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MOTTO :
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INTISARI

Daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) mengandung serat, vitamin,
mineral, alkaloid, flavonoid, tanin, triterpenoid steroid yang mempunyai aktivitas
antioksidan yang dapat menghambat radikal bebas didalam tubuh. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kandungan fitokimia dan aktivitas antioksidan (ICsp)
Daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) dengan metode DPPH.

Daun pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Kemudian dilakukan uji skrining
fitokimia secara kualitatif. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH
dengan konsentrasi ekstrak etanol 100ppm, 200ppm 300ppm, 400ppm dan
500ppm pengukuran aktivitas antioksidan dengan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 525 nm.

Ekstrak daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, triterpenoid steroid. Dan pada uji kualitatif
menunjukan bahwa ekstrak daun pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis)
mengandung antioksidan (I1Csp) sebanyak 133,181 ppm.

Kata Kunci : Ekstrak, pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis), DPPH
Daftar Acuan : 45 (2007-2018).

xii



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia kaya akan tumbuh-tumbuhan baik sebagai sumber obat, atau
makanan. Dari beberapa tumbuh-tumbuhan ini, terutama yang digunakan sebagai
sumber makanan sehari-hari terdapat kandungan senyawa kimia yang mempunyai
aktivitas sebagai antioksidan. Daun Pakcoy mengandung serat, vitamin, mineral,
dan antioksidan yang dapat meningkatkan kesehatan tubuh.

Antioksidan adalah substansi yang dalam konsentrasi rendah jika
dibandingkan dengan substrat yang akan teroksidasi dapat memperlambat atau
menghambat oksidasi substrat (Sen et al., 2010), berperan penting dalam
melindungi sel-sel dari kerusakan dengan kemampuan memblok proses kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas (Hartanto, 2012).

Komponen kimia yang berperan sebagai antioksidan adalah senyawa fenolik
dan polifenol. Senyawa-senyawa golongan tersebut banyak terdapat dialam, yang
memiliki kemampuan menangkap radikal bebas. Salah satu metode yang
digunakan dalam menguji aktivitas antioksidan yaitu metode DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil). Metode pengujian ini merupakan metode yang konvensial dan

telah lama digunakan untuk penetapan aktivitas senyawa antioksidan (ldza, 2013).



Berdasarkan latar belakang diatas, maka peneliti tertarik untuk mengangkat
penelitian tentang skrining fitokimia ekstrak etanol daun pakcoy dan uji
antioksidan. Penelitian ini dilakukan dengan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96%, ekstrak yang diproleh selanjutnya diidentifikasi dengan
menggunakan reaksi warna dan uji penegasan dengan metode DPPH.

1.2 Batasan Masalah

a. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Daun Pakcoy (Brassica
rapa subsp. chinensis).

b. Metode ekstraksi yang digunakan dalam mengekstrak Daun Pakcoy
(Brassica rapa subsp. chinensis) yaitu metode maserasi dengan pelarut
etanol 96%.

c. Metode pengujian aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun Pakcoy
(Brassica rapa subsp. chinensis) yaitu metode DPPH.

1.3 Rumusan Masalah

a. Apakah ada senyawa metabolit sekunder pada ekstrak etanol daun pakcoy
(Brassica rapa subsp. chinensis)?

b. Apakah terdapat kandungan antioksidan dalam Ekstrak Daun Pakcoy
(Brassica rapa subsp. chinensis)?

c. Berapakah nilai ICsy yang terdapat pada Daun Pakcoy (Brassica rapa
subsp. chinensis)?

1.4 Tujuan Penelitian

a. Untuk mengetahui adanya senyawa metabolit sekunder dari ekstrak

etanol daun pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis).



b. Untuk mengetahui ada atau tidak kandungan antioksidan dalam Daun
Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis)

c. Untuk mengetahui nilai ICsq yang terdapat pada Daun Pakcoy (Brassica
rapa subsp. chinensis)

1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Bagi Akademik
Karya Tulis llmiah (KTI) ini diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai
masukan yang membangun bagi perkembangan Akademik dan menjadi referensi

untuk kelanjutan untuk penelitian bagi mahasiswa/i selanjutnya.

1.5.2 Bagi peneliti Lanjutan

Karya Tulis IImiah (KTI) ini dapat dimanfaatkan sebagai acuan referensi
untuk peneliti selanjutnya dan juga untuk menambah wawasan tentang aktivitas
antioksidan pada Pakcoy menggunakan metode DPPH agar dapat dijadikan

sebagai informasi untuk penelitian selanjutnya.

1.5.3 Bagi Instansi/Bagi Masyarakat
Penelitian Karya Tulis llmiah (KTI) tentang uji antioksidan ini diharapkan
dapat memberikan pengetahuan serta memberikan informasi tentang kelebihan

dan manfaat ekstrak daun Pakcoy kepada masyarakat.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kajian Teori

2.1.1 Daun Pakcoy (Brassica rapa subp. chinensis)

Gambar 1. Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) (Barokah, 2017).
a. Klasifikasi Tanaman

Klasifikasi tumbuhan pakcoy sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Sub divisi : Spermatophyta

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Rhoeadales

Famili : Brassicaceae

Genus : Brassica

Spesies : Brassica rapa subsp. chinensis



b. Morfologi
Daun Pakcoy bertangkai, berbentuk oval, berwarna hijau tua, dan
mengkilat. Tangkai daun, berwana putih atau hijau muda, gemuk dan
berdaging, tanaman ini mencapai tinggi 15-30 cm (Yogiandre dkk, 2011).
c. Kandungan Daun Pakcoy
Menurut Elzebroek & Wind 2008, tanaman pakcoy mengandung 93%
air, 3% karbohidrat, 1,7% protein, 0,7% serat, dan 0,8% abu. Pakcoy
merupakan sumber dari vitamin dan mineral seperti B-karoten, vitamin C,
Ca, P, dan Fe (Utomo dkk, 2014).
Didalam sawi pakcoy terkandung beta karoten dalam jumlah tinggi,
vitamin C, vitamin B, zat besi, kalsium dan fosfor.Beta karoten, vitamin C
dan vitamin E yang terkandung pada sawi merupakan antioksidan yang
berguna untuk mencegah timbulnya penyakit oleh radikal bebas.
d. Manfaat Daun Pakcoy
Manfaat dari tanaman pakcoy antara lain membantu proses
pembekuan darah jika terjadi luka, kandungan serat yang terdapat pada
pakcoy dapat membantu melancarkan proses pencernaan dalam tubuh dan
mengurangi kadar kolesterol, kandungan glukosinolat dan vitamin K

mampu menangani kanker (Nurjasmi, 2017).

2.1.2 Ekstrak
Menurut Farmakope edisi 111 ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair

dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok,



diluar pengaruh cahaya matahari langsung. Ekstrak kering harus digerus menjadi
serbuk (Depkes RI, 2000).

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut
yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa
atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku
yangtelah ditetapkan. Sebagian besar ekstrak dibuat dengan mengekstraksi bahan
baku obat secara perkolasi. Seluruh perkolat biasanya dipekatkan secara destilasi
dengan pengurangan tekanan, agar bahan sesedikit mungkin terkena panas
(Depkes RI1,2000).

Terdapat tiga golongan pelarut yaitu :

a) Pelarut polar
Pelarut polar adalah senyawa yang memiliki rumus umum ROH dan
menunjukan adanya atom hidrogen yang menyerang atom elektronegatif
(oksigen). Pelarut dengan tingkat kepolaran tinggi merupakan pelarut yang
cocok untuk semua jenis zat aktif karena disamping menarik senyawa yang
bersifat polar,pelarut ini juga tetap dapat menarik senyawa-senyawa dengan
tingkat kepolaran lebih rendah. Contoh pelarut polar diantaranya : air,

metanol, etanol, asam asetat (Marjoni,2016).

b) Pelarut Semi polar
Pelarut semi polar adalah pelarut yang memiliki molekul yang tidak
mengandung ikatan O-H. Pelarut semi polar memiliki tingkat kepolaran yang

lebih rendah dibandingkan dengan pelarut polar. Pelarut ini baik digunakan



utuk melarutkan senyawa-senyawa yang bersifat semipolar dari tumbuhan.

