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INTISARI

Fauzi, Muhammad Nur.,Budi R., Joko Santoso., 2021Ekstraksi Dan Uji
Kandungan Antioksidan Buah Maja (Aegle Marmelos (L.) Corr.) Dengan
Metode Spektrofotometri UV-Vis

Tanaman maja atau disebut juga dengan mojo, adajainis tumbuhan
subtropis yang mudah tumbuh dan berkembang di Wasgburuh wilayah di
Indonesia. Buah majaAégle marmelos(L.) Corr) diketahui mengandung
metabolit sekunder yang bersifat sebagai antioksidRenelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder tendgpat pada ekstrak buah
maja @egle marmelos(L.) Corr) yang bersifat sebagai antioksidan dan
mengetahui aktivitas antioksidan yang terdapat paddrak buah majaAégle
marmelogL.) Corr).

Metode ekstrasi yang digunakan dalam penelitianaoié@lah maserasi
dengan pelarut etanol 70%. Hasil maserasi diuapkenggunakan waterbath
sampai didapatkan ekstrak kental. Ekstrak yangpdittan di uji kualitatif dan uji
aktivitas antioksidan dengan metode spektro UV-MEhggunakan DPPH. Untuk
mengetahui 16 digunakan analisis probit dan untuk mengetahui kagdn
senyawa aktifnya dilakukan identifikasi dengan KlKfomatografi Lapis Tipis).

Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak buah rifsgmle marmelos
(L.) Corr) mengandung senyawa metabolit sekundel@lt, flavonoid, tanin dan
mempunyai aktivitas antioksidan dengasolé&besar 269,153 pg/ml.

Kata Kunci : Buah Maja, Metabolit Sekunder, Antioksidan



ABSTRACT

Fauzi, Muhammad Nur., Budi R., Joko Santoso., 2021Extraction and
Antioxidant Content Test of Maja Fruit (Aegle Marmelos (L.) Corr.) by
using the UV-Vis Spectrophotometric Method

Maja plants or also known as mojo, are a type ditsapical plant that is
easy to grow and develop in almost all regionsnddnesia. Maja fruit (Aegle
marmelos (L.) Corr) is known to contain secondargtabolites which have
antioxidants. This study aimed to determine thderdrof secondary metabolites
contained in maja fruit extract (Aegle marmelos) (ICorr) which is an
antioxidant and to determine the antioxidant atyifound in maja fruit extract
(Aegle marmelos (L.) Corr).

The extraction method used was maceration with #b@anol as a
solvent. The results of maceration were evaporhiedsing a water bath until a
thick extract is obtained. The extracts obtainedemested in qualitative and
antioxidant activity tests with UV-VIS spectro noetlusing DPPH. To determine
IC50, a probit analysis was used and to determime dontent of the active
compound, identification was carried out with TLCThiph Layer
Chromatography).

The results showed that maja fruit extract (Aegkrmelos (L.) Corr)
contained secondary metabolites of alkaloids, fteds, tannins and had
antioxidant activity with IC50 of 269.153 ug / ml.

Keywords: Maja Fruit, Secondary Metabolites, Antioxidants
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang Masalah

Indonesia adalah negara dengan hutan tropis phlesgr ketiga di
dunia (setelah Brazil dan Zaire). Keanekaragamamathanerupakan basis
berbagai pengobatan dan penemuan industri farmasasd mendatang.
Jumlah tumbuhan berkhasiat obat di Indonesia diadedn sekitar 1.260 jenis
tumbuhan. Tumbuhan menghasilkan metabolit sekun@dery berpotensi
sebagai antioksidan, zat perwarna, penambah aromleanan, parfum,
insektisida dan obat. Ada 150.000 metabolit sekungang sudah
diidentifikasi dan ada 4000 metabolit sekunder tibaetiap tahun (Yuhernita
& Juniarti, 2011)

Salah satu tanaman yang banyak mengandung metae&linder
adalah tanaman majAdgle marmelogL.) Corr.). Tanaman maja atau disebut
juga dengan mojo adalah sejenis tumbuhan subtyapig mudah tumbuh dan
berkembang di hampir seluruh wilayah di Indone®aah maja sering
digunakan sebagai obat tradisional. Buah yang rgatdapat di iris,
dikeringkan, dan digunakan sebagai obat disentmiky diare, dan sembelit.
Kulit batangya digunakan untuk meracuni ikan. Akaja digunakan sebagai
obat penenang debaran jantung, gangguan pencemaartpkak lambung.

Daun maja mengandung saponin dan tannin, disampingkar dan kulit



batangnya mengandung flavonoid, saponin, dan polifeSelain itu getah
maja juga dapat digunakan sebagai oph&rmaceuticalyang berfungsi
sebagai perekat untuk obat-obatan tablet (Biadl 2010).

Pada penelitian sebelumnya Amit dan Rashmi (201éhyatakan
bahwa kandungan buah maja diantaranya alkaloigheneid, polifenol,
saponin, tanin, dan plobataniRPada penelitian lain juga disebutkan pula
kandungan buah maja diantaranya alkaloid, flavgrfeiabl dan tanin (Sridhar
2014). Buah maja mengandung komponen tanin 9%,ngkda pada kulit
buah maja mencapai 20% (Chawdal, 2012).

Berdasarkan penelitian tersebut, ada banyak mad&aatkandungan
senyawa metabolit sekunder yang dimiliki buah n{#&egle marmelogL.)
Corr.) yang belum banyak diketahui oleh masyarakaka diperkirakan buah
tersebut memiliki potensi dalam pengobatan penya&litivitas biologi buah
maja juga belum banyak diketahui oleh masyarake&raeluas. Salah satu
aktivitas biologi yang diduga terdapat pada buahanaalalah antioksidan.
Antioksidan memiliki peranan yang penting bagi tubmanusia dalam
menangkal serangan radikal bebas atau kerusakantggadi akibat radikal

bebas.

Pada pembuatan ekstrak buah majegle marmelogL.) Corr.)
metode yang digunakan untuk mengekstraksi buah mgajau metode
maserasi. Metode ini dipilih karena pengerjaan plenalatan yang digunakan
cukup sederhana dan mudah diperoleh serta memisimamponen kimia

(Marjoni, 2016). Perbandingan yang digunakan ada@h75 (Anief, 2006).



Pengujian aktivitas antioksidan menggunaka®-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudepat, dan peka
serta hanya memerlukan sedikit sampel. Pengujiaelat bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan yang terdapat pekistrak buah maja
setelah dilakukan uji fitokimia. Metode tersebutiaklikan pengamatan
terhadap penangkapan radikal DPPH secara spektnoétti visibel.

Pengujian antiradikal bebas menggunakan metode Difdtoleh data yang

selanjutnya diolah menggunakan rumus % inhibisi.

Berdasarkan latar belakang tersebut maka penelitarik untuk
melakukan suatu penelitan dengan judul EKSTRAKSIAND UJI
KANDUNGAN ANTIOKSIDAN EKSTRAK BUAH MAJA (Aegle

marmelogL.) Corr.) DENGAN METODE SPEKTROFOTOMETRI UV-VIS.



1.2 Rumusan Masalah

1.

Apakah buah majaAggle marmelogL.) Corr.) mengandung metabolit
sekunder yang memiliki aktivitas antioksidan?
Berapa besar aktivitas antioksidan yang terkanddal@m buah maja

(Aegle marmelog..) Corr.)?

1.3 Batasan Masalah

1.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adakdtrak buah maja
(Aegle marmelof..) Corr.) yang didapat dari daerah Slerok Kotgdle
Metode dalam pembuatan ekstrak buah magglke marmelogL.) Corr.)
adalah dengan metode maserasi dengan pelarut &@tol

Identifikasi sampel meliputi uji makroskopik dengaengamatan fisik, uji
mikroskopik dengan mikroskop, uji organoleptis damganca indera.

Uji kualitatif yang digunakan pada ekstrak buah an@egle marmelos
(L.) Corr) adalah flavonoid, alkaloid, tanin, sapgrdan glikosida.

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan fase dia(plat) dan fase
gerak (n-butanol : asam asetat : air) dengan pdnbgan (4:1:5)

Uji aktivitas antioksidan dengan metode Spektrafegtri UV-Vis dengan

DPPH.



1.4Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakaakamtujuan
penelitian ini diuraikan sebagai berikut:
1. Mengetahui kandunganmetabolit sekunder pada ekistrak maja
(Aegle marmelog..) Corr.) yang memiliki aktivitas antioksidan
2. Mengetahui aktivitas antioksidan yang terdapatrdadfistrak buah
maja(Aegle marmelof..) Corr.).
1.5Manfaat Penelitian
1. Bagi penulis
Memperoleh hasil dan penemuan dari penelitian segaambah
ilmu pengetahuan baru.
2. Bagi pembaca
Memberi informasi pada pembaca tentang manfaatBieh Maja
(Aegle marmelogL.) Corr.) dan dipergunakan sebagai salah satlamac

iimiah bagi Mahasiswa serta referensi bagi pendiisnasa yang akan

datang.
3. Bagi institusi
Sebagai syarat kelulusan dalam mencapai Gelar Mddya

Program Studi D-11l Farmasi.



1.6 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Pembeda Khasnaét al, Malik, et al,2016 Fauzi, 2020
2014

Judul Penelitian  Uji Aktivitas Skrining Ekstraksi Dan Uji
Antioksidan Fitokimia dan Kandungan
Ekstrak Etanolik E(ljgt?;ipan Total - Antioksidan
th't Bugh Jeruk Metanolik Herba Buah Maja
Nipis (Citrus Boroco Celosia (Aegle marmelos
aurantifolia) argenteal..) (L.) Corr.)
Dengan Metode Dengan Metode
DPPH (1,1- Spektrofotometri
difenil-2- UV-Vis

Sampel
Penelitian

Variabel
Penelitian

Metode
Penelitian

Hasil

pikrilhidralazil)
Kulit Buah Jeruk
Nipis(Citrus
aurantifolia)

Uji Aktivitas
Antioksidan
Ekstrak Etanolik
Kulit Buah Jeruk
Nipis (Citrus
aurantifolia)

Metode Maserasi,
Uji Antioksidan
dengan Metode
DPPH

Aktivitas
antioksidan yang
didapatkan
bersifat aktif yaitu
dengan

mendapatkan hasil

ICs0 sebesar
54,458 pug/ml

Tanaman Boroco Buah Majafegle
(Celosia argentea marmeloqL.)

L.)

Skrining
Fitokimia dan
Penentuan
Kandungan
Flavonoid Total
Herba Boroco

(Celosia argentea

L)

Corr.)

Uji Aktivitas
Antioksidan
Ekstrak Etanolik
Buah Maja
(Aegle marmelos
(L.) Corr.)

