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ABSTRAK

Tanaman betadine (jatropha multifida L) adalah salah satu tanaman obat yang jarang
dimanfaatkan oleh masyarakat khususnya di Indonesia. Tanaman betadine diketahui
mengandung alkaloid dan flavonoid yang tinggi. Flavonoid adalah suatu metabolit
sekunder pada tanaman dan merupakan senyawa yang polar, maka dari itu dapat
digunakan sebagai antioksidan. Antioksidan merupakan senyawa yang dapat
menghambat spesies oksigen reaktif dan juga radikal bebas sehingga antioksidan dapat
mencegah penyakit karsinogenesis, kardiovaskuler dan penuaan. Pengujian dilakukan
menggunakan metode DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) yaitu daun betadine di
ekstraksi menggunakan etanol 96%. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui nilai
ICso dari ekstrak etanol daun betadine terpurifikasi dan ekstrak etanol daun betadine
yang tidak terpurifikasi. Berdasarkan penelitian ini diperoleh hasil skrining uji
fitokimia mengandung positif flavonoid, fenol, alkaloid dan tanin, kemudian diperoleh
nilai 1Cso pada ekstrak etanol daun betadine yang memiliki nilai sebesar 1.109,174
ppm. Tergolong tidak aktif dan ekstrak terpurifikasi memiliki nilai ICso Sebesar
480,839 ppm vyang tergolong lemah. Nilai % inhibisi ekstrak daun betadine
terpurifikasi lebih tinggi pada konsentrasi 800 yaitu 58,336% dibandingkan dengan
ekstrak etanol daun betadine yang tidak mengalami purifikasi yaitu 43.056%.
Sehingga aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun betadine yang terpurifikasi lebih
baik dibandingkan ekstrak yang tidak mengalami proses purifikasi.

Kata kunci : Daun Betadine, Antioksidan, Spektrofotometer UV-Vis, DPPH
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ABSTRACT

Betadine plant (jatropha multifida L) is a medicinal plant that is rarely used by
people, especially in Indonesia. Betadine plants are known to contain high alkaloids
and flavonoids. Flavonoids are secondary metabolites in plants and are polar
compounds, therefore they can be used as antioxidants. Antioxidants are compounds
that can inhibit reactive oxygen species as well as free radicals so that antioxidants
can prevent carcinogenesis, cardiovascular disease and aging. Tests were carried out
using the DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) method, namely betadine leaves were
extracted using 96% ethanol. The purpose of this study was to determine the [Cso
value of purified betadine leaf ethanol extract and unpurified betadine leaf ethanol
extract. Based on this research, the results of the screening test for phytochemicals
contained positive flavonoids, phenols, alkaloids and tannins, then the ICso value of
the ethanol extract of betadine leaves was obtained, which had a value of 1,109.174
ppm. It was classified as inactive and the purified extract had an ICso value of 480.839
ppm, which was classified as weak. . The % inhibition value of purified betadine leaf
extract was higher at a concentration of 800, namely 58.336%, compared to the
unpurified betadine leaf ethanol extract, namely 43.056%. So that the antioxidant
activity of the purified ethanol extract of betadine leaves is better than the extract that
did not undergo a purification process.

Keywords: betadine leaves, antioxidants, UV-Vis spectrophotometer, DPPH
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Radikal bebas dapat berasal dari polusi, debu maupun diproduksi secara
kontinyu sebagai konsekuensi dari metabolisme normal (Septiana et al., 2002).
Radikal bebas merupakan suatu molekul yang memiliki satu atau lebih elektron
tidak berpasangan. Penyakit kanker, stroke, jantung, dan penuaan dini disebabkan
adanya radikal bebas dalam tubuh (Rahman et al., 2016). Senyawa yang dapat
menangkal radikal bebas dinamakan antioksidan.

Sebab itu tubuh memerlukan suatu substansi penting yakni antioksidan yang
dapat membantu melindungi tubuh dari serangan radikal bebas dengan meredam
dampak negatif dari senyawa ini. Antioksidan berfungsi mengatasi atau
menetralisir radikal bebas sehingga diharapkan dengan pemberian antioksidan
tersebut proses tua dihambat atau paling tidak “tidak dipercepat” serta dapat
mencegah terjadinya kerusakan tubuh dari timbulnya penyakit degeneratif
(Kosasih et al., 2006). Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat
dan mencegah terjadinya proses oksidasi (Simanjuntak, 2012). Cara kerjanya
yaitu menghentikan reaksi radikal bebas dari metabolisme di dalam tubuh ataupun
dari lingkungan (Meigaria et al,. 2016).

Antioksidan sudah banyak digunakan terutama dalam makanan.
Antioksidan yang digunakan tersebut adalah antioksidan sintetik (Qader et al,
2011). Tetapi saat ini antioksidan sintetik dibatasi penggunaannya, karena
diketahui bersifat toksik (racun) yang dapat membahayakan tubuh. Menurut Sen
et al., (2010), antioksidan sintetik yang ditambahkan dalam makanan dapat
menyebabkan masalah kesehatan yakni jantung, penuaan dini, kanker. Oleh
karena itu, untuk mengganti antioksidan sintetik diperlukan adanya antioksidan
alami yang terbuat dari bahan alam. Antioksidan alami adalah antioksidan yang
berasal dari tumbuh-tumbuhan (Sartini et al, 2007).

Banyak bahan pangan yang dapat menjadi sumber antioksidan alami,
misalnya rempah-rempah, teh, coklat, dedaunan, biji-biji serelia, sayur-sayuran,
enzim dan protein. Kebanyakan sumber antioksidan alami adalah tumbuhan dan

umumnya merupakan senyawa fenolik yang tersebar di seluruh bagian tumbuhan



baik di kayu, biji, daun, buah, akar, bunga maupun serbuk sari (Sarastani et al.,
2002).

Flavonoid adalah senyawa fenolik yang banyak ditemukan pada tumbuhan.
Flavonoid yang merupakan metabolit sekunder yang tersebar luas di alam yang
berperan sebagai antioksidan, semakin besar kandungan senyawa flavonoid maka
semakin besar aktivitas antioksidannya (Konate et al., 2010, Shahwar et al.,
2010). Flavonoid dapat beraksi sebagai antioksidan dengan menangkap radikal
bebas melalui pemberian atom hidrogen pada radikal tersebut. Secara umum,
kemampuan flavonoid dalam menangkap radikal tergantung dari substitusi gugus
hidroksi dan kemampuan stabilisasi dari radikal fenolik melalui ikatan hidrogen
atau melalui delokalisasi elektron. Selanjutnya radikal fenoksi flavonoid tersebut
distabilkan oleh delokalisasi elektron yang tidak berpasangan di sekitar cincin
aromatik. Stabilitas radikal fenoksi flavonoid (reactive oxygen) akan mengurangi
kecepatan perambatan (propagasi) autooksidasi reaksi berantai. Salah satu
senyawa Yyang aktivitas antioksidannya tinggi adalah flavonoid. Kemampuan
flavonoid sebagai antioksidan telah banyak diteliti dimana flavonoid memiliki
kemampuan untuk merubah atau mereduksi radikal bebas dan juga sebagai anti
radikal bebas (Giorgio, 2000).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Agus et al, (2016) terdapat kandungan
flavonoid dalam ekstrak etanol daun betadin (Jatropha multifida L.). Tanaman
betadin (Jatropha multifida L.) adalah suatu tanaman obat-obatan yang jarang
dimanfaatkan oleh masyarakat khususnya di Indonesia. Tanaman ini tidak banyak
diketahui manfaatnya oleh masyarakat, khususnya di Indonesia. Tanaman betadin
diketahui mengandung alkaloid dan flavonoid. Flavonoid adalah suatu metabolit
sekunder pada tanaman dan merupakan senyawa yang polar, maka dari itu dapat
larut dalam alkohol. (Liana dan Utama, 2018; Harahap et al, 2017). Berdasarkan
uraian tersebut, peneliti tertarik melakukan penelitian untuk mengetahui seberapa
kuat aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daun betadine (Jatropha multifida

L.) terpurifikasi dengan metode DPPH.



2.1 ldentifikasi Masalah

Berdasarkan latar belakang atas yang telah diuraikan maka rumusan
masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
Seberapa kuat aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun betadine (Jatropha

multifida L) yang telah terpurifikasi dengan metode DPPH

1.3 Tujuan

1.3.1 Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol betadine terpurifikasi
dengan metode DPPH

1.3.2 Mengetahui nilai ICso antioksidan dari ekstrak etanol daun betadine

terpurifikasi

1.4 Manfaat

1.4.1 Masyarakat Umum

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi dan pengetahuan
bahwa ekstrak daun betadine dapat dimanfaatkan sebagai penangkal radikal bebas
atau antioksidan bagi tubuh.

1.4.2 Peneliti
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sarana dalam menambah wawasan
dan pengetahuan, serta pengalaman dalam melakukan penelitian ekstrak daun

betadine sebagai antioksidan

1.5 Hipotesis

Terdapat aktivitas antioksidan yang kuat pada ekstrak etanol daun betadine
(Jatropha multifida Linn) terpurifikasi yang dilakukan dengan metode DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhyrazyl) menggunakan spektrofotometer UV-Visible.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Uraian Tanaman

2.1.1 Identifikasi Tanaman

Tanaman betadin (Jatropha multifida L.) adalah suatu tanaman obat-obatan
yang jarang dimanfaatkan oleh masyarakat khususnya di Indonesia. Nama
Jatropha berasal dari kata Yunani yaitu "jatros yang berarti dokter” dan "trophe
yang berarti makanan”, yang dalam artiannya menyirat tentang obat-obatan
(Sabandar, et. al, 2013). Secara geografis, genus Jatropha L. Yang termasuk
dalam famili Euphorbiaceae mempunyai 150-175 spesies kayu yang tersebar luas.
Genus Jatropha termasuk dalam famili Euphorbiaceae (Kolawole, et. al, 2016;
Thomas, 2016; Elosaily, et. al, 2018; Landeros, et. al, 2017; Liu, et. al, 2015) dan
memiliki spesies yang beragam, di antaranya J. multifida, J. curcas, J. molissima,

J. Gossypifolia.

Gambar 2. 1 Tanaman daun betadine (jatropha multifida L) (Ilham, 2008).