Contoh : aseton, etil asetat, diklorometon (Marjoni,2016).

c) Pelarut Non Polar
Pelarut non polar merupakan senyawa yang memiliki konstan dielektrik yang
rendah dan tidak larut dalam air. Pelarut ini baik digunakan untuk menarik
senyawa-senyawa yang sama sekali tidak larut dalam pelarut polar seperti

minyak. Contoh: heksana, klorofom, dan eter (Marjoni,2016).

2.1.3 Ekstraksi

Ekstraksi adalah suatu proses penyarian zat aktif dari tanaman obat yang
bertujuan untuk menarik komponen kimia yang terdapat dalam bagian tanaman
obat tersebut (Marjoni, 2016).

Metode ekstraksi adalah proses pemisahan senyawa dari matriks atau
simplisia dengan mengguankan pelarut yang sesuai. Tujuan dari ekstraksi adalah
menarik atau memisahkan senyawa dari campurannya atau simplisa. Ada
beberapa cara ekstraksi yang dapat digunakan, pemilihan metode ini dilakukan
dengan memerhatikan sifat dari senyawa, pelarut yang digunakan, dan alat yang
tersedia (Hanani, 2014).

Dalam pemilihan metode ekstraksi perlu banyak pertimbangan antara lain
cara ekstraksi yang akan mempengaruhi hasil ekstrak yang didapat. Metode
ekstraksi secara dingin bertujuan untuk mengekstrak senyawa-senyawa yang
terdapat dalam simplisia yang tidak tahan panas (Marjoni, 2016).

Adapun cara ekstraksi antara lain :



A. Caradingin (Hanani, 2014).

1.

Maserasi

Maserasi adalah cara ekstraksi simplisia dengan merendam dalam pelarut
pada suhu kamar sehingga kerusakkan dapat diminimalisis.

Metode yang digunakan pada penelitian kali ini yaitu metode maserasi,
digunakan metode maserasi karena mudah dan sangat menguntungkan dalam
isolasi bahan alam, saat perendaman sampel akan terjadi pemecahan dinding
dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan diluar sel,
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma terlarut dalam
pelarut organik. Ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama
perendaman yang dilakukan.

Perkolasi

Metode perkolasi serbuk sampel dibasahi secara perlahan dalam sebuah
perkolator (wadah silinder yang dilengkapi dengan kran dibagian bawahnya).
Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan menetes
perlahan pada bagian bawah.

Cara panas

Metode panas digunakan apabila senyawa-senyawa yang terkandung dalam

simplisia sudah dipastikan tahan panas.

Metode ekstraksi yang membutuhkan panas diantaranya :

1.

Refluks
Refluks adalah cara ekstraksi dengan pelarut pada suhu titik didihnya
selama wakttu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan

dengan adanya pendingin balik.



2. Soxhlet
Soxhlet adalah cara ekstraksi mengguanakan pelarut organik pada suhu
didih dengan alat soxhlet.
3. Digestasi
Digesti adalah proses maserasi yang cara kerjanya hampir sama dengan
maserasi, hanya saja digesti menggunakan pemanasan rendah pada suhu 40
50°C. Metode ini biasanya digunakan untuk simplisia yang tersari baik pada
suhu biasa.
4. Infusa
Infusa adalah cara ekstraksi dengan mengguankan pelarut air, pada suhu
96-98°C selama 15-20 menit (dihitung setelah suhu mencapai 96°C tercapai).
5. Dekokta
Dekokta adalah cara ekstraksi yang hampir sama dengan infusa tetapi
perbedannya terletak pada lamanya waktu pemanasan yaitu 30 menit dan

suhunya mencapai titik didih air.

2.1.4 Skrining Fitokimia dan Metabolit Sekunder

Skrining fitokimia merupakan salah satu cara yang dapat dilakukan untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa metabolit sekunder suatu bahan alam.
Skrining fitokimia merupakan tahap pendahuluan yang dapat memberikan
gambaran mengenai kandungan senyawa tertentu dalam bahan alam yang akan
diteliti. Skrining fitokimia dapat dilakukan, baik secara kualitatif, semi kuantitatif,
maupun kuantitatif sesuai dengan tujuan yang diinginkan. Metode skrining
fitokimia secara kualitatif dapat dilakukan melalui reaksi warna dengan

menggunakan suatu pereaksi tertentu. Hal penting yang mempengaruhi dalam
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proses skrining fitokimia adalah pemilihan pelarut dan metode ekstraksi. Pelarut
yang tidak sesuai memungkinkan senyawa aktif yang diinginkan tidak dapat
tertarik secara baik dan sempurna (Kristianti et al., 2008)..

Senyawa-senyawa kimia yang merupakan hasil metabolisme sekunder pada
tumbuhan sangat beragam dan dapat diklasifikasikan dalam beberapa golongan
senyawa bahan alam, yaitu saponin, steroid, tanin, flavonoid dan alkaloid
(Putranti dkk, 2013).

Metabolit sekunder merupakan metabolit yang dihasilkan organisme untuk
aktivitas tertentu dan sifatnya tidak esensial untuk kehidupannya. Ciri spesifik
metabolit sekunder antara struktur kimia beragam, penyebaran relative terbatas,
pembentukannya dipengaruhi enzim, dan bahan ginetik tertentu, proses
biosentesisnya dipengaruhi oleh jumlah dan aktivitas enzim yang merupakan
aspek spesialisasi sel dalam proses diferensiasi dan perkembangan organisme
secara keseluruhan. Contohnya : Alkaloid, flavonoid, steroid, saponin, tanin
(Septyaningsih, 2010).

1. Alkaloid

Alkaloid berasal dari suku kata “Alkali” yang berarti bau dan “Oid” yang
berarti mirip sehingga pengertian alkaloid adalah senyawa yang mengandung
nitrogen bersifat basa dan mempunyai aktivitas farmakologi.

Alkaloid pada umumnya merupakan senyawa padat, berbentuk Kristal atau
amorf, tidak berwarna dan menpunyai rasa pahit. Dalam bentuk bebas alkaloid
merupakan basa lemah yang sukar larut dalam air tetapi mudah larut dalam

pelarut organik.Untuk identifikasi biasanya dilakukan dengan menggunakan
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pereaksi Dragendorff, Mayer dan lain-lain. Alkaloid merupakan senyawa yang

mempunyai aktifitas fisiologi yang menonjol dan digunakan secara luas dalam

bidang pengobatan (Harbone, 1987).

Beberapa sifat dari alkaloid yaitu:

a) Mengandung atom Nitrogen.

b) Umumnya berupa kristal atau serbuk armof.

¢) Dengan logam berat (Hg, Au dan lainnya membentuk endapan kristal).

d) Dalam tumbuhan berada dalam bentuk bebas dan bentuk N-Oksida atau dalam
bentuk garamnnya.

e) Sering beracun.

f) Umumnya mempunyai rasa pahit.

g) Alkaloid dalam bentuk bebas tidak larut dalam air tetapi larut dalam kloroform,
eter, dan pelarut organik lainnya yang bersifat relatif non polar.

h) Alkaloid dalam bentuk garamnya mudah larut dalam air.

i) Alkaloid bebas bersifat basa karena adanya pasangan elektron bebas dan atom
N-nya.

