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INTISARI

Penuaan dini merupakan kondisi yang dapat terjadi akibat stres oksidatif
yang disebabkan oleh radikal bebas dalam tubuh. Salah satu cara untuk mencegah
dampak negatif dari radikal bebas adalah dengan mengonsumsi antioksidan. Dari
penelitian sebelumnya kulit nanas madu (Ananas comosus (L.) Merr) diketahui
memiliki senyawa flavonoid dan alkaloid yang dapat digunakan untuk menangkal
radikal bebas. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi senyawa
kimia dalam ekstrak etanol kulit nanas madu serta menguji aktivitas antioksidan
berdasarkan nilai ICso menggunakan metode DPPH dan ABTS.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Metode
penelitian meliputi determinasi tanaman nanas madu, ekstraksi menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 70%, skrining fitokimia, pengujian
antioksidan menggunakan dua metode, yaitu DPPH dan ABTS dengan seri
konsentrasi ekstrak 10 sampai 50ppm. Hasil skrining fitokimia menunjukkan
bahwa kulit nanas madu positif mengandung senyawa flavonoid, alkaloid,
saponin, tanin, dan fenolik. Hasil pengujian ekstrak etanol kulit nanas madu
menggunakan metode dengan metode DPPH dan ABTS diperoleh nilai ICso
sebesar 51,858 pg/mL dan 61,476 pg/mL. Vitamin C sebagai pembanding
memiliki nilai ICso sebesar 9,371 pg/mL menggunakan metode DPPH dan 6,173
ng/mL mengunakan metode ABTS.

Kesimpulan dari penelitiaan ini adalah ekstrak ctanol kulit nanas madu
memiliki senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan fenolik. Nilai ICso
ekstrak etanol kulit nanas madu dengan metode DPPH dan ABTS didapat hasil
lebih besar daripada konsentrasi yang diujikan, sehingga nilai 1Cso tidak dapat
ditentukan secara langsung dan hanya bisa diperkirakan melalui ekstrapolasi.
Kata kunci: Antioksidan, Kulit Nanas Madu, DPPH, ABTS, ICso.
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1.1.

BAB I

PENDAHULUAN

LATAR BELAKANG

Paparan radikal bebas menjadi penyebab utama berbagai
permasalahan kesehatan seperti penuaan dini, penyakit degeneratif, dan
gangguan metabolisme. Penuaan dini yang disebabkan radikal bebas dapat
menyebabkan hilangnya fungsi dan struktur sel. Radikal bebas berperan
besar dalam mempercepat proses penuaan dini melalui mekanisme yang
dikenal sebagai stres oksidatif. Radikal bebas adalah molekul tidak stabil
yang memiliki - elektron tidak berpasangan, sehingga mereka berusaha
mencari elektron dari molekul lain, termasuk sel-sel tubuh. Proses ini dapat
merusak komponen penting sel, seperti lipid, protein, dan DNA. Sumber
radikal bebas yang paling umum adalah polusi udara, sinar ultraviolet (UV),
asap rokok, dan pola makan yang tidak sehat (Hadi ez al., 2024; Mappa et
al., 2021).

Penuaan dini kini menjadi masalah yang semakin mengkhawatirkan
dalam masyarakat modern. Paparan radikal bebas yang terus-menerus dapat
mempercepat kerusakan sel, yang tidak hanya berdampak pada penampilan
fisik tetapi juga meningkatkan risiko terjadinya penyakit degeneratif seperti
kanker, diabetes, dan penyakit jantung. Selain itu, penuaan dini juga dapat
mempengaruhi kualitas hidup secara keseluruhan, dan membuat seseorang
merasa kurang energik dan kurang berdaya. Berdasarkan data epidemiologi

menunjukkan bahwa penuaan dini mempengaruhi lebih banyak orang pada



usia muda, terutama di lingkungan perkotaan yang terpapar polusi udara dan
radiasi sinar UV yang tinggi. Penelitian di UPN “Veteran” Jakarta
menemukan bahwa 57,35% remaja wanita usia 18-21 tahun mengalami
penuaan dini (Dewiastuti & Hasanah, 2016).

Penelitian terdahulu oleh Saka Nugraha et al., (2024) menunjukkan
bahwa ekstrak metanol kulit nanas mempunyai aktivitas antioksidan dengan
nilai ECso sebesar 8,00 mg/L. Pada penelitian lain oleh Hadi et al., (2024)
ekstrak aseton kulit nanas madu dengan menggunakan metode 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) memiliki nilai ICsp sebesar 42,75mg/mL. Penelitian-
penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kulit nanas memiliki potensi
sebagai sumber antioksidan alami. Namun, belum ada penelitian terkait
pengujian penghambatan radikal bebas dari ekstrak etanol kulit nanas madu
menggunakan metode ABTS dan DPPH. (Hadi et al,, 2024; Saka Nugraha
et al.,2024).

Penggunaan kulit nanas madu sebagai bahan penelitian bertujuan
untuk mengoptimalkan limbah organik yang selama ini kurang
dimanfaatkan sekaligus memberikan solusi alami untuk menangani radikal
bebas. Dimana menurut Pusat Data Infomasi Inovasi Daerah Jawa Tengah
pada tahun 2020, Pemalang memproduksi sekitar 9.120 ton nanas, yang
mana Limbah kulit nanas dapat mencapai 75-85% dari total hasil
pengolahan nanas, dengan kulitnya sendiri menyumbang sekitar 30-35%.
sehingga limbah kulit yang dihasilkan juga cukup besar dan berpotensi

menimbulkan masalah lingkungan jika tidak dikelola dengan baik. Saat ini,



pengolahan limbah kulit nanas di daerah tersebut masih terbatas, dan banyak
petani belum memanfaatkan kulit nanas secara optimal. Kulit nanas madu
(Ananas comosus (L.) Merr) diduga memiliki potensi tinggi sebagai sumber
antioksidan alami. Pemanfaatan limbah kulit nanas ini dapat menjadi solusi
yang berkelanjutan dalam upaya memanfaatkan sumber daya alam secara
maksimal, sambil memberikan dampak positif bagi Kesehatan. (Hadi ef al.,
2024).

Metode ABTS dan DPPH merupakan dua metode yang umum
digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan. Metode ABTS
berdasarkan pada kemampuan antioksidan untuk menangkal radikal ABTS,
sedangkan metode DPPH berdasarkan pada kemampuan antioksidan untuk
menangkal radikal DPPH. Kedua metode ini memiliki kelebihan dan
kekurangan — masing-masing sehingga  dalam - penelitian ini akan
mengeksplorasi potensi antioksidan dari ekstrak etanol kulit nanas madu

dengan metode ABTS dan DPPH.

1.2. RUMUSAN MASALAH
1. Apa saja senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak etanol kulit
nanas madu
2. Bagaimana aktivitas antioksidan berdasarkan nilai ICso dari ekstrak

etanol kulit nanas madu dengan metode ABTS dan DPPH?



1.3. TUJUAN PENELITIAN

1.4.

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan umum

Menganalisis aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit nanas
madu (4nanas comosus (L.) Merr) dengan metode ABTS dan DPPH.
Tujuan khusus

Menganalisis aktivitas antioksidan berdasarkan nilai 1Cso dari
ekstrak etanol kulit nanas madu (4nanas comosus (L.) Merr) dengan

metode ABTS dan DPPH.