Metode Maserasi, Metode Maserasi,

Skrining
Fitokimia,
Penentuan
Flavonoid Total
Kadar flavonoid
total pada ektrak
metanol herba
boroco yaitu
2,57%

Uji Metabolit
Sekunder, Uji
KLT, Uji
Antioksidan
Aktivitas
antioksidan yang
ICs0 yang didapat
pada ekstrak buah
maja adalah
269,153 pg/ml




BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1Tinjauan Pustaka
2.1.1 Klasifikasi Tanaman Maja
Kedudukan tanaman majaAdgle marmelos(L.) Corr) dalam
taksonomi atau sistematika penamaan tumbuhan nte(W8DA, 2017)

adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Sapindales

Famili : Rutaceae

Genus Aegle

Spesies Aegle marmelod..) Correa

o)

Gambar 2.1 Tanaman Maja%(egle

&

fnarmeldel_.) Corr)

(Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2020)



2.1.2 Morfologi

Pohon maja Aegle marmelod..) adalah tanaman perdu,
yang memiliki kulit buah berwarna hijau dan tertekseras pada
tempurungnya. Pohon ini tumbuh didaerah dataradatemingga
dataran tinggi + 500 mdpl yang berupa habitus. ri¢gfian pohon
maja mencapai 20 m dengan kayu sangat keras dak taj
menjulang. Bentuk batang buah maja adalah silindeskadang
pada batang tua melintir satu sama lain, permukamar dan
berwarna coklat kotor (Rismayani, 2013).

Batangnya pendek, kulit batang tebal, lebih lunialjt
pohon berlapis-lapis, dan kadang pada batang potempunyai
duri yang menyebar pada ketiak daun. Daun berbemvak atau
lancet, panjangnya 4-10 cm, lebar 2-5 cm dan dautergiri dari
3-5 helai. Daun bertangkai panjang dan beringginpunyai titik
tembus cahaya (Nigam, 2015).

Bunga berwarna putih kehijauan dan berbau harum,
terdapat 4 sampai 7 bunga yang bergerombol sepamalnang
muda, memiliki 4 kelopak bunga yang tersusun secalang
seling. Buah berbentuk bulat atau oval dengan dem2esampai 4
inci atau 5 sampai 10 cm. Kulit buah tipis, kerdan berkayu
(Nigam, 2015).

Buah berwarna hijau saat belum matang dan warnanya

berubah menjadi kekuningan ketika sudah tua. Dabgughnya



2.1.3

214

memiliki 8 sampai 15 segmen. Daging buah berwarnaing
pucat, lunak, manis, bergetah dan berbau harunmyRBijkecil
berukuran 1 cm tertanam di dalam daging buah. Y&ijikeras,
gepeng berbentuk persegi panjang, berbulu dan giasasing
dilapisi kantung perekat (Nigam, 2015).
Kandungan

Amit dan Rashmi (2011) menyatakan bahwa kandungan
buah maja diantaranya alkaloid, terpenoid, polifersaponin,
tanin, dan plobatanin. Penelitian lain juga diskaot pula
kandungan buah maja diantaranya alkaloid, flavgnfedol dan
tanin (Sridhar 2014). Sedangkan menurut Rismay2013), buah
maja selain mengandung marmelosin juga minyakiafsaktin,
saponin, dan tanin. Buah maja mengandung komparen 9%,
sedangkan pada kulit buah maja mencapai 20% (Chatdd
2012).
Manfaat

Buah maja dapat diolah menjadi minuman tradisional
bernama “sharbat”, terbuat dari daging buah mayag yahaluskan,
di campur air, gula atau sirup dan es. Terdapaandallmu
pengobatan tradisional di India (Ayurvedic), majgguthakan
sebagai obat gangguan pencernaan dan obat peremandpada
bagian akarnya (Rismayani, 2013). Selain itu buahgymatang

dapat diiris, dikeringkan dan digunakan sebagait atiaentri
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kronis, diare, dan sembelit. Kulit batangnya didgwma untuk
meracuni ikan. Akar maja digunakan sebagai obatensmy
debaran jantung, gangguan pencernaan, dan tukduigmDaun
maja mengandung saponin dan tannin, disampingkéudan kulit
batangnya mengandung flavonoid, saponin, dan polifeSelain
itu getah maja juga dapat digunakan sebagai plhatmaceutical
yang berfungsi sebagai perekat untuk obat-obatdett@Patilet al,
2010).

Tanaman maja juga bermanfaat sebagi bahan pestisida
nabati untuk tanaman yang sedang diserang hamgalerara
disemprotkan pada tanaman. Menurut Rismayani (2013)
menyatakan bahwa hasil penelitian menunjukkan @gpuiiama
penggerek buah kakadC&noporpha cramerelladapat terusir,
karena esktrak buah maja mempunyai bau yang meatyeatan
rasa pahit selain itu sistem pencernaan seranggabteé akan
terganggu.

2.1.5 Simplisia

Simplisia atau herbal yaitu bahan alam yang telah
dikeringkan yang digunakan untuk pengobatan danuntel
mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain qudmgeringan
simplisia tidak lebih dari 6€ (Ditien POM, 2008). Istilah

simplisia dipakai untuk menyebut bahan-bahan olean ayang
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masih berada dalam wujud aslinya atau belum memgala
perubahan bentuk (Gunawan, 2010).

Jadi simplisia adalah bahan alamiah yang dipergamak
sebagai obat yang belum mengalami pengolahan agagardan
kecuali dikatakan lain, berupa bahan yang telaherdigkan.
Simplisia dibagi menjadi tiga golongan yaitu sims@i nabati,
simplisia hewani dan simplisia mineral (Melinda ;12

a. Simplisia nabati

Simplisa nabati adalah simplisia yang berupa
tanaman utuh, bagian tanaman atau eksudat tanaman
(Nurhayati, 2008). Yang dimaksud dengan eksudat
tanaman adalah isi sel yang secara spontan keduiar d
tanaman atau yang dengan cara tertentu dikeluarkan
dari selnya, atau zat-zat nabati lainnya yang denga
cara tertentu dipisahkan dari tanamannya (Melinda,
2014).

b. Simplisia hewani

Simplisia yang berupa hewan utuh, bagian hewan
atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan
belum berupa zat kimia murni (Nurhayati, 2008).
Contohnya adalah minyak ikan dan madu (Gunawan,

2010).
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c. Simplisia mineral
Simplisia yang berupa bahan pelikan atau mineral
yang belum diolah atau yang telah diolah dengaa car
sederhana dan belum berupa zat kimia murni.
Contohnya serbuk seng dan serbuk tembaga (Gunawan,
2010).
2.1.6 Ekstrak

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan
mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atauplisia hewani
menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semuahatapir
semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yaspat
diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yaelght
ditetapkan. Sebagian besar ekstrak dibuat dengamgekstraksi
bahan baku obat secara perkolasi. Seluruh perkakedanya
dipekatkan dengan cara destilasi dengan penguratejeaman,
agar bahan utama obat sesedikit mungkin terkenasp@bepkes
RI, 2014).

Berdasarkan sifatnya ekstrak dapat dibagi menjaghag,
yaitu ekstrak encer, ekstrak kental, ekstrak keridgn ekstrak
cair.Ekstrak encer Extractum tenue merupakan sediaan yang
memiliki konsistensi seperti cairan madu yang mudangalir.
Ekstrak kentalExtractum spissujimerupakan sediaan kental yang

apabila dalam keadaan dingin dan kecil kemungkbisa dituang.
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Kandungan airnya berjumlah sampai dengan 30%. &k&kering
(Extractum siccuinmerupakan sediaan yang memiliki konsistensi
kering dan mudah dihancurkan dengan tangan. Mgb@iaguapan
dan pengeringan sisanya akan terbentuk suatu progakg
sebaiknya memiliki kandungan lembab tidak lebihi da%.
Ekstrak cair Extractum fluidunh merupakan sediaan dari simplisia
nabati yang mengandung etanol sebagai pelarut s¢dagai
pengawet atau sebagai pelarut dan pengawet. didda dinyatakan
lain pada masing-masing monografi tiap ml ekstrangandung
bahan aktif dari 1 g simplisia yang memenuhi sydbepkes R,
2014).

Metode Ekstraksi (Maserasi)

Maserasi merupakan metode sederhana yang banyak
dilakukan untuk mengekstrasi senyawa dari tanamarmlapat dua
tipe maserasi yaitu sederhana, ultrasonik dan ikinetau
pengadukan. Maserasi sederhana dapat dilakukan amleng
merendam bagian simplisia secara utuh atau yanghsdiling
kasar dengan pelarut dalam bejana tertutup, ydaguttian pada
suhu kamar selama sekurang-kurangnya tiga hari ateng
pengadukan berulang kali sampai semua bagian tanaapat
melarut dalam cairan pelarut. Proses ekstraksintiten ketika
telah tercapai kesetimbangan senyawa dalam peldeagan

konsentrasi dalam sel tanaman (Mukhriani, 2014)arf&nya
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campuran di saring dan ampasnya diperas agar tkpebagian
cairnya saja. Cairan jernih disaring atau didelksirdan dibiarkan
selama dalam waktu tertentu (Kumoro, 2015).

2.1.8 Flavonoid

Jenis senyawa metabolit sekunder yang paling banyak
terkandung dalamtumbuhan adalah alkaloid dan flenbrKedua
senyawa ini umumnya berada tersebar pada selurghanba
tanaman, misalnya pada akar, batang, daun, buahbdaga.
Namun yang berperan penting dalam melindungi tulokahi
serangan radikal bebas adalah senyawa flavonoid.

Salah satu sifat yang dimiliki oleh flavonoid sefga
dapat berperan sebagai antioksidan vyaitu kemampgaann
mendonorkan atom hidrogennya dengan cara menglagam.
Senyawa flavonoid sangat banyak tersebar dalamnggani
tanaman. Flavonoid termasuk dalam senyawa fenoékgan
struktur kimia GCsCs, yang terdiri dari satu cincin A dan satu
cincin B dan cincin tengah berupa heterosiklik yamgngandung

oksigen (Redha, 2010).

Gambar 2.2Struktur Senyawa Flavonoid (Redha, 2010).
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Flavonoid ditemukan tersebar pada bagian-bagiaamtan
seperti buah, daun, biji, akar, kulit kayu, batalag bunga. Fungsi
umum yang dimiliki oleh flavonoid yaitu pemberi zaarna bunga
pada tanaman dan membantu proses penyerbukann Selai
senyawa ini juga berperan dalam perlindungan diri derangan
jamur maupun paparan sinar UV-B. Senyawa ini mé&nstruktur
berupa cincin aromatis yang memberikan gambaranwdah
senyawa ini terbentuk dari jalur biosintesis pdidte (Raharjo,
2013).

Fungsi lain dari flavonoid dalam tanaman yaitu pemnb
pigmen pada tanaman, misalnya memproduksi warngabonerah,
kuning atau biru. Selain itu, flavonoid juga melimgi struktur sel,
meningkatkan produksi vitamin C, antiinflamasi dantibiotik
(Lumbessyet al, 2013).

Tanin

Tanin secara umum didefinisikan sebagai senyawéepol
dan dapat membentuk kompleks dengan protein menibent
kopolimer yang tidak larut dalam air. Terdapat gelis utama
tanin yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidi®l Tanin
terhidrolisis terbagi menjadi dua yakni galotaniandelagitanin.
Tanin terkondensasi memiliki berat molekul 1000 ©0G
sedangkan tanin terhidrolisis memiliki berat molek000 — 1500

pada galotanin dan 1000 — 3000 pada elagitanirbgtha, 1996).
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Tanin terdapat pada daun, buah yang belum mataagjpakan
golongan senyawa aktif tumbuhan yang termasuk galon
flavonoid, mempunyai rasa sepat dan mempunyai kemuam
menyamak kulit (Robinson, 1995). Senyawa tanin egkan
senyawa yang termasuk golongan senyawa flavoncadenk
dilihat dari strukturnya yang memiliki 2 cincin anatik yang
diikat oleh tiga atom karbon. Kedudukan gugus Hdiofenol
bebas pada inti flavonoid dapat ditentukan denganambahkan
pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan dan meatjam

pergeseran puncak serapan yang terjadi (Hastaai, 2010).

