna antara sampel dan
DPPH. Hasil pengujian tiap sampel menunjukkan bahwa dengan
bertambahnya konsentrasi sampel maka absorbansi sampel akan
menurun dan nilai tingkat inhibisi akan semakin tinggi. Nilai inhibisi
berbanding lurus dengan semakin tingginya konsentrasi dari sampel
maka nilai tingkat inhibisi DPPH juga semakin besar, sehingga hasil

absorbansi semakin kecil. Hal ini terjadi karena adanya kemampuan
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suatu sampel untuk meredam radikal bebas, dengan demikian
semakin besar konsentrasi sampel dapat menghasilkan nilai
absorbansi sampel yang semakin menurun (Rohimat et al., 2014).
Penurunan nilai absorbansi sampel dikarenakan oleh elektron sampel
yang mengakibatkan intensitas warna dari radikal DPPH, sehingga
mengalami pemudaran yaitu dari warna ungu pekat menjadi kuning
pucat yang menandakan bahwa senyawa radikal bebas telah
tereduksi oleh adanya antioksidan. Pembacaan absorbansi dilakukan
sebanyak 3 kali replikasi agar dapat diperoleh nilai absorbansi.
Tujuan dilakukanya replikasi sebanyak 3 kali yaitu untuk
mengoptimumkan terjadinya kesalahan dalam analisa sampel dan
pengukuran aktivitas peredaman radikal bebas (Anton et al., 2021).
Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif pada pengujian
antioksidan, kontrol dimaksudkan untuk menguji validitas suatu
metode (membandingkan--hasil penelitian dengan penelitian lain
yang telah dilakukan), sehingga penggunaan kontrol positif pada
pengujian aktivitas antioksidan ini untuk mengetahui seberapa kuat
potensi antioksidan yang ada pada sampel jika dibandingkan dengan
vitamin C. Sedangkan yang dimaksud dengan pembanding yaitu
dikarenakan vitamin C merupakan antioksidan yang umum serta
bersifat sebagai reduktor yang kuat (Widyasanti et al., 2016). Hal ini
karena vitamin C mempunyai gugus hidroksi bebas yang bertindak

sebagai penangkap radikal bebas, sehingga dapat meningkatkan
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aktivitas antioksidan (Isnindar et al., 2011). Efektivitas suatu sampel
untuk menangkal radikal bebas dari metode DPPH dinamai dengan
IC50. Pengertian dari IC50 adalah konsentrasi yang dapat meredam
50% radikal bebas DPPH. Semakin kecil nilai IC50 maka semakin
besar aktivitas antioksidannya (Widyasanti et al., 2016). Apabila
nilai 1Cso sampel sama atau mendekati nilai I1Cso kontrol positif maka
dapat dikatakan bahwa sampel berpotensi sebagai salah satu
alternatif antioksidan (M. A. Setiawan et al., 2019). Hasil
pengukuran vitamin C pada tabel 4.3 diperoleh persamaan regresi
linier y = 2,3582x — 5,0003 dengan nilai koefisien korelasi 0,9986.
Koefisien y pada persamaan ini adalah sebagai % inhibisi,
sedangkan koefisien x pada pesamaan ini adalah konsentrasi sampel
yang akan dicari nilainya, dimana nilai x yang didapat merupakan
besarnya konsentrasi yang diperlukan untuk dapat meredam 50%
aktivitas radikal DPPH. Sedangkan nilai r yang diperoleh apabila
mendekati 1 menggambarkan bahwa persamaan regresi tersebut
adalah linier, sehingga dapat dikatakan terdapat linieritas hubungan
antara konsentrasi vitamin C dengan hasil absorbansinya (Wardi et
al., 2019). Pada hasil diperoleh nilai 1Cso Vitamin C sebesar 23,32
pmg/mL, menunjukkan bahwa vitamin C memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat karena memiliki nilai 1Cso kurang dari
50 pg/mL. Perbandingan nilai 1Csg dari vitamin C dengan nilai 1Cso

dari ekstrak metanol sebesar 43,58 pg/ml, fraksi metanol sebesar
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40,64 pg/mL, dimana nilai 1Cso tersebut termasuk didalam range <50
png/mL sehingga dikatakan sangat kuat. Sementara itu, pada isolat
metanol bawah sebesar 50,12 pg/mL dan isolat metanol atas sebesar
60,42 pg/mL dimana nilai ICso tersebut termasuk didalam range 50-
100 pg/mL masuk kedalam rentang kuat. Kemudian pada fraksi n-
heksan sebesar 329,44 pug/mL dimana nilai 1Cso tersebut termasuk
didalam range >200 pg/mL sehingga masuk kedalam rentang yang
sangat lemah. Perbandingan nilai 1Cso tersebut menunjukkan
perbedaan aktivitas antioksidan yang berbeda antara pembanding
dengan sampel. Perbedaan ini dapat disebabkan karena kontrol
positif yang digunakan merupakan senyawa murni sehingga
didalamnya tidak ada senyawa lainyang dapat mengganggu proses
peredaman radikal bebas. Diketahui jika Senyawa dikatakan
memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat apabila nilai 1Cso kurang
dari 50 pug/mlL, kuat apabila nilai 1Cso antara 50-100 pug/mL, sedang
apabila nilai ICso antara 100-150 pg/mL, dan lemah apabila nilai
ICso antara 150-200 pg/mL. Nilai 1Cso 200-1000 pg/ml dinyatakan
maka zat tersebut kurang aktif namun berpotensi sebagai antioksidan
(Ferdinan & Prasetya, 2018). Hasil perhitungan nilai 1Csg masing-
masing sampel menunjukkan bahwa fraksi metanol buah Parijoto
mempunyai nilai 1Cso yang lebih kecil dari ekstrak metanol, fraksi n-
heksan, isolat metanol atas dan isolat metanol bawah buah Parijoto,

sehingga dapat dikatakan bahwa antara kelompok kontrol dengan
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kelompok sampel yang memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai
ICso terbaik adalah tetap pada kelompok kontrol positif vitamin C.
Analisis statistik menggunakan uji Mann-Whitney untuk
mengetahui kelompok mana yang memiliki perbedaan bermakna.
Perbedaan bermakna terdapat antara kelompok I, II, I1I, 1V, V dan
VI dibandingkan dengan kelompok VII (kontrol negatif) p=0,050.
Hal ini menunjukkan bahwa terjadi perbedaan yang bermakna pada
semua kelompok, sehingga dapat dikatakan bahwa seluruh sampel
memiliki aktivitas antioksidan, karena terdapat perbedaan yang
signifikan dengan kelompok  kontrol negatif. Perbedaan bermakna
Juga terdapat antara kelompok I, 11, 11, 1V, V dan VIl dibandingkan
dengan kelompok VI (kontrol positif) p=0,046, yang mana
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan yang dihasilkan oleh
sampel belum setara dengan kontrol positif. Hasil analisis antara
kelompok 1 (ekstrak metanol) dengan kelompok Il (fraksi metanol),
kedua kelompok tersebut menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan, dimana aktivitas antioksidan paling tinggi pada kelompok
Il (fraksi metanol). Hal ini dikarenakan pada kelompok | (ekstrak
metanol) masih terdapat berbagai kelompok senyawa metabolit
sekunder yang bercampur, sehingga kemungkinan senyawa aktif
bekerja lebih kuat ketika dalam bentuk polaritasnya yang sesuai
dengan kelarutan senyawa metabolit sekunder seperti pada kelompok