MANFAAT PENELITIAN

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi berguna
kepada pencliti dan masyarakat umum mengenai aktivitas
antioksidan ekstrak etanol kulit nanas madu (4nanas comosus (L.)
Merr) sebagai penangkal radikal bebas.
Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu
alternatif dalam pengembangan berbagai produk antioksidan yang

bermanfaat untuk kesehatan.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. NANAS MADU

2.1.1. Taksonomi Nanas Madu
Gambar Nanas Madu tersaji pada Gambar 2.1 berikut :

Gambar 2.1. Nanas madu (4nanas comosus (L) Merr)
Klasifikasi dari tanaman nanas madu (Ananas comosus (L)
Merr) adalah sebagi berikut :
Kingdom : Plantac
Divisi : Spermatophyte
Kelas : Angiospermae

Sub Kelas : Monocotyledonae

Ordo » Farinosae
Family : Bromeliaceae
Genus : Ananas

Spesies  : Ananas comosus (L) Merr

(Ardi et al., 2019).

2.1.2. Morfologi Nanas Madu
Nanas adalah tanaman tropis yang tumbuh secara perenial dan

sering kali dibudidayakan untuk diambil buahnya. Tanaman ini



2.1.3.

memiliki daun berduri yang panjang, serta buah yang berbentuk
lonjong dengan kulit tebal dan bersisik. Bagian tanaman nanas yang
umum digunakan dalam penelitian adalah buah, kulit, dan daunnya.
Kulit nanas, khususnya nanas madu, mengandung berbagai senyawa
fenolik dan flavonoid yang berpotensial sebagai antioksidan (Ardi et
al., 2019).

Nanas Madu berasal dari Amerika Selatan, khususnya di
Brazil, di sekitar lembah sungai Parana yang terletak di Paraguay.
Diperkirakan bahwa penduduk asli Amerika telah melakukan
pemilihan dari berbagai spesies nanas, yang menghasilkan varietas
Ananas comosus. Jenis-jenis nanas yang memiliki nilai komersial
meliputi Queen, Spanish, Smooth Cayenne, dan Abacaxi. Tanaman
nanas banyak ditemukan di Amerika karena lokasi tersebut
mendapatkan cukup sinar matahari hingga ketinggian 500 meter di
atas permukaan laut. Daunnya memiliki bentuk taji dengan tepi yang
berduri dan kaya serat, sedangkan buahnya berbentuk bulat panjang
dengan daging berwarna kuning muda yang manis (Ardi ef al,
2019).

Kandungan Nanas Madu

Nanas madu mengandung berbagai senyawa bioaktif yang
memiliki manfaat kesehatan, khususnya dari kulit dan daging
buahnya. Beberapa kandungan penting dalam buah nanas seperti:

Flavonoid, tannin, saponin, terpenoid, dan alkaloid. Flovonid sendiri



adalah salah satu dari kelompok senyawa polifenol yang banyak
ditemukan dalam buah-buahan, sayuran, bunga, teh, dan cokelat.
Senyawa ini dikenal karena sifat antioksidan, antiinflamasi, dan
perannya dalam melawan berbagai penyakit kronis (Fauzi et al.,

2023).

2.2. EKSTRAKSI

2.2.1.

2.2.2.

Definisi Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses untuk memisahkan komponen aktif
dari bagian tanaman dengan menggunakan pelarut tertentu. Tujuan
utama dari ekstraksi adalah untuk menarik senyawa kimia dari
simplisia, sehingga dapat diperoleh ekstrak yang mengandung zat
aktif yang bermanfaat. Proses ini memanfaatkan perbedaan kelarutan
antara - senyawa yang ada dalam tanaman dan pelarut yang
digunakan, biasanya berupa pelarut organik seperti etanol atau air
(Kurniawati, 2019).
Metode Maserasi

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang
sederhana dan umum digunakan, di mana simplisia direndam dalam
pelarut pada suhu kamar tanpa pemanasan atau disebut juga dengan
ekstraksi dingin. Proses pemisahan senyawa dalam simplisia
dilakukan dengan menggunakan pelarut tertentu berdasarkan prinsip
"like dissolves like", di mana pelarut polar dapat melarutkan

senyawa polar yang terdapat dalam simplisia tersebut. Cairan pelarut



2.3.

akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif. Zat aktif tersebut akan larut, dan karena
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel
dan di luar sel, larutan yang lebih pekat akan terdorong keluar.
Proses ini berulang, sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi

antara larutan di dalam dan di luar sel (Dewatisari, 2020).

RADIKAL BEBAS

Radikal bebas adalah suatu molekul atau atom dengan elektron tidak
berpasangan yang sangat reaktif dan dapat menyebabkan kerusakan pada
sel-sel tubuh. Keberadaan radikal bebas dapat berkontribusi terhadap
berbagai permasalahan kesehatan seperti penuaan dini, penyakit degeneratif,
dan gangguan metabolisme. Hal ini dapat terjadi karena radikal bebas dapat
menyebabkan kerusakan pada DNA, protein, dan lemak dalam tubuh.
Radikal bebas sendiri dapat berasal dari proses metabolisme normal dalam
tubuh atau dari sumber eksternal seperti polusi, sinar ultraviolet (UV), dan
asap rokok. (Hadi et al., 2024; Mappa et al., 2021).

Radikal bebas memiliki kontribusi besar dalam proses penuaan dini
melalui mekanisme stres oksidatif. Stres oksidatif terjadi ketika jumlah
radikal bebas melebihi kapasitas antioksidan tubuh. Radikal bebas dapat
menyebabkan kerusakan oksidatif pada molekul biologis seperti DNA,
protein, dan lipid, yang pada akhirnya mengganggu fungsi sel dan
menyebabkan kematian sel. Pada kulit, kerusakan oksidatif dapat

mempengaruhi kolagen dan elastin, protein utama yang menjaga kekenyalan
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dan elastisitas kulit. Penurunan kadar kolagen dan elastin yang

menyebabkan munculnya tanda-tanda penuaan dini seperti keriput, garis

halus, dan kehilangan kelembapan kulit (Rizkyah & Karimah, 2023).

ANTIOKSIDAN

24.1.

2.4.2.

Definisi Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang memiliki kemampuan
untuk mencegah atau memperlambat kerusakan sel dengan
menetralkan radikal bebas yang beredar dalam tubuh. Aktivitas
antioksidan sangat penting bagi kesehatan karena dapat membantu
melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang disebabkan oleh
radikal bebas, sehingga berpotensi mengurangi risiko permasalahan
kesehatan seperti penuaan dini, penyakit degeneratif, dan gangguan
metabolisme. Antioksidan dapat ditemukan dalam berbagai sumber
makanan, terutama pada buah-buahan dan sayuran yang kaya warna,
serta dapat juga diperoleh dari sumber lain seperti kacang-kacangan,
biji-bijian, dan rempah-rempah (Hadi et al., 2024).
Jenis Antioksidan

Antioksidan dapat dibagi menjadi dua jenis utama berdasarkan
asal dan mekanismenya, yaitu antioksidan endogen (yang dihasilkan
dalam tubuh) dan eksogen (yang berasal dari luar tubuh).
Antioksidan endogen diproduksi secara alami dalam tubuh, meliputi
enzim seperti superoksida dismutase (SOD), katalase, dan

glutathione peroxidase yang berfungsi mengurangi efek radikal
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bebas dalam sel. Enzim-enzim ini sangat penting dalam melindungi
jaringan dan organ dari kerusakan akibat stres oksidatif, terutama
pada organ yang rentan seperti otak, hati, dan jantung. Sementara itu,
antioksidan eksogen adalah antioksidan yang diperoleh dari luar
tubuh melalui konsumsi makanan yang kaya akan senyawa
antioksidan alami. Contoh antioksidan eksogen seperti vitamin C,
vitamin E, karotenoid, dan polifenol, yang dapat ditemukan dalam
buah-buahan, sayuran, dan tumbuhan lainnya. Antioksidan eksogen
ini bekerja dengan menangkap radikal bebas dalam aliran darah,

sehingga mengurangi dampaknya pada sel-sel tubuh (Aman, 2017).