Klasifikasi tanaman betadine (jatropha multifida L) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Euphorbiales

Famili : Euphorbiaceae

Genus : Jatropha

Spesies : Jatropha multifida (Linnaeus, Sp. PI. 1006.1753)



Tanaman betadin (Jatropha multifida L.) salah satu tanaman obat-obatan
yang jarang dimanfaatkan oleh masyarakat khususnya di Indonesia. Tanaman
betadin diketahui mengandung alkaloid dan flavonoid. Flavonoid adalah suatu
metabolit sekunder pada tanaman dan merupakan senyawa yang polar, maka dari
itu dapat larut dalam alkohol. Metabolit sekunder ini dapat digunakan sebagai
antioksidan, antimikroba, obat infeksi pada luka, antifungi, antibakteri, antialergi,
sitotoksik, dan anti hipertensi (Liana dan Utama, 2018; Harahap et al., 2017)

Tanaman ini dapat merespon terhadap kondisi iklim, mampu beradaptasi
dengan berbagai agro-ekologis dan telah mengakumulasi variasi selama bertahun-
tahun. Jatropha L. memiliki multiguna dengan kepentingan ekonomi yang
signifikan dan memiliki kemampuan untuk merehabilitasi lahan terdegradasi. Saat
ini, sebagian besar penelitian Jatropha L. berfokus pada daerah distribusi,
budidaya dan pembibitan (Abdou et al., 2017). Tanaman ini memiliki banyak
manfaat bagi kehidupan yaitu dapat memerangi infeksi mikroba, leishmaniasis
dan anti malaria (Fatriyadi dan Yunidasari, 2016). Pada bakalnya memiliki
aktivitas pencahar yang kuat (Ahomafor et al., 2016). Getah tanaman ini dapat
memberikan efek penghambat darah yang mengalir pada luka sayatan (Lestari et
al., 2016). Ekstrak batangnya dapat dijadikan sebagai pestisida nabati pengendali
hama Plutella xylostella pada tanaman sawi (Brassica juncea L.) (Irawati, 2017).

2.1.2 Morfologi

Tanaman daun betadine (jatropha multifida linn) merupakan tanaman
menahun yang termasuk tumbuhan semak dimana mempunyai akar tunggang,
serta mempunyai batang, yang bulat, berkayu dan berbulu. Seluruh bagian
tanaman ini bergetah dan bagian batang akan terlihat lebih jelas membekasnya
dari batang daun yang telah berguguran. Tulang daun menyirip, tungkai daun
berukuran sekitar 10-25 cm, lebar helai 15-35 cm. Perbungaannya terminal,

spatula merah, delapan benang sari, kepala sari memanjang (Susiarti, 1999)

2.2 Radikal Bebas
Radikal bebas merupakan suatu molekul yang mempunyai kumpulan
elektron yang tidak berpasangan pada suatu lingkaran luarnya. Radikal bebas

adalah molekul yang mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada



orbital terluarnya, radikal bebas sangat reaktif dan tidak stabil, sebagai usaha
untuk mencapai kestabilannya radikal bebas akan bereaksi dengan atom atau
molekul di sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron. Reaksi ini dalam
tubuh dapat menimbulkan reaksi berantai yang mampu merusak struktur sel, bila
tidak dihentikan akan menimbulkan berbagai penyakit seperti kanker, jantung,
katarak, penuaan dini, serta penyakit degeneratif lainnya (Maria dan Herry, 2014).
Kestabilan molekul berdasarkan pasangan elektronnya, jika elektron tidak stabil
maka radikal bebas akan menyerang bagian tubuh (Fessenden dan Fesennden,
1986; Darmawan dan Artanti, 2009).

Senyawa ini terbentuk di dalam tubuh, dipicu oleh bermacam-macam faktor.
Radikal bebas bisa terbentuk, misalnya, ketika komponen makanan diubah
menjadi bentuk energi melalui proses metabolisme. Pada proses metabolisme ini,
seringkali terjadi kebocoran elektron. Dalam kondisi demikian, mudah sekali
terbentuk radikal bebas, seperti anion superoksida, hidroksil dan lain-lain. Radikal
bebas juga dapat terbentuk dari senyawa lain yang sebenarnya bukan radikal
bebas, tetapi mudah berubah menjadi radikal bebas. Misalnya hidrogen peroksida
(H202), ozon dan lain-lain. Kedua kelompok senyawa tersebut sering diistilahkan
sebagai Senyawa Oksigen Reaktif (SOR) atau Reactive Oxygen Species (ROS)
(Minarsih, 2007).

Radikal bebas dianggap berbahaya karena menjadi sangat reaktif dalam
upaya mendapatkan pasangan elektronnya, dapat pula terbentuk radikal bebas
baru dari atom atau molekul yang elektronnya terambil untuk berpasangan dengan
radikal bebas sebelumnya. Dalam gerakannya yang tidak beraturan, karena sangat
reaktif, radikal bebas dapat menimbulkan kerusakan di berbagai bagian sel
(Muhilal, 1991). Reduksi terhadap oksigen menjadi molekul air adalah reaksi
fundamental dalam pernapasan, di mana makanan diubah menjadi energi yang
berguna untuk keperluan sel-sel dalam tubuh kita. Penambahan berturut-turut
sebanyak 4 elektron kepada oksigen akan menghasilkan air dan juga

menghasilkan radikal bebas, yang mempunyai potensi merusak sel.



Reaksi radikal bebas sebenarnya adalah suatu mekanisme biokimia yang
normal terjadi dalam tubuh kita. Radikal bebas biasanya hanya bersifat
intermediat (perantara), dan kemudian cepat diubah menjadi substansi lain yang
tidak lagi membahayakan tubuh Kita, misalnya hormon-hormon prostaglandin
yang dibentuk melalui suatu seri reaksi radikal bebas, atau reaksi detoksifikasi
racun yang masuk ke dalam tubuh yang juga mengikutsertakan radikal bebas.
Tetapi jika pada kesempatan yang berumur sangat pendek ini, radikal bebas
bertemu DNA atau enzim atau asam lemak majemuk tak jenuh (polyunsaturated

fats), maka suatu permulaan kerusakan sel dapat terjadi (Sunarni, 2005).

Sebab-sebab yang dapat meningkatkan atau memicu pembentukan radikal bebas:
1. Penyebab dari dalam tubuh
a. Proses oksidasi yang berlebihan
b. Proses olahraga yang berlebihan yang mana dapat menghasilkan
radikal bebas tambahan sesuai dengan bertambahnya kebutuhan
energi dan pembakaran biokimia dalam tubuh.
c. Proses peradangan akibat menderita sakit kronik atau tumor/kanker.
Radikal bebas aktif diproduksi dari luka atau otot yang digunakan
secara berlebihan. Termasuk juga pada penderita diabetes,
bertahuntahun terpapar kadar gula darah yang tinggi. Kondisi ini
menghasilkan molekul oksigen yang tidak stabil terus menerus. Oleh
karena itu sangat penting penderita kronik atau kanker dalam hal ini
menambah jumlah antioksidannya.
d. Dalam keadaan stres psikologis yang terus menerus mengakibatkan
produksi radikal bebas yang berlebihan. Oleh karena itu banyak studi

yang mengaitkan serangan jantung dan kanker (Tapan, 2005).

2. Penyebab dari luar tubuh
a. Menghirup asap rokok. Radikal bebas dari asap rokok masuk ke
dalam tubuh manusia melalui saluran pernapasan. Molekul oksigen
yang tidak stabil dapat langsung merusak jaringan paru atau memicu
lepasnya spesies oksigen reaktif dalam sel-sel tubuh termasuk sel

darah putihb. Menghirup udara/lingkungan tercemar. Sama seperti



rokok udara yang begitu terpolusi dan tercemar akibat buangan
kendaraan bermotor, hasil pabrik dan pembakaran sampah bisa
masuk melalui paru manusia dan radikal bebas tersebut merusak sel-
sel tubuh dengan cara menembus membran sel.

b. Menghirup udara/lingkungan tercemar. Sama seperti rokok udara
yang begitu terpolusi dan tercemar akibat buangan kendaraan
bermotor, hasil pabrik dan pembakaran sampah bisa masuk melalui
paru manusia dan radikal bebas tersebut merusak sel-sel tubuh
dengan cara menembus membran sel

c. Radiasi matahari/kosmis. Sinar ultaviolet yang kuat ini dipancarkan
matahari dan dapat merusak sel.

d. Radiasi foto terapi (penyinaran). Sinar X atau radio isotop
merupakan radikal bebas yang sangat kuat.

e. Konsumsi obat-obatan termasuk kemoterapi. Obat- obatan termasuk
obat antikanker, selain menyerang sel-sel kanker, obat tersebut juga
merupakan radikal bebas bagi sel-sel normal lainnya.

f. Pestisida dan zat kimia pencemaran lain. Masuk ke dalam tubuh
melalui makanan dan minuman yang terpapar dengan pestisida atau
zat kimia pencemaran lainnya. Keadaan ini terus menerus

berlangsung di saluran cerna. (Tapan, 2005)

Radikal anion superoksida, hidrogen peroksida dan radikal hidroksil adalah
3 macam hasil metabolisme yang bila tidak terkontrol dapat menyebabkan
kerusakan. Substan yang paling reaktif dan berbahaya adalah radikal hidroksil
(OH") yang mempunyai kemampuan merusak sel. Zat gizi yang paling sensitif
terhadap kerusakan oleh radikal bebas adalah asam lemak majemuk tak jenuh,
yang dikenal dengan sebutan lipid peroksidasi. Di luar tubuh, asam lemak dalam
makanan yang bereaksi dengan radikal bebas menghasilkan peroksidasi yang
disebut tengik. Selain radikal oksigen, polusi kimia juga dapat menimbulkan lipid
peroksidasi. Di dalam tubuh, reaksi radikal bebas menyebabkan kerusakan sel dan
lapisan-lapisan pelindung yang mengelilingi sel. Akumulasi kerusakan sel-sel ini

dalam waktu lama (bertahun-tahun) menimbulkan tanda-tanda tua seperti bintik-



bintik hitam di wajah dan keriput. Jadi proses degeneratif terjadi lewat reaksi
radikal bebas ini (Sunarni, 2005).