J) Biasanya banyak digunakan dibidang farmasi (Soegihardjo,2013).

o)

HoN OH

HO
OH

Gambar 2. Struktur Alkaloid (Soegihardjo,2013).
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2. Flavonoid
Flavonoid merupakan golongan fenol alam yang terbesar, menggandung 15
atom karbon dalam inti dasarnya, terutama dalam konfigursi C6-C3-C6 artinya,
kerangka karbonya terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzene tersubsitusi) yang
dihubungkan oleh alfatis tiga karbon.

Beberapa fungsi flavonoid adalah pengatur tumbuh, pengaruh fotosintesis,
bekerja sebagai mikroba dan antivirus.Flavonoid adalah senyawa fenol, sehingga
warna berubah bila ditambah basa atau amoniak.Terdapat sekitar flavonoid yaitu
antosianin, proantosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonil, khalkon,

auron, favanon dan isoflavon (Harbone, 1987).

Gambar 3. Struktur Flavonoid (Harbone, 1987).
3. Steroid/Triteponoid

Steroid sama dengan inti triterpenoid tertasiklik. Steroida alkohol biasanya
dinamakan dengan “Sterol” tetapi karena praktis semua steroid tumbuh berupa
alkohol sering kali semuanya disebut “sterol”. Sterol adalah triterpena yang
kerangka dasarnya cincin siklopentana perhidrofenantrena. Dahulu sterol terutama
dianggap sebagai senyewa hormon kelamin (asam empedu), tetapi pada tahun-
tahun terakhir ini makin banyak senyawa tersebut yang ditemukan dalam jaringan

tumbuhan.
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Struktur Dasar Steroid

Gambar 4. Struktur Steroid (Harbone, 1987)

4. Tanin

Tanin merupakan senyawa umum Yyang terdapat dalam tumbuhan
berpembuluh, memiliki gugus fenol, memiliki rasa sepat dan mampu menyamak
kulit karena kemampuanya menyambung silang protein. Jika bereaksi dengan
protein membentuk kopolimer mantap yang tidak larut dalam air. Tanin secara
kimia dikelompokkan menjadi dua golongan yaitu tanin terkondesasi dan tanin
terhidrolisis. Tanin terkondensasi atau flavon secara biosintesis dapat dianggap
terbentuk dengan cara kondensasi katekin tunggal yang membentuk dimer dan
kemudian oligomer yang lebih tinggi. Tanin terhidrolisis mengandung ikatan ester
yang dapat terhidrolisis jika dididihkan dalam asam klorida encer (Harbone,

1987).

Gambar 5. Struktur Tanin (Harbone, 1987).
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5. Saponin

Saponin diberi nama demikian karena sifatnya menyerupai sabun (bahasa
latin “sapo” berarti sabun). Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat
dan menimbulkan busa jika dikocok dengan air. Dikenal dua jenis saponin yaitu
glikosida triterpenoida dan glikosida strenoida tertentu yang mempunyai rantai
samping spirokental. Kedua jenis saponin ini larut dalam air dan etanol, tetapi
tidak larut dalam eter. Aglikonnya disebut sapogenin, diperoleh dengan hidrolisis
dalam suasana asam atau hidrolisi memakai enzim.

Senyawa saponin dapat pula di identifikasi dari warna yang dihasilkannya
dengan pereaksi Liebermann-Burchard. Warna biru-hijau menunjukkan saponin,
steroida, dan warna merah, merah muda, atau ungu menunjukkan saponin

triterpenoida.

Gambar 6. Struktur Saponin (Harbone, 1987).

2.1.5 Antioksidan
a. Pengertian Antioksidan
Antioksidan adalah substansi yang dalam konsentrasi rendah jika
dibandingkan dengan substrat yang akan teroksidasi dapat memperlambat

atau menghambat oksidasi substrat (Sen et al., 2010), berperan penting dalam
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melindungi sel-sel dari kerusakan dengan kemampuan memblok proses
kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas (Hartanto, 2012).
Sumber Antioksidan:
1. Antioksidan Alami

Antioksidan alami dapat ditemukan pada sayuran, buah-buahan, dan
tumbuhan berkayu. Adapun contoh dari antioksidan alami adalah tokoferol,
asam askorbat, komponen fenolik, turunan senyawa hidroksinat, dan kuramin
(Kumar, 2011).
2. Antioksidan Sintetis

Antioksidan sintesis yaitu antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis.
Adapun contoh antioksidan sintesis yang telah dikenal adalah butylated
hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT), tert-butyl

hydroquinone (TBHQ), propyl gallate, dan tokoferol (Kumar, 2011).

2.1.6 Radikal bebas

Pengertian Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu atom yang mempunyai elektron tidak berpasangan.

Elektron tidak berpasangan tersebut menyebabkan radikal bebas sangat reaktif

yang kemudian akan menangkap atau mengambil selektron dari senyawa lain

seperti protein, lipid, karbohidrat dan DNA untuk menetralkan diri. Radikal bebas

masuk kedalam tubuh dan menyerang sel-sel yang sehat yang menyebabkan sel-

sel tersebut kehilangan fungsi dan strukturnya (Liochev, 2013).

b. Sumber

Sumber radikal bebas yang ada di tubuh manusia berasal dari 2 sumber, yaitu :
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1. Sumber endogen Sumber yang berasal dari endogen dapat dibagi
menjadi :
a) Autoksidasi, merupakan produk dari proses metabolime aerobik.
b) Oksidasienzimatik, beberapa jenis sistem enzim mampu menghasilkan
radikal bebas dalam jumlah cukup.
c) Respiratory burst, proses dimana sel fagositik menggunkan oksigen
dalam jumlah yang besar selama fagositosis.

2. Sumber eksogen berasal dari polusi udara, radiasi UV, sinar X, pestisida dan

asap rokok.

el Elektron tidak berpasangan

Gambar 7.Struktur radikal bebas (Liochev, 2013).

2.1.7 Vitamin C
a. Definisi Vitamin C
Vitamin C atau asam askorbat adalah vitamin yang mudah larut dalam air.

Banyak penelitian tentang Vitamin C yang menyebutkan bahwa buah-buahan



dan sayur-sayuran merupakan sumber Vitamin C yang terbesar misalnya buah-
buahan seperti jeruk, jambu biji, mangga dan nanas. Dalam sayur-sayuran
banyak terdapat dalam kentang, sawi, kol, asparagus dan cabe dan paprika
(Asrul, 2010). Vitamin C mudah diabsorbsi secara aktif dan mungkin pula
secara difusi pada bagian atas usus halus lalu masuk ke peredaran darah melalui
vena porta. Rata-rata arbsorbsi adalah 90% untuk konsumsi diantara 20- 120
mg/hari. Konsumsi tinggi sampai 12 gram hanya diarbsorbsi sebanyak 16%.
Vitamin C kemudian dibawa ke semua jaringan. Konsentrasi tertinggi adalah di
dalam jaringan adrenal, pituitary, dan retina. Vitamin C diekskresikan terutama
melalui urin, sebagian kecil di dalam tinja dan sebagian kecil di ekskresikan

melaului kulit (Yuniastuti, 2008).

Gambar 8. Struktur Vitamin C (Sari, 2010).