METODE ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonate)
Metode ABTS merupakan salah satu teknik yang digunakan untuk
menilai kemampuan antioksidan dalam mendonorkan proton. Proses ini
melibatkan pembentukan radikal kation ABTS yang memiliki warna biru-
hijau, yang akan mengalami perubahan warna saat bereaksi dengan senyawa
antioksidan. Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 734 nm, di
mana perubahan warna dari biru menjadi tidak berwarna menandakan
adanya aktivitas antioksidan. Kelebihan dari ABTS adalah kemampuannya
untuk berfungsi pada berbagai pH serta dapat diaplikasikan pada senyawa
hidrofilik dan lipofilik. Hal ini menjadikannya pilihan yang tepat untuk

pengujian ekstrak tanaman (Aryanti et al., 2021; Nugraheni ef al., 2024).
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METODE DPPH

Metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) adalah salah satu metode
yang paling umum digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan suatu
senyawa atau ekstrak tumbuhan secara in vitro. Prinsip utamanya adalah
mengukur kemampuan senyawa antioksidan dalam menetralkan radikal
bebas DPPH, yang berwarna ungu, menjadi bentuk yang tidak berwarna
atau kuning pucat. Kelebihan Metode DPPH yaitu Prosedur yang sederhana
dan cepat, Tidak memerlukan banyak reagen, Dapat digunakan untuk
mengevaluasi  antioksidan dari berbagai sumber, termasuk ekstrak

tumbuhan, makanan, dan minuman (Syahputra. et.al, 2024).

HUBUNGAN ANTARA EKSTRAK ETANOL KULIT NANAS MADU
DENGAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN TERHADAP METODE ABTS
DAN DPPH

Ekstrak etanol kulit nanas madu (Ananas comosus (L.) Merr)
diketahui mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid, fenolik, tanin,
dan vitamin C yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan. Senyawa-
senyawa ini berperan dalam menangkal radikal bebas melalui mekanisme
donasi elektron atau hidrogen sehingga menetralkan radikal bebas dan
mencegah terjadinya kerusakan seluler akibat stres oksidatif.

Metode ABTS (2,2%-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)) merupakan salah satu metode yang sering digunakan untuk mengukur
kapasitas antioksidan karena bisa mendeteksi aktivitas antioksidan dari

berbagai jenis senyawa baik yang larut dalam air maupun lemak. Dalam
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metode ini, radikal ABTS yang telah diinduksi oleh oksidator seperti
persulfat akan berinteraksi dengan antioksidan dari ekstrak sehingga terjadi
perubahan warna larutan yang dapat diukur menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 700-750 nm. Ekstrak etanol kulit nanas madu,
dengan kandungan senyawa bioaktifnya, dapat berperan sebagai pemberi
elektron terhadap radikal ABTS*, sehingga radikal tersebut menjadi stabil
dan warna biru-hijau larutan berkurang intensitasnya. Semakin tinggi
konsentrasi senyawa antioksidan dalam ekstrak, semakin tinggi pula
kemampuan ekstrak tersebut dalam meredam radikal ABTS. Oleh karena
itu, kemampuan eckstrak dapat dinilai berdasarkan nilai ICso, yaitu
konsentrasi ekstrak yang diperlukan untuk menghambat 50% aktivitas
radikal bebas (Mutiananda & Mahbub, 2023).

Selain metode ABTS, metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
juga merupakan metode yang banyak digunakan untuk mengevaluasi
aktivitas antioksidan. DPPH merupakan senyawa radikal stabil berwarna
ungu yang akan berubah menjadi warna kuning pucat atau tidak berwarna
ketika bereaksi dengan senyawa antioksidan melalui mekanisme donasi
hidrogen. Dalam pengujian, larutan DPPH dicampurkan dengan ekstrak,
kemudian perubahan absorbansi diamati menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 517 nm. Penurunan intensitas warna ungu
menunjukkan aktivitas penangkapan radikal oleh senyawa antioksidan
dalam ekstrak. Ekstrak etanol kulit nanas madu dengan kandungan

flavonoid, fenolik, dan vitamin C dapat memberikan atom hidrogen kepada
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radikal DPPH sehingga menghasilkan bentuk yang stabil dan tidak
berwarna. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar
kemampuannya dalam menetralkan radikal DPPH. Sama seperti pada
metode ABTS, nilai ICso juga digunakan untuk menggambarkan seberapa
kuat aktivitas antioksidan suatu sampel pada metode DPPH (Syahputra.

et.al,2024).

PENERAPAN KEISLAMAN

Islam mendorong umatnya untuk memanfaatkan segala sesuatu di
muka bumi ini dengan bijaksana dan bertanggung jawab, termasuk dalam
penelitian dan inovasi ilmiah yang membawa manfaat bagi kehidupan.
Dalam konteks penelitian ini, penggunaan kulit nanas madu sebagai sumber
senyawa antioksidan alami memiliki nilai yang sesuai dengan prinsip-
prinsip Islam, seperti konsep pemanfaatan sumber daya alam dan

pengelolaan lingkungan.

Zea o - » | o 6 AT N y A (e - P I A
V¥ G a kA o 58l culeg) @lid b ) S Ak laad el b Lag gl B L a8 AL

Artinya : Dan Dia (Allah) telah menundukkan untukmu apa yang di langit
dan yang di bumi semuanya, (sebagai rahmat) dari-Nya” (QS. Al-Jatsiyah:

13)

Kulit nanas madu, yang biasanya dibuang setelah buahnya
dikonsumsi, dapat dimanfaatkan dalam penelitian ini, yang sesuai dengan
ajaran Islam untuk mengelola limbah alam secara produktif. Dengan
memanfaatkan kulit nanas sebagai sumber antioksidan alami, penelitian ini
mencerminkan prinsip penggunaan sumber daya alam secara bijak dan tanpa

pemborosan.
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Ekstrak kulit nanas madu
(Ananas comosus (L) Merr)
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Gambar 2.2. Kerangka Teori
2.10. KERANGKA KONSEP
Ekstrak kulit nanas Aktivitas penghambat
madu (Ananas Metode DPPH radikal bebas (ICso
comosus (L) Merr) > dan ABTS "| dan % Inhibisi)

Gambar 2.3. Kerangka Konsep



15

2.11. HIPOTESIS
Ekstrak kulit nanas madu (Ananas comosus (L) Merr) memiliki

aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode ABTS dan DPPH.

UNISSULA
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3.1.