OH
: © OH

OH

Gambar 2.3 Struktur senyawa tanin (Robinson, 1995).

Tanin mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagangsitr,
antidiare, antibakteri dan antioksidan. Tanin makam komponen
zat organik yang sangat kompleks, terdiri dari sgmgy fenolik
yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, mefegekan
protein dari larutannya dan bersenyawa dengan iproéesebut
(Desmiaty, et al, 2008 dalam Malanggiaet al 2012). Beberapa

tanin terbukti memiliki aktivitas antioksidan, mdragnbat
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pertumbuhan tumor dan menghambat enzim sepeetrefse”
transkriptase dan DNA topoisomerase.
2.1.10 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah metode perhiga
fisikokimia. Lapisan yang memisahkan, yang ter@ditas bahan
berbutir-butir (fase diam), ditempatkan pada peggarberupa plat
gelas, logam, atau lapisan yang cocok. Campurarg yakan
dipisahkan berupa larutan dan di totolkan berupadiepada plat
KLT. Setelah plat ditempatkan didalam bejana dputapat yang
berisi larutan pengembang yang cocok (fase gerakka akan
terjadi pemisahan senyawa.

Prinsip KLT adalah pemisahan komponen kimia
berdasarkan prinsip absorbsi dan partisi, yangtikan oleh fase
diam (adsorben) dan fase gerak (eluen). Komponarakiergerak
naik mengikuti fase gerak karena daya serap adsadrbadap
komponen-komponen kimia yang tidak sama sehinggapkoen
kimia dapat bergerak dengan kecepatan yang betimdasarkan
tingkat kepolarannya, hal inilah yang menyebabkenadinya

pemisahan (Putri, 2016).

Rf‘ Jarak titik pusat bercak dari titik awal
- Jarak garis depan dari titik awal
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Keterangan :

1. Fase Diam (Lapisan Penyerap)

Lapisan dibuat dari salah satu penyerap yang khusus
digunakan wuntuk KLT vyang dihasilkan oleh berbagai
perusahaan. Penyerap yang umum digunakan adaltzhgsl,
aluminium oksida, selulosa, dan turunannya. Sigh ini
menghasilkan perbedaan dalam efek pemisahan yang
tergantung pada cara pembuatannya, sehingga giéicani
telah diterima sebagai bahan standar (Putri, 2016).

2. Fase Gerak (Pelarut Pengembang)

Fase gerak adalah medium angkut yang terdiri safs s
atau beberapa pelarut. la bergerak didalam fasa, dyaitu
suatu lapisan berpori, karena ada gaya kapilergYigunakan
hanyalah pelarut bertingkat mutu analitik dan liperlukan
sistem pelarut multi komponen ini harus berupatsoampuran
sesederhana mungkin yang terdiri atas maksimum tiga
komponen. Angka banding campuran dinyatakan dalkagah
volume sedemikian rupa sehingga volume total 100triP
2016).

2.1.11 Antioksidan

Antioksidan adalah zat yang sangat berguna bagihtub

karena antioksidan dapat melawan pengaruh bahayaadikal

bebas di dalam tubuh yang terbentuk pada saatgnostabolisme
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oksidatif, yaitu hasil dari reaksi-reaksi kimia damses metabolic
yang terjadi di dalam tubuh. Antioksidan menstadnlkradikal
bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yanglikdli
radikal bebas dan menghambat terjadinya reaksintsralari
pembentukan radikal bebas yang dapat menimbulkasiesp
oksigen yang potensial bersifat toksik dapat diranapro-
oksidan. Sebaliknya, senyawa dan reaksi yang meadein
spesies oksigen tersebut, menekan pembentukansyareiawan
kerjanya disebut antioksidan. Antioksidan alamialiam makanan
dapat berasal dari senyawa antioksidan yang sudaldari satu
atau dua komponen makanan, senyawa antioksidantgementuk
dari reaksi-reaksi selama proses pengolahan, daryasa
antioksidan yang diisolasi dari sumber alami daandbahkan ke
makanan sebagai bahan tambahan pangan (Rohmatagsoli
2009).

Antioksiodan  merupakan inhibitor yang bekerja
menghambat oksidasi dengan cara bereaksi dengéalraegbas
reaktif yang membentuk radikal bebas tak reaktigyaelative
stabil (Widodo, 2015).

Antioksidan dapat digolongkan menjadi antioksidaaim
dan vitamin. Antioksidan enzim meliputi superoksidismutase

(SOD), katalase dan glutation peroksidase. Antd#sivitamin
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meliputi alfa tokoferol (Vitamin E), beta karoteRro Vitamin A),
dan asam askorbat (Vitamin C) (Rohmatussolihat9200
2.1.12 Mekanisme Antioksidan

Antioksidan yang baik akan bereaksi dengan radikhlas
segera setelah senyawa tersebut terbentuk. Mekaraatioksidan
dalam menghambat oksidasi atau menghentikan rdsksintai
pada radikal bebas dari lemak yang teroksidasiatddisebabkan
oleh empat macam mekanisme reaksi, yaitu pelephgiogen
dari antioksidan, pelepasan elektron dari antiasigpenambahan
lemak ke dalam cincin aromatik pada antioksidan,n da
pembentukan senyawa kompleks antara lemak damaincmatik
dari antioksidan (Leha, 2017).

Antioksidan dikelompokkan menjadi tiga berdasarkan
fungsi dan mekanismenya, yaitu antioksidan prina@tjoksidan
sekunder, dan antioksidan tersier. Antioksidan erifantioksidan
pemecah rantai), yaitu antioksidan yang dapat ksredgengan
radikal lipid lalu mengubahnya ke bentuk yang s$tafmtioksidan
dapat dikatakan sebagai antioksidan primer jika atlap
mendonorkan atom hidrogennya secara cepat ke taljkdaa
(RO*) dan turunan antioksidan disebut (A*) lebilalst dibanding
antioksidan lipid, atau mengubahnya ke bentuk yabd stabil.
Antioksidan primer yang sangat terkenal adalahrersziperoksida

dismutase (SOD) dan glutation peroksidase (GPxinkmi dapat
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melindungi hancurnya sel-sel dalam tubuh akibeatregan radikal
bebas. Antioksidan sekunder (antioksidan pencediefinisikan
sebagai suatu senyawa yang dapat memperlambatrdaksi
autooksidasi lipid.

Antioksidan ini bekerja dengan berbagai mekanisme,
seperti mengikat ion metal, menangkap oksigen, mame
hidroperoksida ke bentuk-bentuk non radikal, mesyeadiasi UV
atau mendeaktifkan singlet oksigen. Contoh yangulsopdari
antioksidan sekunder ini adalah Vitamin E, Vitam@) dan
betakaroten. Antioksidan tersier, merupakan senyayeag
memperbaiki sel-sel dan jaringan yang rusak kares@ngan
radikal bebas. Biasanya yang termasuk golongaadalah enzim
metionin sulfoksidan reduktase yang dapat mempdrdaNA
pada penderita kanker (Leha, 2017).

2.1.13 DPPH

DPPH merupakan radikal bebas yang stabil pada suhu
kamar dan sering digunakan untuk menilai aktivi@sioksidan
beberapa senyawa atau ekstrak bahan alam. PrifisipP&H
adalah penghilang warna untuk antioksidan yang slamg
menjangkau radikal DPPH dengan pemantauan absorbamgan
panjang gelombang 517 nm menggunakan spektrofodomet
Radikal DPPH dengan nitrogen organic terpusat adedalikal

bebas stabil dengan warna ungu gelap yang ketikeduksi
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menjadi bentuk non radikal oleh antioksidan menyeatina kuning
(Bendra, 2012).

Prinsip dari uji aktivitas antioksidan dengan met@PPH
yaitu reaksi penangkapan atom hydrogen dari senganvaksidan
oleh radikal bebas DPPH untuk mendapatkan pasaelgatron
dan mengubahnya menjadi difenil pikril hidrazin @EHRH)
metode perendaman radikal DPPH ini berdasarkarsirealuksi
larutan methanol radikal DPPH yang berwarna oletgpambatan
radikal bebas. Prosedurnya melibatkan pengukuramurpean
serapan DPPH pada panjang gelombang maksimum yang
sebanding dengan konsentrasi penghambat radikedsbghng
ditambahkan ke larutan DPPH (Bendra, 2012).

Aktivitas antioksidan dinyatakan sebaganhibition
concentration 50%nerupakan nilai yang menunjukan kemampuan
penghambatan proses oksidasi sebesar 50%. Semadinnkai
menunjukkan semakin tingginya aktivitas antioksidanatu
senyawa. Suatu senyawa dikatakan memiliki anti@ksidangat
tinggi jika nilai kurang dari 50 ml, dikatakan méeikii antioksidan
tinggi jika nilai 50-100 ml, dan dikatakan aktistaantioksidan

rendah jika nilai lebih dari 150 ml (Bendra, 2012).
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Gambar 2.4 Aktivitas Penangkap Radikal 2,2-Difenil-1-

Pikrilhidrazil (Bendra, 2012).

2.1.14 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri merupakan metode analisis yang
didasarkan pada absorpsi radiasi elektromagnety@aaerdiri dari
radiasi terhadap mana mata manusia peka, gelombdangan
panjang berlainan akan menimbulkan cahaya yangaibar
sedangkan campuran cahaya dengan panjang-panjangkan
menyusun cahaya putih. Cahaya putih meliputi sblwpektrum
nampak 400-760 mm. Spektrofotometri ini hanya tkrjhila
terjadi perpindahan elektron dari tingkat energngzaendah ke
tingkat energi yang lebih tinggi (Gandjar & Rohmaa}12).

Spektrofotometer terdiri atas spektrometer dannieter.
Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektruengdn
panjang gelombang tertentu dan fotometer adalath paiagukur
intensitas cahaya yang ditranmisikan atau yang sdigisi.
Spektrofotometer tersusun atas sumber spektrum kanginyu,

monokromator, sel pengabsorpsi untuk larutan sangtel
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blangko dan suatu alat untuk mengukur perbedaasrisantara
sampel dan blangko ataupun pembanding (Gandjar &nfaa,
2012).
Komponen Instrument Spektrofotometri UV-Vis :
1. Sumber Radiasi
Sumber radiasi pada spektrofotometri harus memiliki
pancaran radiasi yang stabil dan intensitasnyaiting
2. Monokromator
Monokromator adalah alat yang akan memecah
cahaya polikromatis menjadi cahaya tunggal
(monokromatis) dengan komponen panjang gelombang
tertentu.
3. Sel Kuvet
Kebanyakan spektrofotometri melibatkan larutan dan
karenanya kebanyakan kuvet adalah sel untuk menaruh
cairan ke dalam berkas cahaya spektrofotometri. itBel
haruslah meneruskan energy cahaya dalam daeratraspec
yang diamati, jadi sel kaca untuk daerah tampdksissa
atau kaca silica tinggi istimewa untuk daerah vitiet.
4. Detektor
Detektor akan menangkap sinar yang diteruskan oleh
larutan. Sinar kemudian diubah menjadi sinyal ikstieh

amplifier dan dalam rekorder dan ditampilkan datsntuk
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angka-angka pada reader (computer). Metode umurg yan
mudah dipakai untuk menjelaskan vyaitu penggunaan
serapan ultra-violet. Jumlah cahaya yang diseraan ak
bergantung pada jumlah senyawa tertentu yang mglewa
melalui berkas pada waktu itu (Gandjar & Rohmani,220
Mekanisme kerja alat spektrofotometri Uv-Vis adalah
sinar dari sumber sinar dilewatkan melalui celahsuka
kemudian sinar dikumpulkan agar sampai ke prisntakun
difraksikan menjadi sinar-sinar dengan panjang rgbkng
tertentu. Selanjutnya, sinar dilewatkan ke monolatmm
untuk menyeleksi panjang gelombang yang diinginkan.
Sinar monokromatis melewati sampel dan akan adar sin
yang diserap dan diteruskan. Sinar yang diteruskanm
dideteksi oleh detector. Radiasi yang diterima aletector
diubah menjadi sinar listrik yang kemudian terbaca