Il (fraksi metanol), dimana dalam fraksi terdapat kandungan
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senyawa aktif yang dipisahkan berdasarkan perbedaan kepolaran
masing-masing senyawa tersebut. Senyawa antioksidan yang aktif
diduga adalah golongan flavonoid. Senyawa dengan sifat polar yang
diduga termasuk kedalam kelompok flavonoid memiliki aktivitas
lebih baik dalam bentuk kelarutanya (Werdyani et al., 2019).
Sementara itu, hasil analisis antara kelompok | (ekstrak metanol) jika
dibandingkan dengan kelompok Il (fraksi n-heksan) menunjukkan
perbedaan yang bermakna, dimana aktivitas antioksidan yang paling
tinggi terdapat pada kelompok | (ekstrak metanol). Hal ini karena,
pada kelompok | (ekstrak metanol) memiliki senyawa metabolit
sekunder yang bersifat polar sedangkan pada kelompok 111 (fraksi n-
heksan) terdapat kandungan senyawa metabolit sekunder yang
bersifat non polar, sehingga diduga bahwa aktivitas antioksidan
berasal dari senyawa yang bersifat polar, flavonoid dapat berikatan
dengan gula sebagai glikosida, sehingga flavonoid yang bersifat
polar dapat larut pada pelarut polar (Gazali & Nufus, 2019). Oleh
karena itu, antara kelompok | dan kelompok Il yang memiliki nilai
ICso terbaik adalah kelompok 1 (ekstrak metanol). Hasil tersebut
telah sesuai dengan penelitian yang dilakukan Wachidah (2013)
yang menyatakan fraksi metanol memiliki pengaruh signifikan lebih
tinggi jika dibandingkan dengan kelompok ekstrak metanol, dan

fraksi n-heksan buah Parijoto (Wachidah, 2013).
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Nilai ICso terkecil berarti aktivitas antioksidan terbesar pada
buah Parijoto terdapat pada fraksi metanol. Metanol memberikan
pengaruh aktivitas yang tinggi sebagai antioksidan dalam
menetralkan radikal bebas, hal ini terjadi karena metanol merupakan
pelarut polar dan fenol bersifat polar sehingga metanol mampu
melarutkan fenol lebih baik dari pelarut lainnya yang non polar, hal
ini berkaitan terhadap banyaknya komponen bioaktif yang larut
didalamnya. Hasil ini juga didukung dengan uji skrining fitokimia,
dimana fraksi metanol positif. mengandung senyawa flavonoid.
Menurut Adawiah (2015) menyatakan bahwa tingginya kandungan
flavonoid juga berkaitan dengan tingginya kandungan fenolik dalam
sarl buah tanaman, hal int karena flavonoid merupakan subset dari
senyawa fenolik (Adawiah et al.,, 2015). Flavonoid merupakan
senyawa yang berperan penting dalam memberikan rasa dan warna
pada buah dan sayur. Flavonoid bertindak sebagai antioksidan
dikarenakan memiliki gugus hidroksil yang dapat mendonorkan
atom hidrogen kepada senyawa radikal bebas dan menstabilkan
senyawa oksigen reaktif (ROS) serta memiliki gugus keton hidroksil
yang dapat bertindak sebagai pengkelat logam yang menjadi katalis
pada peroksidasi lipid (Rezaeizadeh et al., 2011). Oleh sebab itu,
semakin tinggi kandungan total fenol dan flavonoid dari suatu
sampel maka semakin banyak radikal DPPH yang bereaksi sehingga

konsentrasinya semakin berkurang, semakin besar penurunan
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konsentrasi DPPH semakin rendah nilai 1Csp dan aktivitas
antioksidannya semakin tinggi (Fermanasari et al., 2016).

Hasil analisis antara kelompok | (ekstrak metanol), kelompok
IV (isolat metanol atas) dan kelompok V (isolat metanol bawah)
terdapat perbedaan yang signifikan, dimana aktivitas antioksidan
antara kelompok | (ekstrak metanol), kelompok IV (isolat metanol
atas), dan kelompok V (isolat metanol bawah) yang memiliki
aktivitas tertinggi terdapat pada kelompok | (ekstrak metanol). Hal
ini, dikarenakan pada kelompok IV (isolat metanol atas) dan
kelompok V (isolat metanol bawah) memiliki senyawa yang bersifat
tunggal dan lebih murni, sehingga diduga senyawa yang berperan
dalam aktivitasnya sebagal antioksidan tidak sebanyak pada
kelompok | (ekstrak metanol) yang memiliki banyak kandungan
senyawa metabolit sekunder. Kemudian, hasil analisis berikutnya
antara kelompok Il (fraksi metanol) jika dibandingkan dengan
kelompok 1V (isolat metanol atas) dan kelompok V (isolat metanol
bawah) juga terdapat perbedaan yang signifikan, dimana aktivitas
antioksidan tertinggi diperoleh dari kelompok Il (fraksi metanol).
Hal ini karena pada (fraksi metanol) memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder yang lebih dari satu, seperti yang tertera pada
hasil uji kualitatif dengan skrining fitokimia, sedangkan pada
kelompok 1V (isolat metanol atas) bersifat tunggal, sehingga diduga

hanya memiliki 1 senyawa. Oleh karena itu, pada fraksi lebih sinergi
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dalam aktivitasnya sebagai antioksidan. Kemudian, hasil analisis
berikutnya kelompok IV (isolat metanol atas) jika dibandingkan
dengan kelompok V (isolat metanol bawah) juga terdapat perbedaan
yang signifikan, dimana aktivitas antioksidan tertinggi diperoleh dari
kelompok V (isolat metanol bawah). Hal ini karena pada (isolat
metanol bawah) memiliki nilai Rf yang lebih kecil jika dibandingkan
dengan nilai Rf (isolat metanol atas), sehingga aktivitasnya sebagai
antioksidan lebih besar pada kelompok V (isolat metanol bawah).