3.2

BAB III

METODE PENELITIAN

JENIS PENELITIAN DAN RANCANGAN PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan jenis penelitian
eksperimental dengan rancangan penelitian berupa post test only control
group design. Metode post-test only control design adalah desain penelitian
eksperimen yang hanya mengukur variabel setelah perlakuan diberikan
kepada kelompok eksperimen.
VARIABEL DAN DEFINISI OPERASIONAL
3.2.1. Variabel
3.2.1.1. Variabel bebas
Konsentrasi ekstrak etanol kulit nanas madu (dalam
variasi konsentrasi yang berbeda).
3.2.1.2. Variabel terikat
Aktivitas antioksidan yang diukur menggunakan
metode ABTS dan DPPH.
3.2.1.3. Variabel kontrol
Metode ekstraksi, Operating time, pelarut ekstraksi,
panjang gelombang maksimal, waktu dan suhu ekstraksi,

volume pemipetan saat pengujian antioksidan.

16
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3.2.2. Definisi operasional
3.2.2.1. Ekstrak etanol kulit nanas madu
Ekstrak etanol kulit nanas madu adalah hasil dari
proses ekstraksi kulit buah nanas madu (4dnanas comosus
(L) Merr) menggunakan pelarut etanol.
Skala : Rasio
3.2.2.2. Aktivitas antioksidan Ekstrak etanol kulit nanas madu
Aktivitas antioksidan adalah kemampuan suatu
senyawa atau campuran senyawa dalam menetralkan atau
menangkal radikal bebas. Aktivitas antioksidan ekstrak
etanol kulit nanas madu dalam penelitian ini diukur
menggunakan metode ABTS dan DPPH.
Tabel Tingkat Kekuatan Antioksidan Berdasarkan
ICso tersaji pada Tabel 3.1 berikut:

Tabel 3.1. Tingkat Kekuatan Antioksidan Berdasarkan ICso

Intensitas Nilai ICso (ug/mL)
Sangat Kuat <50
Kuat 50-100
Sedang 101 — 250
Lemah 250 - 500

Skala: Rasio

3.3. POPULASI DAN SAMPEL
3.3.1. Populasi
Populasi pada penelitian ini yaitu kulit nanas madu (4nanas

comosus (L) Merr)
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Sampel
Sampel pada penelitian ini adalah ekstrak kulit nanas madu
(Ananas comosus (L) Merr) dengan konsentrasi 1000 ppm yang

dibuat menjadi 5 deret konsentrasi (10;20;30;40;50) ppm.

3.4. INSTRUMEN DAN BAHAN PENELITIAN

34.1.

3.4.2.

Instrumen penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca
analitik, spektrofotometer UV-Vis, alat evaporator, kertas saring,
tabung reaksi, mikropipet, beaker glass, gelas ukur, labu takar,
tabung reaksi, timbangan digital, toples kaca, vacuum pump, dan
waterbath.
Bahan penelitian

Bahan-bahan yang digunakan adalah kulit nanas madu
(Ananas comosus (L) MERR), etanol p.a 70%, ABTS (2,2"-azinobis-
(3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid)), akuades (Air Suling),
FeCls;, HCI pekat, H>SOq, kloroform, kuersetin, K»S>0g, methanol
p.a, NaxCOs 1M, pereaksi Mayer, pereaksi Wagner, pereaksi

Dragendorff, serbuk Mg, dan Asam askorbat Vitamin C.

3.5. CARAPENELITIAN

3.5.1.

Determinasi
Determinasi tanaman nanas madu (Ananas comosus (L) Merr)

dilakukan di Laboratorium Universitas Sultan Agung.
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Pembuatan simplisia

Kulit nanas madu segar yang telah dipisahkan dari daging buah
dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran. Setelah
bersih, kulit nanas madu dipotong kecil-kecil agar proses
pengeringan lebih mudah. Pengeringan dilakukan dengan
menggunakan oven pada suhu sekitar 40-50°C hingga kulitnya
benar-benar kering dan renyah. Simplisia yang sudah kering
kemudian dihancurkan menggunakan blender hingga menjadi serbuk
halus, lalu simpan dalam wadah yang tertutup rapat di tempat kering
sampai digunakan untuk ekstraksi.
Pembuatan ekstrak

Serbuk - kulit nanas madu (4ranas comosus (L) Merr)
diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dengan
perbandingan serbuk dan pelarut 1:10. Ekstraksi dilakukan dengan
menggunakan pelarut etanol 70% dan diaduk sesekali, kemudian
didiamkan selama 24 jam. Filtrat disaring kemudian di evaporasi
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50°C sampai diperoleh

ekstrak kental.

Berat Kental Ekstrak
% randemen : Berat Sampel x 100%

Skrining fitokimia
3.5.4.1. Uji Flavonoid
Sebanyak 1,0 gram ekstrak etanol kulit nanas madu

dicampurkan dengan 10 mL akuades panas. Campuran
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tersebut kemudian dididihkan selama 5 menit dan disaring.

Dari filtrat yang dihasilkan, sebanyak 5 mL ditambahkan

dengan 0,1 g serbuk Mg dan 1 mL HCI pekat. Hasil positif

untuk flavonoid ditandai dengan terbentuknya endapan

berwarna jingga (Leny et al., 2021).

Uji Alkaloid

Ekstrak etanol kulit nanas madu ditimbang sebanyak

0,5 gr kemudian ditambahkan 1 ml HCI dan 9 ml Akuadest

dipanaskan diatas penangas air selama 2 menit, didinginkan

lalu disaring. Fitrat dipakai untuk percobaan berikut:

e Diambil 3 tetes fitrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi
Mayer, hasil positif jika endapan putih atau kuning.

e Diambil 3 tetes fitrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi
Bouchardat, hasil positif jika adanya endapan merah
bata.

e Diambil 3 tetes fitrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi
Dragendorff, hasil positif jika endapan merah bata
(Leny et al., 2021).

Uji Tanin

Ekstrak etanol kulit nanas madu diambil 0,5 g
dilarutkan dengan akuades 10 mL dan disaring kemudian

ditetesi dengan 2 tetes larutan FeCl 0,1N. Hasil positif tanin
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apabila terbentuk larutan berwarna coklat kehitaman (Leny
etal., 2021).
3.5.4.4. Uji Saponin
Ekstrak etanol kulit nanas madu sebanyak 0,5 gr
ditambah 10 ml akuades panas ke dalam tabung reaksi,
kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Hasil positif
terdapat adanya saponin ditandai dengan terbentuknya busa
dan dapat bertahan tidak kurang dari 10 menit. Hasil positif
saponin apabila buih tidak hilang saat ditambahkan 1 tetes
HCI12 N (Leny et al., 2021).
3.5.4.5. Uji Fenol
Ekstrak etanol kulit nanas madu dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, kemudian ditambahkan pereaksi FeClI3 dalam
larutan etanol. Hasil positif jika munculnya warna hijau,
merah ungu, biru, atau hitam (Leny et al., 2021).
3.5.5. Uji aktivitas antioksidan ekstrak etamol kulit nanas madu
(Ananas comosus (L) Merr) dengan metode ABTS
3.5.5.1. Pembuatan larutan stok ekstrak kulit nanas madu
(Ananas comosus (L) Merr)
Timbang 50 mg ekstrak kental kulit nanas madu,
larutkan dengan etanol dan aduk hingga homogen.
Kemudian, masukkan ke dalam labu ukur dan tambahkan

etanol hingga mencapai tanda batas 50 mL.
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Pembuatan Larutan Stok Vitamin C