(Gandjar & Rohman, 2012).
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2.2Hipotesis

1. Buah maja Aegle marmelos(L.) Corr.) mengandung metabolit
sekunder yang memiliki aktivitas antioksidan.
2. Terdapat aktivitas antioksidan dalam ekstrak buahjam@egle

marmelogL.) Corr.).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Objek Penelitian
Objek dari penelitian ini adalah uji metabolit seldar dan uji
aktifitas antioksidan pada ekstrak buah m&agle marmelogL.) Corr)
dengan metode Spektrofotometri UV-Vis.
3.2 Sampel dan Teknik Sampling
Sampel yang digunakan adalah buah magegle marmelogL.)
Corr) yang diperoleh dari daerah Slerok Kota Tedaknik sampling
yang di gunakan yaitsimple random samplingimple random sampling
dilakukan dengan pengambilan anggota sampai datilasi dilakukan
secara acak tanpa memperhatikan strata yang ade dapulasi ini.
Cara demikian dilakukan bila anggota populasi djapg homogen
(Sugiyono, 2010).
3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Merupakan variable yang menjadi sebab timbulnya ata
berubahnya variabel tergantung. Dalam hal ini \deidebasnya

adalah ekstrak buah majaggle marmeloé..) Corr.).

27
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3.3.2 Variabel Terikat
Merupakan variabel yang dipengaruhi oleh varialsdias.
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah meted#tstrasi dan uji
aktivitas antioksidan ekstrak buah majaegle marmelogL.)
Corr.).
3.3.3 Variabel Terkendali
Merupakan variabel yang dikendalikan atau dibuaiskan
sehingga tidak akan mempengaruhi variabel yang dialiti oleh
peneliti. Dalam hal ini variabel terkendalinya adaltempat
pengambilan bahan, skrining fitokimia, metode Krtogeafi
Lapis Tipis (KLT), dan metode spektrofotometri U\isV
3.4 Teknik Pengumpulan Data
3.4.1 Cara Pengumpulan Data
1. Metode pengumpulan data menggunakan eksperimen
laboratorium.
2. Metode analisis data menggunakan analisis kuélitidn
kuantitatif.
3.4.2 Alat dan Bahan
1. Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
timbangan elektrik, beaker glass gelas ukur, sendok
tanduk, cawan porselen, spatula, bunsen, kaki pgset

volume, pipet tetes, mikro pipet, pipa kapiler, &penutup,
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chamber, pinset, plat KLT, batang pengaduk, togbes,
kainflanel, aluminium foil, plastik wrapping, mikskop,
objekglass lampu UV 256 nm dan 366 nm, vial, labu ukur,
dan SpektrofotometriUV-Vis.
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah buah majaAégle marmelog¢L.) Corr.), vitamin C,
etanol 70%, etanol 95%, metanol, aquadest, pereaksi
Bouchardat& Mayer, larutan Fefllarutan gelatin 1%,
larutan HCI pekat, larutan HCI 2N, larutan butaratutan

asam asetat, serbuk DPPH.

Dalam penelitian uji aktivitas antioksidan eksttalah majaAegle

marmelos(L.) Corr), melalui beberapa tahap terlebih daldiantaranya

adalah :

3.5.1 Pengumpulan Bahan

Buah maja yang digunakan dalam penelitian diperoleh

secara random (acak) dari daerah Slerok Kota Tegal.

3.5.2 Prosentase Bobot Kering Terhadap Bobot Basah

Untuk mengetahui kadar air pada daging buah maja

diperlukan menghitung prosentase bobot kering teEpabobot

basah. Sebelum daging buah maja dikeringkan, sejmiéaging

buah

yang masih segar dibersihkan dari kotoranngiy
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memotong kecil-kecil daging buah maja kemudiannbang
untuk mengetahui berat basah sampel. Kemudian glbgiah maja
dikeringkan dengan sinar matahari dengan ditutugn kitam.
Selanjutnya menimbang daging buah yang sudah kkenmgdian

menghitung prosentase bobot kering terhadap baisath

Membersihkan daging buah maja dari kotorannya

l

Memotong kecil-kecil daging buah maja kemudiamaliang

l

Mengeringkan daging buah majaegle marmeloé..) Corr)

dengan cara sinar matahari dengan ditutupi kaamhit

|

Menimbang daging buah maja yang sudah kering

l

Menghitung prosentase bobot kering terhadap bodxdtb

Gambar 3.1Skema Prosentase Bobot Kering Terhadap Bobot

Basah Buah MajaAegle marmelog..) Corr).

Berikut adalah rumus perhitungannya :

% Bobot Kering Terhadap Bobot BasaR22 KT y 100 9

Bobot Basah




31

3.5.3 Pembuatan Serbuk Buah Maja
Daging buah maja yang telah dikeringkan kemudian
diserbukan dengan menggunakan blender dan diayakade

menggunakan ayakan ukuran 20 mesh.

Daging buah maja yang sudah kering kemudian digarbu
dengan menggunakan blender

l

Diayak dengan ayakan ukuran 20 mesh

Gambar 3.2.Skema Pembuatan Serbuk Buah M#&eadle
marmelogqL.) Corr)
3.5.4 Uji Serbuk Simplisia
a. Uji Makroskopis
Mengidentifikasi serbuk simplisia buah maja dargise
bentuk, warna simplisia, mencium bau simplisia dasa

simplisia menggunakan indra perasa (Andriani, 2016)

Mengambil serbuk simplisia buah maja

!

Mengidentifikasi dari segi bentuk, warna, bau, tzsa

Gambar 3.3Skema Uji Mikroskopik Buah Majaggle

marmelogL.) Corr)
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b. Uji Mikroskopis

Untuk membuktikan bahwa sampel yang digunakan benar
benar sampel dari buah maja, maka dilakukan idiessif
dengan menggunakan mikroskopik. Daging buah majg ya
telah diserbuk diletakkan diatas objalass secukupnya,
kemudian ditetesi dengan air secukupnya (1-2 tekeshudian
ditutup dengan menggunakaskeg glassdan diamati pada

mikroskop (Andriani, 2016).

Menyiapkan mikroskop dan mengatur fokus cahayaaskap.

l

Menetesi serbuk buah maja dengan air secukupngddtes)

kemudian ditutup dengadeg glass

l

Meletakkan serbuk sampel secukupnya pada ajgsds

\ 4
Mengamati bentuk fragmen buah maja dengan mikroskop

Gambar 3.4 Skema Uji Mikroskopik Buah Majaggle

marmelogL.) Corr)

3.5.5 Ekstraksi (Maserasi)

Menyiapkan alat dan bahan untuk mengekstrasi. &erbu
simplisia buah maja sebanyak 100 g diekstrasi dernmaarut
etanol 70% dengan penyari 1 : 7,5 dengan cara ams®lama 5
hari dalam tempat yang terlindungi dari sinar matakangsung

dengan menggojog dalam sehari £ 5 menit dengarartupgar
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cairan penyari masuk kedalam sel serbuk sampel,udiem
disaring. Filtrat dievaporasi sehingga didapat rekstkental.
Ekstrak kental yang diperoleh ditimbang dan disimmalam
tempat tertutup rapat.

Proses ekstrasi dilakukan dengan menggunakan pelaru
etanol 70%. Etanol 70% berdasarkan kepolaran daarutan,
senyawa yang bersifat polar akan mudah larut dakarut polar,
sedangkan senyawa nonpolar akan mudah larut datéarupnon

polar (Khasanah, 2014)

Menimbang serbuk simplisia buah maja, masukan

kedalam tempat yang terlindung dari sinar matahatrj

'

Menambah pelarut etanol 70% sebanyak 750 ml

A 4
Dimaserasi selam 5 hari dengan menggojog selama |t 5
menit perhari

|

Hasil maserasi dilakukan pemisahan pelarut

menggunakan kain flanel

v

Filtrat hasil pemisahan selanjutnya diuapkan sejang
didapat ekstrak

v

ekstrak pekat di ujikan pada uji identifikasi kandan

dan uji aktivitas antioksidan

Gambar 3.5Skema Ekstrasi (Maserasi) Buah Majagle

marmelogqL.) Corr)
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3.5.6 Perhitungan Rendamen
Ekstrak kental yang diperoleh kemudian dihitung

rendamennya dengan rumus (Sabil, 2014) :

Berat ekstrak kental (y)

Rendamen = X 100 %

Berat Sampel (x)

3.5.7 Uji Fitokimia
Serbuk simplisia buah maja yang telah diperolehji diu
secara fitokimia. Uji ini merupakan uji kimia kualiif
menggunakan pereaksi yang spesifik. Uji fitokimiang
dilakukan terhadap serbuk simplisia buah maja mglip
1. Uji Flavonoid
Sebanayak 500 mg serbuk sampel ditambahkan air 5ml,
kemudian dipanaskan dengan penangas lalu saringrdbit 1 ml
filtrat dan menambahkan 2 ml etanol 95 % dan 2 @l BN lalu
mengamati. Menambahkan 10 tetes HCI| pekat dan meatga
perubahan yang terjadi. Jika terjadi warna meraggmp sampai
merah ungu, menunjukkan adanya flavonoida. Jikadiewarna
kuning jingga menunjukkan adanya Havon, kalkon, @amnon

(Malik, et al, 2016).
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Menambahkan air 5 ml pada 500 mg sampel, kemudian

panaskan

A 4

Menambahkan 2 ml etanol 95 % dan 2 ml HCI 2N pada 1

ml filtrat. kemudian menaam:

'

Menambahkan 10 tetes HCI pekat

A\ 4
Mengamati perubahan warna yang terjadi

Gambar 3.6 Skema Uji Flavonoid Buah Maj&égle marmelos

(L.) Corr)

2. Uji Alkaloid
Sebanyak 500 mg sampel ditambah dengan 1 ml HCI 2
N dan 9 ml air suling, dipanaskan di atas penangaselama 2
menit, didinginkan kemudian disaring, 3 tetes diltr
dipindahkan pada kaca arloji, kemudian ditambahRaetes
pereaksi Bouchardat atau Mayer. Adanya alkaloidnglitkan
dengan terbentuk endapan berwarna coklat sampam hit

dengan pereaksi Bouchardat LP (Maékal, 2016).
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D

Menambahkan 1 ml HCI 2 N dan 9 ml air suling pad
500 mg sampel

\ 4
Memanaskan di atas penangas air selama 2 menit,

mendinginkan kemudian menyar

'

Menambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat atau Mayer

pada flitrat

!

Mengamati perubahan yang terjadi

Gambar 3.7 Skema Uji Alkaloid Buah MajaAegle
marmelogL.) Corr)
3. Uji Tanin
Sebanyak 250 mg sampel ditambahkan 5 ml air kemudia
panaskan menggunakan penangas air lalu menyarhbgn$ak 1
ml flltrat dipindahkan kedalam tabung reaksi dalambahkan 2-3
tetes larutan Fe€l 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau (Sestn,et al,

2013).