Uji aktivitas antioksidan terhadap buah Parijoto telah
dilakukan oleh Wachidah (2013) menyatakan bahwa aktivitas
antioksidan terbaik dari buah Parijoto (Medinilla speciosa Blume)
memiliki nilai 1Cso sebesar 20,43 ng/ml dari fraksi etil asetat, 46,65
ug/ml dari fraksi metanol dan sebesar 48,24 pg/ml dari ekstrak
metanol buah Parijoto. Ketiga sampel tersebut memasuki rentang
parameter antioksidanyang sangat kuat. Sedangkan pada hasil fraksi
n-heksan buah Parijoto masuk kedalam rentang parameter
antioksidan yang sangat lemah. Hal ini karena, tingkat kepolaran
pelarut sangat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan yang
diperoleh, sehingga hasil uji aktivitas antioksidan diperoleh dari
pelarut polar jauh lebih tinggi dibandingkan pelarut semi polar, dan
non polar (Purwanto et al., 2017). Fraksi n-heksan termasuk kurang

aktif namun berpotensi sebagai antioksidan. Hal ini dikarenakan
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sampel merupakan buah yang sedikit mengandung senyawa non
polar (Wachidah, 2013).

Nilai 1Cso yang dihasilkan dari isolat metanol atas yakni
sebesar 60,42 pg/mL, sedangkan isolat metanol bawah sebesar 50,12
pg/mL. Adanya perbedaan hasil pada kedua isolat metanol
dikarenakan adanya perbedaan nilai Rf pada pita isolat metanol atas
dan bawah. Semakin kecil nilai Rf maka diindikasikan bahwa
senyawa dari bercak tersebut memiliki kepolaran yang lebih tinggi
dibandingkan dengan bercak yang memiliki nilai Rf lebih besar. Hal
ini, dikarenakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
didalamnya lebih terikat pada fase diam yang bersifat polar
dibandingkan pada fase geraknya. Sedangkan bercak yang memiliki
nilai Rf lebih besar dapat diindikasikan bahwa kepolaranya lebih
kecil. Hal ini disebabkan adanya senyawa yang terdapat pada bercak
tersebut lebih terikat pada fase gerak yang bersifat non polar (Fatati,
2014). Terdapat perbedaan bermakna diantara kelompok isolat
metanol atas dan bawah, dimana aktivitas antioksidan yang lebih
besar adalah isolat metanol bawah. Hal ini, dikarenakan senyawa
flavonoid sebagai antioksidan lebih banyak tersari pada semi polar
ke polar (Wachidah, 2013). Apabila dibandingkan antara hasil uji
aktivitas antioksidan pada ekstrak, fraksi dan isolat yang memiliki
urutan aktivitas terbesar adalah pada fraksi metanol > ekstrak

metanol > isolat metanol bawah> isolat metanol atas> fraksi n-
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heksan. Pada kelompok sampel, yang memiliki nilai 1Cso paling
mendekati dengan nilai ICso kontrol positif vitamin C adalah
kelompok sampel fraksi metanol sebesar 40,64 pg/mL. Apabila nilai
ICso sampel sama atau mendekati nilai I1Cso kontrol positif maka
dapat dikatakan bahwa sampel berpotensi sebagai salah satu
alternatif antioksidan (Widyowati et al., 2014). Kelompok sampel
fraksi metanol paling aktif jika dibandingkan dengan kelompok
sampel lainya, hal ini karena pada fraksi metanol memiliki
kandungan senyawa metabolit sekunder yang lebih dari satu, seperti
yang tertera pada hasil uji kualitatif dengan skrining fitokimia,
sehingga kandungan senyawa yang lebih banyak diduga lebih sinergi
berpotensi dalam aktivitasnya sebagai antioksidan.

Keterbatasan pada penelitian ini adalah belum dilakukan
identifikasi  struktur - senyawa dengan metode GC-MS,
spektrofotometri IR, dan spektrofotometri NMR pada isolat buah

Parijoto.



BAB V

PENUTUP

5.1. Kesimpulan

5.1.1.

5.1.2.

5.2. Saran

5.2.1.

5.2.2.

Dari lima kelompok sampel ekstrak, fraksi dan isolat buah Parijoto
memiliki aktivitas sebagai antioksidan, dan aktivitas paling tinggi
adalah kelompok sampel fraksi metanol.

Kadar % inhibisi dan nilai 1Cso dari ekstrak, fraksi dan isolat buah
Parijoto (Medinilla speciosa Blume) secara berturut-turut adalah
61,9927%, 64,3778%, 19,7652%, 49,7321%, dan 57,2591%,
sedangkan nilai 1Cso berturut-turut adalah 43,58 pg/mi, 40,64 pg/mi,

329,44 pg/ml, 60,42 po/mi, dan 50,12 pg/ml.

Perlunya dilakukan penelitian lanjutan terkait elusidasi struktur
dalam rangka penentuan. struktur yang terdapat dalam isolat buah
Parijoto, sehingga dapat dilakukan pengembangan obat lebih lanjut
dalam peningkatan efektivitas farmakologis.

Untuk penelitian selanjutnya dapat dilakukan uji aktivias antioksidan

buah Parijoto ( Medinilla speciosa B) secara in-vivo
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Lampiran 4. Perhitungan Hasil Rendemen

88

Rendemen Ekstrak Metanol, Fraksi n-heksan, Fraksi Metanol, Isolat Metanol

Berat Randemen %
Ekstrak metanol 375,28 g 7,5056%
Fraksi n-heksan 20,23 g 20,23%
Fraksi metanol 44,86 ¢ 44,86%
Isolat metanol atas 0,25¢ 0,625%
Isolat metanol bawah 0,1416 g 0,354%
Parijoto

Atas
dan
Isolat
Meta
nol
Baw
ah
Buah

Jumlah rendemen pada Ekstrak Metanol, Fraksi n-Heksan, Fraksi Metanol, Isolat

Metanol Atas dan lIsolat Metanol Bawah Buah Parijoto (Medinilla speciosa

Blume)
Berat Hasil Olahan

0 — 0
% rendemen Berat Awal Olahan x100%
% rendemen Ekstrak Metanol = %?gg x100% = 7,5056%

_ 20,23 g
% rendemen Fraksi n — Heksan = 100 g x100% = 20,23%

. 44,86 g
% rendemen Fraksi Metanol = T()g x100% = 44,86%
0,25¢g

% rendemen Isolat Metanol Atas =

x100% = 0,625%
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Fraksi n-Heksan Fraksi Metanol

% randemen Isolat Metanol Bawah =

Lampiran 5. Kadar Air

0,1416 g
40g

x100% = 0,354%

Kadar air Ekstrak Metanol, Fraksi n-Heksan, dan Fraksi Metanol Buah

Parijoto.

Kadar Air %
Ekstrak Metanol 8 %
Fraksi larut 5,47%
Fraksi metanol 5,99%

Lampiran 6.