2.3 Antioksidan

Antioksidan didefinisikan sebagai inhibitor yang bekerja menghambat
oksidasi dengan cara bereaksi dengan radikal bebas reaktif yang membentuk
radikal bebas tidak reaktif yang tidak stabil. Antioksidan merupakan semua bahan
yang dapat menunda atau mencegah kerusakan akibat oksidasi pada molekul
sasaran. Dalam pengertian kimia antioksidan adalah senyawa-senyawa pemberi
elektron, tetapi dalam pengertian biologis lebih luas lagi, yaitu semua senyawa
yang dapat meredam dampak negatif oksidan, termasuk enzim-enzim dan protein-
protein pengikat logam. Antioksidan merupakan senyawa yang dapat
menghambat spesies oksigen reaktif dan juga radikal bebas sehingga antioksidan
dapat mencegah penyakit-penyakit yang dihubungkan dengan radikal bebas

seperti karsinogenesis, kardiovaskuler, dan penuaan (Siagian, 2002 ).

2.3.1 Penggolongan Antioksidan

Kemampuan antioksidan umumnya diukur berdasarkan nilai ICso, dimana
ICso ini menggambarkan besarnya konsentrasi suatu senyawa yang mampu
menghambat radikal bebas sebanyak 50%. Jika nilai ICso semakin kecil maka
kemampuan antioksidan semakin besar (Seneviratnhe et al, 2006). Penggolongan

tingkat aktivitas antioksidan dapat dilihat pada tabel di bawah ini:

Penggolongan tingkat aktivitas antioksidan :

No Nilai ICso (ng/mL) Tingkat Aktivitas Antioksidan
1 <50 Sangat Kuat
2 50-100 Kuat
3 100-250 Sedang
4 250-500 Lemah
5 >500 Tidak Aktif

(Jun et al., 2006)




2.3.2 Jenis-Jenis Antioksidan
a. Antioksidan Primer

Antioksidan primer adalah suatu zat yang dapat menghentikan reaksi
berantai pembentukan radikal yang melepaskan hidrogen. Zat-zat yang
termasuk dalam golongan ini adalah yang berasal dari alam dan dapat pula
buatan antara lain: tokoferol, lesitin, fosfatida, sedamol, gosipol, dan asam
askorbat. Antioksidan alam yang paling banyak ditemukan dalam minyak
nabati adalah tokoferol yang mempunyai keaktifan vitamin E dan terdapat
dalam bentuk o, B, v, dan a-tokoferol, tapi a-tokoferol yang menunjukkan
keaktifan vitamin E yang paling tinggi.

Senyawa kimia yang tergolong dalam kelompok antioksidan dan dapat
ditemukan pada tanaman, antara lain berasal dari golongan polifenol,
flavanoid, vitamin C, Vitamin E, beta karoten, katekin dan resveratrol.
Antioksidan sintetik yang banyak digunakan sekarang adalah senyawa-
senyawa fenol yang biasanya agak beracun. Karena itu penambahan
antioksidan harus memenuhi beberapa syarat, misalnya tidak berbahaya bagi
kesehatan, tidak menimbulkan warna yang tidak diinginkan, efek pada
konsentrasi rendah, larut dalam lemak, mudah didapat dan ekonomis. Empat
macam antioksidan yang sering digunakan pada bahan makanan adalah
Butylated hydroxyanysole (BHA), Butylated hydroxytoluene (BHT),
Propiylgallate (PG), dan Nordihydroquairetic acid (NDGA) (Arisman,
2009).

b. Antioksidan Sekunder

Antioksidan sekunder adalah suatu zat yang dapat mencegah Kerja
prooksidan sehingga dapat digolongkan sebagai senergik. Beberapa asam
organik tertentu biasanya asam di- atau trikarboksilat, dapat mengikat
logam-logam (sequistran). Misalnya satu molekul asam sitrat akan mengikat
prooksidan Fe sering dilakukan pada minyak kacang kedelai EDTA adalah
sequistran logam yang sering digunakan dalam minyak salad.

Dalam penggunaan antioksidan, harus dipikirkan bahwa terdapat keadaan
atau zat tertentu yang dapat mempermudah terjadinya reaksi oksidasi,

seperti panas, cahaya dan logam. Selain itu, terdapat pula zat antioksidan
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yang kehilangan daya antioksidannya setelah berikatan dengan oksigen
sehingga tidak berfaedah bila digunakan, terutama di dalam pemrosesan

makanan dalam sistem terbuka (Arisman, 2009).

2.3.3. Mekanisme Kerja Antioksidan
Antioksidan bekerja melindungi sel dan jaringan sasaran dengan cara :

a. Memusnahkan (scavenge) radikal bebas secara enzimatik atau
dengan reaksi kimia langsung

b. Mengurangi pembentukan radikal bebas

c. Mengikat ion logam yang terlibat dalam pembentukan spesies yang
reaktif (transferin,albumin)

d. Memperbaiki kerusakan sasaran

e. Menghancurkan molekul yang rusak dan menggantinya dengan baru
tubuh sendiri membuat tiga jenis antioksidan yakni, antioksidan
primer superoxidedismutase (SOD), glutathion peroxidase (GPx),
dan protein pengikat, ferritin, ceruloplasmin). Tugasnya mencegah
pembentukan radikal bebas baru dan mengubah radikal bebas
menjadi bahan yang tidak berbahaya lagi. Ada juga antioksidan jenis
sekunder. Ini berasal dari vitamin C, vitamin E dan betacarotene.
Jenis antioksidan ini bertugas menangkap radikal bebas dan
mencegah reaksi berantai yang akan merusak tubuh. Sedangkan
antioksidan  jenis  tersier (DNA-repair enzym; methionin
sulfoxidereductase) bertugas memperbaiki kerusakan tubuh yang
timbul akibat radikal bebas (Nadesul, 2006).

24 DPPH

Radikal DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) adalah suatu senyawa organik
yang mengandung nitrogen tidak stabil dengan absorbansi kuat pada Amax 516
nm dan berwarna ungu gelap. Setelah bereaksi dengan senyawa antioksidan,
DPPH tersebut akan tereduksi dan warnanya akan berubah menjadi kuning.
Perubahan tersebut dapat diukur dengan spektrofotometer, dan diplotkan terhadap
konsentrasi (Reynertson, 2007). Penurunan intensitas warna yang terjadi

disebabkan oleh berkurangnya ikatan rangkap terkonjugasi pada DDPH. Hal ini
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dapat terjadi apabila adanya penangkapan satu elektron oleh zat antioksidan,
menyebabkan tidak adanya kesempatan elektron tersebut untuk beresonansi
(Pratimasari, 2009). Keberadaan sebuah antioksidan yang mana dapat
menyumbangkan elektron kepada DPPH, menghasilkan warna kuning yang

merupakan ciri spesifik dari reaksi radikal DPPH (Vaya dan Aviram, 2001).

Penangkap radikal bebas menyebabkan elektron menjadi berpasangan yang
kemudian menyebabkan penghilangan warna yang sebanding dengan jumlah
elektron yang diambil (Sunarni, 2005). Metode DPPH adalah suatu metode
kolorimetri yang efektif dan cepat untuk memperkirakan aktivitas
antiradikal/antioksidan. Uji kimia ini secara luas digunakan dalam penelitian
produk alami untuk isolasi antioksidan fitokimia dan untuk menguji seberapa
besar kapasitas ekstrak dan senyawa murni dalam menyerap radikal bebas.
Metode DPPH berfungsi untuk mengukur elektron tunggal seperti aktivitas
transfer hidrogen sealigus untuk mengukur aktivitas penghambatan radikal bebas.

(Pratimasari, 2009). Berikut ini merupakan uraian mengenai senyawa DPPH :

Nama Kimia : 1,1-Diphenyl-2-Picryl Hidrazyl
Rumus Kimia : C1sH12NsOs
Rumus Struktur
L 2
|
M =
OgM NO5y
NOy

Gambar 2. 2 Rumus Struktur DPPH (Prakash, 2001).

Metode DPPH menggunakan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil sebagai sumber
radikal bebas. Prinsipnya adalah reaksi penangkapan hidrogen oleh DPPH dari zat

antioksidan dengan reaksi sebagai berikut:
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Gambar 2. 3 Reaksi Radikal DPPH dengan Antioksidan (Prakash, 2001).