37

Menambahkan 5 ml air kedalam 250 mg sampel,

panaskan kemudian saring

A 4
Memindahkan 1 ml filtrat kedalam tabung reaksi daf

—

menambahkan 2-3 tetes larutan kel®h

'

Mengamati perubahan yang terjadi

Gambar 3.8Skema Uji Tanin | Buah MajaAggle marmelos

(L.) Corr)

Uji tanin yang kedua | ml filtrat dipindahkan kedal
tabung reaksi dan ditambahkan 2-3 tetes gelatin. Hasil
positif menunjukkan terbentuknya endapan putih (Krton

2015).

Menambahkan 5 ml air kedalam 250 mg sampel,

panaskan kemudian saring

\ 4
Memindahkan 1 ml fllitrat kedalam tabung reaksi dat

—

menambahkan 2-3 tetes gelatin 1 %

I

Mengamati perubahan yang terjadi

Gambar 3.9 Skema Uji Tanin Il Buah MajaAegle marmelos

(L.) Corr)
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4. Uji Saponin
Sebanyak 500 mg sampel dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, ditambahkan 10 ml air panas, didinginkan Kemudian
dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Reaksi posikié jterbentuk
buih yang mantap selama tidak kurang dari 10 mseiinggi 1 cm
sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes asam kRixidauih

tidak hilang (Malik,et al, 2016).

Memasukan 1 g sampel ke dalam tabung reaksi,

kemudian menambahkan 10 ml air panas

\ 4
Mendinginkan dan dikocok kuat-kuat

selama 10 det

'

Mengamati perubahan yang terjadi

Gambar 3.10Skema Uji Saponin Buah MajA¢gle marmelos
(L.) Corr)
5. Uiji Glikosida
Identifikasi senyawa glikosida dilakukan dengan acar
memasukkan 250 mg simplisia ke dalam beaker glaass % ml.
Lalu panaskan dengan penangas air, saring dan amttiffiltrate.
Kemudian tambahkan 5 ml asam asetat anhidrat daneted

H.SQOy pekat. Amati perubahan warna yang terjadi Jikaeteiuk
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warna biru/hijau menandakan adanya senyawa gligogidaksi

lieberman burchard) (Malilet al,, 2016).

Menambahkan air 5 ml pada 250 mg sampel, kemudian
panaskan

\ 4

Menambahkan 10 ml asam asetat dan 10 tet8®©H
pekat pada 1 ml filtrate

'

Mengamati perubahan warna yang terjadi

Gambar 3.11Skema Uji Glikosida Buah Majaégle marmelos
(L.) Corr)
3.5.8 Kromatografi Lapis Tipis
Setelah mendapatkan rendemen, kemudian dilakukian uj
senyawa fenolat dengan metode KLT. Menyiapkanddatbahan.
Plat KLT lapis silica gel yang akan digunakan dioverlebih
dahulu selama 3 menit pada suhdCG&ntuk mengurangi kadar air
dalam plat KLT. Selanjutnya plat KLT yang sudahwio diberi
garis batas atas dan garis batas bawah masinggnhsim untuk
mempermudah penotolan dan mengetahui jarak pelgang
ditempuh sehingga mempermudah dalam perhitungan Rf.
Kemudian membuat fase gerak dengan mengambil mdiuta
asam asetat : air (4 : 1 : 5), dimasukkan kedalaamber dan
dijenuhkan. Penjenuhan bertujuan agar seluruh pexamu di

dalam bejana terisi uap eluen sehingga rambatag gdrasilkan
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ileh silica baik dan beraturan. Untuk mengetahuancber yang
berisi fase gerak telah jenuh maka di dalam chardifeeri kertas
saring, ketika sudah jenuh eluen akan keluar mekaitias saring
pada proses elusi, silica gel akan mengabsorbsigasak. Proses
selanjutnya masukkan plat KLT yang sebelumnya suaiétakolkan
sampai kedalam chamber yang sudah jenuh.

Pada proses ini sampel akan bergerak naik mel&wttan
silica gel, dan pergerakan sampel akan diikuti glehyawa yang
diidentifikasi. Setelah proses elusi, lempeng ailigel selesai
ditandai dengan naiknya eluen sampai garis batssaatgkat plat
KLT dan dikeringkan dengan cara di anginkan kemudidihat
penampakan noda pada lampu sinar UV 254 dan 366Elen
yang baik adalah eluen yang bisa memisahkan senykahsan
sejumlah banyak ditandai dengan munculnya nodaraSyeda
yang baik bentuk noda tidak berekor dan jarak reata dengan
yang lainnya jelas. Proses selanjutnya mengandR$adan
membandingkan dengan nilai Rf standar reoritis f{lagari,

2016).
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Menyiapkan alat dan bahan

v

Mengaktifkan plat KLT dengari
dioven selama 3 menit pada
suhu 48C

A 4

Membuat gari batas atas dan
bawah pada plat KLT

A 4

)

Menotolkan sampel pada gari
batas bawah pada plat KLT

A 4

Menunggu hingga kering pad
plat KLT siap digunakan

'

Membuat fase gerak

\ 4

Memasukkan n-butanol :
asamasetat:air(4:1:5
kedalam chamber

\ 4

U7

Menjenuhkan dengan kerta
saring sebagai indikatornya

\ 4

Menunggu jenuh dan fase
gerak siap digunakan

A 4

Memasukkan plat KLT kedalam chamber yang sudalmualijkan

A 4

Menunggu eluen naik sampai batas atas plat KLTkéang anginkan

'

Melihat bercak yang nampak dibawah sinar UV dergganang gelombang
254 dan 366 nm, kemudian menganalisa Rf dan menmagah dengan nilai

Gambar 3.12Skema KLT Ekstrak Buah Maj&égle marmelos

(L.) Corr)
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3.5.9 Uji Kandungan Antioksidan dengan DPPH
1. Pembuatan Larutan DPPH
Serbuk DPPH sebanyak 3,9 mg dimasukkan ke dalam lab
ukur 100 ml kemudian volume dicukupkan dengan nmetha

sampai tanda batas dan kocok sampai homogen.

Memasukkan 3,9 mg DPPH ke dalam labu ukur 100 ml

!

Menambahkan metanol sampai 100 ml, kocok sampaogem

!

Masukkan kedalam erlenmeyer

'

Mendapatkan larutan DPPH dengan konsentrasi 39 ppm

Gambar 3.13Skema Pembuatan Larutan DPPH

2. Penentuan panjang gelombang maksimal larutan DPPH
Mengambil 4,0 ml larutan DPPH wuntuk dibaca
absorbansinya pada spektrofotometer dengan paigjelognbang
400-600 nm untuk menentukan panjang gelombang maksya

(Khasanah, 2014).
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Ambil 4,0 ml larutan DDPH

I

Dibaca absorbansinya pada spektrofotometer dereygany
gelombang 400-600 nm untuk menentukan panjang delom
maksimalnya

Gambar 3.14 Skema Penentuan panjang gelombang maksimal

larutan DPPH

3. Penentuanoperating time larutan DPPH
Mereaksikan 50 pL baku pembanding vitamin C dan
ditambahkan 4,0 ml larutan DPPH, dihomogenkan dersjaer
selama 1 menit dan diukur absorbansinya pada rken@,5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, dan 60 padaaksimum yang

sudah diperoleh (Khasanah, 2014).

Mereaksikan 50 puL baku pembanding vitamin C

'

Menambahkan 4,0 ml larutan DPPH

\4

Homogenkan menggunakkan stirer selama 1 menit

'

Ukur absorbansinya pada menit 0,5, 10, 15, 203@535, 40, 45,
50, 55, dan 60 padamaksimum yang sudah diperoleh

Gambar 3.15Skema Penentuarperating timdarutan DPPH
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4. Pembuatan Larutan Uji Sampel Hasil Ekstraksi
Menimbang ekstrak buah maja 0,1 gram kemudian
dilarutkan dengan metanol sampai 50 ml pada ld&om. Betelah
itu, larutan dibuat serikonsentrasi sebesar 100, 280, 250 dan

300 ppm.

Menimbang ekstrak buah maja sebanyak 0,1 g

'

Melarutkan dengan metanol

\4
Masukkan ke dalam labu ukur 50 ml sampai tandasbata

\ 4
Mengocok larutan ad homogen

\ 4

Buat kadar seri sampel sebesar 100, 150, 200, @&53@D ppm

Gambar 3.16Skema Pembuatan Larutan Uji Sampel

5. Pembuatan Larutan Induk Vitamin C SebagaiKontrol Positif

Vitamin C sebanyak 0,05 g ditambahkan methanol samp
50ml. Volume dicukupkan dengan methanol sampaiadoatas.
Kemudian dari kadar ini dibuat seri konsentrasiesab 10, 20, 40,

dan 80 ppm.
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Timbang Vitamin C 0,05 g

'

Tambahkan methanol sampai tanda batas 50 ml

!

Dibuat seri sebesar 10, 20, 40 dan 80 ppm

Gambar 3.17Pembuatan Larutan Induk Vitamin C Sebagai

Kontrol Positif

6. Pembuatan Larutan Uji Seri Vitamin C (10, 20, 40, 8 ppm)

Larutan induk Vitamin C masing-masing di pipet @2,
0,4, dan 0,8 ml dimasukkan kedalam labu ukur 10 Volume

dicukupkan dengan methanol sampai tanda batas.

Larutan uji dibuat konsentrasi 10,20,40,80 ppm

I

Larutan induk Vit C dipipet sebanyak 0,1 : 0,24 00,8 (ml)

!

Masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml da
dicukupkan dengan metanol

Gambar 3.18Pembuatan Larutan Uji Seri Vitamin C (10, 20,

40, 80 ppm)
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7. Pembuatan Larutan Seri 100, 150, 200, 250 dan 30@pfm)
Larutan induk ekstrak buah maja masing-masing dipip
0,5, 0,75, 1, 1,25 dan 1,5 (ml) dimasukkan ke dakmng reaksi.

Tambahkan masing-masing dengan methanol sebanyak 10

Mengambil larutan induk masing-masing dipipet 0,55, 1,
1,25 dan 1,5 (i)

\4

Masukkan ke dalam tabung reaksi dan tambahkan 10 m
methanc

'

Menambahkan metanol sampai tanda batas

!

Mengocok larutan sampai homogen

Gambar 3.19Skema Pembuatan Larutan Seri

8. Pengukuran Serapan Aktivitas Antioksidan Ekstrak
Larutan seri antioksidan ekstrak buah maja sebahyainl
dimasukkan ke dalam tabung reaksi ditambahkan defegatan
DPPH sebanyak 3 ml, kemudian dikocok sampai homatgen
diinkubasi dalam ruangan gelap selama 30 menitnseieya

serapan diukur dengan spektrofotometri UV-Vis.
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Mengambil 1,5 ml larutan uji seri ekstrak buah meajeioksidan
ke dalam tabung reaksi

!

Menambahkan larutan DPPH sebanyak 3 ml

!

Mengocok larutan sampai homogen

Menginkubasi larutan dalam ruang gelap selama 30tme

!