Skrining fitokimia Skrinning Fitokimia Ekstrak Metanol, Fraksi n-Heksan,
dan Fraksi metanol Buah Parijoto

Parameter Ekstrak  Fraksi Fraksi Reagen Parameter uji

Uji Metanol n- Metanol Positif jika-
Heksan
Flavonoid Positif  Negatif Positif HCI, serbuk Jingga, merah
Mg

Saponin Positif  Negatif Positif H20 Buih busa

Tanin Positif  Negatif Positif FeCls Kuning intensif

Glikosida  Positif  Negatif Positif FeCls Cincin coklat

Terpenoid  Positif  Positif Negatif Liebermann Coklat

burchard  kemerahan
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uji
Ekstrak Metanol Positif
Terbentuk
Fraksi Larut N-
Skrining Fitokimla Ekstrak Metanol,Fraksi Larut dan Tak Larut- > Glikosida |FeCl,, S0  cincin Tabung | wegatif
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spectose 8.): Fraksi Tok Torvt W1
Sampel s meagen .:_ Positif
w3t Tdemtifikasi Fetode Kesimpulan
Ekstrak Metanol Negatif
Ekstrak Metanol Positif Terbentuk
Serbuk Mg Fraksi Larut N- Klorofor, warmna
Fraksi Larut M- |, Cuning Terpenoid » Tabung Positif
ko E O ML | nggn.meren| TS | megaeis ekssa WSO, |coklat,keser
[ Fraksi Tak arut kst Tk larut ahan
Positif Niksan Negatif
N-heksan
Ekstrak Metancl Positif
Larut N-
Fraks. e Terbentuk o T“ Semarang, 22 Septesber 2020
i i1 arut Laboran Prodi Farmasi Kepala Laboratorium Prodi Farmasi
N-heksan FX UNISSULA X
Ekstrak Metanol .
Froksi Larut N-
Kuning @
..:,.,. Tanin s
N-heksan -, NIX. 211213007
-,
LY
J ’,
L L]




91

Parameter | Reagen Waras Metode
Usi

Serbuk Kuning,

Flavonoid | Mg, HOY Jinggn, T oy
pekat merah

Poset

Sapcain | HCI2M "“‘“‘““lf Tabung
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HoSOy | cinein elktet
lerbentuk
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Lampiran 7. Kadar Flavonoid Total Ekstrak Metanol, Fraksi n-heksan dan
Fraksi Metanol Buah Parijoto

Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Metanol Buah Parijoto

Konsentrasi ekstrak (%)= %x 100% = 0,1%

Setara dengan

Konsentrasi sampel uji = 1 mg/ml

Pembuatan Absorbansi Larutan Sampel

1 ml larutan sampel + 0,3 ml NaNO2 5% + 0,3 ml AICI3 10% + 2 mI NaOH 1 M

+ad 10 ml aguadest

Pembuatan Larutan Baku Kuarsetin

0

Konsentrasi 1000 ppm kuarsetin = ﬁ = 1mg/mi =1000 pg/ml

Pembuatan Larutan Standar

Konsentrasi 50 ppm Kuersetin = V1.C1 = V2. C2
= V1. 1000 ppm =10 ml . 50 ppm

__ 10 mL.50 ppm
1000 ppm

=Vi
= V1 =0,5ml
Konsentrasi 40 ppm Kuersetin = V1.C1 = V2. C2

= V1. 1000 ppm = 10 ml . 40 ppm

__ 10mi.40 ppm
1000 ppm

=V1i
= V1 =0,4 ml
Konsentrasi 30 ppm Kuersetin = V1.C1 = V2. C2

= V1. 1000 ppm =10 ml . 30 ppm

__ 10 ml.30 ppm
1000 ppm

=1

= V1 =0,3ml



Konsentrasi 20 ppm Kuersetin = V1.C1 = V2. C2

= V1. 1000 ppm =10 ml . 20 ppm

__ 10ml.20 ppm
1000 ppm

=11

= V1 =0,2ml
Konsentrasi 10 ppm Kuersetin = V1.C1 = V2. C2

=V1. 1000 ppm =10 ml . 10 ppm

__ 10 mi.10 ppm
1000 ppm

=1

= Vi =0,1ml
Kurva Kalibrasi

1 ml larutan standar + 0,3 ml NaNO25% + 0,3 ml AICl; 10% + 2 ml NaOH 1 M
+ad 10 ml aquadest

Larutan Blangko
0,3 ml NaNO; 5% + 0,3 ml AICIs 10% +2 ml NaOH 1 M + ad 10 ml aquadest

Pembuatan NaNO25%

Eg NaNO2
100 ml Aguadest

NaNO2 5% p.a=

Pembuatan AICI3 10%

10 g AICi3

AICI3 10 % p.a = 100 i couadeer
Pembuatan NaOJIEI "M*

1=12,59g=0,08 gram
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Penentuan Operating Time Kadar

Flavonoid Total

Menit ke - Absorbansi
0 2,3529
5 2,2855
10 2,2198
15 2,1405

20 2,0574
25 1,9719
30 1,8984
35 1,8108
40 1,7566
45 1,6957
50 1,6396
55 1,5891
60 1,5411

2,5

Kurva Penentuan Operating Time Uji

Flavonoid

1,5

Total

0,5

0 5

T T T T T T
10 15 20 25 30 35

T T T T
40 45 50 55

—#— absorbansi

Kurva Baku Penentuan (Kurva Baku Kuarsetin)
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R1 R2 R3
[mg Rata - rata
/ml]
10 0,1265 0,125 0,115 0,122167
20 0,1951 0,1993 0,181 0,1918
30 0,2807 0,2864 0,2889 0,285333
40 0,3932 0,352 0,3288 0.358
50 0,5267 0,4952 0,4693 0,497067




Kurva Baku Kuersetin

ug/mi] As10 nm
10 0,122167
20 0,1918
30 0,285333
40 0,358
50 0,497067

(o]

KURVA BAKU
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(=3

Perhitungan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Metanol Buah Parijoto

A =0,0161
B =0,0916
R =0,9833

Persamaan regresi linier :

y=Bx+A

y =0,0916¢ + 0,0161

y = absorbansi sampel

x = kadar flavonoid sampel (mg/ml)

Konsentrasi Flavonoid Total (x)

Sampel R1 R2 R3 Rerata

Ekstrak 0,0118 0,0102 0,012 0,01133
Fraksi atas 0,019 0,0171 0,0159 0,01733
Fraksi bawah 0,017 0,0185 0,018 0,01783

Ekstrak Metanol

y=Bx+A



y =0,0916x + 0,0161 0,01133= 0,0916x + 0,0161
0,01133- 0,0161=0,0916 x
-0,00477=0,0916 x
X=-0,052 mg/g