Vitamin C atau asam askorbat salah satu golongan antioksidan yang larut
dalam air. Pada keadaan murni Vitamin C berbentuk Kristal putih dan
mempunyai berat molekul 176,32 (Nilam,2013).

b. Manfaat VitaminC

Manfaat Vitamin C vyaitu dapat berfungsi pengatur tingkat kolestrol,

pemicu imunitas, serta berperan dalam penyembuhan luka, memelihara

17



kesehatan kulit dan sebagai menangkal radikal bebas yang menimbulkan
masalah kesehatan seperti tingginya kolestrol sakit jantung, arthritis (radang
sendi), sariawan dan pilek penyakit seperti liver, obesitas akibat kerusakan

protein, diabetes, dan jantung (Kesuma,2015).

c. Kekurangan VitaminC

Kekurangan Vitamin C dapat menyebabkan difisiensi vitamin C. Sehingga
dapat menimbulkan masalah kesehatan seperti tingginya kolestrol sakit jantung,
arthritis (radang sendi), sariawan dan pilek (Kesuma, 2015). Vitamin C dalam
penelitian ini digunakan sebagai pembanding dikarenakan Vitamin C
merupakan antioksidan murni yang didalam beberapa penelitian digunakan
sebagai kontrol positifnya. Dengan cara kerja Vitamin C yaitu menangkap
radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi yang berantai sehingga digunakan
dalam menentukan aktivitas antioksidan yaitu kemampuan untuk dapat
meredam radikal bebas dengan menggunakan metode DPPH (Kesuma,2015).

Analisis kuantitatif dari vitamin C dapat dilakukan dengan beberapa
metode yaitu metode Titrasi Asam-Basa dan Metode Titrasi 2,6 D
(Dichloroindophenol). Analisis kualitatif dari vitamin C dapat dilakukan dengan

menggunakan pereaksi benedict (Fadriyanti,2015).

2.1.8 Spektrofotometri

18

Spektofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang

digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan

kualitatif yang didasarkan pada interaksi matahari dengan cahaya. Sinar atau

cahaya yang dimaksud dapat berupa cahaya visible, UV, dan inframerah.
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Sedangkan materi dapat berupa atom dan molekul namun yang lebih berperan
adalah elektron valensi. Spektrofotometri Sinar Tampak (UV-Vis) adalah
pengukuran energi cahaya oleh suatu sistem kimia pada panjang gelombang
tertentu. Sinar ultraviolet (UV) mempunyai panjang gelombang antara 200-400
nm, dan sinar tampak (visible) mempunyai panjang gelombang 400-750nm.
Pengukuran Spektrofotometri menggunakan alat Spektrofotometer yang
melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada molekul yang dianalisis,
sehingga Spektrofotometer UV-Vis lebih banyak dipakai untuk analisis kuantitatif
dibandingkan kualitatif. Spektrum UV-Vis sangat berguna untuk pengukuran
secara kuantitatif. Konsentrasi dari analit di dalam larutan bisa ditentukan dengan
mengukur absorban pada panjang gelombang tertentu dengan menggunakan

hukum Lambert-Beer (Rohman, 2010).

f\

Read Out

detektor

monokromator

pendispersi atau
penyebar cahaya
slit atau

sumber cahaya pintu masuk
polikromatis

Gambar 9.Spektofotometri (Suparno, 2016).

sel sampel

slit atau
pintu keluar

a. Fungsi masing-masing bagian dari Spektrofotometri
1. Sumber sinar polikromatis berfungsi sebagai sumber sinar polikromatis
dengan berbagai macam rentang panjang gelombang.
2. Monokromator berfungsi sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu

mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar polikromatis menjadi
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cahaya monokromatis. Pada gambar di atas disebut sebagai pendispersi
atau penyebar cahaya. Dengan adanya pendispersi hanya satu jenis
cahaya atau cahaya dengan panjang gelombang tunggal yang mengenai
sel sampel. Pada gambar di atas hanya cahaya hijau yang melewati pintu
keluar. Proses dispersi atau penyebaran cahaya seperti yang tertera pada
gambar. Sel sampel berfungsi sebagai tempat meletakan sampel
a) UV- Vis dan UV-Vis menggunakan kuvet sebagai tempat sampel.
Kuvet biasanya terbuat dari kuarsa atau gelas, namun kuvet dari
kuarsa yang terbuat dari silika memiliki kualitas yang lebih baik. Hal
ini disebabkan yang terbuat darikaca dan plastik dapat menyerap UV
sehingga penggunaannya hanya pada spektrofotometer sinar tampak
(V1S).Kuvet biasanya berbentuk persegi panjang dengan lebar 1 cm.
b) IR, untuk sampel cair dan padat (dalam bentuk pasta) biasanya
dioleskan pada dua lempeng Natrium Klorida. Untuk sampel dalam
bentuk larutan dimasukan ke dalam sel Natrium Klorida. Sel ini akan
dipecahkan untuk mengambil kembali larutan yang dianalisis, jika
sampel yang dimiliki sangat sedikit dan harganya mahal.
3. Detektor berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan
mengubahnya menjadi arus listrik. Macam-macam detektor yaitu
Detektor foto (Photo detector), photocell, misalnya CdS, phototube,

hantaran foto, dioda foto, detektor panas.
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4. Read out merupakan suatu sistem baca yang menangkap besarnya
isyarat listrik yang berasal dari detektor. Adapun hal-hal yang harus
diperhatikan dalam Spektrofotometri adalah :

a) Pada saat pengenceran alat-alat pengenceran harus betul-betul bersih
tanpa adanya zat pengotor.

b) Dalam penggunaan alat-alat harus betul-betul steril.

¢) Jumlah zat yang dipakai harus sesuai dengan yang telah ditentukan

d) Dalam penggunaan Spektrofotometri UV, sampel harus jernih dan
tidak keruh.

e) Dalam penggunaan spektrofotometri UV-Vis, sampel harus
berwarna.

b. Syarat senyawa yang dapat diukur oleh spektrofotometri UV-Vis :
1. Harus berbentuk larutan
2. Senyawa harus memiliki gugus kromofon, gugus pembawa warna

3. Memiliki ikatan rangkap terkonjugasi (Anonim, 1979).

2.1.9 DPPH(1,1-Diphenyl-2-picrylhirazyl)

N—N NO,

Gambar 10. Struktur DPPH (Tristantini dkk,2016).

DPPH merupakan salah satu radikal nitrogen organik yang stabil yang

berwarna ungu. Adanya senyawa yang bersifat sebagai peredam radikal akan
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mereduksi radikal DPPH dengan mendonasikan atom hidrogen membentuk
senyawa difenil pikrilhidrazil (non radikal) yang dapat ditandai dengan perubahan
dari warna ungu radikal DPPH menjadi warna kuning (golongan pikril)
(Tristantini dkk, 2016).

Metode DPPH atau 1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl adalah metode pengujian
suatu sampel yang diduga memiliki efek antioksidan menggunakan radikal DPPH.
Aktivitas antioksidan pada metode DPPH dinyatakan dengn ICsy (Inhibitory
Concentration). 1Cs adalah bilangan yang menunjukan konsentrasi yang mampu
menghambat aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai ICsy maka semakin
tinggi aktivitas antioksidan (Tristantini dkk, 2016).

Nilai 1Cs0 pada metode DPPH vyaitu adalah merupakan konsentrasi sebagai
nilai X dan % antioksidan sebagai nilai Y sesuai dengan variasi waktu (Tristantini
dkk, 2016).

Metode DPPH dilakukan dengan cara sampel direndam dalam larutan
DPPH (1,1Diphenyl-2-Picrylhydrazyl), kemudian diukur absorbansi dengan
spektrofotometer UV-VIS dan ditentukan harga ICsy. Metode DPPH merupakan
metode yang sederhana, cepat, dan mudah untuk penapisan aktivitas penangkapan
radikal beberapa senyawa. Selain itu metode ini terbukti akurat dan praktis (Neot,
2018).

Interaksi antioksidan dengan DPPH baik secara transfer elektron atau
radikal hidrogen yaitu menetralkan radikal bebas dari DPPH dan membentuk
DPPH tereduksi. Jika semua elektron pada DPPH menjadi berpasangan, maka

warna larutan berubah dari ungu tua menjadi kuning terang (Neot, 2018).
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Gambar 11.Reaksi DPPH dan Antioksidan (Tristantini dkk, 2016).