Mengukur serapan dengan spektrofotometri pada panja
aelombana maksimu

Gambar 3.20Skema Pengukuran Serapan Aktivitas
Antioksidan

9. Analisis Data Aktivitas Antioksidan
Penentuan aktivitas antioksidan dengan menggunakkan
metode DPPH dinyatakan dengan nilai perendaman DPRH
inhibisi), semakin besar nilai perendamannya madn asemakin
besar juga nilai antioksidannya. Prosentase a&si\penghambatan
DPPH pada masing-masing sediaan. Dinyatakan dengams

(Suryani,et al, 2015):

% inhibisi =_Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel00%
Absorbansi koh
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10.Perhitungan ICso

11.

ICs0 adalah konsentrasi yang dibutuhkan untuk
meredukski DPPH sebesar 50% sdCdihitung dengan
menggunakkan persamaan regrasi linier dimana logerasi
sampel sebagai sumbu x dan nilai probit sebagabgwn Dari
persamaan y = ax + b dapat dihitung nilaisolC dengan

menggunakkan rumus (Zuhet,al, 2008):

y = ax+b
S = ax+b
X =5-b
a
Analisa Hasil

Data aktivitas antioksidan ekstrak buah maja dipéro
secara teoritis melalui perhitungan sdCdan dibandingkan

hasilnya dengan jurnal terstandar.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungaatabolit
sekunder yang bersifat antioksidan dan uji aktvdatioksidan yang terdapat
dalam ektrak etanolik buah majaegle marmelog¢L.) Corr.). Dari penelitian
ini dapat diketahui kandungan metabolit sekundengy®ersifat sebagai
antioksidan yang terdapat dalam ekstrak buah magaylé marmelogqL.)
Corr.) dan mengetahui konsentrasi ekstrak etanbliah maja Aegle
marmelogL.) Corr.) pada uji aktivitas antioksidan.

4.1 Persiapan Sampel

Buah maja yang digunakan pada penelitian ini béerasai
kelurahan Slerok, Kota Tegal, Jawa Tengah tepatin@MVP 15 Tegal.
Proses awal yang dilakukan pada penelitian inuylaitah maja yang akan
dibuat serbuk simplisia melalui beberapa proses y@ngumpulan bahan,
pencucian, perajanagan, pengeringan dan penghaBsah maja dipetik
langsung dari pohonnya yang tumbuh di KelurahamoBleéepatnya di
SMP 15 Tegal. Buah maja yang telah didapatkan kenudilakukan
pencucian dengan air mengalir. Tahap selanjutngéahdlilakukan proses
perajangan dengan tujuan untuk mempermudah dalesegpengeringan,
penghalusan dan mempermudah penimbanagan buah Reajses
perajangan dilakukan dengan pemisahan daging beabad kulitnya,
kemudian daging buah maja dipotong kecil-kecil siep#gadu dengan

ukuran £ 1 cm. Selanjutnya proses pengeringan buoaja dilakukan
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dengan cara dijemur dengan sinar matahari dengatujgi kain hitam.
Tujuan pengeringan untuk mengurangi kadar air ynkandung dalam
simplisia supaya diperoleh simplisia yangtidak ntugdasak dan tidak
terjadi kerusakan komposisi kandungan senyawa daleh maja. Setelah
di keringkan kemudian diserbuk dengan menggunalardber dan di ayak
dengan ayakan nomer 20 mesh. Hal ini bertujuankunmempermudah
proses penarikan zat karena semakin kecil ukurdrukeanaka semakin
luas permukaan sehingga akan lebih mudah keluagriegkaan bahan
dan dapat terekstraksi secara sempurna.
4.1.1 Uji Makroskopis
Uji Makroskopis, bertujuan untuk menentukan ciriakh
simplisia dengan pengamatan secara langsung meskgupanca
indra.

Tabel 4.1Hasil Uji Makroskopik Pada Serbuk Buah Maja

Literatur (MMI,

Gambar Sampel 1980)

Bentuk : Sebuk Bentuk : Serbuk

agak kasar

Warna : Hitam Warna : Hitam

Bau : Khas aromatic Bau : Khas aromatic
Rasa : Kelat dan Rasa : Kelat lama-
sedikit pahit lama pahit

Dari tabel diatas hasil pengamatan mikroskopis padauk
simplisia buah maja didapatkan berwarna hitam. Mewgai rasa

kelat dan sedikit pahit serta mempunyai bau yaras kdnomatik.
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4.1.2 Uji Mikroskopis
Uji Mikroskopis bertujuan untuk mengamati fragmen
pengenal yang merupakan komponen  spesifik  untuk
mengidentifikasi simplisia buah maja.

Tabel 4.Hasil Uji Mikroskopik Pada Serbuk Buah Maja

No. Hasil Literatur (MMI, 1980)

1.
2.
Epiderfnis atas dengan
palisade artefax dan kelenjar
minyak
3.
4,

'Epidermis bawah
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Berkas pembuluh dengan
serabut sklerenkim

o
L)
00

09 o

Kristal kalsium oksalat bentuk
prisma

Dari tabel diatas didapatkan hasil gambar rambatijgp,
epidermis atas dengan palisade artefax dan kelemjayak,
mesofil, epidermis bawah, berkas pembuluh dengambse
sklerenkim, dan kristal kalsium oksalat bentuk mpas Pada
gambar tersebut menunjukan bagian-bagian buah wamgat
mencolok yang menunjukkan ciri khas dari buah m@agi, dapat
disimpulkan bahwa sampel yang diteliti benar-besaiplisia buah
maja.

4.2 Ekstraksi
Serbuk buah maja kemudian dilakukan ekstraksi memajgan
metode maserasi, metode maserasi dilakukan selantmari5dengan
menggunakan pelarut etanol 70%. Etanol 70% dapaiarnke senyawa
flavonoid yang merupakan senyawa polar yang umunmmydah larut
dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, bufaaseton dan lain-lain

sehingga dapat tertarik senyawa flavonoid dan gelpidari sampel.
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Penggunaan etanol 70% karena senyawa flavonoid iemigpat pada
buah maja yaitu jenis flavonol yang dapat menaiikdksida (-OH) dari
etanol 70% lebih banyak. Sampel yang digunakanngeltal00 gram
dengan perbandingan pelarut yaitu | : 7,5 makaoétgang ditambahkan
yaitu sabanyak 750 ml. Proses maserasi dilakudkamsaes hari pada suhu
kamar dengan pengadukan dalam sehari = 5 menitsagglisia tersari
dengan sempurna dan pelarut yang digunakan masulallen zat aktif
(sel serbuk sampel).

Pemisahan filtrat dengan ampas menggunakan kanel fi@hingga
didapat ekstrak cair. Ekstrak cair yang didapatkeamudian diuapkan
menggunakan evaporator dengan suhtt @0Untuk didapatkan ekstrak
kental penguapan dilakukan sampai bau etanol pkstaak benar-benar
hilang. Pada penelitian ini diperoleh ekstrak ked&ngan hasil 36,69 g
dengan hasil rendemen sebesar 36,69 %

4.3 Uji Flavonoid

Flavonoid umumnya lebih mudah larut dalam air gtelarut polar
dikarenakan memiliki ikatan dengan gugus gula (Mark, 1998). Uji
flavonoid dilakukan dengan menambahkan flitrat dambuk buah maja
dengan HCI pekat. Penambahan HCI pekat bertujuurk tmenghidrolisis
flavonoid menjadi aglikonya, yaitu dengan mengHhidi® O-glikosil.
Glikosil akan tergantikan oleh *Hdari asam karena sifatnya yang
elektrofilik. Reduksi dengan HCI pekat ini mengliesn senyawa

kompleks yang berwarna merah atau jingga pada ritayoflavon,
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flavonolol dan xanton (Malilet al, 2016). Hasil uji flavonoid menunjukan

bahwa serbuk buah maja memiliki kandungan seny#avarfoid, hal ini

ditunjukan dengan terjadinya perubahan warna mejjegja merah.

Tabel 4.3Hasil Uji Flavonoid Buah Maja

|dentifikasi Perlakuan Hasil LSitt:Pac:Srr
Sebanayak 500
mg serbuk + air
5ml, kemudian
dipanaskan
dengan penangas (A Warna merah
lalu saring dan jingga sampai
ambil 1 ml flltrat merah ungu
dan
: menambahkan 2 adany_a
Flavonoid ml etanol 95 flavonoid.
%d Warna kuning
odan 2 ml HCI . d
2N lalu J|ngfgl]2\/ec1manya
mengamati.  Jingga-merah (+) (Malik, et al
Menambahkan  (Sumber : data 20,16) h
10 tetes HCI primer penelitian)
pekat dan
mengamati
perubahan yang
terjadi.
4.4 Uji Alkaloid

Uji alkaloid dilakukan dengan menambahkan 1 ml RGN dan 9

ml air suling, dipanaskan di atas penangas ainse menit, didinginkan

kemudian disaring, 3 tetes filtrat dipindahkan p&dea arloji, kemudian

ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat atau Maiygran penambahan

HCl adalah karena alkaloid bersifat basa sehinggksttak dengan

dengan pelarut asam. Pada uji alkaloid dengan ksre®layer,
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diperkirakan nitrogen pada alkaloid akan berealksigdn ion logam K
dari kalium tetraidomerkurat (II) membentuk kommekalium-alkaloid
yang mengendap dan pada uji Bouchardat LP ion lodgdmakan
membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogeda alkaloid
membentuk kompleks kalium-alkaloid yang mengendagelila, 1990).
Adanya alkaloid ditunjukan dengan terbentuk endaparwarna coklat
sampai hitam dengan pereaksi Bouchardat LP darerterk endapan
berwarna kuning sampai putih dengan pereaksi M@jalik et al, 2016).
Hasil uji alkaloid menunjukan bahwa serbuk buah amapemiliki
kandungan senyawa alkaloid, hal ini ditunjukan @engdanya endapan
berwarna coklat dengan pereaksi Bauchardat danpandieuning pada
pereaksi Mayer.

Tabel 4.4Hasil Uji Alkaloid Buah Maja

Identifikasi Perlakuan Hasil Standar
Literatur
Sebanyak 500
endapan
mg sampel berwarna
ditambahkan 1 coKlat samoai
ml HCI 2N dan 9 : p
i i ] hitam dengan
ml air suling, _
dipanaskan di pereaksi
i Bouchardat
atas penangas air P dan
selama 2 menit, Endapan coklat (+)
e terbentuk
- didinginkan
Alkaloid ! endapan
kemudian
isari berwarna
disaring, 3 tetes un
' uning
firat sampai putih
dipindahkan pada y pal p
k engan
aca

arloji,tambahkan

2 tetes pereaksi

Bouchardat atau
Mayer.

Endapan kuning (+)  pereaksi
(Sumber : data Mayer
primer penelitian)  (Malik, et al,

2016).
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4.5Uji Tanin

Uji Tanin dilakukan dengan menambahkan 5 ml air keisn
panaskan menggunakan penangas air lalu menyagbgngak 1 ml fllitrat
dipindahkan kedalam tabung reaksi dan ditambahk&8ntées larutan
FeCkl1%. Penambahan FeCtligunakan untuk menentukan kandungan
senyawa fenol.Tanin akan membentuk senyawa kompulekgan FeGl
ditandai dengan adanya gugus ditunjukkan dengdrertrknya warna
hitam kebiruan atau hijau (Sastrawast, al, 2013). Perubahan warna
disebabkan oleh reaksi penambahan fefdngan salah satu gugus
hidroksil yang ada pada senyawa tanin.