Timbang 10 mg vitamin C, larutkan dengan etanol,
lalu masukkan ke dalam labu ukur dan tambahkan etanol
hingga tanda batas 10 mL (Sami & Rahimah, 2015).
Pembuatan Larutan ABTS

Ambil sebanyak 19,2038 mg bubuk ABTS dan sekitar
3,3115 mg bubuk kalium persulfat masing-masing
diteteskan ke dalam 5 mL aquades, kemudian larutan
tersebut didiamkan selama 12 jam di tempat gelap. Langkah
berikutnya, dua larutan campuran, kemudian pipetlah 1,5
mL larutan ABTS dan tambahkan etanol pro-analis hingga
mencapai garis batas (Mutiananda & Mahbub, 2023).
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Setelah diinkubasi, pipet sebanyak 1 mL larutan
ABTS, masukkan ke dalam labu ukur 5 mL, lalu tambahkan
aquadest hingga tanda batas. Tentukan panjang gelombang
dengan mengukur absorbansi larutan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada rentang 700-750 nm.
Penentuan Operating time

Pipet 1 mL larutan ABTS dan masukkan ke dalam
0,025 mL vitamin C pada konsentrasi 5 ppm, lalu ukur
absorbansi panjang gelombang dengan mengamati

absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dengan
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interval waktu 5 menit selama kurang lebih 60 menit hingga
diperoleh absorbansi yang stabil.
Pengukuran Aktivitas Antioksidan Vitamin C

Pengujian dilakukan dengan memipet masing-masing
0,2mL, 0,4 mL, 0,6 mL, 0,8 mL, dan 1 mL dari larutan stok
vitamin C murni 1000 ppm, campuran ditambah 1 mL
ABTS dan 0,4 mL etanol p.a lalu dicukupkan volumenya
sampai 10 mL sehingga diperoleh larutan dengan
konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm
kemudian dihomogenkan dan dibiarkan selam 30 menit.
Selanjutnya serapan diukur dengan spektrofotometri UV-
Vis pada panjang gelombang maksimum (Mutiananda &
Mahbub, 2023).
Pengukuran Serapan Larutan Blanko ABTS

Sebanyak -1 mL larutan ABTS dipipet dan
ditambahkan etanol absolut hingga mencapai volume total 5
ml dalam labu ukur. Setelah itu, larutan ini diukur
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (Sami & Rahimah, 2015).
Pengukuran Aktivitas Pengikatan Radikal Bebas ABTS
dengan Sampel

Larutan stok sampel ekstrak kulit nanas madu 1000

ppm dibuat masing-masing konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15
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ppm, 20 ppm, dan 25 ppm dengan memipet sebanyak 0,5
mL, 1 mL, 1,5 mL, 2 mL, dan 2,5 mL larutan induk ekstrak
etanol kulit nanas madu dan dimasukkan ke dalam labu
ukur 10 mL dan ditambahkan etanol hingga tanda batas.
Lalu masing-masing mencampurkan konsentrasi ekstrak 0,1
mL ditambahkan 2 mL radikal ABTS dan 4 mL etanol,
kemudian dibaca serapannya dengan spektrofotometri UV-
Vis pada panjang gelombang maksimum. Besarnya
antioksidan dapat menangkal radikal bebas dinyatakan

dalam % peredaman dengan rumus

Filla! (abs blanko — abs sampel)
Daya antioksidan = x 100%
abs-blanko

(Sami & Rahimah, 2015).
Penetapan 1Cso
konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % inhibisi
sebagai sumbu y. Rumus persamaan regresi linear yang
digunakan untuk memperoleh nilai ICso didapatkan dari
grafik regresi linear hubungan konsentrasi vs % inhibisi
yaitu y = a + bx, dimana a yaitu intercept dan b adalah

slope, sehingga didapatkan persamaan

Rumus dari penetapan [Csy = (50b— )

(Sami & Rahimah, 2015).
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3.5.6. Uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit nanas madu

(Ananas comosus (L) Merr) dengan metode DPPH

3.5.6.1.

3.5.6.2.

3.5.6.3.

Pembuatan larutan DPPH

Timbang serbuk DPPH sebanyak 15,77 mg,
masukkan serbuk DPPH yang sudah ditimbang ke dalam
labu ukur 100 mL. Tambahkan etanol p.a. ke dalam labu
ukur hingga mencapai tanda batas, kemudian kocok hingga
merata dan disimpan di tempat yang terlindung dari
cahaya (Faisal 2022).
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pipet sebanyak 1 mL larutan DPPH, masukkan ke
dalam labu ukur 5 mL, lalu tambahkan aquadest hingga
tanda batas. Tentukan panjang gelombang dengan
mengukur absorbansi larutan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400 -
600 nm.
Penentuan Operating time

Pipet 1 mL larutan DPPH dan masukkan ke dalam
0,025 mL vitamin C pada konsentrasi 5 ppm, lalu ukur
absorbansi panjang gelombang dengan mengamati
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dengan
interval waktu 5 menit selama kurang lebih 60 menit hingga

diperoleh absorbansi yang stabil.
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Uji aktivitas antioksidan

Sampel uji disiapkan sebanyak 2 ml dan 2 ml larutan
DPPH. Sampel diinkubasi pada suhu ruang hingga terjadi
perubahan warna ungu menjadi kuning. Sampel diuji nilai
absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm dengan
spektrofotometer Uv-vis
Perhitungan nilai IC50

Data yang diperoleh kemudian dihitung nilai 1C50
dengan persamaan regresi linier antara masing-masing
konsentrasi larutan uji (sumbu x) dan nilai % inhibisi
(sumbu y). Nilai IC° ditentukan dengan persamaan 2. y =

bx +a
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3.6. Alur penelitian

Simplisia kulit nanas madu

Ekstraksi kulit nanas madu dengan metode maserasi

\ 4

Uji aktivitas antioksidan

i l

Metode ABTS Metode DPPH
v \ 4
FEkstak Vit C
Penentuan Aktivitas
Antioksidan

4
Analisis data

Gambar 3.1. Alur penelitian

3.7. Waktu dan Tempat
3.7.1. Tempat penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Fakultas

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
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3.7.2. Waktu penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi Fakultas

Farmasi Universitas Sultan Agung Semarang selama periode

Desember 2024 hingga April 2025.

3.8. Analisis hasil

Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit nanas madu
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4.1.

BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

HASIL
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi
Universitas Sultan Agung Semarang selama periode Desember 2024 hingga
April 2025. Tujuan utama dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi
kemampuan ekstrak kulit nanas madu dalam menghambat aktivitas radikal
bebas, menggunakan dua metode uji antioksidan yang umum, yaitu ABTS
dan DPPH. Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap, yaitu
determinasi tanaman nanas madu, ekstraksi , uji skrining fitokimia ekstrak,
uji aktivitas penghambatan radikal bebas pada ekstrak etanol 70% kulit
nanas madu, dan analisis data.
4.1.1. Determinasi
Hasil determinasi tanaman yang dilakukan di Laboratorium
Universitas Sultan Agung diperoleh bahwa tanaman yang digunakan
adalah benar yaitu tanaman Ananas commosus L.Mer

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Angiospermase

Sub Classis : Magnolidae

Ordo : Poales

Familia : Bromeliaceae

Genus : Ananas

Species : Ananas comosus (L.) Merr.