Radikal bebas yang umumnya digunakan sebagai sampel dalam penelitian
antioksidan atau peredam radikal bebas adalah 1,1-difenil-2- pikrilhidrazil
(DPPH) (Windono et al.,, 2001). Metode DPPH merupakan metode yang
sederhana, cepat, dan mudah untuk skrining aktivitas penangkap radikal beberapa
senyawa (Marxen et al., 2007), selain itu metode ini terbukti akurat, reliabel dan
praktis (Pratimasari, 2009).

2.5 Vitamin C

Asam askorbat atau vitamin C salah satu vitamin larut air dan bersilasi
bebas di darah dan cairan ekstraseluler. Vitamin ini memiliki akses ke vitamin E
melalui membran dan partikel lipoprotein. Sumber vitamin C sebagian besar
sumbernya adalah tumbuh-tumbuhan seperti kiwi, jeruk, tomat, sayuran hijau,
buah beri, dan lain sebagainya. Vitamin C merupakan koenzim dalam hidroksilasi
prolin dan lisin yang berfungsi untuk mensintesis kolagen, sebagai antioksidan
dan juga untuk meningkatkan absorbsi zat besi dalam tubuh. Vitamin C
dibutuhkan kolagen untuk proses hidroksilasi, suatu proses untuk mencegah
kerusakan dan melemahnya kolagen (Nadia, 2017).

Vitamin C sebagai antioksidan ditandai dengan kemampuannya sebagai free
radical scavenger. Karena vitamin C mudah larut dalam air maka ia dapat
menyapu aquous peroxyl radical sebelum dapat merusak lipid. Vitamin C juga
bekerja sama dengan vitamin E yang sifatnya larut dalam lemak, dan enzim

glutation peroksidase untuk menghentikan pereaksi berantai radikal bebas.
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Namun, vitamin C mudah rusak bila bersentuhan di udara (teroksidasi) terutama
bila suhu panas dan kontak dengan tembaga dan besi (Nadia, 2017).

HC_;) H
HO\/‘:\QO
HO OH

Gambar 2. 4 Struktur Kimia Vitamin C (Lee et al., 2004)
2.6 Purifikasi Ekstrak

Ekstrak terpurifikasi adalah ekstrak yang sudah mengalami proses purifikasi
untuk menghilangkan komponen pengganggu seperti lemak, klorofil dan lain-lain.
Ekstrak yang biasa diperoleh dari proses ekstraksi simplisia tanaman obat dengan
menggunakan pelarut organik atau air, seringkali mengandung senyawa yang
tidak diinginkan seperti zat warna (pigmen), tanin, karbohidrat, lilin, resin.
Keberadaan tanin akan menyebabkan kekeruhan selama penyimpanan atau proses
berikutnya, sedangkan zat warna, karbohidrat, lilin dan resin mempengaruhi
ketidakstabilan sifat fisika ekstrak ketika akan diformulasikan. Selain kestabilan,
senyawa pengganggu (senyawa Yyang tidak diinginkan) tersebut dapat
mempengaruhi senyawa aktif yang terkandung di dalam ekstrak. Purifikasi
ekstrak diharapkan akan meningkatkan khasiat ekstrak disamping memperkecil
jumlah dosis pemberian kepada pengguna (Srijanto et al., 2012)

Penggunaan ekstrak terpurifikasi adalah alternatif untuk meminimalkan
massa suatu ekstrak dalam tujuan praktis pembuatan sediaan secara farmasetis
karena beberapa komponen yang terkandung dapat direduksi dengan proses
tersebut. Hal ini juga untuk menjaga beberapa kandungan kimia ekstrak yang
berefek sinergisme sehingga dapat memaksimalkan proses pengobatan karena
dalam beberapa kasus, komponen kimia yang telah di isolasi justru menunjukan

penurunan efek (Nugroho et al., 2013).
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2.7 Spektrofotometer UV-Visible

Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk analisis pada sedimen melalui

interaksi antara cahaya/sinar pada panjang gelombang tertentu dengan materi yang

berupa molekul atau atom. Cahaya atau sinar dapat berupa cahaya visible

(tampak, cahaya ultraviolet (tidak tampak), dan infrared sedangkan materi dapat

berupa molekul atau atom dengan elektron valensi. Cahaya yang berasal dari satu

sumber disebut juga radiasi elektromagnetik. Interaksi antara cahaya atau radiasi

elektromagnetik dengan materi dapat terjadi secara emisi, absorpsi, dan hamburan

sehingga biasa dikenal adanya spektroskopi hamburan. Spektrofotometer UV-Vis

menggunakan interaksi absorpsi. Secara sederhana, spektrofotometer Uv-Vis

terdiri dari:

1.

Sumber cahaya, berupa cahaya polikromatis dari lampu tungsten/Wolfram
pada daerah Visible (400-800) dan lampu Deuterium pada daerah
Ultraviolet (0-400 nm) (Koesmawati, et al. 2017).

. Monokromator untuk menyeleksi panjang gelombang

Kuvet/sel sampel sebagai tempat sampel. Berbentuk persegi panjang lebar
1 cm, memiliki permukaan lurus dan sejajar secara optis, transparan, tidak
bereaksi terhadap bahan kimia, tidak mudah rapuh, dan memiliki bentuk
yang sederhana namun solid (Suhartati, 2017).

Detektor untuk menangkap sinar yang melewati sampel

Read Out yaitu suatu sistem yang menangkap isyarat listrik yang berasal
dari detektor dan mengeluarkannya dalam bentuk angka transmittan atau
absorbansi yang menampilkan pada display alat (Suhartati, 2017)
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Gambar 2. 5 Skema kerja spektrofotometer UV-Vis (Mulja, 1995).

Analisis kuantitatif dengan spektrofotometer didasarkan pada hukum
Lambert-Beer yang menyatakan hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi,

yang secara matematis dapat dituliskan sebagai berikut:

Persamaan Rumus Lambert Beer :

A=¢.l.c (2.1)

Keterangan:

A= absorbansi

€ = absorbsivitas molar (L/mol cm)

| = panjang sampel, dalam hal ini adalah panjang kuvet berisi larutan (cm)

¢ = konsentrasi senyawa dalam larutan (mol/L)

2.7.1 Faktor Yang Mempengaruhi Penyerapan Uv-Vis

Kromofor merupakan molekul yang mengabsorbsi sinar dengan kuat di
daerah UV-Vis dan auksokrom merupakan gugus fungsi yang mengandung
pasangan elektron bebas berikatan kovalen tunggal, yang terikat pada kromofor
yang mengintensifkan absorbsi sinar UV-Vis pada kromofor tersebut, baik
panjang gelombang maupun intensitasnya (Suhartati, 2017) . Auksokrom ketika

melekat pada kromofor tertentu, mereka mengubah kemampuan kromofor untuk
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menyerap cahaya dan mengubah intensitas penyerapan cahaya. Auksokrom
sebenarnya adalah kelompok penambah warna yang mengandung elektron non-
ikatan (n) yang tidak menyerap EMR (Electron Magnetic Resonance) sendiri di
dekat daerah UV, tetapi ketika mereka menempel pada kromofor, mengubah
panjang gelombang dan intensitas penyerapan kromofor tersebut. Karena itu,
mereka dapat didefinisikan sebagai "setiap kelompok yang kehadirannya
menyebabkan pergeseran pita serapan menuju panjang gelombang yang lebih
panjang”. Contohnya benzena menunjukkan Amax pada 255 nm, tetapi jika ada
gugus (misalnya, —OH) ketika dilekatkan pada benzena, ia meningkatkan Amax
seperti fenol, ia memiliki maks pada 270 nm (Akash dan Kanwal, 2020).
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BAB I111
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium STIKES Dirgahayu Samarinda yang
berlangsung pada bulan April-Juli 2023.

3.2 Alat Dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: blender (Philips),
corong pisah (IWAKI Pyrex®), pipet volume (IWAKI Pyrex®), penangas, beaker
glass (IWAKI Pyrex®), gelas ukur (IWAKI Pyrex®), erlenmeyer (IWAKI
Pyrex®), spektrofotometer UV-Vis (Bel Photonics UV-M51®), neraca analitik
(Fujitsu®), vortex mixer (Dlab MX-S®), waterbath, batang pengaduk, tabung

reaksi.

3.2.2 Bahan

Bahan uji yang digunakan adalah daun betadin yang di ambil di daerah
Teras Baru, kabupaten Bulungan, Kalimantan Utara pada bulan januari
2023. Bahan kimia kualitas farmasetis yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
aquadest, etanol 96% (Merck®), n-heksana p.a (Merck®), larutan DPPH p.a
(Merck®), vitamin C p.a (Merck®), FeCls (Merck®),, HCI pekat (Merck®), Mg
(Merck®), H2SO4(Merck®), kloroform(Merck®), ammonia(Merck®).

3.3 Prosedur Kerja
3.3.1 Pengambilan Sampel
Sampel daun Betadine diambil di Desa Teras Baru, Kabupaten Bulungan,

Kalimantan Utara.

3.3.2 Determinasi
Determinasi Daun Betadine dilakukan di Laboratorium Kehutanan

Universitas Mulawarman Samarinda
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3.3.3 Pengolahan Sampel

Simplisia dibuat dengan cara diambil daun betadine segar berwarna hijau,
nomor 3 dari pucuk, kemudian disortasi basah lalu dicuci dengan air mengalir dan
dilakukan perajangan. Daun betadine yang sudah dirajang kemudian di keringkan
dengan cara diangin anginkan dan ditutupi dengan kain hitam selama 7 hari atau
hingga kering. Daun yang sudah mengering kemudian disortasi kering dan
dilakukan penghalusan dengan menggunakan blender kemudian dilakukan
pengayakan. Simplisia yang telah jadi kemudian dimasukan ke dalam wadah
(Esiyati, 2020).