Uji tanin yang kedua | ml filtrat dipindahkan kedal tabung reaksi
dan ditambahkan 2-3 tetes gelatin 1 %. Uji taningd@ gelatin digunakan
untuk memeperkuat dugaan adanya tanin dalam eKstitk maja. Semua
tanin menimbulkan endapan sedikit atau banyakdik@mbahkan dengan
gelatin Hasil positif menunjukkan terbentuknya grata putih (Kumoro,
2015). Hasil uji Tanin | menunjukan bahwa serbulatbumaja memiliki
kandungan senyawa tanin |, hal ini ditunjukan dengarjadinya
perubahan warna menjadi hitam kebiruan dan padsanin Il dengan

adanya endapan putih yang berarti positif mengamtamn 11.
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Identifikasi Perlakuan Hasil Standar Literatur
Sebanyak 250
mg sampel
ditambahkan 5
ml air kemudian
panaskan
menggunakan
penangas air lalu Tanin |
menyaring. terbentuknya
Sebanyak 1 ml : : warna hitam
flltrat am-|ru () kebiruan atau
dipindahkan o \b hijau (Sastrawan,
Tanin kedalam tabung Y- et al., 2013).
reaksi dan Tanin Il
ditambahkan 2-3 terbentuknya

tetes larutan
FeCl3 1%.
Uji tanin yang
kedua | ml filtrat

Endapan putih

P +)
dipindahkan (+)
kedalamtabung (Sumber : data
reaksi dan primer
penelitian)

ditambahkan 2-3
tetes gelatin 1 %.

endapan putih
(Kumoro,2015).

4.6 Uji Saponin

Uji Saponin dengan menambahkan 10 ml air panasnginkan

dan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik.kRepositif jika

terbentuk buih yang mantap selama tidak kurangXarenit, setinggi 1

cm sampai 10 cm. Pada penambahan 1 tetes HCI 2iiNtidak hilang

(Malik et al, 2016). Buih yang ditimbulkan saponin dikarenakatanya

kombinasi struktur senyawa penyusunnya yaitu reasggogenin non polar

dan ranting samping polar yang larut dalam air gkaningsih, 2002)

Buih yang dihasilkan saponin tidak terpengaruh ossfam sehingga
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setelah ditambah HCI 2N tetap stabil dan buih tithkng. Hasil uiji

saponin menunjukan bahwa serbuk buah maja memi#adungan
senyawa saponin, hal ini ditunjukan dengan teragabuih stabil dengan
tinggi + 1 cm.

Tabel 4.6Hasil Uji Saponin Buah Maja

Identifikasi Perlakuan Hasil Standar
Literatur
Sebanyak 500
mg sampel

dimasukkan ke

dalam tabung terbentuk buih

reaksi, ang manta
ditambahkan 10 y |g o E

ml air panas, kse am%t' a
Saponin didinginkan dan urang dari 10.
kemudian menit, setinggi

1 cm sampai 10

dikocok kuat- : .
Buih stabil (+)  cm(Malik, et

kuat selama 10

detik. (Sumber : data al., 2016).
Tambahkan 1 Primer penelitian)
tetes asam
klorida 2 N

4.7 Uji Glikosida
Uji Glikosida dilakukan dengan cara memasukkan 280
simplisia ke dalam beaker glass + air 5 ml. Lalingskan dengan
penangas air, saring dan ambil 1 ml filtrate. Kemndambahkan 5 ml
asam asetat anhidrat dan 10 teteS® pekat. Penambahan$; pekat
akan bereaksi dengan terbentuk suatu cincin beawvawklat pada
permukaan larutan yang menandakan adanya kardandhidtelah itu

cincin yang berwarna ungu akan nampak dibawah rcipang berwarna
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coklat, dan pada saat itu berada dalam lapisan assetat secara
berangsur-angsur akan terbentuk lapisan kehijauwdij. (Edeogeet al,
2005). Perubahan warna yang terjadi Jika terbentakna biru/hijau
menandakan adanya senyawa glikosida (reaksi lieb®@rfMalik et al,
2016). Hasil uji glikosida menunjukan bahwa serbuleh maja memiliki
kandungan senyawa glikosida, hal ini ditunjukan gden terjadinya
perubahan warna menjadi hijau.

Tabel 4.7Hasil Uji Glikosida Buah Maja

Identifikasi Perlakuan Hasil Standar
Literatur
250 mg
simplisia ke
dalam beaker
glass + air 5 warna
ml. Lalu \ biru/hijau
panaskan N menandakan
dengan | i adanya
penangas air, senyawa
Glikosida saring dan glikosida
ambil 1 ml b (reaksi
filtrate. Hijau (+) lieberman
Kemudian (Sumber : data burchard).
tambahkan 5 primer penelitian) (Malik, et al,
ml asam asetat 2016)
anhidrat dan 10
tetes HSOu

pekat.
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4.8 Kromatografi Lapis Tipis

Metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) digunakan ukt
mengukur kadar flavonoid ekstrak buah maja. Untmastikan bahwa
yang diperoleh mengandung senyawa flavonoid sebagébksidan.
Metode ini digunakan karena sederhana dan memaerlbigdan yang
sedikit, diperoleh pemisahan yang baik, dan mentiaio waktu yang
singkat untuk pengerjaannya (Yuda, 2017).

Fase gerak yang digunakan dalam Kromatografi Lajpis (KLT)
adalah n-butanol : asam asetat : air dengan pargamn4:1:5. Fase diam
yang digunakan berupa silica gel berukuran 8 xrhOyang telah dioven
selama 3 menit dengan suhl’@5tujuannya untuk mengurangi kadar air
dan mengaktifkan plat KLT agar pada saat proses Empeng silica gel
dapat menyerap dan berikatan dengan sampel. Panofmda plat
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) vyaitu menggunakan pai kapiler
dilakukan 1 cm dari batas atas dan batas bawahk unempermudah
penotolan dan mengetahui jarak pelarut yang dittm@ehingga
mempermudah dalam perhitungan. Setelah dilakukaatpkan kemudian
dielusi menggunakan fase gerak yang sebelumnya tiliakukan proses
penjenuhan pada chamber bertujuan mempercepasuases elusi.

Proses elusi pada plat Kromatografi Lapis Tipis TiKldilakukan
sampai tanda batas rambat yang telah ditandai.yBlad telah dielusi
kemudian dikeringkan dengan cara didiamkan. Setedddsai kemudian

plat KLT dianalisis dengan menggunakan alat lammarsultraviolet
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dengan panjang gelombang 366 nm. Rf diperoleh ditatengan pensil.
Berdasarkan hasil identifikasi menggunakan KLTihetl bercak apada
plat KLT sehingga diperoleh nilai Rf dan HRf. Barilkadalah hasil Rf dan
HRf menggunakan eluen n-butanol : asam asetat : daingan

perbandingan 4:1:5.

Tabel 4.8Hasil Kromatografi Lapis Tipis Buah Maja

Sampel Nilai Standar (Ridwanuloh, 2019)
Rf HRf Rf
Ekstrak
Buah Maja 0,512 51,2 0,2-0,8

Nilai Rf yang dihasilkan dari KLT untuk ekstrak bumaja adalah
0,512 dan noda yang dihasilkan berwarna hijau kelgam. Menurut
Markham (1988), senyawa flavonoid menunjukan wamjau atau
kuning. Hal tersebut menunjukan ekstrak buah magitip mengandung
senyawa flavonoid. Perbedaan nilai Rf dipengariéi doeberapa faktor
seperti pelarut atau fase gerak, tingkat kejenubgana kromatografi,
jumlah fase gerak yang digunakan, suhu, keseingmandgn penotolan
sampel. (Yuda, 2017).
4.9 Uji Aktivitas Antioksidan Pada Ekstrak Buah Maja ( Aegle marmelos
(L.) Corr.)
Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode spieikbmetri
UV: Vis menggunakan serbuk DPPH2,Z-difenil-l-pikrilhidrazil).
Aktivitas antioksidan ditentukan dari kemampuan peimuji untuk

merubah warna ungu dari DPPH menjadi warna kuniadappanjang



62

gelombang maksimalnya. Metode DPPH dipilih karenetoce DPPH
merupakan metode yang sederhana, cepat dan mutlah pganampisan
aktivitas penangkapan radikal beberapa senyawaj #gal metode ini
terbukti akurat, efektif dan praktis (Molyneux, 3)0

Pembacaaan absorbansi terhadap perubahan warkakditapada
waktu tertentu yang memberikan kesempatan yang pcukatuk
berlangsungnya reaksi antara DPPH dan senyawaatadiau biasa
disebut dengan inkubasi. Nilai absorbansi DPPH tdgantukan nilai
presentasi penghambatan radikal DPPH (persen @hibDiari nilai persen
inhibisi dapat ditentukan niali ¥g (inhibitory concentratioh Nilai ICso
merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasig yammpu
menghambat radikal bebas sebesar 50%. Semakin rkigillCso berarti
semakin tinggi nilai antioksidannya Nilai d€diperoleh dari persaman
regresi linier. Penentuan panjang gelombang maksirbartujuan untuk
mengetahui ketika absorbansi mencapai puncaknya rabkorbansinya
pun mencapai maksimum sehingga meningkatkan prefserbansi
larutan terhadap sinar. Penentuan panjang gelomigang digunakan
yaitu 400-600 nm.

Berdasarkan hasil panjang gelombang maksimal yadgpalt
adalah 515 nm, digunakan untuk pengukuran selagutrAlasan
digunakan panjang gelombang maksimum dalam pemgujiangan
spektrofotometri UV-Vis yaitu panjang gelombang siatum memiliki

kepekaan maksimal karena terjadi perubahan abssingpeamg paling besar.
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Panjang gelombang maksimum sendiri dicari untukgethui seberapa

besar energi cahaya tertinggi yang diserap oleitdar

515
1,3 - 1,23
1,2
1,1 -

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 . T . T . . T . T )

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Gamabar 4.1Kurva Pengukuran Panjang Gelombang Maksimal

Pengukuran aktivitas antioksidan sampel dapat ukiak pada
panjang gelombang 515 nm dengan konsentrasi DPB¢$ae1000 ppm
Antioksidan standar ekstrak buah maja digunakamagabpembanding
dibuat dengan konsentrasi 100, 150, 200, 250 d#&h@on. Setelah
didapatkan absorbansi dari masing-masing konseéntkasnudian
menghitung % inhibisinya. Persen inhibisi adalanbpedingan antara
selisin dari absorbansi blanko. Persen inhibisi udékan untuk
menentukan prosentase hambatan dari suatu bahapn disakukan
terhadap senyawa radikal bebas. Persen inhibiguddhdengan rumus

sebagai berikut :

... . _Absorbansikontrol—Absorbansisampel
% Inhibisi = P€ x 100%

Absorbansikontrol
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Dibawah ini merupakan tabel hasil dari aktivitagiaksidan

vitamin C sebagai pembanding.

Tabel 4.9 Aktivitas Antioksidan Vitamin C

Sampel Konsentrasi Absorbansi % Inhibisi
10 0,372 71,76
o 20 0,352 73,25
Vitamin € 20 0,203 77,75
80 0,104 92,11

Absorbansi Blanko = 1,318

Dari tabel hasil absorbansi larutan vitamin C diatapat
dinyatakan bahwa absorbansi pada setiap konsenkaasian seri
mengalami penurunan yang baik, kemudian dilakuk@&nhifungan
presentase inhibisi dan selanjutnya dilakukan pemgan probit.
Selanjutnya dibuat kurva regersi linier yang dipeno dari hasil
konsentrasi larutan uji ekstrak buah maja diubamjate log dan %
inhibisi yang diubah menjadi probit. Regresi linidigunakan untuk
mengetahui besarnya kandungan antioksidan dalanaasedBerikut

adalah kurva regresi linier pada vitamin C.
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6,60 - y = 0,9003x + 4,5207
6,40 - * R2=0,7792
6,20 -

6,00 -
5,80 - .
5,60 - o ¢

5,40 -
5,20 : : : .