29
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Vern. Name : Nanas madu varietas Queen (Indonesia), Pineapple

4.1.2. Ekstraksi

(English)

Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi dan data

hasil persentase rendemen serta kadar air terdapat pada tabel 4.2

berikut.

Tabel 4.1. Hasil Ekstraksi

parameter Ekstrak kulit nanas madu
Kadar air 4,84
Rendemen 20,8

4.1.3. Skrining Fitokimia

Hasil skrining fitokimia disajikan pada tabel 4.1

Tabel 4.2. Hasil skrining fitokimia

J.emS.UJ.l Hasil Pengamatan Hasg Gambar
Fitokimia pengujian
—
Flavonoid Kemerahan Positif '
Alkaloid Terdapat endapan putih Positif w
Tannin Munculnyq warna coklat Positif
kehitaman '
‘—
Saponin Munculnya busa Positif '
Fenolik Munculnya warna hijau Positif

kehitaman

i\
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4.1.4. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan
4.1.4.1. Panjang Gelombang Maksimal
a. Panjang Gelombang DPPH
Panjang gelombang maksimal pada metode
DPPH didapat 747 nm
b. Panjang Gelombang ABTS
Panjang . gelombang maksimal pada metode
ABTS didapat 513 nm
4.1.4.2. Operating Time
Pada metode DPPH didapat operating time pada
menit ke 22-24 dan pada metode ABTS didapat operating
time pada menit ke 24-26
4.1.4.3. Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Tabel 4.3. Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Sampel Konsentrasi  Rerata Rerata Persamaan Regresi ICso
(ng/Ml) Absorbansi %o Inhibisi
X) (Y)
Vitamin 2 0,532 25,381 Y=3,415X+17,993 9,371
4 0,488 31,547 png/mL
6 0,444 37,705
8 0,392 44,970
10 0,336 52,824
Ekstrak 10 0,611 14,353 Y =0,841X+6,381 51,858
Etanol 20 0,546 23,450 ng/mL
Kulit 30 0,483 32,305
Nanas 40 0,430 39,673
Madu 50 0,369 48,298
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Gambar 4.1. Grafik hubungan antara % inhibisi dengan kadar vit C
dengan metode DPPH
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Gambar 4.2. Grafik hubungan antara % inhibisi dengan kadar sampel
dengan metode DPPH

4.1.4.4. Metode ABTS
Hasil pengujian dan perhitungan aktivitas anti oksidan
ekstrak kulit nanas madu dengan menggunakan meyode

ABTS ditampilkan pada tabel 4.3
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Tabel 4.4. Uji Aktivitas Antioksidan Metode ABTS

Sampel Konsentrasi Rerata Rerata  Persamaan Regresi 1Cso
(ng/mL) Absorbansi %
X) Inhibisi
)
Vitamin 2 0,558 28,050 Y =5,1589X +18,153 6,173
C 4 0,474 38,960 ng/mL
6 0,397 48,840
8 0,302 61,125
10 0,244 68,557
Ekstrak 10 0,766 1,332 Y =0,7294X +5,1594 61,476
Etanol 20 0,698 10,030 ug/mL
Kulit 30 0,641 17,405
Nanas 40 0,589 24,064
Madu 50 0,537 30,786
80,00
70,00
._ 60,00
250,00
< 40,00
Z 3000 y = 5,1580x + 18,153
20,00 R2 = 0,9957
10,00
0,00
0 2 4 6 8 10 12
Kadar (ppm)
Gambar 4.3. Grafik hubungan antara % inhibisi dengan kadar Vit
C dengan metode ABTS
35,00
30,00
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é 20,00
£ 0,729 9
= y = 0,7294x - 5,1594
<§° 1000 Rz =0,9967
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Gambar 4.4. Grafik hubungan antara % inhibisi dengan kadar
sampel dengan metode ABTS
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4.1.5. Analisis Data Uji Aktivitas Antioksidan
Aktivitas antioksidan antara ekstrak etanol 70% kulit nanas
madu dan vitamin C dapat dihitung dengan cara membandingkan
antara nilai IC50 ekstrak etanol kulit nanas madu dan nilai IC50
vitamin C, sehingga diperoleh daya aktivitas antioksidannya. Daya
aktivitas antioksidan

A. DPPH

Nilai IC50 ekstrak etanol kulit nanas madu
Nilai IC50 vitamin C

Daya aktivitas antioksidan =

51,858
9,371

Daya aktivitas antioksidan =

Daya aktivitas antioksidan = 6,533

B. ABTS

Nilai IC50 ekstrak etanol kulit nanas madu
Nilai IC50 vitamin C

Daya aktivitas antioksidan =

61,476
6,173

Daya aktivitas antioksidan =

Daya aktivitas antioksidan = 9,958

Berdasarkan perhitungan tersebut dihasilkan daya aktivitas
antioksidan 6,533 dan 9,958 kali, dapat diinterpretasikan bahwa
ekstrak etanol 70% kulit nanas madu memiliki aktivitas
antioksidan rentang 6,533 - 9,958 kali lebih rendah dibandingkan

dengan vitamin C.
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4.2. PEMBAHASAN

4.2.1.

4.2.2.

Determinasi

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit
nanas madu (Ananas comosus L. Merr). Untuk memastikan
keakuratan bahan, dilakukan identifikasi botani terhadap tanaman
nanas madu di Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi, Universitas
Sultan Agung Semarang. Identifikasi ini bertujuan untuk
menghindari kesalahan dalam pemilihan bahan utama yang akan
digunakan dalam uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dan
ABTS. Kulit nanas madu yang digunakan berasal dari Desa Beluk,
Kecamatan Belik, Kabupaten Pemalang, Jawa Tengah. Berdasarkan
hasil identifikasi, tanaman tersebut dipastikan merupakan nanas
madu yang termasuk dalam spesies Ananas comosus L. Merr.
Ekstraksi

Metode maserasi dipilih karena tidak melibatkan pemanasan,
sehingga dapat mencegah kerusakan pada komponen kimia dalam
sampel. Pemilihan metode ini sesuai dengan tujuan penelitian yang
ingin mengkaji aktivitas antioksidan, karena senyawa antioksidan
seperti flavonoid, polifenol, dan enzim bromelain akan mudah rusak

oleh suhu tinggi. Dengan demikian, metode maserasi memungkinkan

pengambilan senyawa aktif secara maksimal tanpa merusak struktur
kimianya, sehingga pengukuran aktivitas antioksidan dapat lebih

tepat menggambarkan potensi asli dari ekstrak kulit nanas madu.
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Hasil dari maserasi didapatkan ekstrak berwarna coklat menandakan
bahwa proses ekstraksi mengalami oksidasi, semakin banyak
melakukan pengadukan maka semakin banyak desakan antara
pelarut dengan kulit nanas madu. Etanol digunakan sebagai pelarut
karena efektif dalam mengekstraksi senyawa polar, semi-polar, dan
non-polar dari tanaman. Selain itu, etanol memiliki tingkat toksisitas
yang lebih rendah dibandingkan metanol, Etanol juga dapat
membantu menjaga kestabilan senyawa antioksidan selama proses
ekstraksi sehingga aktivitas antioksidan yang diukur lebih akurat
mencerminkan potensi asli bahan baku, sehingga etanol menjadi
pilihan yang aman dan sesuai untuk memperoleh rendemen ekstrak
yang optimal dalam penelitian ini (Nahor ez al 2019 ; Handoyo, D.
2020).