3.3.4 Ekstraksi Sampel

Ekstraksi daun tanaman Betadine, dibuat dengan mengekstrak 200 gram
serbuk daun betadine secara maserasi dengan pelarut etanol 96% sebanyak 2000
mL selama 3 x 24 jam. Setelah itu filtrat yang diperoleh dan residunya diuap
hingga menghasilkan ekstrak kental. (Rizkayanti et al., 2017). Kemudian lakukan
purifikasi ekstrak kental daun betadin ditambahkan n-heksana ditempatkan
didalam corong labu pisah, dikocok, dan didiamkan, lalu disaring. (Malik et al.,
2014).

3.3.5 Purifikasi Ekstrak

Ekstrak kental sebanyak 5 gram dilarutkan menggunakan etanol 96%
sebanyak 50 mL, masukkan dalam corong pisah lalu tambahkan pelarut n-
heksana 50 mL. Gojog corong pisah selama kurang lebih 5 menit, kemudian
diamkan corong pisah hingga terdapat 2 lapisan. Lapisan atas merupakan lapisan
n-heksana dan lapisan bawah merupakan lapisan etanol. Proses penggojogan
dilakukan hingga beberapa kali sehingga didapatkan larutan n-heksana yang
berwarna jernih. Langkah selanjutnya adalah menguapkan bagian ekstrak daun

betadin menggunakan waterbath. (Brabandari Novena., 2022).

3.3.6 Uji Fitokimia
1. Identifikasi Fenolik
Ekstrak etanol daun betadin terpurifikasi sebanyak 0,1 g ditambahkan
10 tetes FeCls 1%. Ekstrak positif mengandung fenol apabila

menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam pekat.
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2. ldentifikasi Flavonoid
Ekstrak etanol daun betadin terpurifikasi sebanyak 0,1 g ditambahkan
dengan 5 mL etanol 96% kemudian ditambahkan dengan 0,1 g logam
Mg. Jika terbentuknya warna kuning jingga menunjukan reaksi positif
adanya flavonoid.
3. ldentifikasi Saponin
Ekstrak etanol daun betadin terpurifikasi sebanyak 0,1 g ditambahkan
dengan 5 mL aquades panas lalu didinginkan setelah itu campuran
dikocok hingga muncul buih dan didiamkan selama 2 menit. Selanjutnya
campuran ditambahkan dengan 2 tetes HCL 2 N dan dikocok lagi sampai
terbentuk buih yang selama 5 menit. Terbentuknya buih tersebut
menunjukan reaksi positif adanya saponin.
4. Identifikasi Alkaloid
Ekstrak daun betadin terpurifikasi sebanyak 0,1 g ditambahkan 5
mL etanol, kemudian ditambahkan dengan reagen mayer setetes demi
setetes. Jika terbentuk endapan yang berwarna putih sebagai indikator

reaksi positif adanya alkaloid.

3.3.7 Pembuatan Larutan DPPH

Serbuk DPPH sebanyak 15 mg dilarutkan dengan 100 ml etanol dalam labu
ukur. Larutan dijaga pada suhu kamar, terlindung dari cahaya untuk segera
digunakan. Kemudian larutan DPPH sebanyak 1 ml dipipet ke dalam labu ukur
kemudian dicukupkan volumenya sampai 5 ml dengan etanol, dihomogenkan

kemudian dibiarkan selama 30 menit. (Azizah et al., 2017)

3.3.8 Pengukuran Larutan Pembanding Vitamin C

Larutan induk Vitamin C dengan konsentrasi 1000 ppm dibuat dengan cara
ditimbang vitamin C sebanyak 100 mg dan dilarutkan dengan aquadest sambil
diaduk dan dihomogenkan lalu dicukupkan volumenya hingga 100 mL pada labu
ukur. Dari larutan stok masing-masing dipipet 0,5 ml, 1 ml, 2 ml, dan 4 ml,
kemudian ditambahkan larutan DPPH sebanyak 1 mL dan dicukupkan volumenya
dengan etanol sampai 5 ml pada labu ukur Selanjutnya dibuat variasi konsentrasi

100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 800 ppm. Kemudian diukur larutan sampel
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menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 516 nm,
dilakukan replikasi sebanyak 3 kali (Azizah et al., 2017).

3.3.9 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Daun Betadine

Ditimbang ekstrak etanol daun betadine sebanyak 100 mg kemudian
dilarutkan dengan etanol 100 ml, diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 1000
ppm. Dari larutan stok masing-masing dipipet 0,5 ml, 1 ml, 2 ml, dan 4 ml,
kemudian ditambahkan larutan DPPH sebanyak 1 mL dan dicukupkan volumenya
dengan etanol sampai 5 ml pada labu ukur sehingga diperoleh konsentrasi 100
ppm, 200 ppm, 400 ppm, dan 800 ppm. Campuran tersebut dikocok dan dibiarkan
selama 30 menit pada suhu kamar. Masing-masing larutan tersebut diukur
serapannya pada panjang gelombang 516 nm, dilakukan sebanyak 3 replikasi
.(Bahriul., et al, 2014).

3.3.10 Pengukuran Serapan Blanko

Diukur 5 mL larutan DPPH kemudian dicukupkan volume dengan etanol
hingga 25 mL dalam labu ukur. Campuran dikocok dan dibiarkan selama 30 menit
pada suhu kamar kemudian diukur absorbansinya, dari pengukuran serapan
blanko didapatkan sebesar 0,879 ppm dan mendapatkan panjang gelombang 516
nm. (Bahriul., et al, 2014).

3.4 Pengumpulan Data

Data diperoleh dari hasil pengukuran absorbansi terhadap Ekstrak etanol
daun betadine dengan menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan dilakukan
perbandingan dengan vitamin C kemudian dilakukan analisis data secara statistik

menggunakan regresi linear.

3.4.1 Penentuan ICso

Data aktivitas antioksidan radikal DPPH (%) ekstrak etanol daun betadine
dihitung dengan metode probit dari persamaan regresi linier dan ditentukan 1Cso
nya. Aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH dihitung dengan rumus sebagai
berikut :
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abs kontrol—abs sampel

% inhibisi = X 100% (3.1)

abs kontrol

Keterangan
Abs kontrol : Absorbansi pada DPPH tanpa sampel
Abs sampel : Absorbansi pada DPPH setelah ditambah sampel

Hasil dimasukan ke persamaan regresi linier untuk mengetahui nilai 1Cso

menggunakan persamaan 3.1 kemudian lakukan penggolongan tingkat aktivitas

antioksidan menurut Jun et al., 2006.

No Nilai ICso (Ug/mL) Tingkat Aktivitas Antioksidan
1 <50 Sangat Kuat
2 50-100 Kuat
3 100-250 Sedang
4 250-500 Lemah
5 >500 Tidak Aktif

(Jun et al., 2006)

3.4.2 Uji Linieritas

Uji Linieritas Menurut Gandjar dan Rohman (2013) uji linearitas dapat

dinyatakan baik jika nilai koefisien korelasi (r) = 0,995 <r < 1 dari analisis regresi

linier. Persamaan regresi linier menggunakan rumus sebagai berikut (Utami,
2017):

y=bx+a (3.2)

Keterangan :

y : persen penangkapan radikal sampel

X : konsentrasi sampel

a : titik potong kurva pada sumbu y (intercep)

b : kemiringan kurva (Slope)
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Setelah mendapatkan nilai absorbansi dan % inhibisi terhadap DPPH,
kemudian, dilakukan penentuan nilai ICso dengan memasukan konsentrasi sebagai
X dan % inhibisi sebagai y sehingga diperoleh nilai a dan b pada persamaan
regresi y = bx + a. kemudian disubstitusikan nilai y dengan 50 pada persamaan

tersebut, dan nilai y akan diperoleh sebagai nilai ICso (Tw et al., 2018)
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Penelitian

4.1.1 Hasil Uji Organoleptis
Pada penelitian ini dilakukan uji organoleptis pada daun betadine dan

diperoleh data seperti pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Data Hasil Uji Organoleptis

Bentuk Tekstur Warna Bau

Daun Halus Hijau kecokelatan Aromatik

4.1.2 Hasil Uji Fitokimia
Pada penelitian ini dilakukan Uji fitokimia pada ekstrak etanol daun

betadine dan diperoleh data seperti pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Data Hasil Uji Fitokimia

Golongan Senyawa Pereaksi Hasil Warna Keterangan
Flavonoid Mg, HCL pekat, Kuning Positif
Saponin Aquadest, HCL 2 N Terdapat Buih Positif
Fenolik FeCls 1% Hijau Positif
Alkaloid Aquadest, FeCls, Endapan Putih Positif

Reagen mayer

4.1.3 Hasil Data Absorbansi

Data hasil pengukuran absorbansi ekstrak etanol daun betadine, ekstrak
etanol daun betadine terpurifikasi dan Vitamin C yang telah ditambahkan dengan
larutan DPPH dapat dilihat pada tabel 4.3, 4.4 dan 4.5.