2.2 Kerangka Konsep

Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol dan Uji Antioksidan Daun Pakcoy

(Brassica rapa subsp. chinensis) Menggunakan Metode DPPH

|

Ekstraksi Metabolit

J

Skrining Fitokimia

(+) Flavanoid
(+) Alkaloid
(+) Saponin

(+) Tanin
(+) Steroid

(-) Flavanoid
(-) Alkaloid
(-) Saponin

(-) Tanin
(-) Steroid

}

Uji Aktivitas Antioksidan

Dengan Menggunakan Metode | —»
DPPH

Perhitungan ICs

Gambar 12. Kerangka Konsep




BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan di Laboratorium Farmakognosi Stikes Al-
Fatah Bengkulu dan Laboratorium FKIP IPA Universitas Bengkulu pada Bulan

Maret-Juli Tahun 2021.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas seperti
tabung reaksi, beker gelas, erlenmeyer, pipet tetes, gelas ukur, labu ukur, kuvet,
mikropipet, cawan penguap, batang pengaduk, alumunium foil, oven, masker,
sarung tangan, timbangan analitik, waterbath, spatel, hotplate, kaca arloji, krus,

botol bejana kaca gelap, dan seperangkat alat spektrofotometri UV-Vis.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah daun pakcoy (Brassica rapa subsp.
chinensis), Aquadest, etanol 96%, etanol p.a, HCI (P), dragendorf, mayer, NaOH
10%, Mg, FeCls kloroform, metanol, dan H,SO, DPPH (1-1-difenil-2-

pikrihidrazil).
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3.3 Prosedur Kerja Penelitian

3.3.1 Verifikasi Tanaman

Verifikasi ini dilakukan agar tidak terjadi kesalahan dalam pengambilan
bahan utama yang akan digunakan. Verifikasi dilakukan dilaboratorium Biologi
Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam Universitas Bengkulu.

3.3.2 Pengambilan Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun Pakcoy yang

diambil didaerah Padang Jati sebanyak 4000 gr sampel basah.

3.3.3 Pengelolaaan Sampel
a. Preparasi Sampel

Preparasi sampel daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. Chinensis) dari daun
yang masih segar pada saat pagi hari saat proses fotosintesis berlangsung, bagian
yang diambil daun yang bagus tidak digigit hama seperti ulat dan daun yang
berwarna kuning, daun ini dipetik dengan tangan.
b. Sortasi Basah

Sampel daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) kemudian dilakukan
pemisahan dari kotoran zat asing, ranting, daun yang berbeda atau tanaman lain
serta tanah yang menempel pada tanaman.
c. Pencucian

Pencucian dilakukan dengan menggunakan air bersih yaitu air keran atau

air mengalir agar sampel yang digunakan bersih dari kotoran yang melekat.
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d. Perajangan

Perajangan dilakukan dengan menggunakan pisau yang tajam tidak tumpul
guna agar zat karat tidak menempel pada sampel yang akan digunakan.
Perajangan ini dilakukan untuk memperluas permukaan bahan baku agar mudah
kering dalam proses pengeringan.
e. Pengeringan

Pengeringan dilakukan dengan menggunakan oven pada suhu 50°C selama
6 hari dari berat daun Pakcoy sebanyak 4000 gr dan berat kering yang didapatkan
sebanyak 400 gr.
f. Sortasi Kering

Sortasi kering dilakukan untuk memisahkan benda asing yang masih
tertinggal pada simplisia setelah proses pengeringan.
g. Penyimpanan

Penyimpanan simplisia yang sudah kering disimpan dalam wadah tertutup
rapat agar mutu simplisia tetap terjaga dan tidak tercampur dengan simplisia yang

lain.

3.3.4 Proses Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi yaitu maserasi dengan
merendam serbuk daun Pakcoy (Brassica rapa subsp chinensis.) 400 gr sampel
kering kedalam etanol 96% 4000 ml. Maserasi dilakukan dalam botol gelap yang
tertutup selama 2-5 hari dengan sesekali dilakukan pengocokan kemudian ekstrak
disaring untuk mendapatkan ekstrak cair. Ekstrak yang didapat diuapkan dengan

waterbath sehingga didapatkan ekstrak kental.
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3.3.5 Pemeriksaan Ekstrak
a. Organoleptis

Uji organoleptis dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui sifat fisik
berupa bau, warna, konsistensi dari ektrak daun pakcoy. Pemeriksaan ini
dilakukan secara visual dengan mengamati bentuk, warna, dan bau (Depkes,
2000).
b. Rendemen

Tujuan rendemen untuk mengetahui perbandingan antara ekstrak yang

diperoleh dengan simplisia awal (Depkes, 2000).

Berat ekstrak yang diperoleh
% Rendemen = —— - x100%
Berat simplisia yang diperoleh

c. Uji Skrining
1. Uji Alkaloid

Larutan uji sebanyak 0,5 gr dilarutkan dengan 2 ml HCI 1% kemudian
disaring dan dilakukan pengujian menggunakan beberapa tetes dragendorf reaksi
positif alkaloid terbentuknya warna jingga (Kumoro, 2015).
2. Uji Flavonoid

Ekstrak sebanyak 0,5 gr kemudian dimasukkan ke tabung reaksi ditambah
dengan 2 ml larutan NaOH positif flavonoid jika terdapat endapan kuning
(Harbone, 1987).

3. Uji Flavonoid
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Ekstrak sebanyak 0,5 gr kemudian dimasukkan ke tabung reaksi ditambah
dengan 2-4 tetes HCL (P), ditambahkan serbuk Mg. positif flavonoid
terbentuknya warna kuning orange (Achmad, 1986).

4. Uji Steroid/Triteponoid

Ambil ekstrak 0,5 gr masukkan dalam tabung reaksi tambahkan 2 mi
etanol 96% kemudian diaduk, ditambahkan 2 ml kloroform, ditambahkan 2 ml
H,SO, pekat dengan cara diteteskan pelan-pelan dari sisi dinding tabung reaksi.
Pembentukan cincin warna merah menunjukkan adanya steroid (Ghosal dan
Mandal, 2012).

5. Uji Tanin

Sebanyak 0,5 gr ekstrak uji dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan larutan FeCl; sebanyak 3 tetes, tanda positif tanin jika terbentuk
warna hijau biru atau hitam, hijau atau biru hijau (Mojab et al, 2003).

6. Uji Saponin

Ambil ekstrak 0,5 gr masukkan dalam tabung reaksi tambahkan 2 mi
etanol 96% kemudian diaduk. Dan tambahkan 20ml aquadest dan dikocok kuat
kemudian amati selama 15-20 menit. Jika terbentuk busa menunjukkan adanya

saponin (Mojabet al 2003).

3.3.6 Pembuatan Larutan Induk DPPH 0,1 mM
Sebanyak 1,97 mg DPPH ditimbang dan dilarutkan dalam etanol p.a

sebanyak 50 mL, lalu ditempatkan dalam botol yang gelap.
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3.3.7 Pembuatan Larutan Induk Sampel
Pertama dibuat larutan induk yaitu dari 50 mg ekstrak daun pakcoy dalam

50 mL etanol, sehingga diperoleh kadar 1000 ppm. Dari kadar 1000 ppm dibuat
konsentrasi sebesar 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm dan 500 ppm. Pada
masing-masing konsentrasi, ditambahkan etanol sampai tanda batas (25 mL).
3.3.8 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara memipet 0,5 mL larutan
sampel dari berbagai konsentrasi, kemudian ditambahkan 3,5 mL DPPH,
campuran larutan dihomogenkan dan dibiarkan selama 30 menit ditempat gelap.
Serapan diukur dengan spektrofotometer UV Vis pada Amaks 525 nm (Brand

Williams, 1995).