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak kulit nanas madu
memiliki kadar air sebesar 4,84%. Nilai ini tergolong rendah dan
berada dalam rentang ideal untuk ekstrak kental, yaitu antara 5-30%.
Kadar air yang rendah sangat penting karena berkontribusi pada
kualitas, stabilitas, dan masa simpan produk. Kandungan air yang
tinggi dapat menjadi media pertumbuhan mikroorganisme seperti
bakteri dan jamur, yang dapat mempercepat degradasi senyawa aktif
dan menurunkan kualitas ekstrak (Hadi et al., 2024)..

Dalam penelitian ini, diperoleh rendemen sebesar 20,8%, yang

menunjukkan hasil ekstraksi yang baik. Nilai tersebut memenuhi
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kriteria standar mutu ekstrak, dimana rendemen dikatakan memadai
apabila persentasenya melebihi 10%. Rendemen sendiri adalah
persentase hasil ekstrak terhadap bahan awal, yang menggambarkan
efisiensi proses ekstraksi dan potensi kandungan senyawa aktif
dalam bahan. Semakin tinggi rendemen, semakin banyak senyawa
aktif yang terekstrak, sehingga rendemen menjadi parameter penting
untuk menilai keberhasilan proses ekstraksi. Rendemen ini dapat
dikatakan cukup baik, mengingat kulit nanas merupakan limbah
pertanian yang umumnya memiliki kadar air dan serat yang tinggi
serta kandungan senyawa bioaktif seperti flavonoid, fenolik, dan
asam organic (Kurniawati 2019).
Hasil Skrining Fitokimia

Pengujian kualitatif senyawa kimia pada kulit nanas madu
dilakukan dengan metode skrining fitokimia melalui reaksi
perubahan warna menggunakan pereaksi tertentu yang sesuai.
Senyawa yang dianalisis meliputi flavonoid, alkaloid, saponin, tanin,
dan senyawa fenolik. Adapun pereaksi yang digunakan antara lain
HCl, MgCl., FeCls, aquadest, dan H>SOa4. Berdasarkan Tabel 4.2,
hasil uji kualitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol 70% dari kulit
nanas madu mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder yang
bermanfaat, ditunjukkan dengan hasil positif untuk flavonoid,

alkaloid, saponin, tanin, dan fenolik (Waznah et al 2021).
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Pengujian flavonoid dilakukan menggunakan pereaksi Mg dan
HCI pekat. Terdapat flavonoid ditunjukkan oleh terbentuknya
endapan berwarna merah bata. Berdasarkan hasil pengujian, ekstrak
etanol kulit nanas madu menunjukkan hasil positif terhadap
flavonoid, yang dibuktikan dengan munculnya endapan merah.
Perubahan warna menjadi kemerahan ini mengindikasikan
keberadaan pigmen alami seperti merah, ungu, biru, dan kuning yang
umum terdapat pada tanaman. Oleh karena itu, warna kuning pada
nanas madu menguatkan dugaan adanya kandungan flavonoid
(Ningsih et al., 2023).

Pengujian ~ kandungan alkaloid dapat dilakukan dengan
menggunakan pereaksi Mayer, Bouchardat, Dragendorff, dan HCL
Hasil menunjukkan terbentuknya endapan putih pada pereaksi
Mayer, serta endapan merah bata pada pereaksi Bouchardat dan
Dragendorff. Dalam pengujian ini, penggunaan pereaksi Mayer
menghasilkan endapan putih, sehingga menunjukkan bahwa ekstrak
etanol kulit nanas madu mengandung alkaloid, sesuai dengan
keterangan yang tercantum dalam literatur (Lenny et al., 2021).

Keberadaan saponin ditunjukkan oleh terbentuknya busa,
sesuai dengan sifat saponin yang mirip dengan sabun dan mampu
membentuk koloid ketika dikocok dengan air, karena sifatnya yang

amfipatik, mirip surfaktan, sehingga dapat menurunkan tegangan
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permukaan air dan menstabilkan gelembung, yang dapat
menghasilkan busa. (Lenny et al., 2021).

Pengujian tanin ditandai dengan munculnya warna coklat
kehitaman. Pada pengujian yang dilakukan, ekstrak etanol kulit
nanas madu menunjukkan perubahan warna tersebut, yang
mengindikasikan hasil positif terhadap kandungan tanin. Hal ini
disebabkan oleh sifat tanin yang larut dalam pelarut polar, sehingga
mudah terdeteksi ketika bereaksi dengan aquadest dan FeCls (Lenny
etal., 2021).

Secara keseluruhan, hasil uji skrining fitokimia menunjukkan
bahwa ekstrak etanol kulit nanas madu mengandung beragam
senyawa aktif, di antaranya flavonoid, alkaloid, senyawa fenolik,
saponin, serta tanin. Temuan ini konsisten dengan laporan penelitian
yang dilakukan oleh Lenny (2021), yang juga mengidentifikasi
keberadaan senyawa-senyawa tersebut dalam ekstrak etanol 70%
kulit nanas madu. Keberadaan berbagai senyawa bioaktif tersebut
mencerminkan potensi fitofarmaka dari kulit nanas madu, khususnya
dalam bidang pengembangan agen antioksidan alami. Senyawa
seperti flavonoid dan fenolik telah diketahui memiliki mekanisme
kerja yang efektif dalam menetralisir radikal bebas melalui
mekanisme donasi elektron maupun atom hidrogen, sehingga
mampu mencegah kerusakan oksidatif pada sel (Aryanti ef al., 2021;

Nugraheni et al., 2024).
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4.2.4. Pengujian Aktivitas Antioksidan
4.2.4.1. Panjang Gelombang Maksimum

Dalam pengujian aktivitas antioksidan menggunakan
metode spektrofotometri, penentuan panjang gelombang
maksimum (A maks) merupakan langkah penting yang
dilakukan sebelum analisis utama. Panjang gelombang
maksimum adalah titik di mana senyawa menyerap cahaya
paling kuat, sehingga memberikan nilai absorbansi
tertinggi. Dalam penelitian ini, Amaks untuk metode ABTS
diperoleh pada 747 nm dengan nilai absorbansi sebesar
0,772, sedangkan untuk metode DPPH ditemukan pada 517
nm dengan nilai absorbansi 0,713. Hasil pengamatan
panjang gelombang maksimum dalam penelitian ini sejalan
dengan studi yang dilakukan oleh Riyani (2022) dan Lenny
(2021), yang melaporkan bahwa radikal ABTS memiliki
Amaks sekitar 740 nm dan radikal DPPH menunjukkan
Amaks pada 503 nm. Kesesuaian ini memperkuat validitas
pengukuran dan menunjukkan bahwa proses pembentukan
radikal telah berlangsung secara optimal sesuai dengan
karakteristik spektral masing-masing metode
(Wahyuningtyas et al., 2025 ; Vivian et al 2023).