Tabel 4.3 Hasil pengukuran Absorbansi Vitamin C sebagai Pembanding

Konsentrasi Rerata % Inhibisi Persamaan ICso
(ppm) Absorbansi Regresi Linear (ppm)
100 ppm 0,692 17,389 y=2,2759x-1,3692 39,355
288 ggm 0,561 32,988 R2 = 0,7786 ppm
800 ppm 0,370 55,789
0,208 75,129
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Tabel 4.4 Hasil pengukuran Absorbansi Ekstrak Etanol

Konsentrasi Rerata % Inhibisi Persamaan ICso
(ppm) Absorbansi Regresi Linear (ppm)
100 ppm 0,755 9,868 y=1,1923x+1,3675 1.109,174
288 Bgm 0,676 19299  Rz=0,9989 ppm
800 ppm 0,589 29,685
0,477 43,056

Tabel 4. 5 Hasil pengukuran Absorbansi Ekstrak Etanol Terpurifikasi

Konsentrasi Rerata % Inhibisi Persamaan Regresi ICso
(ppm) Absorbansi Linear (ppm)
100 ppm 0,756 9,669 y =1,5647x + 0,8025 480,839
200 ppm 0,519 38042  Re2=(8812 ppm
ggg Egrr: 0,440 47,393
0,349 58,336

4.1.4 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan

Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Daun Betadine,
Ekstrak Etanol Daun Betadine Terpurifikasi, dan Vitamin C dengan perhitungan
Probit dapat dilihat pada tabel 4.6, 4.7 dan 4.8.

Tabel 4.6 Hasil uji aktivitas antioksidan vitamin C

Konsentrasi Probit ICso Aktivitas antioksidan
(ppm)
100 ppm 3,545
200 ppm 3579 39,355 ppm Sangat kuat
400 ppm 4041
800 ppm 5,675
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Tabel 4.7 Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol

Konsentrasi Probit ICso Aktivitas antioksidan
(ppm)
100 ppm 3,738
200 ppm 4,131 1.109,174ppm Tidak Aktif
400 ppm 4,470
800 ppm 4,821

Tabel 4.8 Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol terpurifikasi

Konsentrasi Probit ICso Aktivitas antioksidan
(ppm)
100 ppm 3,720
200 ppm 4,691 480,839 ppm Lemah
400 ppm 4931
800 ppm 5’ 210

4.1.5 Hasil Nilai ICso Ekstrak daun betadine dan Vitamin C

Data Hasil perhitungan Nilai ICso pada ekstrak daun betadine dan Vitamin C
dan kategori aktivitas antioksidan menurut Jun et al., 2006. dapat dilihat pada
tabel 4.9 dibawah ini.

Tabel 4.9 Hasil nilai ICso dan kategori aktivitas antioksidan ekstrak daun betadine

Sampel Nilai ICso Aktivitas Antioksidan
Vitamin C 39,355 ppm Sangat Kuat, <50ppm
Ekstrak etanol daun betadine 1.109,174ppm Tidak Aktif, >500ppm
Ekstrak terpurifikasi 480,839 ppm Lemah, >250ppm

4.1.6 Grafik Konsentrasi dan Absorbansi pada Ekstrak Etanol Daun
Betadine dan Vitamin C
Pada penelitian ini diperoleh Grafik antara konsentrasi dan nilai absorbansi
pada ekstrak daun betadine dan Vitamin C, grafik tersebut dapat dilihat pada
Gambar 4.1, 4.2 dan 4.3 dibawah ini.
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Gambar 4.1 Grafik antara konsentrasi dan absorbansi pada Vitamin C
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Gambar 4.2 Grafik antara konsentrasi dan absorbansi ekstrak etanol daun
betadine
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Gambar 4.3 Grafik antara konsentrasi dan absorbansi ekstrak terpurifikasi

4.1.7 Grafik Konsentrasi dan % Inhibisi

Pada penelitian ini diperoleh Grafik antara konsentrasi dan %inhibisi pada
ekstrak daun betadine dan Vitamin C, grafik tersebut dapat dilihat pada Gambar
4.4, 4.5 dan 4.6 dibawah ini.
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Gambar 4.4 Grafik antara konsentrasi dengan % inhibisi vitamin C
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Gambar 4.5 Grafik antara konsentrasi dengan % inhibisi ekstrak etanol Daun
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Gambar 4.6 Grafik antara konsentrasi dengan % inhibisi ekstrak Etanol Daun
Betadine Terpurifikasi
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4.1.8 Data Hasil Perbandingan Konsentrasi dengan %Inhibisi Ekstrak Daun
Betadine dan Vitamin C
Data Hasil pengukuran perbandingan Konsentrasi dengan %inhibisi Ekstrak
Etanol Daun Betadine dan Vitamin C dapat dilihat pada tabel 4.10 dan gambar 4.7

Tabel 4.10 Data % Inhibisi Ekstrak Daun Betadine dan Vitamin C

Konsentrasi (ppm) % inhibisi (%)

100 ppm Ekstrak etanol 9,868
Ekstrak terpurifikasi 9,669

Vitamin C 17,389

200 ppm Ekstrak etanol 19,299
Ekstrak terpurifikasi 38,042

Vitamin C 32,988

400 ppm Ekstrak etanol 29,685
Ekstrak terpurifikasi 47,393

Vitamin C 55,789

800 ppm Ekstrak etanol 43,056
Ekstrak terpurifikasi 58,336

Vitamin C 75,129
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Gambar 4.7 Perbandingan aktivitas penangkapan Radikal Bebas ekstrak Daun
Betadine dan Vitamin C.

4.1.9 Data Hasil Pengukuran ICso dengan Perhitungan Probit dan Log
Konsentrasi
Data hasil pengukuran ICso dengan perhitungan probit dan log Konsentrasi
ekstrak etanol daun betadin dan vitamin C dapat dilihat pada gambar 4.8, 4.9 dan
Gambar 4.10 dibawah ini.
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Gambar 4.8 Hubungan antara log kosentrasi dengan probit untuk Vitamin
C
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4.2 Pembahasan
4.2.1 Ekstraksi

Proses ekstraksi daun betadine (Jatropha multifida Linn) dilakukan di
laboratorium Fitokimia STIKES Dirgahayu Samarinda, Kalimantan Timur. Pada
penelitian ini, metode yang digunakan adalah metode maserasi dengan pelarut
etanol 96%.

Hasil yang didapatkan dari 200 gram simplisia daun betadine dengan etanol
2000 mL vyaitu diperoleh 9 gram ekstrak kental, dan diperoleh nilai Rendemen
ekstrak etanol daun betadine sebesar 4,5%. Kemudian Ekstrak ini harus disimpan
dalam keadaan dingin sehingga penyimpanannya harus ditempatkan di Lemari

Pendingin.

4.2.2 Ekstrak Etanol Terpurifikasi

Dilakukan Purifikasi ekstrak etanol daun betadine menggunakan n-heksana
p.a dengan perbandingan 1:1 dengan etanol 96%, dimana diambil 5 gram ekstrak
kental daun betadine dilarutkan dalam etanol 96% sebanyak 50 mL, dimasukan ke
dalam labu pisah, lalu ditambahkan n-heksana p.a sebanyak 50 mL, digojog
selama 5 menit, kemudian ditunggu hingga lapisan n-heksana atau lapisan bawah
berwarna bening. Purifikasi menggunakan n-heksana karena pelarut ini bersifat
non polar yang bersifat stabil dan mudah menguap dan pelarut ini juga adalah
pelarut yang paling ringan dalam mengangkat lemak yang terkandung dalam
ekstrak, purifikasi dilakukan bertujuan untuk meningkatkan kandungan zat aktif
dan menghilangkan komponen pengganggu seperti lemak, Kklorofil, tanin, lilin,
resin (Srijanto et al., 2012) hasil purifikasi dari ekstrak ini didapatkan 1,8 gram
ekstrak terpurifikasi.

4.2.3 Pengukuran Absorbansi Vitamin C

Vitamin C dijadikan pembanding pada penelitian ini karena vitamin C
merupakan zat antioksidan alami yang sangat kuat. Vitamin C dalam pengujian ini
sebagai pembanding atas aktivitas antioksidan. Pengujian aktivitas antioksidan
dilakukan menggunakan alat spektorfotometer UV-Vis pada panjang gelombang
516 nm yang merupakan panjang gelombang maksimum dari DPPH (Molyneux,
2004).
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Hasil pengujian absorbansi vitamin C menunjukkan bahwa seiring dengan
bertambahnya konsentrasi, maka absorbansi DPPH semakin berkurang. Semakin
banyaknya senyawa antioksidan akan menyebabkan semakin besar pula
peredaman warna ungu dari DPPH sehingga nilai absorbansi yang diperoleh
semakin kecil. Peredaman tersebut dihasilkan oleh bereaksinya molekul DPPH
dengan atom hidrogen yang dilepaskan satu molekul komponen sampel sehingga
terbentuk senyawa (DPPH-H) dan menyebabkan terjadinya peluruhan warna
DPPH dari ungu ke kuning (Bahriul et al., 2014), seperti yang dilihat pada
Gambar 4.1 yang megakibatkan semakin menurunnya absorbansi pada setiap
kenaikan konsentrasi.

Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh maka dapat diperoleh pula nilai
persen inhibisi radikal bebas DPPH seperti pada Gambar 4.2 yang menunjukkan
hubungan konsentrasi vitamin C dengan persen inhibisi radikal bebas DPPH.
Nilai persen inhibisi semakin bertambah sering dengan meningkatnya konsentrasi.
Hal ini dikarenakan semakin besar konsentrasi vitamin C maka semakin banyak
partikel-partikel yang dapat mengoksidasi partikel-partikel dari radikal bebas
DPPH yang ada (Rizkayanti, dkk., 2017).