3.4 Analisis Data
Penentuan aktivitas anti radikal dilakukan dengan perhitungan inhibitory

concentration (ICsp). Nilai 1Cso merupakan konsentrasi ekstrak dan vitamin C
yang memberikan % aktivitas anti radikal sebesar 50% dibanding kontrol melalui
suatu persamaan garis regresi linier antara kadar terhadap % penangkapan radikal

(Ic, N, 2013).

Absorbansi Blangko—Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbansi Blangko x 100%
Keterangan :

Absorbansi blangko = Absorbansi DPPH

Absorbansi Sampel = Absorbansi Antioksidan Ekstrak Daun Pakcoy dan

Absorbansi Antioksidan.
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Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan regresi y = bx+a
dengan konsentrasi ekstrak (ppm) sebagai absis (sumbu x) dan nilai % inhibisi
(antioksidan) sebagai ordinat (sumbu y). Nilai ICsq dari perhitungan pada saat %

inhibisi sebesar 50%.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil dan Pembahasan

Telah dilakukan penelitian Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun
Pakcoy dan Uji Antioksidan Dengan Menggunakan Metode DPPH. Penelitian ini
telah dilaksanakan di Laboratorium Farmakognosi Stikes Al-Fatah Bengkulu dan

Laboratorium FKIP IPA Universitas Bengkulu pada Bulan Maret Tahun 2021.

4.1.1 Hasil verifikasi tanaman
Telah dilakukan verifikasi tanaman dilaboratorium Biologi Fakultas

Matematika dan limu Pengetahuan Alam Univesitas Bengkulu, dapat dilihat pada
lampiran 1. Hasil verifikasi menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan dalam
penelitian ini adalah benar-benar daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. Chinensis)
dengan Klasifikasi sebagai berikut :

Ordo : Rhoeadales

Famili : Brassicaceae

Spesies : Brassica rapa subsp. chinensis

4.1.2 Pembuatan Ekstrak Daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis)
Ekstrak yang digunakan pada penelitian ini menggunakan metode
maserasi. Maserasi merupakan cara sederhana yang dapat dilakukan dengan cara

merendam serbuk simplisia dalam pelarut. Pelarut akan menembus dinding sel
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dan masuk masuk kedalam rongga sel yang mengandung zat-zat aktif sehingga zat
aktif akan larut. Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah pelarut etanol
96%. Etanol digunakan sebagai pelarut karena bersifat polar, universal, dan
mudah didapat. Senyawa polar merupakan senyawa yang larut didalam air.
Senyawa metabolit sekunder yang akan diambil pada daun pakcoy bersifat polar
sehingga proses ekstraksi menggunakan pelarut polar. Diperoleh dari ekstrak daun
pakcoy dengan metode maserasi sebanyak 71,11 gr, sedangkan hasil rendemen
dari metode maserasi sebanyak 17,77% memenuhi standar karena tidak kurang
dari 11,9% (Depkes, 2017). Hasil rendemen dari suatu sampel sangat diperlukan
karena untuk mengetahui banyaknya ekstrak yang diperoleh selama proses
ekstraksi. Selain itu, data hasil rendemen tersebut ada hubungannya dengan
senyawa aktif yang terkandung dalam sampel juga semakin banyak. Sebagaimana
yang telah dilaporkan (Harbone, 1987) bahwa tingginya senyawa aktif yang
terdapat pada suatu sampel ditunjukkan dengan tingginya jumlah rendemen yang
dihasilkan.

Dari pembuatan ekstrak etanol 96% daun pakcoy (Brassica rapa subsp.
chinensis) yang dilakukan di Laboratorium Stikes Al-Fatah Bengkulu didapat
hasil seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Pakcoy.

Sampel yang Berat simplisia Pelarut Etanol | Berat ekstrak Rende
digunakan kering (Gram) 96% (ml) kental (gram) men

Daun Pakcoy 400 gram 6000 ml 71,11 gram | 17,77 %
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4.1.3 Hasil Evaluasi Ekstrak EtanolDaun Pakcoy (Brassica rapa subsp.
chinensis).

Evaluasi ekstrak daun pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) meliputi uji
organoleptis yang dimaksudkan untuk melihat tampilan fisik suatu sediaan yang
meliputi warna, bau dan konsentrasi secara kasar mata.

a. Hasil Uji Organoleptis

Parameter organoleptik bertujuan memberikan pengenalan awal simplisia
dan ekstrak berupa bentuk, warna, dan bau. Data ini dapat digunakan sebagai
dasar untuk menguji simplisia dan ekstrak selama penyimpanan, dan hal tersebut
tentu saja dapat mempengaruhi khasiatnya (Kartikasari dkk, 2014).

Pada uji organoleptis ekstrak diperoleh hasil konsistensi berupa cairan
kental karena hasil maserat dilakukan evaporasi sehingga mengalami penguapan.

Warna ekstrak yang dihasilkan adalah warna hijau kehitaman dan bau yang khas.

Tabel 11. Hasil Uji Organoleptis Ekstrak Etanol Daun Pakcoy (Brassica rapa
subsp. chinensis)

Sediaan Organoleptis

Bau Warna Konsentrasi

Ekstrak daun pakcoy Khas bau daun | Hijau

pakcoy kehitaman Cairan Kental

4.1.4 Uji Skrining Fitokimia

Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui kandungan kimia dari
ekstrak daun pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis). Pada identifikasi senyawa
alkaloid dengan cara meneteskan sampel dengan HCI, tujuan penambahan HCI

adalah untuk membuat suasana menjadi asam, sedangkan alkaloid bersifat basa.
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Alkaloid diuji dengan menggunakan pereaksi dragendrof nitrogen digunakan
untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K* yang merupakan ion logam
(Harbone, 1987). Identifikasi steroid dalam tumbuhan diuji dengan menggunakan
kloroform dan H,SO, akan berikatan dengan senyawa sehingga menghasilkan
reaksi perubahan cincin warna merah. ldentifikasi tanin menggunkan FeCl;
dengan sampel membuat pembentukan warna hijau hitam. Identifikasi saponin
bersifat polar sehingga dapat larut dalam pelarut air dan saponin juga bersifat non
polar karena memiliki gugus hidrofob yaitu aglikon (Sapogenin). Busa yang
dihasilkan pada uji saponin disebabkan karena adanya glikosida yang dapat
membentuk busa dalam air dan terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa
lainnya. Identifikasi selanjutnya adalah flavonoid menggunakan NaOH dengan
sampel membuat pembentukan warna endapan kuning.

Pada uji skirining fitokimia diperoleh hasil ekstrak daun pakcoy (Brassica
rapa subsp. chinensis) ditambahkan dengan bubuk Logam Mg dan HCI yang
ditambahkan akan mereduksi inti benzopiron yang yang terdapat didalam struktur

flavonoid sehingga terjadi perubahan warna (Robinson, 1995).

Tabel I11. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun pakcoy (Brassica rapa
subsp. chinensis)
Senyawa Reagen Persyaratan Pengamatan Ket
MMI

Ekstrak+HCI(p)+larutan Jingga Jingga (+)
Alkaloid Dragendrof 2 ml

Ekstrak+etanol96%-+ Cincin  warna | Cincin  warna | (+)
Steroid Kloroform+H,SO4(p) merah merah

Ekstrak+FeCls+etanol Hijau hitam Hijau hitam (+)
Tanin 96%

Ekstrak+10mlair panas Terbentuk busa | Tidak ada busa | (-)
Saponin

Ekstrak+NaOH 1% Endapan kuning | Endapan kuning | (+)
Flavonoid
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Ekstrak+ HCI pekat+Mg Kuning orange Kuning orange (+)
Flavonoid

4.1.5 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Daun Pakcoy Dengan Menggunakan
Metode DPPH Secara Spektrofotometri

Pada penelitian ini, pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH.
Metode ini menggunakan senyawa radikal bebas yaitu (DPPH) karena terdapat
elektron yang tidak berpasangan pada strukturnya sehingga dapat digunakan untuk
pengujian aktivitas antioksidan suatu senyawa yang dapat mendonorkan
elektronnya sehingga terjadi penurunan intensitas warna atau absorbansi larutan

DPPH (Molyneux, 2004).