Fraksi n-heksan

y =0,0916x + 0,0161
0,01733=0,0916 + 0,0161
0,01733- 0,0161=0,0916 x
0,00123=0,0916 x
X=0,0134 mg/g

Fraksi metanol

y =0,0916x + 0,0161
0,01783=0,0916 + 0,0161
0,01783- 0,0161= 0,0916 x
0,00173=0,0916 x
X=0,0188 mg/g

Kadar Senyawa Flavonoid Total Ekstrak, Fraksi Metanol dan Fraksi n-
heksan Metanol Buah Parijoto

Sampel Kadar Flavonoid Total
Ekstrak metanol 0,052 mg/g

Fraksi n-heksan 0,0134 mg/g

Fraksi metanol 0,0188 mg/g

Lampiran 8. Pembuatan Larutan Uji Antioksidan

1. Pembuatan larutan DPPH (0,1 mM)

Banyak DPPH yang ditimbang

x(m 1000
0.1 mM = x(mg)
394,32 250 ml

_98,580x0,1
1000
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9,858

X =
1000

X =9,8mg

Ditimbang 9,8 mg serbuk DPPH diadd dalam labu 250 ml metanol p.a
2. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak, Fraksi dan Isolat Buah Parijoto
(Medinilla speciosa Blume)

Ekstrak, Fraksi dan Isolat Buah Parijoto Konsentrasi 1000 ppm

10
ppm = # = T"fgz = 1000 ppm

3. Preparasi Sampel Konsentrasi Ekstrak, Fraksi dan Isolat Buah Parijoto
(Medinilla speciosa Blume)
Konsentrasi larutan 20 ppm =M1 x V1 =M2 x V2

= 1000 ppm. V1 = 20 ppm. 5 ml

-V1 2O 7 !
1000 ppm
=V1 =0,1ml

Konsentrasi larutan 40 ppm = M1 x V1 = M2 x V2

= 1000 ppm. V1 = 40 ppm. 5 ml

=Vv1 = 40ppmS5ml
1000 ppm
=V1 =0,2ml

Konsentrasi larutan 60 ppm =M1 xV1=M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =60 ppm. 5 ml

_ 60ppm. 5ml
~ 1000 ppm

=V1

=V1 =0,3ml
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Konsentrasi larutan 80 ppm =M1 xV1=M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =80 ppm. 5 ml

-V1 - 80 ppm.5 ml
1000 ppm
=V1 =0,4ml

Konsentrasi larutan 100 ppm =M1 x V1 = M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =100 ppm. 5 ml

=1 - 100 ppm.5 ml
1000 ppm
=V1 =0,5ml

Pembuatan Larutan Standar Vitamin C 1000 ppm

10mg
0,011

Ppm :% — = 1000 ppm

Konsentrast larutan5 ppm =M1 x V1 = M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =5 ppm. 5 ml

= \/1 - 5 ppm.5ml
1000 ppm
=V1 = 0,025 ml

Konsentrasi larutan 10 ppm =M1 x V1= M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =10 ppm. 5 ml

=V1 — 10ppm5ml
1000 ppm
=V1 =0,05 ml

Konsentrasi larutan 15 ppm =M1 xV1=M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =15 ppm. 5 ml

15 ppm.5 ml
=V1 = —PPTo T
1000 ppm



=V1 =0,075 ml
Konsentrasi larutan 20 ppm =M1 x V1 =M2 x V2

=1000 ppm. V1 =20 ppm. 5 ml

-V1 — 20 ppm.5 ml
1000 ppm
=V1 =0,1ml

Konsentrasi larutan 25 ppm =M1 x V1 =M2 x V2

= 1000 ppm. V1 =25 ppm. 5 ml

=V1 — 25ppmS5ml
1000 ppm
=Vi = 0,125 ml

Konsentrasi larutan 30 ppm =M1 x V1= M2 x V2

= 1000 ppm V1 =30 ppm. 5 ml

=\/1 = 30 ppm.5 ml
1000 ppm
=V1 = 0,15 ml
5. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH
1.0
0.8
0.6
2
0.4 —
D-Z\JA
0.0
400 45|0 560 55|0 BCIlO

Wavelength (nm)



Read Abs (600.0

nm)
Zero -0.0079
Sample Name: samplel
Collection Time 7/28/2021 12:05:27 PM
Peak Table
Peak Style  Peaks
Peak 0.0100
Threshold
Range 600.0nm to 400.0nm
Wavelength Abs
(nm)
517.0 0.426

6. Penentuan Operating Time Vitamin C dengan DPPH 0,1 mM

Menit ke - Absorbansi
0 0,4375
B 0,438

10 0,4385
15 0,4405
20 0,4410
25 0,4429
30 0,4449
35 0,4469
40 0,4492
45 0,4511
50 0,453
55 0,4553
60 0,4581

100
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Kurva Penentuan Operating Time Vitamin C dan DPPH 0,1 mM
0,46

0,455
0,45

0,445

Absorbansi

0,44

0,435
0 10 20 30 40 50 60 70

Waktu (menit ke)

Lampiran 9. Hasil Uji DPPH Ekstrak Metanol, Fraksi Metanol, Fraksi N-
Heksan dan Isolat Metanol Buah Parijoto

Data Absorbansi, % Inhibisi, Kurva regresi linearitas dan, Nilai 1Cso.

A. Data Absorbansi

Tabel 1. Data Absorbansi seri konsentrasi Ekstrak Metanol Buah Parijoto

Konsentrasi Absorbansi

(ppm) i I i
20 0.5167 0.5166 0.5165
40 0.3906 0.3907 0.3905
60 0.3004 0.3004 0.3003
80 0.1684 0.1683 0.1684
100 0.0717 0.0717 0.0718

DPPH 0,7640

Tabel 2. Data Absorbansi seri konsentrasi Fraksi Metanol Buah Parijoto

Konsentrasi Absorbansi
(ppm) I I Il
20 0,4914 0,4913 0,4913
40 0.3885 0.3886 0.3884
60 0.2837 0.2837 0.2841
80 0.1587 0.1588 0.1593
100 0.0387 0.0385 0.0385

Kontrol DPPH 0,7640




Tabel 3. Data Absorbansi seri konsentrasi Fraksi n-heksan Buah Parijoto

Konsentrasi Absorbansi
(ppm) I I i
20 0.6440 0.6484 0.6442
40 0.6310 0.6304 0.6305
60 0.6132 0.6131 0.6132
80 0.6010 0.6009 0.6009
100 0.5747 0.5748 0.5746
Kontrol DPPH 0,7640
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Tabel 4. Data Absorbansi seri konsentrasi Isolat Metanol Atas Buah Parijoto