4.2.4 Pengukuran Absorbansi Ekstrak Etanol Daun Betadine
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan penentuan persentase
inhibisi ekstrak daun betadine dan vitamin C menggunakan variasi konsentrasi
yaitu 100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 800 ppm, kemudian direaksikan dengan
senyawa DPPH. Konsentrasi larutan divariasikan untuk mengetahui tingkat
perendaman warna akibat adanya senyawa antioksidan yang mampu menurunkan
intensitas warna ungu dari DPPH. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan
menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 516 nm
yang merupakan panjang gelombang maksimum dari DPPH (Molyneux, 2004).
Hasil penelitian untuk nilai absorbansi ekstrak daun betadine (Jatropha multifida
L.) setelah dilakukan pengukuran dapat dilihat pada grafik Gambar 4.3.
Hubungan antara absorbansi dan konsentrasi ekstrak daun betadine yang
terdapat pada Gambar 4.2 dan 4.3 menunjukkan bahwa nilai absorbansi DPPH
semakin berkurang dengan meningkatnya konsentrasi. Hal tersebut terjadi karena

reduksi radikal DPPH oleh adanya antioksidan, dimana semakin tinggi
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konsentrasi ekstrak daun betadine maka semakin kuat ekstrak tersebut mengikat
DPPH. Hal ini terjadi karena semakin tinggi konsentrasi maka semakin besar
aktivitas antioksidannya sehingga menyebabkan nilai absorbansinya semakin
berkurang (Molyneux, 2004). Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh,
dihitung pula aktivitas antioksidan dari ekstrak daun betadine yang ditinjau dari
hasil perhitungan persentase penghambatan radikal bebas (persen inhibisi).
Persentase penghambatan radikal bebas dari ekstrak daun betadine ditunjukkan

pada Gambar 4.4

4.2.5 Pengukuran Absorbansi Ekstrak Etanol Daun Betadine Terpurifikasi

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan penentuan persentase
inhibisi ekstrak daun betadine terpurifikasi menggunakan variasi konsentrasi yaitu
100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 800 ppm, kemudian direaksikan dengan senyawa
DPPH. Konsentrasi larutan divariasikan untuk mengetahui tingkat perendaman
warna akibat adanya senyawa antioksidan yang mampu menurunkan intensitas
warna ungu dari DPPH. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan
alat spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 516 nm yang
merupakan panjang gelombang maksimum dari DPPH (Molyneux, 2004). Hasil
penelitian untuk nilai absorbansi ekstrak daun betadine (Jatropha multifida L.)
setelah dilakukan pengukuran dapat dilihat pada grafik Gambar 4.5.

Berdasarkan nilai absorbansi yang diperolenh maka dapat diperoleh pula
nilai persen inhibisi radikal bebas DPPH seperti pada Gambar 4.6 yang
menunjukkan hubungan konsentrasi ekstrak etanol terpurifikasi dengan persen
inhibisi radikal bebas DPPH. Nilai persen inhibisi semakin bertambah seiring
dengan meningkatnya konsentrasi. Hal ini dikarenakan semakin besar konsentrasi
ekstrak etanol daun betadine terpurifikasi maka semakin banyak partikel-partikel
yang dapat mengoksidasi partikel-partikel dari radikal bebas DPPH yang ada
(Zuhra, dkk., 2018).

4.2.6 Perbandingan Persentase Penangkapan Radikal Bebas Sampel dan
Vitamin C.
Persen inhibisi dapat digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan
sampel uji. Berdasarkan Tabel 4.10 dan Gambar 4.7 dapat dilihat perbandingan

35



aktivitas antioksidan ekstrak sampel dan vitamin C. Hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa sampel ekstrak daun betadine dan vitamin C mengalami
peningkatan dari konsentrasi terendah hingga konsentrasi yang tertinggi. Pada
sampel ekstrak etanol daun betadine nilai persen inhibisi sebesar 9,868% -
43,056% pada rentang konsentrasi 100 - 800 ppm, dan ekstrak etanol daun
betadine terpurifikasi memiliki nilai persen inhibisi sebesar 9,669%-58,336%
pada rentang konsentrasi 100 - 800 ppm, sedangkan vitamin C memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat tinggi dimana nilai persen inhibisinya sebesar 17,389% -
75,129% pada rentang konsentrasi 100 - 800 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa
sampel ekstrak daun betadine dan vitamin C mengalami peningkatan persen
inhibisi disebabkan karena bertambahnya konsentrasi. Persen inhibisi yang
semakin tinggi dipengaruhi oleh menurunnya nilai absorbansi yang dihasilkan
sampel. Konsentrasi sampel yang semakin besar menghasilkan nilai absorbansi
yang semakin kecil sehingga menyebabkan persen inhibisi semakin tinggi
(Pujiastuti & Kristiani, 2019). Berdasarkan data tersebut menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun betadine memiliki aktivitas antioksidan yang lebih lemah jika
dibandingkan dengan vitamin C. Vitamin C merupakan antikosidan yang bekerja
sebagai oxygen scavengers, yaitu mengikat oksigen sehingga tidak mendukung
reaksi oksidasi. Dalam hal ini, vitamin C akan mengadakan reaksi dengan oksigen
yang berada dalam sistem sehingga jumlah oksigen akan berkurang (Rizkayanti,
dkk., 2017).

4.2.7 Pengukuran ICso Ekstrak Daun Betadine dan Vitamin C
Nilai ICso dapat digunakan untuk mengetahui kuat atau tidaknya aktivitas
antioksidan suatu sampel. ICse merupakan nilai yang menggambarkan konsentrasi
ekstrak yang dapat menangkap radikal bebas sebesar 50%. Semakin kecil ICso
aktivitas antioksidannya semakin tinggi (Jun et al., 2006).
Menurut Jun et al., (2006), jika nilai ICso suatu sampel berada dibawah 50
ppm maka aktivitas antioksidannya sangat kuat, nilai ICso berada pada rentang 50-
100 ppm aktivitas antioksidannnya tergolong kuat, nilai ICso berada pada rentang
pada 100-250 antioksidannya tergolong sedang, jika ICso berada pada rentang
250-500 ppm aktivitas antioksidannya tergolong lemah dan nilai ICso lebih dari

500 ppm tidak memiliki aktivitas antioksidan.
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Gambar 4.8, Gambar 4.9 dan Gambar 4.10 menjelaskan hubungan antara
probit dengan log konsentrasi, memberikan nilai persamaan regresi linear yang
membentuk garis lurus, y = 2,2759x - 1,3692 untuk Vitamin C, y = 1,1923x +
1,3675 untuk ekstrak etanol daun betadine dan y = 1,5647x + 0,8025 untuk
ekstrak etanol terpurifikasi. Berdasarkan persamaan regresi linear tersebut, maka
nilai ICso yang diperoleh untuk ekstrak daun betadine sebesar 1.109,174 ppm yang
tergolong antioksidan tidak aktif dikarenakan nilai ICso yang diperoleh dari
perhitungan >500 ppm. dan untuk nilai ICso ekstrak terpurifikasi sebesar 480,839
ppm yang tergolong antioksidan lemah dikarenakan nilai ICso yang diperoleh dari
perhitungan >250 ppm, sedangkan Vitamin C memiliki nilai ICso sebesar 39,355
ppm daya aktivitas antioksidannya dapat dikategorikan sebagai antioksidan yang
sangat kuat karena nilai ICso yang diperoleh dari perhitungan <50 ppm (Jun et al.,
2006).

Sampel ekstrak daun betadine memiliki aktivitas antioksidan yang lebih
kecil jika dibandingkan dengan aktivitas antioksidan Vitamin C. Namun dari hasil
perhitungan % inhibisi dimana ekstrak daun betadine terpurifikasi memiliki %
inhibisi yang lebih tinggi pada konsentrasi 200, 400 dan 800 yang memiliki nilai
pada rentang 38,042 - 58,336 ppm, sedangkan ekstrak daun betadine yang tidak
mengalami purifikasi memiliki nilai % inhibisi lebih rendah pada konsentrasi 200,
400 dan 800 memiliki nilai rentang 19,299 - 43,056 ppm.

Hal tersebut dikarenakan purifikasi menggunakan n-heksana dengan
tujuan dapat menarik komponen pengganggu yang bersifat non polar seperti,
lemak, karbohidrat dan klorofil, klorofil bersifat non polar apabila dilarutkan
dalam pelarut organik, sehingga dapat mempengaruhi aktivitas biologis, oleh
karena itu diperlukan purifikasi untuk menghilangkan zat-zat ballast tersebut
(Widyaningtias et al., 2014) sehingga dapat meningkatkan senyawa polar seperti
flavonoid dan fenol yang dalam hal ini bertanggungjawab sebagai antioksidan
(Nugroho et al., 2013). Dalam proses purifikasi juga memiliki kelebihan yaitu
dapat meningkatkan khasiat ekstrak dengan mendapatkan senyawa metabolit

sekunder yang lebih besar serta kemurnian yang tinggi (Indradewi et al., 2018)
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Nilai ICso pada ekstrak etanol daun betadine memiliki nilai ICso sebesar
1.109,174 ppm dan ekstrak daun betadine yang telah terpurifikasi memiliki nilai
ICso sebesar 480,839 ppm. Kategori aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun
betadine terpurifikasi yaitu Lemah karena memiliki nilai ICso >250ug/mL dan
ekstrak etanol daun betadine masuk dalam kategori tidak aktif karena memiliki
nilai ICso >500ug/mL.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan pengukuran kadar komponen flavonoid yang tekandung
dalam ekstrak daun betadine terpurifikasi yang dibudidayakan di
Indonesia dengan pelarut lain.

2. Perlu dilakukan penelitian tentang aktivitas antioksidan ekstrak daun
betadine yang dibudidayakan di indonesia dengan pelarut etanol
menggunakan metode lain selain metode DPPH.