/ / \
NO, & NO, 6 2

ON—  p—N—N +RH —> ON—{ J—NH—N #R*
\ ¢ N

NO, & "NO,
DPPH - ungu DPPH tereduksi- kuning

Gambar 13. Reaksi terbentuknya warna kuning oleh adanya antioksidan
Pengurangan intensitas warna larutan DPPH tersebut dihasilkan oleh
bereaksinya molekul radikal DPPH dengan satu atom hidrogen yang dilepaskan
komponen bahan uji sehingga terbentuk senyawa 1,1 difenil-2-pikrilhidrazil yang
berwarna kuning. Pengurangan intensitas warna ungu larutan DPPH karena
adanya penambahan senyawa penangkap radikal bebas dapat dihitung secara
kuantitatif dari berkurangnya absorbansi larutan tersebut. Pada prinsipnya
absorbansi yang diukur adalah absorbansi larutan DPPH yang tidak bereaksi
dengan bahan uji atau DPPH yang masih tersisa dalam larutan, sehingga dengan

bertambahnya konsentrasi senyawa penangkap radikal bebas dalam larutan, maka
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absorbansi larutan akan berkurang. Hal ini berarti bahwa aktivitas penangkapan
radikal bebasnya semakin meningkat. Menurut metode ini, aktivitas antioksidan
dari senyawa uji dinyatakan dengan ICso. Nilai ICso diperoleh dari persamaan
regresi linier yang menyatakan hubungan antara konsentrasi senyawa uji dengan
persen penangkapan radikal yang dimilikinya. Semakin kecil nilai I1Csy maka
semakin aktif suatu fraksi/ekstrak tanaman sebagai antioksidan (Moleniux, 2004).

Uji aktivitas antioksidan daun Pakcoy dilakukan dengan menimbang 50
mg sampel add 50 ml etanol 96% dalam labu ukur 50 ml. Pengenceran dari
larutan uji tersebut dibuatlah berbagai konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 300ppm,
400 ppm, dan 500 ppm. Yaitu konsentarasi 100 ppm diambil sebanyak 2,5 ml, 200
ppm diambil 5 ml, 300 ppm diambil 7,5 ml, 400 ppm diambil 10 ml, dan 500 ppm
diambil 12,5 ml. Pada masing-masing konsentrasi, ditambahkan etanol sampai
tanda batas (25 mL). Dari masing-masing konsentrasi tersebut diambil sebanyak
0,5 ml ditambahkan 3,5 ml DPPH masukan ke dalam tabung reaksi yang sudah di
lapisi aluminium foil. Diinkubasi pada tempat gelap, operating time selama 30
menit (Yanuarto dkk, 2019) dari masing-masing sampel. Setelah diinkubasi
terjadilah perubahan warna, apabila terdapat senyawa antioksidan pada sampel
tersebut maka akan berubah menjadi kuning (Moleniux, 2004).

Pada sampel tersebut terjadilah perubahan warna dari ungu ke kuning.
Setelah itu larutan tersebut diambil dan dimasukan ke dalam kuvet lalu diukur
nilai absorbansinya di spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 525 nm
(Brand Williams, 1995). Berikut hasil uji perubahan warna yang terjadi pada

sampel daun pakcoy.
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Gambarl4. Perubahan warna aktivitas antioksidan
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4.1.6 Penentuan aktivitas antioksidan
Aktivitas antioksidan pada daun pakcoy dengan metode DPPH di lihat
pada tabel V.

Tabel 1V. Data daun pakcoy (Brassica rapa subsp chinensis) absorbansidan %
antioksidan.

Konsentrasi Absorbansi % Antioksidan
100 0.664 29.73 %
200 0.248 73.75%
300 0.179 81.56%
400 0.127 86.56%
500 0.097 89.73%

y =0.1328x + 32.423
20 R*=0.7327

== inhibisi

/ —— Linear (inhibisi)

40 e
0 w T \
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konsentrasi (ppm)

Aktivitas antioksidan (%0)
8&38

Gambar 15. Kurva Regresi Linier Daun Pakcoy Dengan % Antioksidan
Dengan Metode DPPH

Linearitas suatu metode didasarkan pada nilai koefisien korelasi (r) yang

dihasilkan dari suatu persamaan regresi linier. Semakin nilai r mendekati + 1
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maka linearitasnya semakin baik. Daun pakcoy = 0,732 sedangkan untuk baku
pembandingnya menurut jurnal (Konda dkk, 2019) Vitamin C = 0,9261. Data
linearitas dapat diterima jika memenuhi nilai r > 0,9. Dari hasil tersebut,
persamaan kurva baku untuk larutan vitamin ¢ memenuhi persyaratan linieritas
yang baik sedangkan untuk larutan uji daun pakcoy belum memenuhi persyaratan
linieritas yang baik (Indraningsih, 2020) kemungkinan di sebabkan oleh beberapa
faktor seperti suhu penyimpanan, tempat penyimpanan, dan sampel yang
digunakan telah melalui beberapa uiji.

ICso merupakan konsentrasi antioksidan yang diperlakukan untuk menangkap
50% radikal DPPH. Nilai ICso diperoleh dari persamaan regresi linier yang
menyatakan hubungan konsentrasi senyawa uji (X) dengan Aktivitas antioksidan
yang di hasilkan (y). Semakin kecil nilai I1Csy, maka sampel uji mempunyai
keefektifan sebagai antioksidan yang lebih baik. Dari hasil perhitungan 1Cs untuk
daun pakcoy mempunyai nilai antioksidan karena larutan uji daun pakcoy
mengalami perubahan warna. Untuk daun pakcoy nilai 1Cso nya 133,181 yu/mL
dan Vitamin C nilai ICs 8,03 u/mL (Konda dkk, 2019). Dari nilai tersebut dapat
di ketahui bahwa daun pakcoy memiliki aktivitas antioksidan yang Sedang karena
dilihat dari nilai 1Csy <150 p/mL, 101-150 p/mL, sedangkan Vitamin C memiliki
aktivitas antioksidan yang kuat nilai 1Csy <50 pu/mL, Hal ini menunjukan bahwa
daya aktivitas antioksidan sampel vitamin C lebih besar di banding daun Pakcoy
dengan menggunakan metode DPPH, karena semakin kecil nilai 1Cs; maka

semakin tinggi aktivitas antioksidan (Tristantini dkk, 2016).
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Tabel V. Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH intensitas

Tingkat kekuatan antioksidan
dengan metode DPPH Intensitas

Nilai 1Csq (/m)

Sangat kuat <50
Kuat 50-100
Sedang 101-150

Lemah >150

(Nusarini, 2007).

Tabel VI. Nilai 1Cso Daun Pakcoy dan Vitamin C

Sampel Dan 1Cso(/m) Tingkat aktivitas antioksidan (1Cs)
Baku dengan metode penangkapan radikal
pembanding bebas DPPH
Sangat kuat | Sedang (101- | Lemah
(<50) 150) (>150)
Sampel Daun 133,181 N
Pakcoy
Vitamin C 8,03 v




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan ekstrak etanol daun
pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis) mengandung senyawa flavanoid,
tanin, alkaloid, dan terpenoid.

b. Terdapat kandungan antioksidan didalam ekstrak daun pakcoy (Brassica
rapa subsp. chinensis) dengan pengujian menggunakan metode DPPH.

c. Pada ekstrak daun pakcoy terdapat nilai ICsy sebesar 133,181 ppm yang

kategori sedang dalam aktivitas antioksidan.