Probit

Log Konsentrasi

Gambar 4.2 Hubungan Antara Log Konsentrasi Dengan Probit %
Inhibisi Aktivitas Antioksidan Vitamin C

Dari data diatas dapat dinyatakan bahwa adanyaikeenailai
probit dengan menghasilkan nilary0,900 x dan r = 0,779. Selanjutnya
dilakukan perhitungan nilai Kg dilakukan untuk mengetahui besarnya
konsentrasi larutan uji ekstrak buah maja yang mamenurunkan 50%
absorbansi DPPH dibandingkan dengan larutan blargika 1Cso yang
diperoleh dari vitamin C yaitu 3,412 ug / mL. Halsebut termasuk
aktivitas antioksidan sangat kuat.

Dibawah ini merupakan tabel hasil dari aktivitagiaksidan
ekstrak buah maja.

Tabel 4.10Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Maja

Sampel Konsentrasi Absorbansi % inhibisi
(ppm)
100 0,680 46,569
150 0,679 46,647
Eksm‘}f“""h 200 0,658 48,324
250 0,640 49,738
300 0,618 51,467

Absorbansi Blanko = 1,273
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Dari tabel hasil absorbansi larutan ekstrak buaja miatas dapat
dinyatakan bahwa absorbansi pada setiap konsenkaasian seri
mengalami penurunan yang baik, kemudian dilakuk@&nhifungan
presentase inhibisi dan selanjutnya dilakukan pemgan probit.
Selanjutnya dibuat kurva regersi linier yang dipeno dari hasil
konsentrasi larutan uji ekstrak buah maja diubamjate log dan %
inhibisi yang diubah menjadi probit. Regresi linidigunakan untuk
mengetahui besarnya kandungan antioksidan dalanaasedBerikut

adalah kurva regresi linier pada ekstrak buah maja.

5,04
5,02 * y=0,2377x + 4,424
5 R? =0,8304

4,98

4,96

4,94

4,92 4
4,9

4,88 T T T T T T 1

2 2,1 22 23 24 25 26
Log Konsentrasi

Probit

Gambar 4.3Hubungan Antara Log Konsentrasi Dengan Probit %
Inhibisi Aktivitas Antioksidan Ekstrak Buah Maja
Dari data diatas dapat dinyatakan bahwa adanyaikeenailai
probit dengan menghasilkan nilary0,237 x dan r = 0,830. Selanjutnya
dilakukan perhitungan nilai Kg dilakukan untuk mengetahui besarnya
konsentrasi larutan uji ekstrak buah maja yang mamenurunkan 50%

absorbansi DPPH dibandingkan dengan larutan blargiai 1Cso yang
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diperoleh dari ekstrak buah maja yaitu 269,153 g/ Hasil tersebut
termasuk aktivitas antioksidan sangat lemah.

Dari tabel 4.9 aktivitas antioksidan vitamin C dtabel 4.10
aktivitas antioksidan ekstrak buah maja diketatahvia 1Go vitamin C
adalah 3,412 pg/ml dan sampel ekstrak buah majaragé9,153 pg/ml.
Hal ini menunjukkan bahwa daya aktivitas antioksi@kstrak etanolik
buah maja lebih kecil dibanding dengan daya akviantioksidan
vitamin C dengan menggunakan metode DPPH. Hal ikarenakan
kadar vitamin C dan flavonoid yang terkandung dakkstrak etanolik
buah maja lebih sedikit dibanding dengan vitaminn@rni yang
merupakan senyawa tunggal yang potensial sebatjaksidan.

Menurut Phongpaichét al., (2007), Suatu senyawa dikatakan
sebagai antiradical bebas sangat kuat apabilal@ax 10 ug/mL, kuat
apabila nilai IGoantara 10-5Qug/mL, sedang apabila nilai $&€berkisar
antara 50-10Qug/mL, lemah apabila nilai Kg berkisar antara 100-250
ug/mL. Hal ini menunjukan aktivitas antioksidan buaftaja sangat

lemah.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan lzahw
1. Buah maja mengandung senyawa metabolit sekundey yemiliki
aktvitas antioksidan alkaloid, flavonoid, tanin taersaponin dan
glikosida
2. Aktivitas antioksidan 16 yang didapat pada ekstrak buah maja adalah
269,153 pg/ml
5.2Saran
Berdasarkan hasil penelitian maka peneliti menyaan
1. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan metodegyderbeda dan
tepat dengan suhu yang tidak tinggi saat pembukiiaak buah maja.
2. Diperlukan penelitian lebih lanjut terkait pemaném buah maja
sebagai antioksidan serta mempelajari manakah wengitif yang

lebih dominan sebagai antioksidan.
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LAMPIRAN



Lampiran 1

Perhitungan Rendemen

1. Perhitungan Prosentase Bobot Kering Terhadap BobdBasah

Berat Basah = 1800 gram (y)
Berat Kering = 163,28 gram (x)
Berat Serbuk =100 gram

X
Prosentase Bobot Kering Terhadap Bobot Basicl;xd:.OO%

163,28 gram
= —x 100%
1800 gram
=9,07 %
2. Perhitungan Rendemen Ekstrak Buah Maja
a. Berat sampel =100 gram (X)
b. Berat cawan kosong = 80,07 gram (a)
c. Berat cawan + isi =116,76 gram (b)

d. Berat Ekstrak =b-a

=116,76 gram - 80,07 gram

= 36,69 gram (y)

e. Rendemen Ekstrak %—x 100%

36,69 gram
=—x 100%
100 gram

= 36,69 %
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Lampiran 2
Perhitungan Fase Gerak Dalam Kromatografi Lapis Tigs (KLT)

1. Perhitungan Fase Gerak
Fase gerak yang digunakan yaitu n-butanol : asatatasair
dengan perbandingan (4 : 1 :5) dan dibuat sethab§ ml.

a. N-butanol

4
Volume yang dibutuhkan untuk 10 ml ﬁx 10 mi

=4 ml

b. Asam Asetat

1
Volume yang dibutuhkan untuk 10 ml ﬁx 10 ml

=1ml

c. Air

5
Volume yang dibutuhkan untuk 10 ml ﬁx 10 mi

S ml

2. Perhitungan Nilai Rf dan HRf

4,1
a. Rf =— =0,512
8
b. HRf =0,512 x 100
=51,2
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Lampiran 3
Pembuatan Larutan Seri

1. Pembuatan Larutan DPPH (39 ppm)
Keterangan :
m = Massa

v =Volume
m

ppm =~

: 3,9mg
"~ 100 ml

= 0,039 mg/ml
=39 ppm
2. Pembuatan Larutan Uji Sampel
ppm = =
v

_01g
~ 50ml

= 0,002 g/ml
=2 mg/ml

= 2000 ppm
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3. Pembuatan Larutan Induk Vitamin C
ppm =

m
v

0,05g
~ 50ml

= 0,001 g/ml
=1 mg/ml

= 1000 ppm

4. Pembuatan Larutan Seri Vitamin C (10, 20, 40, dan@ppm)
Keterangan :
V1 = Volume yang dibutuhkan
V2 = Volume larutan yang dibuat
M1 = Konsentrasi larutan induk

M2 = Konsentrasi pengenceran

10ppm—> V.M1  =V. M

M. 1000 =10.10

100
Y = ——=0,1 ml ad methanol 10 ml
1000
20 ppm=—> V.M: =\Vo. M2

M.1000 =20.10

200

1 = ——=0,2 ml ad methanol 10 ml
1000
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40 ppm=> Y.M1 =V2. M2

M.100 =40.10

400
M = ——=0,4 ml ad methanol 10 ml
"~ 1000
80 ppm—> VM; =\u. M

Vi.1000 =80.10

_ 800
——=0,8 ml ad methanol 10 ml
1000

5. Pembuatan Larutan Seri Ekstrak Buah Maja (100, 150200, 250, dan

300 ppm).

100 ppm=> V. M; =Vo. M
M.2000 =100.10

1000
\ =———=0,5 ml ad methanol 10 ml
2000
150 ppn—=> VY. M =\o. M2

\.2000 =150.10

1500
\ =———= 0,75 ml ad methanol 10 mi
2000

200 ppmt=> Y. M =\V2. M2
M .2000 =200.10

2000
\J ——=1 ml ad methanol 10 ml
2000
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250 ppm=> V.M =\o. M

M. 2000 =250.10

2500
M =———= 1,25 ml ad methanol 10 ml
2000
300 ppre=> VY Mi =\o. M2

M .2000 =300.10

3000
\1 =——=1,5 ml ad methanol 10 ml
2000
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Lampiran 4

Hasil Uji Aktivitas Antioksidan

1. Perhitungan %Inhibisi
a. Ekstrak Buah Maja

Perhitungan nilai % inhibisi :

(Rata-—rata larutan kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)

= 0
100 ppmM Rata—rata larutan kontrol x 100%
1,273-0,680
=—x 100%
1,273
= 46,569 %

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
150 ppm= X 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,273-0,679
1,273

X 100%

=46,647 %

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
200 ppm= x 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,273-0,658
= x 100%
1,273

= 48,324 %
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(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
250 ppm= x 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,273-0,640
1,273

X 100%

=49,739 %

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
300 ppm= x 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,273-0,618
1,273

X 100%

=51,467%

b. Vitamin C
Perhitungan nilai %inhibisi :

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
10 ppm = x 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,318-0,372
~ 1,318

X 100%

=71,76 %

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
20 ppm = x 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,318-0,353
~ 1,318

x 100%

=73,25%
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(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
40 ppm = X 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,318-0,293
1,318

X 100%

=77,75%

(Rata—rata kontrol)—(Rata—rata larutan sampel)
80 ppm = X 100%
Rata—rata larutan kontrol

1,318-0,104
~ 1,318

X 100%

=92,11%

2. Perhitungan ICso
Rumus :y=ax+b
a. Ekstrak Buah Maja
y =0,237x + 4,424
5=0,237x + 4,424
5-4,424 = 0,2377x

0,576

X =
0,237

log C=2,43
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C =antilog 2,43

= 269,153 pg/ml

b. Vitamin C
Y =0,900x + 4,520
5=0,900x + 4,520
5 -4,520 = 0,900x

0,48

X =
0,900

log C = 0,533

C = antilog 0,533

=3.412ug/ml
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Lampiran 5

Dokumentasi Penelitian

Gambar Keteranagan

Pengambilan sampel buah maja

Pemisahan daging buah dengan

kulitnya

Daging buah maja dijemur dengan sinar

matahari dengan ditutupi kain hitam

Simplisia Buah Maja
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Penimbangan serbuk simplisia buah

maja

Proses maserasi simplisia buah maja

Penimbangan ekstrak buah maja

Uji Kromatografi Lapis Tipis
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Larutan DPPH

Larutan Vitamin C

Larutan ekstrak buah maja

Larutan seri vitamin ¢

(R
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Larutan seri ekstrak buah maja

Spektrofotometri UV-Vis
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