Konsentrasi Absorbansi
(ppm) | I Il
20 0.5705 0.5704 0.5706
40 0.4879 0.4877 0.4877
60 0.3884 0.3883 0.3885
80 0.2701 0.2703 0.2702
100 0.2034 0.2033 0.2034
Kontrol DPPH 0,7640

Tabel 5. Data Absorbansi seri konsentrasi Isolat Metanol Bawah Buah

Parijoto
Konsentrasi Absorbansi
(ppm) I I 11
20 0.5316 0.56317 0.5316
40 0.4567 0.4566 0.4567
60 0.3392 0.3393 0.3393
80 0.2135 0.2133 0.2132
100 0.0717 0.0718 0.0717
Kontrol DPPH 0,7640
Tabel 6. Data Absorbansi seri konsentrasi Vitamin C
Konsentrasi Absorbansi
(ppm) | I i
5 0,7032 0,7033 0,7031
10 0,6256 0,6255 0,6257
15 0.5389 0.5388 0.5386
20 0.4465 0.4466 0.4467
25 0.3524 0.3521 0.3520
30 0.2552 0.2550 0.2551
Kontrol DPPH 0,7640




B. Perhitungan % Inhibisi dan 1Cso Masing-masing Sampel (Replikasi I)

% Inhibisi = (1 - w) x 100%

abs kontrol

1. Ekstrak Metanol

20 ppm =1 — gjzjg x 100% = 32,3691 %

40 ppm =1 — 33222 x 100% = 48,8743 %
60 ppm =1 — 3322‘; x 100% = 60,6806 %
80 ppm = A g:i‘; x 100% = 77,9581 %
100 ppm R 32217 100% = 90,6097 %

y = 0,7305x + 18,164

ICso = 50(;713?(')1564 = 43,58 pg/ml
2. Fraksi Metanol
_ 0,4914
20 ppm =1 — 5220 x 100% = 35,6806 %
40 ppm =1 — gjﬁjﬁ x 100% = 49,1492 %
02838
60 ppm =1 =500 x100% = 62,8664 %
_ 0,1587
80 ppm = 1 =220 x100% = 79,2277 %
100 ppm =1 — gjzgz x 100% = 94,9520 %

y =0,743x + 19,799

ICso =227 - 40,64 pg/ml

0,743

3. Fraksi n-heksan

0,6440
0,7640

x 100% = 15,7068 %

20 ppm=1 —
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40 ppm =1 — 3522 x 100% = 17,4084 %
60 ppm =1 — 3522 x 100% = 19,7382 %
80 ppm =1- 2:213 x 100% = 21,3351 %
100 ppm =1 — ‘35776‘;2 x 100% = 24,7775 %
y =0,1122x + 13,036
ICso =272 = 329,44 pg/ml

4. lsolat Metanol Atas
20 ppm = o gj;ii x 100% = 25,3272 %
40 ppm Ny gjﬁ:i x 100% = 36,1387 %
60 ppm S \ gj:j‘; x100% = 49,1623 %
80 ppm e 23221 100% = 64,6466 %
100 ppm SN ‘(’)27‘;3‘; x 100% = 73,377 %
y = 0,623x + 12,355
ICso = 5";,1622'255 = 60,42 pg/mi

5. lIsolat Metanol Bawah

0.5316 5316

20 ppm =1 — 2222 x 100% = 30,4188 %
40 ppm =1 - g‘:f: 100% = 40,2181 %
60 ppm =1 — 33293 x 100% = 55,6021%
_ 0.2135 _
80 ppm =1 — 222 x 100% = 72,0550 %
_ 0.0917 _
100 ppm =1 — 22— x 100% = 87,9930 %
y = 0,735x + 13,157
_ 50 -—13,157
ICs0 = o735 =50,12 pg/ml

6. Vitamin C
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_ 0,7032 _
5 ppm =1 — 22 x100% = 7,9581 %
_ 0,6256 _

10 ppm =1 — 222 x 100% = 18,1152 %
15 ppm =1 —22% +100% = 29,4633 %
0,7640
20 ppm =1 — 2% 4 100% = 41,5576 %
0,7640

_ 0.3524 _

25 ppm =1 —o22s x 100% = 53,8743 %
_ 0.2552 _

30 ppm =1 =222 x 100% = 66,5968 %

y = 2,3582x - 5,0003

_50+5,0003 _
ICs0 = " 3582 23,32 ug/ml

C. Kurva regresi linier antara sampel dengan % inhibisi

Sampel Ekstrak Metanol

100
@ »
e —
E 50
o y:=0,7305x+ 18,164
S| - —— —R%=0,9977-
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi (ppm)

Gambar 1. Kurva regresi linier antara konsentrasi ekstrak metanol
dengan % inhibisi DPPH.

Sampel Fraksi Metanol

_ 100
B
2
€ 50
E y =0,743x + 19,799
o 2 _
0 R%=0,9981
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva regresi linier antara konsentrasi fraksi metanol
dengan % inhibisi DPPH.
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Sampel Fraksi N-Heksan

30
>
9 20
e
= 10 y=0,1122x + 13,036
L R%=0,9848
0
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi (ppm)

%0 Inhibisi

y=0,735x + 13,157
0 R2=0,9924
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi (ppm)

Gambar 5. Kurva regresi linear antara konsentrasi isolat metanol
bawah dengan % inhibisi DPPH.
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Sampel Vitamin C

100
2 y = 2,3582x - 5,0003
= 50 R2=0,9
=
S o
0 10 20 30 40

Konsentrasi (ppm)

Gambar 6. Kurva regresi linier antara konsentrasi vitamin C dengan %
inhibisi DPPH.

Lampiran 10. Indeks Polaritas Eluen pada Uji Kemurnian

a). Tabel Indeks Polaritas Pelarut

Pelarut Indeks Polaritas
N-heksan 0,1
Etil Asetat 4,4
Toluena 2,4
Kloroform 4,1

b). Tabel Indeks Polaritas Eluen Uji Kemurnian

No Fase gerak Indeks Polaritas
1. Isolat Metanol ~ N-heksan : Etil asetat 0,49
Atas (578
Toluena : Etil asetat 0,68
(1:1)
Kloroform : Etil asetat 0,85
(1:1)
2. lsolat Metanol ~ N-heksan : Etil asetat 0,49
Bawah (5:1)
Kloroform : Etil asetat 1,26
(2:1)
Toluena : Etil asetat 1,84
(4:2)

¢). Perhitungan indeks polaritas

N-heksan : etil asetat = (konsentrasi x IP) N-heksan + (konsentrasi x IP) etil
asetat

(5:1) =05x0,1+0,1x4,4
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=0,05 + 0,44 = 0,049
Toluena : etil asetat = (konsentrasi x IP) toluena + (konsentrasi x IP) etil asetat
(1:1) =0,1x24+01x4,4