5.2 Saran

5.2.1 Bagi Akademik
Meningkatkan sumber referensi yang terdapat diperpustakan Stikes Al-
Fathah Bengkulu agar mahasiswa dapat memperbanyak daftar acuan menyusun

Karya Tulis IImiah.

5.2.2 Bagi Peneliti lanjutan

Disarankan peneliti lebih lanjut tentang uji daya aktivitas antioksidan
sampel lainya dan bila perlu apabila menggunakan baku pembanding DPPH maka
harus teliti dalam penyimpanan dan teliti dalam proses pengerjaan sebelum

pembuatan larutan DPPH.

41
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5.2.3 Bagi Masyarakat

Dapat memanfaatkan daun pakcoy sebagai obat tradisional karena telah
dilakukan pengujian kandungan metabolit sekunder dan positif mengandung
senyawa flavonoid yang berkhasiat sebagai anti kanker, antioksidan, dan anti

bakteri.
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Lampiran 1. Verifikasi Taksonomi Tumbuhan
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Surat Keterangan
Nomor :\2¥UN30.12.LAB.BIOLOGI/KM/2021

Telah dilakukan verifikasi taksonomi tumbuhan :

Ordo : Brassicales
Familia : Brassicaceae
Nama ilmiah : Brassica rapa subsp. chinensis (L.) Hanelt
Nama daerah  : pakcoy
Pelaksana : Dra. RR Sri Astuti, M.S.
19610328 198901 2 001
Pengguna : 1. Indah Dwikartika
18111019
2. Rika Juliarti
18111033

Demikian Surat Keterangan ini dibuat untuk dapat digunakan sebagaimana mestinya.

29 Maret 2021
Mengetahui, Pelaksana,

RR Sri Astuti
19610328 198901 2001

|

Gambar 16. Hasil Verifikasi Tanaman Pakcoy (Brassica rapa subsp. chi‘nensis)
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Lampiran2. Skema Alur Penelitian
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Daun Pakcoy (Brassica rapa subsp. chinensis)

Verifikasi

Tanaman

Penyiapan simplisia

Ekstraksi

Ekstrak kental

Evaluasi Ekstrak

Skrinining Fitokimia

1. Organoleptis
2. Rendemen

N

(+) Flavanoid (-) Flavanoid
(+) Alkaloid (-) Alkaloid
(*(') )S;JI_pOUIn (-() )Saponln
+) Tanin -) Tanin
(+) Steroid (-) Steroid

Uji Aktivitas Antioksidan
Dengan Menggunakan Metode

DPPH

|

Perhitungan ICs

Gambar 17. Skema Alur Penelitian
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Lampiran 3. Skema Kerja Uji Aktivitas Antioksidan

Persiapan Alat dan Bahan

Pembuatan larutan DPPH
0,1 mM
Dengan Menimbang 1,97
mg DPPH dilarutkan
dalam etanol p.a add 50
mL. Lalu ditempatkan
dalam tempat gelap

}

Pembuatan larutan uji
1000 ppm Dengan
menimbang 50 mg
sampel dilarutkan dalam
50 ml etanol hingga tanda

batas

Dari bebrapa konsentrasi
tersebut di pipet sebanyak
0,5ml dimasukan ke
dalam tabung reaksi
ditambahkan 3,5 ml
larutanDPPH

Pembuatan larutan uji dengan
konsentrasi 100ppm, 200ppm,
300ppm, 400ppm dan 500
ppm. Pada masing-masing
konsentrasi, ditambahkan
etanol sampai tanda batas (25
mL).

J

Kemudian di inkubasi
selama 30 menit.

!

Selanjutnya di ukur
menggunakan
spektrofotometer UV-VIS
Pada panjang gelombang
525nm.

Gambar 18. Skema Kerja Uji Aktivitas Antioksidan
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Lampiran 4 : Alat penelitian

Spektrofotometri
UV-VIS

Gelas ukur Tabung Reaksi

i\:\\ \

=3
S o

Erlenmeyer

Alumunium Foil

TimbanganAnalitik Kuvet

Kaca Arloji

Hot plate

Gambar 19. Alat penelitian
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Lampiran 5. Bahan penelitian

Ekstrak Etanol
Daun Pakcoy DPPH Aquadest Etanol p.a

Mayer NaOH Dragendrof Serbuk Mg

Etanol 96%0

Gambar 20. Bahan penelitian



Lampiran 6.Pembuatan Ekstrak Daun Pakcoy

Pengambilan sampel

Penimbangan simplisia
basah

Pencucian
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w

Perajangan

Penyaringan filtrat

Filtrat yang diperoleh
dipekatkan dengan
waterbath

Hasil Ekstrak

Gambar 21. Pembuatan ekstrak daun Pakcoy



Lampiran 7. Cara Pengerjaan DPPH

Penimbangan DPPH

Larutan DPPH

Larutan DPPH yang
telah ditambah sampel

Pengenceran sampel

Gambar 22. Cara Pengerjaan DPPH

54



Lampiran 8. Perhitungan Rendemen

a. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Berat Ekstrak yang diperoleh

% Rendemen = —— .
Berat Simplisa yang diperoleh

_ 71,11 gram
400 gr

x 100 %

=17,77%

x 100%
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Lampiran 9. Skrining Fitokimia
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Uji Alkaloid

Uji Saponin

Uji Tanin

Uji Steroid

Uji Flavanoid

Uji Flavanoid

Gambar 23. Skrining Fitokimia



Lampiran 10. Hasil Pengukuran Spektrofotometri

Sampel + DPPH

Blangko

Gambar 24.

Hasil Pengukuran Spektrofotometri
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Lampiran 11. Perhitungan Seri Konsentrasi

50 mg_50mg

Ekstrak = = = 1000 ppm
50ml 0,051
Diencerkan menjadi :
100 ppm 200 ppm
Cl'Vl = Cz.Vz Cl'Vl = CZ'VZ
10005, V1 = 1004,,,,. 25 ml 10004, V1 = 200,,,. 25 ml
V1=—1000=2,5ml 1=—1000=5ml
300 ppm 400 ppm
Cl'Vl = CZ'VZ Cl'Vl = CZ'VZ
1000,m. V3 = 300, 25 ml 1000,m. Vy = 400,,,,. 25 ml
500 7 Eml V_10000_10 ]
t =000~ ™ 1= 7000
500 ppm
Cl'Vl = Cz.Vz
1000,pm. V; = 500,,m,.25 ml
12500
V1 = m =12,5ml



Lampiran 12. Perhitungan % Aktivitas Antioksidan

%0 Aktivitas Antioksidan =

Absorbansi Blanko—Absorbansi Sampel

Absorbansi Blanko

Nilai Absorbansi Sampel Daun Pakcoy

1. 100 ppm =
=29,73 %
2. 200 ppm =
=73,75%
3. 300 ppm =
= 81,56 %
4. 400 ppm =
= 86,56 %
5. 500 ppm =

=89,73 %

0,945-0,664

X [0)
0045 100%
0,945-0,248
- " X [0)
0545 100%
0,945-0,179
) ’ X o
~“oois 100%
0,945-0,127
————— % 100%
0,945
0,945-0,097
———— % 100%
0,945
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x100%



Lampiran 13. Perhitungan 1Cs
Rumus=Y =bx+a
1. Daun Pakcoy
ICsp =0,132x + 32,42
50 =0,132x + 32,42
50-32,42

17,58 = 0,132x

17,58 _
X = 0132 133,181 ppm

2. Vitamin C
1ICsp =2,3374x + 31,233
50 =2,3374x + 31,233
50 - 31,233

18,767 = 2,3374x

_ 18767_
X = 2,3374 8,03 ppm
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