Pengukuran  absorbansi dengan  menggunakan

spektrofotometer uv-vis dilakukan pada panjang gelombang
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maksimal karena pada pengukuran dengan mengunakan
panjang gelombang maksimal senyawa menyerap cahaya
paling kuat serta menghasilkan perubahan absorbansi yang
signifikan untuk setiap perubahan konsentrasi hal ini
meningkatkan sensitivitas metode, memungkinkan deteksi
konsentrasi kecil dengan akurasi tinggi. Pengukuran pada A
maksimal cenderung menghasilkan hubungan linear antara
absorbansi dan konsentrasi, sesuai dengan hukum Lambert-
Beer, dan mengukur pada A maksimal meningkatkan akurasi
dan presisi karena sinyal absorbansi yang kuat dan stabil,
serta mengurangi pengaruh gangguan dari komponen lain
dalam sampel.
Operating Time

Sebelum dilakukan pengujian aktivitas antioksidan,
diperlukan penetapan operating time. Penetapan operating
time bertujuan untuk mengetahui waktu optimal yang
dibutuhkan agar reaksi peredaman radikal bebas oleh DPPH
dan ABTS mencapai kestabilan. Berdasarkan hasil
pengujian, diketahui bahwa absorbansi DPPH mencapai
kestabilan pada menit ke-22, sedangkan absorbansi ABTS
mencapai  kestabilan pada menit ke-24. Hal ini

menunjukkan bahwa radikal DPPH dan ABTS telah
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mencapai kestabilan maksimum masing-masing pada menit
ke-22 dan ke-24 (Wahyuningtyas et al., 2025).
Uji Aktivitas Antioksidan

Penelitian ini menggunakan dua metode untuk
menguji aktivitas antioksidan, yaitu DPPH dan ABTS.
Metode DPPH dan ABTS dipilih karena keduanya
merupakan metode yang cepat, sederhana, dan banyak
digunakan untuk mengevaluasi kapasitas penangkal radikal
bebas dari senyawa antioksidan. Metode DPPH melibatkan
radikal stabil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, yang berubah
warna dari ungu menjadi kuning saat bereaksi dengan
antioksidan, sedangkan metode ABTS menggunakan radikal
ABTS yang juga menunjukkan perubahan warna sebagai
indikator aktivitas antioksidan. Penggunaan kedua metode
ini memberikan gambaran yang lebih komprehensif karena
DPPH lebih cocok untuk senyawa lipofilik, sementara
ABTS dapat digunakan untuk senyawa hidrofilik dan
lipofilik.

Pengukuran larutan wuji dilakukan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Aktivitas penangkal radikal
bebas dinilai berdasarkan nilai ICso, yaitu konsentrasi
antioksidan yang dibutuhkan untuk menghambat 50%

aktivitas radikal bebas. Nilai 1Cso diklasifikasikan sebagai



43

berikut: <50 (sangat kuat), 50-100 (kuat), 100-150
(sedang), 150-200 (lemah), dan >200 (sangat lemah).
Dalam pengujian ini, vitamin C digunakan sebagai larutan
pembanding atau kontrol positif karena memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi. Hal ini didukung oleh kajian Jackie
dan Dika (2017), yang menunjukkan bahwa vitamin C
memiliki nilai ICso lebih rendah dibandingkan vitamin A
dan E dalam metode DPPH, sehingga memberikan efek
antioksidan paling kuat. Pelarut yang digunakan adalah
ctanol, karena sifatnya yang polar dan dikenal sebagai
pelarut universal, yang mampu melarutkan baik senyawa
polar maupun nonpolar, termasuk sampel dan vitamin C.
Metode DPPH (2, 2-difenil- I -pikrilhidrazil) dan ABTS
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-asam sulfonat)) dipilih
karena keduanya merupakan teknik yang banyak digunakan
untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan. Metode DPPH
sangat sesuai untuk menguji senyawa yang larut dalam
pelarut organik seperti etanol, sedangkan metode ABTS
dapat diaplikasikan pada kondisi berair, sehingga cocok
untuk menganalisis senyawa yang larut dalam air.
Penggunaan kedua metode ini secara bersamaan
memberikan penilaian yang lebih menyeluruh terhadap

aktivitas antioksidan dari senyawa yang diuji, sehingga
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meningkatkan keakuratan dan keandalan data yang
diperoleh (Vivian et al 2023).

Berdasarkan hasil yang diperoleh untuk metode
DPPH pada vitamin C diperoleh nilai ICso sebesar 9,371
pg/mL. sedangkan pada ekstrak etanol kulit nanas madu
sejumlah 51,858 pg/mL. Berdasarkan nilai ICsp, vitamin C
menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat (<50
png/mL), sementara ekstrak etanol kulit nanas madu
menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat (50-100
png/mL). Sedangkan untuk metode ABTS diperoleh hasil
pada vitamin C memiliki nilai ICso sebesar 6,173 pg/mL.
sedangkan pada ckstrak etanol kulit nanas madu sejumlah
61,476 pg/mL. Berdasarkan nilai 1Cso, vitamin C
menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat (<50
pg/mL), sementara ekstrak etanol kulit nanas madu
menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat (50-100
pg/mL) (Lenny et al., 2021)..

Berdasarkan hasil yang diperoleh, nilai 1Cso ekstrak
etanol kulit nanas pada metode DPPH lebih rendah
dibandingkan metode ABTS, yang menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan ekstrak lebih tinggi terhadap radikal
DPPH. Hal ini dapat dijelaskan oleh karakteristik metode

DPPH yang lebih sensitif terhadap senyawa lipofilik (larut
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lemak), sehingga ekstrak yang mengandung komponen
lipofilik tinggi cenderung menunjukkan efektivitas lebih
baik dalam metode ini. Sebaliknya, metode ABTS
menggunakan radikal ABTS+ yang lebih fleksibel karena
mampu mengukur aktivitas senyawa antioksidan baik yang
bersifat hidrofilik (larut air) maupun lipofilik, namun
umumnya menghasilkan nilai ICso yang sedikit lebih tinggi
pada sampel yang dominan lipofilik. Meskipun terdapat
perbedaan nilai 1Cso, kurva regresi dari kedua metode
menunjukkan hubungan linear positif antara konsentrasi dan
persen inhibisi dengan nilai koefisien determinasi (R?) lebih
dari 0,99, yang mencerminkan keakuratan dan konsistensi
hasil. - Dengan demikian, kedua metode ini saling
melengkapi dan sama-sama mengindikasikan bahwa ekstrak
kulit nanas memiliki potensi antioksidan yang kuat (Faisal

2022).
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KESIMPULAN

5.1. KESIMPULAN

1.

Ekstrak etanol kulit nanas madu (4dnanas comosus (L) Merr) memiliki
senyawa seperti flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan senyawa
fenolik.

Ekstrak etanol kulit nanas madu (Ananas comosus (L) Merr) memiliki
aktivitas antioksidan dengan nilai ICsp metode DPPH sebesar 51,858
ug/mL dan metode ABTS sebesar 61,476 pg/MIl. Dimana hasil lebih
besar daripada konsentrasi yang diujikan, sehingga nilai ICso tidak
dapat ditentukan secara langsung dan hanya bisa diperkirakan melalui

ekstrapolasi.

5.2. SARAN

1.

Dilakukan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode lain seperti
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) atau ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity)

Sampel uji digunakan hasil fraksinasi ekstrak

Dilakukan identifikasi dan kuantifikasi senyawa aktif yang mempunyai

aktivitas antioksidan.
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