=0,24 +0,44

=0,68

Kloroform : etil asetat = (konsentrasi x IP) kloroform + (konsentrasi x IP) etil
asetat

(1:1) =0,1x4,1+0,1x 4,4
= 0,41 + 0,44
=0,85

N-heksan : etil asetat = (konsentrasi x IP) N-heksan + (konsentrasi x IP) etil
asetat

(5:1) =0,5x0,1+0,1x44
= 0,05+ 0,44
= 0,49

Kloroform : etil asetat = (konsentrasi x IP) kloroform + (konsentrasi x IP) etil
asetat

(2:1) =0,2x4,1+0,1x4,4

=0,82x0,44

=126
Toluena : etil asetat = (konsentrasi x IP) toluena + (konsentrasi x IP) etil asetat
(4:2) =04x24+02x4,4

=0,96 + 0,88

= 1,84



Lampiran 11. Hasil SPSS Uji Antioksidan

Deskriptive
Descriptives
Sample Statistic Std. Error
IC50  Ekstrak Metanol Mean 433706.0000 67.48580
95% Confidence Interval  Lower Bound 433415.6320
for Mean Upper Bound  433996.3680
5% Trimmed Mean .
Median 433759.0000
Variance 13663.000
Std. Deviation 116.88884
Minimum 433572.00
Maximum 433787.00
Range 215.00
Interquartile .
-1.621 1.225
Fraksi Metanol 406586.3333 46.93731
406384.3784
.406788.2883

1.225

38022.75596

32308.0000
3.22E+6
Maximum 3.34E+6
Range 117177.00
Interquartile Range .
Skewness -1.713 1.225
Kurtosis . .
Isolat Metanol Atas Mean 604297.0000 61.17461
95% Confidence Interval  Lower Bound 604033.7869
for Mean Upper Bound  604560.2131
5% Trimmed Mean .
Median 604350.0000
Variance 11227.000
Std. Deviation 105.95754
Minimum 604175.00
Maximum 604366.00
Range 191.00
Interquartile Range .
Skewness -1.688 1.225
Kurtosis
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Isolat Metanol Bawah Mean 500063.3333 1181.22596
95% Confidence Interval  Lower Bound 494980.9282
for Mean Upper Bound  505145.7385
5% Trimmed Mean .
Median 501224.0000
Variance 4185884.333
Std. Deviation 2045.94338
Minimum 497701.00
Maximum 501265.00
Range 3564.00
Interquartile Range .
Skewness -1.731 1.225
Kurtosis . .
Kontrol Positif Mean 233226.3333 26.33333
95% Confidence Interval  Lower Bound 233113.0301
for Mean Upper Bound  233339.6365
5% Trimmed .
; 233200.0000
2080.333
45.61067
233200.00

233279.00

Uji Normalitas A

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Sample Statistic df Sig. Statistic Df Sig.

IC50  Ekstrak Metanol .342 3 .846 3 .229
Fraksi Metanol .326 3 .874 3 .307
Fraksi n-heksan .368 3 791 3 .094
Isolat Metanol Atas .358 3 .812 3 .144
Isolat Metanol Bawah .381 3 .759 3 .019
Kontrol Positif .385 3 .750 3 .000
Kontrol Negatif 175 3 1.000 3 1.000

a. Lilliefors Significance Correction



111

Uji Homogenitas

»  Oneway
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
IC50 Based on Mean 15.466 6 14 .000
Based on Median 1.172 6 14 .375
Based on Median and with 1.172 6 2.004 .528
adjusted df
Based on trimmed mean . .12.470 6 14 .000

Sample

Transform_x1RES_IC 3 .229

50 Fraksi Metanol .326 3 .874 3 .307
Fraksi n-heksan .368 3 791 3 .093
Isolat Metanol Atas .358 3 .812 3 144
Isolat Metanol .381 3 .759 3 .019
Bawah
Kontrol Positif .385 3 . .750 3 .000
Kontrol Negatif .202 3 . .994 3 .855

a. Lilliefors Significance Correction
Transform_IC50

Histograms
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Histogram

for Sample= Kontrol Negatif

10 Mean = 1.38

Stdl. Dev. = 367
MN=3

Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Mean
Sample N Rank
Transform_x1RES_| Ekstrak Metanol 3 11.00
C50 Fraksi Metanol 3 8.00
Fraksi n-heksan 3 20.00
Isolat Metanol Atas 3 17.00
Isolat Metanol
3 14.00
Bawah
Kontrol Positif - 5.00
Kontrol Negatif 3 2.00
Total 21
Test Statistics?®
Transform_x
1RES_IC50
Chi-Square 19.649
Df 6
Asymp. Sig. .003

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: sample

Kelompok Kontrol Negatif Vs Ekstrak Metanol

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform x1RES | Ekstrak Metanol 3 5.00 15.00




C50 Kontrol Negatif

Total

2.00

6.00

Test Statistics?

Transform_x

1RES IC50

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
VA -1.964

Asymp. Sig. (2-tailed) 050

Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig)]

a. Grouping Variable: sample

.100°

b. Not corrected for ties.

Kelompok Kontrol Negatif Vs Fraksi Metanol

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks

Sample

Mean Rank

Sum of

Ranks

Transform_x1RES_IC5 = Fraksi Metanol

0 Kontrol Negatif

Total

5.00

15.00

6.00

Test Statistics?

Transform_
x1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed)
.050
Exact Sig. [2*(1-tailed
.100°
Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.
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Kelompok Kontrol Negatif Vs Fraksi n-heksan

» NPar Tests

Mann-Whitney Test

Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC5 Fraksi n-heksan 3 5.00 15.00
0 Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6
Test Statistics?®
Transform_x
1RES IC50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed
.100°
Sig)]
a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.
Kelompok Kontrol Negatif Vs Isolat Metanol Atas
»  NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
Sum of
sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Isolat Metanol Atas 5.00 15.00
C50 Kontrol Negatif 2.00 6.00
Total

Test Statistics?

Transform_
x1RES_IC5
0

Mann-Whitney U

.000
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Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-

.050
tailed)

Exact Sig. [2*(1-
.100°

tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Kontrol Negatif Vs Isolat Metanol Bawah

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Mean Sum of
sample N Rank Ranks
Transform_x1RES Isolat Metanol
3 5.00 15.00
_IC50 Bawah
Kontrol Negatif 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Transform
_X1RES_|
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Kontrol Negatif Vs Kontrol Positif

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
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Sum of

sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Kontrol Positif 5.00 15.00
C50 Kontrol Negatif 2.00 6.00
Total
Test Statistics?®
Transform_
x1RES_IC
50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-
.046
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]
a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.
Kelompok Kontrol Positif Vs Ekstrak Metanol
»  NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Ekstrak Metanol 5.00 15.00
C50 Kontrol Positif 2.00 6.00

Total

Test Statistics?