3. Perlu dilakukan penelitian mengenai aktivitas antioksidan dari bagian
lain dari tumbuhan daun betadine

4. Perlu dilakukan penelitian mengenai aktivitas antioksidan daun betadine

menggunakan pelarut lain.
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LAMPIRAN 1

SURAT DETERMINASI

45



LAMPIRAN 2

SURAT IZIN PENELITIAN
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LAMPIRAN 3

DOKUMENTASI PENELITIAN

1. Simplisia 2. Proses Pengayakan

3.Proses Penyaringan 4. Proses Penyaringan
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5. Proses Pengentalan 6. Ekstrak Kental

7. Uji Fitokimia 8. Uji Fitokimia Flavonoid
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9. Uji Fitokimia Fenolik 10. Uji Fitokimia Saponin

11.Uji Fitokimia Alkaloid 12. Proses Purifikasi
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LAMPIRAN 4

HASIL ABSORBANSI VITAMIN C DAN SAMPEL

1. Data absorbansi Vitamin C

No Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata
Vitamin C (516 nm)
1 2 3
1 100 0,733 0,734 0,733 0,733
2 200 0,603 0,603 0,602 0,603
3 400 0,411 0,409 0,415 0,411
4 800 0,247 0,253 0,249 0,249
2. Data absorbansi Ekstrak etanol daun betadine
No Konsentrasi Absorbansi Rata-rata
ekstrak etanol (516 nm)
Daun Betadine 1 2 3
1 100 ppm 0,798 0,800 0,796 0,798
2 200 ppm 0,558 0,560 0,563 0,560
3 400 ppm 0,480 0,482 0,484 0,482
4 800 ppm 0,390 0,390 0,391 0,390
3. Data absorbansi Ekstrak etanol daun betadine terpurifikasi
No Konsentrasi Absorbansi Rata-rata
ekstrak etanol (516 nm)
terpurifikasi 1 2 3
1 100 ppm 0,544 0,545 0,544 0,544
2 200 ppm 0,538 0,540 0,542 0,540
3 400 ppm 0,536 0,538 0,537 0,537
4 800 ppm 0,498 0,499 0,498 0,498
4. Data Absorbansi Blanko
1 2 3 rata-rata
Etanol 0,042 0,042 0,040 0,0413
Larutan dpph 0,879 0,881 0,877 0,879
Kontrol 0,837
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LAMPIRAN 5
PERHITUNGAN KONSENTRASI
Perhitungan konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 800 ppm dalam etanol 96%

A. MlxV1 =M2x V2
1000 ppm x V1 =100 ppm x 5 mL

1000 ppm x V1 =100 x 5
500

V1 =—
1000
V1 =0,5mL
B. MlxVl =M2xV2

1000 ppm x V1 =200 ppm x 5 mL
1000 ppm x V1 =200 x 5

_ 1000

V1 =—
1000
V1 =1mL
C. MixVi =M2xV2

1000 ppm x V1 =400 ppm x 5 mL
1000 ppm x V1 =400 x 5

_ 2000

V1 =—
1000
V1 =2mL

D. MlxV1 =M2xV2

1000 ppm x V1 =800 ppm x 5 mL
1000 ppm x V1 =800 x 5

4000
V1 =—
1000

V1 =4 mL
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% Pengikatan DPPH =

LAMPIRAN 6

PERHITUNGAN % INHIBISI

abs blanko—abs sampel

X 100%

abs blanko

Absorbansi blanko = 0,837

1.

Untuk vitamin C
a). untuk 100 ppm

_ 0,837-0,733
0,879

X 100%

=17,389%

b). Untuk 200 ppm

_0,837-0,603
0,879

X 100%

= 32,988 %

c). Untuk 400 ppm

_ 0,837-0,411
0,879

X 100%

= 55,789%

d). Untuk 800 ppm

0,837-0,249
= ———X100%
0,879

=175,129%
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2. Untuk ekstrak etanol daun betadine

a). untuk 100 ppm

_ 0,837-0,798
0,879

= 9,868 %

X 100%

b). untuk 200 ppm

_0,837-0,676
0,879

=19,299 %

X 100%

c). Untuk 400 ppm

_ 0,837-0,589
0,879

=29,685%

X 100%

d). Untuk 800 ppm

_0,837-0,477
0,879

= 43,056%

X 100%

3. Ekstrak etanol daun betadine terpurifikasi

a). untuk 100 ppm

_ 0,837-0,756
0,879

=9,669%

X 100%

b). Untuk 200 ppm

_ 0,837-0,519
0,879

= 38,042%

X 100%
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¢). Untuk 400 ppm

_0,837-0,440
0,879

= 47,393%

X 100%

d). Untuk 800 ppm

_ 0,837-0,349
0,879

= 58,336%

X 100%

54



M wnp e

LAMPIRAN 7
PERHITUNGAN LOG KONSENTRASI

Log 100 =2

Log 200 = 2,301
Log 400 = 2,602
Log 800 = 2,903
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LAMPIRAN 8

PERHITUNGAN PROBIT

Persentase Probit
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 2,67 295 | 3,12 | 3,25 | 3,36 | 3,45 | 3,52 | 3,59 | 3,66
10 3,75 3,77 3,82 | 3,87 | 3,92 | 3,96 | 401 | 4,05 | 4,08 | 4,12
20 416 | 419 | 4,23 | 426 | 429 | 433 | 436 | 439 | 4,42 | 4,45
30 4,48 4,5 453 | 456 | 459 | 461 | 4,64 | 467 | 4,69 | 4,72
40 4,75 4,77 4,8 4,82 4,85 4,87 4,9 492 | 495 | 4,97
50 5 5,03 5,05 | 5,08 51 513 | 5,15 | 518 | 5,2 5,23

60 5,25 5,28 531 | 533 | 536 | 539|541 | 544 | 547 5,5
70 5,52 5,55 558 | 561 | 564 | 567 | 571 | 574 | 5,77 | 5,81
80 5,84 5,88 592 | 595 | 599 | 6,04 | 608 | 6,13 | 6,18 | 6,23
90 6,28 6,34 | 641 | 6,48 | 655 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33

99 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
7,33 737 | 741 | 746 | 751 | 758 | 765 | 7,75 | 7,88 | 8,09

Probit = (Harga Probit tertinggi - Harga probit terendah) (Daya Antioksidan

(%) — Probit Terendah) + Harga Probit Terendah

Vitamin C

100 ppm = 17,389%

Harga probit terendah (17%) = 4,05

Harga probit tertinggi (18%) = 4,08

Probit =(4,08-4,05)(17,389-17)+4,05
=3,545

200 ppm = 32,988%

Harga probit terendah (32%) = 4,53

Harga probit tertinggi (33%) = 4.56

Probit =(4,56-4,53)(32,988-32)+4,53
=3,579

400 ppm = 55,789%

Harga probit terendah (55%) = 5,13

Harga probit tertinggi (56%) = 5,15

Probit =(5,15-5,13)(55,789-55)+5,13
=4,041

800 ppm = 75,129%
Harga probit terendah (75%) = 5,67
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Harga probit tertinggi (76%) = 5,71
Probit =(5,71-5,67)(75,129-75)+5,67
=5,675

. Ekstrak etanol daun betadine terpurifikasi

. 100 ppm = 9,868%

Harga probit terendah (9%) = 3,66

Harga probit tertinggi (10%) = 3,75

Probit =(3,75-3,66)(9,868-9)+3,66
=3,738

. 200 ppm = 19,299%

Harga probit terendah (19%) = 4,12

Harga probit tertinggi (20%) = 4,16

Probit =(4,16-4,14)(19,299-19)+4,12
=4,131

. 400 ppm = 29,685%

Harga probit terendah (29%) = 4,12

Harga probit tertinggi (30%) = 4,48

Probit =(4,48-4,12)(29,685-29)+4,12
=4,470

. 800 ppm = 43,056%

Harga probit terendah (43%) = 4,82

Harga probit tertinggi (44%) = 4,85

Probit =(4,85-4,82)(43,056-43)+4,82
=4,821

. Ekstrak terpurifikasi

. 100 ppm = 9,668%

Harga probit terendah (9%) = 3,66

Harga probit tertinggi (10%) = 3,75

Probit =(3,75-3,66)(9,668-9)+3,66
=3,720

. 200 ppm = 38,042%

Harga probit terendah (38%) = 4,69
Harga probit tertinggi (39%) = 4,72

57



4.

Probit =(4,72-4,69)(38,042-38)+4,69
= 4,691

400 ppm = 47,393%

Harga probit terendah (47%) = 4,92

Harga probit tertinggi (48%) = 4,95

Probit =(4,95-4,92)(47,393-47)+4,92
=4,931

800 ppm = 58,336%

Harga probit terendah (58%) = 5,20

Harga probit tertinggi (59%) = 5,23

Probit =(5,23-5,20)(58,336-58)+5,20
=5,210
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LAMPIRAN 9

PERHITUNGAN ICso

1. Perhitungan ICso vitamin C

y=2,2759x - 1,3692 ICso antilog
2,2759x = y-1,3692

2,2759x = 5-1,3692 ICs0 = 39,355 ppm
2,2759x = 3,6308

X = 3,6308/2,2759

X = 1,595

2. Perhitungan ICso ekstrak etanol

y=1,1923x + 1,3675 ICso antilog

1,1923x = y-1,3692 ICso =1.109,174 ppm
1,1923x = 5-1,3692

1,1923x = 3,6308

X = 3,6308/1,1923

x= 3,045

3. Perhitungan ICso ekstrak terpurifikasi

y 1,5647x + 0,8025 ICso antilog

1,5647 = y-0,8025 ICso = 480,839 ppm
1,5647 = 5-0,8025

1,5647 = 4,1975

X =4.1975/1,5647

X= 2,682
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