Transform
_X1RES_|

C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993




Asymp. Sig. (2-

.046
tailed)
Exact Sig. [2*(1-

.100°

tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Kontrol Positif Vs Fraksi Metanol

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Fraksi Metanol 5.00 15.00
€50 Kontrol Positif 2.00 6.00
Total
Test Statistics?®
Transform
_X1RES_|
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-
.046
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]
a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.
Kelompok Kontrol Positif Vs Fraksi n-heksan
»  NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform x1RES | Fraksi n-heksan 3 5.00 15.00
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C50 Kontrol Positif 2.00 6.00
Total
Test Statistics?®
Transform_
x1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-
.046
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]
a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.
Kelompok Kontrol Positif \/s Isolat Metanol Atas
»  NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC Isolat Metanol Atas 5.00 15.00
50 Kontrol Positif 2.00 6.00

Total

Test Statistics?

Transform_
x1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-tailed)
.046
Exact Sig. [2*(1-tailed
) .100°
Sig))]

118



a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Kontrol Positif Vs Isolat Metanol Bawah

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Isolat Metanol Bawah
3 5.00 15.00
C50
Kontrol Positif 3 2.00 6.00
Total 6
Test Statistics®
Transform_
X1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.993
Asymp. Sig. (2-tailed)
.046
Exact Sig. [2*(1-tailed
.100°
Sig)]
a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.
Kelompok Ekstrak Metanol Vs Fraksi Metanol
»  NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Ekstrak Metanol 5.00 15.00
C50 Fraksi Metanol 2.00 6.00
Total




Test Statistics?

Transform
_X1RES_|
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Ekstrak Metanol Vs Fraksi n-heksan

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Total

Ranks
Sum of
sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES | Ekstrak Metanol 2.00 6.00
C50 Fraksi n-heksan 5.00 15.00

Test Statistics®

Transform
_X1RES_|I
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.
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Kelompok Ekstrak Metanol Vs Isolat Metanol Atas

» NPar Tests

Mann-Whitney Test

121

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Ekstrak Metanol 2.00 6.00
C50 Isolat Metanol Atas 5.00 15.00
Total

Test Statistics?

Transform_
x1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
4 -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed)
.050
Exact Sig. [2*(1-tailed
) .100°
Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Ekstrak Metanol Vs Isolat Metanol Bawah

» NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Mean Sum of
Sample Rank Ranks
Transform_x1RES_| Ekstrak Metanol 2.00 6.00
C50 Isolat Metanol
5.00 15.00
Bawah
Total

Test Statistics?



Transform
_X1RES_|
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Zz -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Fraksi Metanol Vs Fraksi n-heksan

» NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES | Fraksi Metanol 2.00 6.00
C50 Fraksi n-heksan 5.00 15.00
Total

Test Statistics?

Transform_
x1RES_IC
50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Fraksi Metanol Vs Isolat Metanol Atas
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»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

123

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC Fraksi Metanol 2.00 6.00
50 Isolat Metanol Atas 5.00 15.00
Total

Test Statistics?

Transform_
X1RES_IC5
0
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Fraksi Metanol Vs Isolat Metanol Bawah

» NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC Fraksi Metanol 2.00 6.00
50 Isolat Metanol Bawah
5.00 15.00
Total

Test Statistics?

Transform

_x1RES |

C50




Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-

.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-

.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Fraksi n-heksan Vs Isolat Metanol Atas

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC Fraksi n-heksan 5.00 15.00
50 Isolat Metanol Atas 2.00 6.00
Total

Test Statistics®

Transform
_X1RES_|
C50
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
.050
tailed)
Exact Sig. [2*(1-
.100°
tailed Sig.)]

a. Grouping Variable: sample

b. Not corrected for ties.

Kelompok Fraksi n-heksan Vs Isolat Metanol Bawah

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test
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Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_| Fraksi n-heksan 5.00 15.00
C50 Isolat Metanol
2.00 6.00
Bawah
Total

Test Statistics?

Transform
_X1RES_|
C50

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-
tailed) -050
Exact Sig. [2*(1- &
tailed Sig.)] 100

a. Grouping Variable: sample
b. Not corrected for ties.

Kelompok Isolat Metanol Atas Vs Isolat Metanol Bawah

»  NPar Tests

Mann-Whitney Test

Ranks
Sum of
Sample Mean Rank Ranks
Transform_x1RES_IC  Isolat Metanol Atas 3 5.00 15.00
50 Isolat Metanol Bawah
3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics?

Transf
orm_x1
RES_|
C50
Mann-
Whitney U 000
Wilcoxon W 6.000
z -1.964
Asymp. Sig.
(2-tailed) .050
Exact Sig.
[2*(1-tailed .100°

Sig))]
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitian

Keterangan Foto Keterangan Foto

1). Sortasi buah
Parijoto

2). Penimbangan
buah Parijoto
kering

3). Penghalusan

w ;:‘\\ 4). Proses

buah Parijoto | Ekstraksi
Maserasi
W
5). Hasil 6). Proses
Ekstraksi Fraksinasi
7). Hasil po BB SWB 8) \ortex Fraksi
Fraksinasi
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9). Pengaktifan
plat KLTP
pada Oven
suhu 105°C
selama 30
menit

10). Penotolan
fraksi pada
KLTP

11). Penjenuhan
KLTP
dengan
eluen (n-
heksan:etil
asetat) (5:1)

| 12).

Penyemprotan
plat KLTP
dengan serium
sulfate

13). Pemanasan
plat KLTP

15). Penyaringan
Isolat
dengan
medipump

17). Hasil Isolasi

y 14). Penampakan

plat KLTP
isolat pada uv
254 nm dan
366 nm

16). Penguapan
isolat pada
waterbath
suhu 50°C

18). Uji
kemurnian
isolat
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19). Larutan
induk DPPH 0,1
mM

21). Larutan
induk sampel
1000 ppm

20). Larutan
induk
vitamin C
1000 ppm

22). Larutan seri
~ konsentrasi
sampel 20,
40, 60, 80,
dan 100 ppm




23). Preparasi
sampel + DPPH
0,1 mM pada
ruang gelap

25). Aktivitas
antioksidan
fraksi metanol

27). Aktivitas
antioksidan
isolat metanol
atas

29). Aktivitas
antioksidan
vitamin C

31). Pembacaan

spektrofotometer |\

uv-vis

24). Aktivitas

antioksidan

ekstrak
metanol

26). Aktivitas

antioksidan

fraksi n-
heksan

e
i
__,»"" 0l itghel z

_| 28). Aktivitas
‘ antioksidan

isolat
metanol
bawah

30). Larutan

blanko
DPPH

129




